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1. RESUMEN.

La dormicién es un rasgo complejo regulado finamente por las hormonas y los factores
ambientales. Los fitocromos, receptores para la percepcion del rojo: rojo lejano (R:RL), son los
Unicos fotorreceptores involucrado en la terminacion de la dormicion y la induccion de la

germinacion por la luz.

Con la idea de entender mejor el rol de DOGL1 en las vias de sefializacion del phyA y
phyB, se utilizaron lineas mutantes dobles de DOG1 con phyA y phyB, siendo phyAdogl y
phyBdogl. Nuestro disefio experimental consistid en trabajar con semillas cosechadas de
plantas madres expuestas a distintas condiciones de luz (alta relacion R:RL y baja relacion
R:RL) y temperatura (15C, 20C y 25C). Nos propus imos caracterizar los nuevos y ain no
publicados materiales genéticos, tanto en las respuestas de salida de la dormicién y promocion
de la germinacién de las semillas, como también caracterizar el fenotipo en planta de estos
materiales. Nuestros resultados en los ditintos ambientes de temperatura indican que los
parametros de crecimiento vegetativo y floraciéon fueron controlados principalmente por los
phyA y phyB, mientras que los efectos de DOG1 fueron limitados. Sin embargo, DOGL1 podria
contribuir aditiva y parcialmente a la accion promotora del crecimiento phyA a 15C y de phyB a
25<C. Los resultados de la caracterizacion fenotipi ca en distintos ambientes de luz indican que
DOG1 tuvo una funcién promotora sobre el crecimiento vegetativo en un ambiente luminico de
alta relacion R:RL. Este funcién promotora en canopeos abiertos (sin competencia por luz de
plantas vecinas) no habia sido descripta antes. Los resultados de germinacién indican que las
bajas temperaturas durante la maduracién de las semillas (15°C) aumentan los niveles de
dormicién con respecto a aquellas cosechadas de plantas cultivadas a 25°C. DOG1 fue un
represor de la germinacion a tiempos de post-maduracién de 60 y 120 dias, pero no a 300 dias,
sugiriendo que sus efectos represores se diluyen con el tiempo de post-maduracion. Una baja
relacion de luz R:RL durante el desarrollo de las semillas en la planta madre aument6 la
dormicion de las mismas, mientras que un relacién de luz R:RL=1,02 disminuyo el nivel de
dormicién. Nuestro disefio experimental no permitié distinguir efectos significativos de DOG1,

phyA y phyB en las condiciones experimentales evaluadas.

Esta tesis puso a prueba la idea de que DOGL1 y los phyA y phyB pueden afectar el
crecimiento de las plantas y el tiempo de induccion floral como asi también la salida de la

dormicién de las semillas.



2. ABREVIATURAS.

= ABA: 4cido absicico.

s ABI: insensible al ABA.

s DOG1: delay of germination 1.

s dogl: mutante de DOGL1.

s GA: giberelina.

s GAIl: insensible a la giberelina.

s HIR: respuesta de alta irradiancia.

s KNO3: nitrato de potasio.

s LFR: respuesta de bajo flujo.

s NO: 6xido nitrico.

s Pfr: forma del fitocromo que absorbe en en RL.
s phyA: mutante de fitocromo A.

s phyAdogl: mutante de phyA y DOGL.
s phyB: mutante de fitocromo B.

s phyBdogl: mutante de phyB y DOG1.
s PIL5: factor que interactla con los fitocromos.
s Pr: forma del fitocromo que absorbe R.
s QTL: loci de caracter cuantitativo.

s R: luz roja.

s R:RL: relacion rojo:rojo lejano.

= RIL: linea endocriada recombinante.

s RL: luz roja lejano.

s SPT: factor de transcripcion SPATULA.
% VLFR: respuesta de muy bajo flujo.

s WT: genotipo salvaje.
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3. INTRODUCCION.

Durante su ontogenia en la planta madre las semillas de la mayoria de las especies adquieren
un elevado nivel de dormicion que impide la germinacidon aun en condiciones que en otras
circunstancias fisiolégicas serian favorables (Bewley, 1997). Durante la post-maduracion,
factores ambientales y endégenos contribuyen a la disminucion del nivel de dormicion
permitiendo, en combinacién con sefales ambientales especificas (cambios en el ambiente
luminico, térmico y/o niveles de nitratos, entre otros), la terminacion de la dormicién y la
ocurrencia de patrones temporales y espaciales de germinacion que se ajustan a las
condiciones mas favorables para el éxito de las futuras plantas en su habitat (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). La dormicién es un efectivo punto de control del desarrollo porque
tiene una influencia decisiva en determinar en qué circunstancias de tiempo y espacio ocurre el
desarrollo de la plantula.

El estudio de la variacion genética natural en semillas de Arabidopsis thaliana ha comenzado a
aportar en la Ultima década informacion de algunos de los mecanismos moleculares que
permite la salida de la dormicién durante la post-maduracion de las semillas. El andlisis de la
germinacién de poblaciones de semillas con niveles contrastantes de dormicién y posteriores
mapeos genéticos permitié identificar a DOG1 como un QTL que impone dormicion en las
semillas (Alonso-Blanco et al., 2003). DOG1 codifica para un factor inhibitorio de naturaleza
molecular aln desconocida, que se expresa tempranamente durante el desarrollo de la semilla
y cuyos efectos van disminuyendo con la post-maduracion (Bentsink et al., 2006). Evidencias
independientes trabajando con semillas dogl (mutantes nulas de DOG1) confirmaron que la
ausencia de DOG1 disminuye la dormicién y la sensibilidad al ABA, sugiriendo que es una
proteina involucrada en la via de sefializacién del ABA (Bentsink et al., 2006). Por otra parte,
nuestro laboratorio demostré que dogl es mas sensible que el WT cuando la germinacién es
inducida con muy bajos niveles de Pfr, sugiriendo que DOG1 puede afectar negativamente la
via de accion del phyA (Laserna et al., 2008). Estas evidencias experimentales sugieren que
DOGL1 podria ser un actor importante en el control de la germinacion por luz y que hay una
ausencia de conocimiento importante acerca de cual es el mecanismo molecular que vincula a
DOGL1 con las vias de sefializacion de los fitocromos.

3.1. El estado de dormicion en las semillas.

Una de las propiedades adaptativas mas importantes de las plantas es la capacidad
que presentan las semillas de retener su viabilidad durante largos periodos de tiempo, lo que
les permite sobrevivir en condiciones adversas en un estado quiescente (Baskin y Baskin,

1998). Cuando las condiciones del medio son las adecuadas para el desarrollo de la nueva
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plantula, se produce la germinacion de la semilla; en cambio, si las condiciones no son
favorables para que la germinacion se complete con éxito, las semillas no germinan y se
mantienen en estado quiescente. Sin embargo, algunas semillas no germinan aunque las
condiciones sean favorables debido a caracteristicas intrinsecas de la propia semilla (Bewley,
1997; Baskin y Baskin, 1998), porque presentan lo que se denomina dormicién, que se define
como la incapacidad para germinar de una semilla viable e intacta bajo condiciones que
normalmente favorecen el proceso (Hilhorst, 1995). En estas semillas, para que la germinacion
tenga lugar deben producirse una serie de cambios metabdlicos y/o ser sometidas a unos
factores ambientales determinados.

La dormicién no es un proceso de todo o nada, sino que existe en una amplia gama de
intensidades que van desde la dormicién absoluta, en la cual la germinacién no se produce en
ninguna condicién ambiental, hasta la ausencia de dormicién, que se caracteriza porque las
semillas pueden germinar en un rango amplio de condiciones ambientales. En consecuencia, la
dormicion es un efectivo punto de control del desarrollo ya que tiene una influencia decisiva en
determinar en qué circunstancias de tiempo y espacio ocurre el desarrollo de la plantula. Por
ejemplo si la semilla germinara en un ambiente densamente cubierto por la vegetacion o a una
profundidad inadecuada en el suelo, la plantula encontraria enormes dificultades para capturar
los recursos necesarios para crecer y sus posibilidades de éxito seran limitadas. También seria
incierto el futuro de una planta sensible a las temperaturas bajas si la germinacion se produjera
antes de que termine la estacién fria. En la medida que la dormicién va disminuyendo, aumenta
la sensibilidad de las semillas a factores del ambiente, entre ellos, la luz y las temperaturas
alternadas.

La dormicidon puede ser primaria 0 secundaria. La dormicién primaria se adquiere
durante el desarrollo y maduracion de la semilla en la planta madre. Se presenta en el
momento que el embridn deja de crecer y esta controlada genéticamente, aunque también
influyen aspectos metabdlicos (estado hormonal de la semilla, flujo de hormonas desde la
planta madre) y factores ambientales (factores edaficos, temperatura y luz) (Bewley y Black,
1994). La dormicién secundaria se define como la pérdida de la capacidad para germinar de
una semilla viable cuya dormiciéon primaria ha sido eliminada previamente. Se desarrolla en
semillas maduras una vez dispersadas por una pérdida de la sensibilidad a los factores que
rompen la dormicién o que inducen la germinacién. Se caracteriza por una incapacidad de
germinar debido a un entorno adverso, como puede suceder en ambientes deficientes en
oxigeno (Céme y Thevenot, 1982), con temperaturas elevadas (Cone y Spruit, 1983; Hilhorst,
1990a y b; Derkx y Karssen, 1993), o bien como respuesta a diferentes situaciones de estrés
(Bewley, 1997).

La dormicién de las semillas es una caracteristica indeseable en los cultivos agricolas,
en donde se requieren una rapida germinacion y crecimiento de los mismos. Sin embargo, un
cierto nivel de dormicién es una ventaja, por lo menos durante el desarrollo de la semilla, en los

cultivos de cereales, ya que previene la germinacion de los granos cuando todavia se
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encuentran en la planta (brotado pre-cosecha), un problema que causa graves perjuicios
econémicos en determinados cultivos (Del Fueyo et al.,, 2003). La ausencia de dormicién
provoca viviparismo en algunas especies agricolas provocando grandes pérdidas econémicas,
como sucede en el trigo, al producir una baja calidad del grano. Pero una dormicién muy
profunda también tiene consecuencias econémicas negativas, como sucede en la germinacién
desigual de campos de cebada que impide la correcta formacion de malta, o como ocurre en
muchas especies forestales utilizadas en repoblaciones forestales y en la industria maderera.
Por ello existe un gran interés cientifico y econémico en conocer los mecanismos bioquimicos y

moleculares implicados en este proceso.

3.1.1. Significado ecoldgico de la dormicién.

a) Dispersion temporal de la especie.

En general, los diferentes mecanismos de dormicion tienen como principal finalidad retrasar la
germinacion y prevenir asi que ésta tenga lugar en condiciones ambientales desfavorables
para el establecimiento de las plantulas. Que los diferentes mecanismos de dormiciéon de
semillas hayan sido mantenidos a través de la evolucion hasta nuestros dias es, sin duda, una
prueba del gran valor adaptativo que éstos suponen para las especies que los presentan. Las
semillas de numerosas especies presentan un cierto nivel de dormicién inmediatamente
después de haber sido dispersadas por la planta. De esta manera, las especies vegetales
evitan el posible peligro de que las semillas germinen sobre la propia planta que las ha
producido, asegurando, ademas, la dispersion en el tiempo. La dispersion temporal de la
especie se logra con el mantenimiento de la dormicion de las semillas, que puede durar desde
pocos dias hasta varias décadas, dependiendo de las caracteristicas genéticas de la especie y
de los factores ambientales. En cualquier caso, tras la dispersién, los diferentes factores
naturales que inciden sobre la semilla tenderan a eliminar, gradualmente, la mayor o menor
dormicién que ésta presenta. Tanto el tipo de dormicion que presenta una semilla como los
factores naturales que eliminan progresivamente esta dormicién, estan estrechamente ligados

con el habitat en el que se desarrolla la especie.

b) Banco de semillas del suelo.

Para numerosas especies de plantas, existe un importante stock de semillas que permanecen
enterradas en el suelo, a diferentes profundidades, constituyendo el denominado banco de
semillas del suelo. Con este banco las distintas especies aseguran la existencia de una cierta
cantidad de semillas viables enterradas en el suelo y que éstas vayan germinando de forma
gradual. De esta manera, aumenta considerablemente la probabilidad de supervivencia de las
poblaciones vegetales. Las semillas de especies colonizadoras suelen presentar diversos
mecanismos de dormicién que hacen posible la dispersion en el tiempo. Las semillas de estas

especies constituyen un porcentaje muy importante de la composicion del banco de semillas
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del suelo. En general, pueden permanecer viables, enterradas en el suelo, durante largos
periodos. Como es légico, la composicion del banco de semillas del suelo esta estrechamente
relacionada con los ciclos bioldgicos de las especies que se desarrollan en los diferentes
hébitats.

3.2. Factores endogenos Yy ambientales que controlan la

dormicion de las semillas.

La salida de la dormicion depende de la interaccion de factores enddégenos
(morfoldgicos, hormonales o metabdlicos) y factores exdégenos o ambientales (humedad, luz,
temperatura, entre otros). La dormicién puede ser culminada por factores promotores de la
germinacion como son la post-maduracion, la luz y los tratamientos de frio (estratificacion).
Determinados quimicos como las GAs, el KNO; (Derkx y Karssen, 1993a; Alboresi et al., 2005;
Ali-Rachedi et al., 2004) y el NO (Bethke et al., 2007b) también tienen efectos promotores de la
germinacion (figura 1). El grado de dormicidon no sélo estd determinado genéticamente sino
también por el ambiente materno durante la formacién de la semilla (Donohue, 2005). A

continuacion solo se describen en detalle algunos de los factores que rompen la dormicién de

las semillas.
* Temperatura
* Humedad
* RL continuo Tntensificacién
* Hipoxia de la dermicién

ALTO NIVEL ‘—X— BAJO NIVEL _X_. GERMINACION
DE DORMICION —X—' DE DORMICION

Atenvacion
de la dormeidn

* Temperatura

* Humedad
* Aireacién
Figura 1: Diagrama de flujo que representa los cambios en el nivel de dormicién y la terminaciéon de la

dormicién en semillas y los factores que mas probab lemente afectan a cada proceso . Tomado y modificado de
Benech-Arnold et al., 2000.

3.2.1. Las bajas temperaturas y la salida de la dor ___micion.

Entre los factores ambientales que controlan la salida de la dormicién, la temperatura

tiene un rol muy importante (Probert, 1992).
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En semillas de Arabidopsis, la disminucion de los niveles de dormicibn mediante
incubacion de las semillas embebidas a bajas temperaturas esta asociado con un incremento
en los niveles de una giberelina que posee actividad biolégica: la GA4, asi como con la
acumulacion de transcriptos de GA3ox1, una GA3R-hidroxilasa que participa en el paso final de
la sintesis de GA, (Yamauchi et al., 2004).

El modelo de Penfield et al. (2005) explica el control del frio y la luz a través de la
interaccion de los factores de transcripcion Spatula (SPT) y Phytochrome-Interacting-Factor-
Like5 (PIL5). En la oscuridad, SPT y PIL5 son ambos represores activos de la germinacion,

mientras que en presencia de luz y frio, disminuyen sus actividades represoras.

3.2.2. Laluz v la salida de la dormicién.

La salida de la dormicién en semillas de muchas especies puede ser causada por la luz
(Bewley & Black, 1982). Dependiendo del nivel de dormicién de las semillas, del tratamiento
luminico y de otras condiciones ambientales, la germinacion puede ser promovida, inhibida o
independiente de la luz (Bewley & Black, 1982; Frankland & Taylorson, 1983; Casal & Sanchez,
1998). La terminacion de la dormicion por luz es mediada por los fitocromos, que son
receptores muy efectivos para la percepcion de luz roja y rojo lejano. Los fitocromos son
proteinas fotoreversibles que tienen la capacidad de interconvertirse en dos isbmeros estables:
la forma que absorbe eficientemente luz R (Pr = A5 660 nm) y la que absorbe eficientemente
luz RL (Pfr = Ayax 730 nm) (Quail et al., 1995; Fankhauser & Chory, 1997) (figura 2B ). Los
fitocromos son sintetizados en el citoplasma en la forma Pr, biolégicamente inactiva, y al

absorber R pasan a su conformacion activa, Pfr, y migran al ndcleo (Nagy et al.,2001)

3.2.2.a. Caracteristicas genéticas y moleculares de los fitocromos.

En Arabidopsis se conocen 5 genes distintos que codifican para los fitocromos, los
cuales fueron llamados fitocromos A, B, C, D y E (PHYA-E) (Casal, 2002). Son proteinas
solubles de aproximadamente 125 KDa. Su estructura es homodimérica en la que cada
subunidad esta unida covalentemente a un cromoforo constituido por un tetrapirrol lineal abierto
denominado fitocromobilina (figura 2A ). La excitaciéon del croméforo modifica la configuracion
de la proteina, alterando su capacidad de accién biologica.

La molécula del fitocromo puede ser dividida en dos regiones funcionales principales: 1) la
region amino-terminal, que es el sensor de la sefial y posee un croméforo unido
covalententemente; y 2) la regién carboxi-terminal o de transduccioén de la sefial, que contiene
dos dominios relacionados a los Per/Arnt/Sim (PAS) y un dominio relacionado a los de histidina
kinasa de bacterias. El dominio N-terminal es responsable de la union al croméforo, de la
absorcion de la luz y de la fotorreversibilidad (~70 kDa). EI dominio C-terminal (~55 kDa)

contiene varios subdominios/motivos conservados, incluyendo la secuencia reguladora core
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(Quail box), dos motivos de dimerizacién y el dominio HKRD (Histidine Kinase-Related

Domain). Un par de motivos PAS (Per-Arnt-Sim) se superponen con el Quail box (figura 2A ).
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Figura 2: caracteristicas de los fitocromos. (A) Esquema de la estructura del fitocromo. Los fitocromos
absorben la luz con el cromoéforo (un tetrapirrol linear abierto) que esta unido covalentemente en la cisteina 320
(PHYA) o 322 (PHYB) del dominio amino-terminal de la apoproteina. En las posiciones 7 y 538 se muestran las
serinas que intervienen en los cambios conformacionales y en la sefializacion por fosforilacion. El dominio
carboxilo-terminal de la apoproteina contiene dos repeticiones PAS, que inician la cascada de sefializacion a
través de la interaccién con el factor PIF3 y presenta un dominio histidina-kinasa (HKRD) involucrado en la
fosforilacion de la proteina sustrato-kinasa del fitocromo 1 (SK1). SK1 regula negativamente la sefializacion del
fitocromo. Tomado y modificado de Yanovsky et al., 2002. (B) Espectro de absorcion de los fitocromos y
cambio de conformacién que sufren de acuerdo a la calidad de la luz que reciben. Tomado y modificado de

Shafer y Bowler, 2002.

3.2.2.b. Modo de accién de los fitocromos.

La accién de los fitocromos puede ser distinguida sobre la base de la cantidad de luz
requerida para inducir una respuesta determinada. La cantidad de luz puede ser referida como
flujo de luz, el cual es definido como el nUmero de fotones incidentes por unidad de superficie,
usualmente cuantificado como micromoles de fotones por metro cuadrado (umol.m-2). Se han
descrito tres modos de accion de los fitocromos; 1) la respuesta a muy bajos flujos de luz,
llamada VLFR (del inglés Very Low Fluence Response), 2) la respuesta a bajos flujos, o LFR
(del inglés Low Fluence Response) y 3) la respuesta a altos flujos de luz o HIR (del inglés High
Irradiance Response) (Casal et al., 1998).Cuando las semillas poseen una alta sensibilidad a la
luz, la germinacién puede ser inducida con un pulso saturante de RL, a través de una VLFR
mediada exclusivamente por el phyA (Botto et al., 1996). Como un pulso de luz RL convierte
aproximadamente el 97% del Pfr a Pr, sélo el 3% Pfr remanente satura este tipo de respuesta
que no puede ser revertida por el RL (Taiz y Zeiger, 1998) (figura 3).Por otra parte, si se
establecen niveles mas altos de Pfr en las semillas, por ejemplo con un pulso de luz R, la

germinacion es promovida por una LFR a través de la accion del phyB y otros fitocromos
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estables (Botto et al., 1995; Hennig et al., 2002). Las proporciones de Pfr que inducen una
LFR son establecidas por pulsos moderados de luz R, siendo esta respuesta revertida con un
pulso de luz RL (Mancinelli, 1994). La magnitud de la reversién de respuesta del efecto del R
disminuye a medida que aumenta el intervalo de tiempo entre el pulso de luz R y RL (Casal et

al., 1998) (figura 3).
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Figura 3: modos de accion de los fitocromos. Representacion esquematica de los
modos de accién de los fitocromos en funcién del fotoequilibrio calculado (Pfr/P).
Tomado de Casal et al., 1998.

En ciertas especies, la luz RL continua puede inhibir la germinacion de las semillas a
través una fotorespuesta del tipo HIR (Shichijo et al., 2001; Auge et al., 2009). Las respuestas
de tipo HIR requieren de exposiciones prolongadas a la luz RL (Taiz y Zeiger, 1998). Estas
respuestas no cumplen la ley de reciprocidad entre tiempo y cantidad de fotones y
consecuentemente exposiciones continuas a la luz RL son mas eficientes para inducir la
respuesta HIR en comparacion con los pulsos de luz RL, que suministran igual flujo total. El
fotorreceptor que media las respuestas HIR es el PHYA (Shichijo et al., 2001; Casal et al.,
2003).

3.2.2.c. Importancia ecolégica del modo de accién de los fitocromos.

Durante la permanencia en el suelo, las semillas sufren alteraciones en su estado de
dormicion asociadas a cambios en la sensibilidad a determinados factores ambientales.
Algunos de esos factores han sido propuestos como sefiales que perciben las semillas para

inducir la germinacién. Las evidencias experimentales de campo indican que las semillas de
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ciertas especies son capaces de responder a cambios en el ambiente luminosos percibidos por
los fitocromos, a través de la accion de diferentes modos de respuesta (VLFR, LFR y HIR).

Por ejemplo, las semillas de las malezas manifiestan cambios de sensibilidad a la luz
durante la permanencia en el suelo (Botto et al., 1998; Bouwmeester & Karssen, 1989; Froud-
Williams et al., 1984; Taylorson, 1972). Scopel y colaboradores (1991) demostraron que la
sensibilidad de las semillas de Datura ferox a la luz se incrementa cuatro érdenes de magnitud
cuando permanecen enterradas en el suelo durante dos meses, comparadas a aquellas
almacenadas en seco. La exposicion de las semillas a la luz durante las labores es suficiente
para promover la germinacién, siendo este mecanismo de percepcién del disturbio esencial
para promover la germinacién de las semillas que necesitan luz. La induccion de la
germinacién en respuesta a exposiciones cortas de luz (VLFR) durante las labranzas favorecen
la aparicion de plantulas cuando el suelo ha sido removido y los potenciales competidores han
sido eliminados (Scopel et al., 1991) (figura 4 ).

Las semillas de malezas que permanecen en la superficie del suelo cuando caen de la
planta madre, muchas veces no pueden germinar si estan cubiertas por un canopeo, a pesar
que las temperaturas sean favorables. Esto sucede porque la luz natural es filtrada por la
clorofila de las hojas, que absorbe diferencialmente en el R, modificando la intensidad y la
composicién espectral de la luz que llega al suelo. Dependiendo de la densidad del canopeo y
las caracteristicas Opticas de los tegumentos, distintos fotoequilibrios pueden establecerse en
las semillas. En ciertas especies, la inhibicién de la germinacion por relaciones R:RL bajas
permite asegurar el establecimiento de nuevas plantas, sélo en ausencia de competencia con
otros individuos. La respuesta de la ferminacion es R:RL reversible, indicando la accién de una
LFR (Insausti et al., 1995). En las pasturas, las semillas de Lolium multiflorum germinan en los
espacios raleados por el pastoreo del ganado vacuno, en respuesta a cambios en la
composicion espectral de la luz (figura 4 ).

Deregibus y colaboradores (1994) demostraron que la germinacion de las semillas de
esa especie también estd mediada por una LFR. Por otra parte, Vazquez-Yafies y Orozco-
Segovia (1990) encontraron que las semillas de algunas especies caracterizadas de los
ambientes boscosos tropicales, como Cecropia obtusifolia y Piper umbellatum, germinan
cuando se incrementa la relacion R:RL como consecuencia de la destruccion del canopeo.

En los ambientes agricolas, las semillas pueden encontrarse expuestas a la luz cuando
permanecen sobre suelos desnudos o cubiertas por el rastrojo. En esas condiciones, la
inhibicién de la germinaciéon puede resultar favorable para la supervivencia de la especie,
debido a los efectos negativos de la desecacion o a la desequilibrada competencia con los
individuos mas grandes. Se ha sugerido que las HIRs operan inhibiendo la germinacion de las

semillas en alguna de esas circunstancias (Gorski et al., 1978) (figura 4).

-16 -



S
Wi, =0 ®

Figura 4: modos de accion de los fitocromos en el control de la

germinacion de semillas en diferentes condiciones d e radiacion

natural. Tomado de Casal & Sanchez, 1998.

3.2.3. La post-maduracion en seco de las semillas y la salida de la_dormicion.

El nivel de dormicion de las semillas aumenta durante la maduracion de las mismas y
alcanza un maximo en las semillas maduras cosechadas (Karssen et al., 1983; Ooms et al.,
1993). Durante el posterior almacenamiento en seco (post-maduracién), el nivel de dormicién
se reduce hasta que las semillas son capaces de completar la germinacion, cuando son
embebidas en condiciones favorables (Bewley, 1997; Kucera et al., 2006; Probert, 2000). El
nivel de dormicién y el tiempo de post-maduracion requerido para germinar, varia dependiendo
de las condiciones ambientales durante la maduracion, el almacenamiento y las condiciones de
germinacién (Donohue et al., 2005).

Estudios recientes demuestran que el almacenamiento en seco provoca la acumulacion
de nuevas proteinas (Chibani et al.,, 2006). Esta acumulacién de nuevas proteinas y la
persistencia de otras existentes resultaron inhibidas tras la aplicacion de ABA exégeno (Chibani
et al., 2006). Mas aun, muchos genes que se expresan durante el almacenamiento en seco son
regulados por el ABA (Nakabayashi et al., 2005). Estas evidencias sugieren que la pérdida de
dormicién durante el almacenamiento en seco es mediado al menos parcialmente por el ABA, y
gue las proteinas y mRNAs almacenados pueden participar en el proceso de pérdida de

dormicioén.
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3.2.4. Rol del ABA vy las GAs en la salida de la dor ___micidn.

La dormicion y la germinaciéon de semillas son procesos regulados finamente por el
balance hormonal de las giberelinas y el acido absicico, dos hormonas cuya accién depende de
la concentracion y la sensibilidad en los tejidos. La dormicién depende del equilibrio intrinseco
de la biosintesis y catabolismo de GA y de ABA, que determinara el predominio de cualquiera
de las hormonas (Ali-Rachedi et al., 2004; Cadman et al., 2006). El aumento de la dormicién se
caracteriza por el aumento de la biosintesis de ABA y la degradacion de GA; en oposicion a lo
gue ocurre con la disminucién del nivel de dormicion en la cual aumenta la biosintesis de GA
activas y la degradacién de ABA en las semillas.

La sintesis y acumulaciéon de ABA son necesarias tanto para la induccion como para el
mantenimiento de la dormicion (Wang et al., 1995; Debeaujon et al., 2000; Grappin et al., 2000;
Holdsworth, et al., 2008). En la actualidad son muchos los datos experimentales que ponen de
manifiesto el importante rol del ABA en el desarrollo de la dormicion primaria (Koornneef et al.,
2002; Gubler et al., 2005), ya que la deficiencia de ABA durante el desarrollo de la semilla esta
asociado con la ausencia de dormicion primaria en semillas maduras, mientras que la
sobreexpresion de genes de la biosintesis de ABA incrementa la dormicion de las semillas o
retrasa su germinacion (Finkelstein et al., 2002; Nambara y Marion-Poll, 2003; Kushiro et al.,
2004). En este sentido, se ha demostrado una correlacion entre el contenido de ABA y el grado
de dormicion en semillas de cebada (Jacobsen et al., 2002) y en el ecotipo Cvi de Arabidopsis
(Ali-Rachedi et al., 2004) durante su imbibicién, donde la disminucién en los niveles de ABA
precede a la germinacion de las semillas. Mediante diversos analisis genéticos y de expresion
de genes especificos que codifican enzimas claves en el metabolismo del ABA, se han
identificado, en A. thaliana, algunos miembros de la familia NECD (9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa, NECD6 y NECD9) esenciales para la sintesis de ABA tanto en el embrién como
en el endosperma durante la dormicién (Lefebvre et al., 2006). Ademas de estos genes
relacionados con el mantenimiento de la dormicién, también se han identificado genes
relacionados con la salida de la misma a través de la via del catabolismo del ABA, como
CYP707A2 (Millar et al., 2006; Cadman et al., 2006).

Las giberelinas acttan en la salida de la dormicion de las semillas y estimulan la
germinacion mediante la induccion de enzimas hidroliticas que acttan en la regién micropilar y
atenlan las barreras que impiden el crecimiento del embriéon (Bewley y Black, 1994). Durante
la post-maduracioén y la estratificacion se incrementa la sensibilidad a las GAs (Derkx et al.,
1993; Yamauchi et al., 2004). Desde un punto de vista molecular, hay evidencias que estos
tratamientos que provocan la salida de la dormicién van a producir un incremento en los niveles
de expresion de genes relacionados con la sintesis de GAs activas, como GA3 oxidasa o0 GA20
oxidasa, mientras que van a disminuir los transcritos relacionados con su catabolismo, como la
GAZ2 oxidasa (Yamauchi et al., 2004; Finch-Savage et al., 2007).
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3.3. Influencia del ambiente materno sobre la dormi cion de las

semillas.

Desde 1909, diversos estudios reconocen que existen efectos maternos que
contribuyen sustancialmente al fenotipo de la descendencia (Roach & Wulff, 1987). La planta
madre puede afectar a su descendencia por mas de un mecanismo: genético, herencia no
mendeliana (Ej. extracromosomal o citoplasmatica), o por medio de informacion que se pasa a
la descendencia a través de quimicos producidos por la planta madre (Roach & Wulff, 1987;
Baskin & Baskin, 1998).

Hay numerosos trabajos que demuestran efectos del ambiente materno sobre las
semillas. Entre otros, Boyd y colaboradores (2007) encontraron que la posicion de la semilla en
la planta materna también tiene consecuencias sobre la respuesta de la germinacion. Por otra
parte Alboresi y colaboradores (2005) demostraron que plantas que fueron regadas con niveles
altos de nitrato presentaron niveles reducidos de dormicion con respecto a las semillas
cosechadas de plantas con bajos niveles de nitrato, sugiriendo que el nivel nutricional de la
planta madre afecta la germinacién de las semillas.

En Arabidopsis thaliana se ha demostrado que el tiempo de germinacion esta bajo una
intensa seleccion natural que depende de la ubicacién geogréafica de origen de los individuos
(Donohue et al., 2005b; Huang et al., 2010) que determina diferencias en el tiempo de floracién
que afecta el ambiente en el que se desarrollan y maduran las semillas (Donohue, 2009). Las
sefiales ambientales durante la etapa de maduracion de las semillas, como el fotoperiodo y la
temperatura, pueden influenciar los niveles de dormicién de las semillas en su dispersion
(Donohue et al., 2005c, 2007, 2008). Schmuths y colaboradores (2006) demostraron que las
semillas de Arabidopsis maduradas a una temperatura de 22T presentaron mayores niveles
de germinacién que aquellas maduradas a una temperatura de 14<C. Los efectos maternos
térmicos son mas importantes que los efectos fotoperiédicos como fuera demostrado por

Donohue y colaboradores (2007)

3.4. Variacion genética natural vy la dormicion de las semillas.

Arabidopsis thaliana presenta una distribucién natural en todo el hemisferio norte
(Hoffman, 2002) desde el norte de Escandinavia hasta Africa, incluyendo Islas de Cabo Verde,
situadas en el océano Atlantico (figura 5). La distribucién cosmopolita de esta especie y su
rango de adaptacion a distintos ambientes permite que las semillas de diferentes accesiones
de Arabidopsis presenten una importante variacion genética en los niveles de dormicion de las
semillas encontrandose genotipos con baja dormicién (por ejemplo, Ler) y otros con alto nivel

de dormcion (por ejemplo CVi). .
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Figura 5: distribuciéon geogréfica de  Arabidopsis thaliana en el mundo. Las regiones
coloreadas corresponden a zonas en las que se han aislado individuos (Rédei, 1970). Los
puntos representan los lugares en los que se han aislado las distintas accesiones o
ecotipos de esta crucifera. Tomado y modificado de Alonso-Blanco y Koornneef, 2000.

Utilizando la variacion genética natural entre dos accesiones contrastantes en su nivel
de dormicion (Ler y Cvi) y mediante aproximaciones de genética cuantitativa de mapeos
genéticos en una poblacion de lineas recombinantes y endocriadas, se identificaron siete QTLs
(Quntitative Trait Loci) denominados Delay Of Germination (DOG), que controlan la salida de la
dormicion por post-maduracion (DOG1 a DOG7 QTL). Una vez identificado y confirmado DOG1
QTL, el gen responsable fue aislado por medio de técnicas de clonacién posicional y analisis
de mutantes (Bentsink et al., 2006). Chiang y colaboradores (2011) demostraron que la
plasticidad de expresion del gen DOG1 depende de efectos maternos asociados con la
localizacion geografica de maduracion de las semillas, siendo las accesiones provenientes del
sur las que expresan niveles mas altos de DOGL1 y consecuentemente las semillas presentan
un mayor nivel de dormicién.

La ausencia de DOG1 disminuye el nivel de dormicidon y la sensibilidad al ABA,
sugiriendo que es una proteina involucrada en la via de sefalizacion del ABA (Bentsink et al.,
2006). Por otra parte, nuestro laboratorio demostré6 que dogl tiene una mayor respuesta
cuando la germinacién es inducida con muy bajos niveles de Pfr, sugiriendo que DOG1 puede
afectar diferencialmente la via de accién del phyA (Laserna et al., 2008). Estas evidencias
experimentales sugieren ademasmque DOG1 es un actor importante en el control de la
germinacion por luz. Si bien se sabe que DOG1 es necesario para imponer dormicién primaria,
nuestro grupo de trabajo demostré que puede también condicionar la entrada en dormicion
secundaria (Tognacca et al., 2011).

DOGL1 esta codificado por el gen At5g45830 y es miembro de una familia génica con

funciones moleculares aun desconocidas. DOG1 tiene splicing, se expresa tempranamente

-20 -



durante el desarrollo de la semilla y sus efectos van disminuyendo con la post-maduracion
(Bentsink et al., 2006). La estructura de DOG1 consiste en 3 exones y 2 intrones. Existe un set
de cuatro transcriptos diferentes (a, 3, , 8), que codifican 3 isoformas de la proteina, ya que
Byy presentan un codon stop en la misma posicion. La mutante dogl-1 presenta una delecién
de 1 bp en el segundo exén que causa un corrimiento del marco de lectura y un coddn stop
prematuro (Bentsink et al., 2006) (figura 6 ).
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Figura 6: representacion esguematica de la estructura génica de DOG1,

transcriptos surgidos del  splicing alternativo y sus correspondientes variantes

proteicas. (A) Estructura del gen DOGL1 y posicion de la mutacion del dogl-1 (arriba) y
las cuatro variantes del splicing (a a 8). La posicion de la mutacién en el mutante dog1-1
(-G) se indica en la parte superior de la estructura genémica, la posicion del codén de
stop se indica con un *. Los rectangulos blancos indican los 5y 3" UTR. (B) Estructura
de las tres isoformas proteicas que resultan del splicing alternativo y la potencial

proteina truncada del mutante dogl-1. Tomado y modificado de Bentsink et al., 2006.

3.5. El modelo molecular de la germinaciéon de lass  emillas.

En afios recientes hemos avanzado mucho en la comprensién de los mecanismos
moleculares que controlan la germinacion de las semillas (Oh et al., 2007). En semillas de
Arabidopis embebidas oscuridad, PIL5 activa la expresion de las proteinas DELLA, entre ellas
a GAIl, RGA y otros factores desconocidos (Xs), uniéndose directamente a sus promotores por
medio de los elementos G-box. Los factores Xs reprimen los genes de biosintesis de GA y
catabolismo de ABA vy activan los genes catabodlicos de GA y de biosintesis de ABA, lo que
resulta en bajos niveles de GA y altos niveles de ABA. Esta disminucién en los niveles de GA

activas ayuda a estabilizar a las proteinas GAl y RGA. Por otra parte, el aumento en los niveles
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de ABA aumenta los niveles de ABI3 y ABI5, activando en consecuencia las respuestas
mediadas por el ABA (figura 7).

A la luz, las formas Pfr de PHYA y de PHYB entran en el nlcleo, se unen a PIL5 y
activan su degradacion por el proteasoma 26S (Hug et al., 2004; Oh et al., 2004, 2006). Los
bajos niveles de PIL5 reducen los niveles de GAI, RGA y Xs, y aumentan los niveles de GA y
disminuye los de ABA. Asi, las GAs bioactivas promueven la germinacién activando la
degradacion de GAIl, RGA.
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Figura 7: modelo molecular de los eventos que conducen a la germinacioén en A. thaliana. En

oscuridad, PIL5 activa la expresion de varios genens, entre ellos GAl, RGA y Xs, uniéndose
directamente a sus promotores por medio de los G-box. Esto resulta en niveles elevados de sus
proteinas. La accion de los Xs resulta en niveles bajos de GA y altos de ABA. La disminucion de los
niveles de GA estabiliza a las DELLAs, lo que suprime as respuestas de las GAs. A la luz, los
fitocromos inducen la degradacion de PIL5, resultando en niveles proteicos reducidos de GAI, RGA 'y
ABA. Como resultado se inician varios procesos fisioldgicos, entre ellos, la movilizacién de moléculas
de almacenamiento y la hidrélisis de la pared celular, por lo que las semillas eventualmente
germinaran. Lineas rojas: eventos a nivel proteico, lineas azules: eventos a nivel transcripcional,
lineas verdes: eventos via actividad enzimatica. Tomado y modificado de Oh et al., 2007.

3.6. Arabidopsis thaliana como planta modelo de estudio.

Arabidopsis thaliana, una pequefia dicotiledonea perteneciente a la familia Brassicacea,
se ha convertido en el sistema modelo predominante en la biologia de las plantas debido a la

oportunidad de realizar estudios fisioldgicos, bioguimicos y genéticos (Meinke et al., 1998;
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Meyerowitz, 2002; Meyerowitz y Pruitt, 1985; Meyerowitz, 1987; Meyerowitz, 1989; Bowman,
1994; Meyerowitz, 2001).

Arabidopsis redne una serie de caracteristicas que la han convertido en el objeto de
estudio por excelencia de la mayoria de los laboratorios. Una de ellas es su pequefio tamafio,
unos 30 cm de altura, que permite siembras de hasta 10.000 plantas/m® (Meyerowitz, 1987).
Ademas, presenta un corto ciclo de vida de alrededor de 6 semanas, permitiendo la obtencion
de hasta 8 generaciones al afio en determinadas condiciones de cultivo (gj.: 25°C e iluminacién
continua). Se trata de una especie autbgama y muy prolifica, pudiendo conseguir hasta 10.000
semillas por planta. Las semillas pueden almacenarse varios afios a temperatura ambiente, con
escasa pérdida de su viabilidad (Bowman, 1994). Puede ser facilmente cultivada tanto en
invernaculos como en camaras climaticas. Posee uno de los genomas mas pequefios entre las
plantas superiores de aproximadamente 130 Mb (megabases) divididas en 5 cromosomas. Su
genoma se encuentra secuenciado por completo (AGI, Arabidopsis Genome Initiative, 2000) y

consta de 26.000 genes aproximadamente.

3.7. Justificacion de la metodologia del trabajo.

Este trabajo surge a partir de mi incorporacion a una linea de investigacion que se esta
llevando a cabo en el laboratorio del Dr. Botto. Los resultados previos de la caracterizacién
fenotipica de dogl (mutante de DOG1) demostraron que DOGL1 inhibe la germinacion de
semillas mediada por el phyA (Laserna et al., 2008; Ibarra et al., 2010). Con la idea de entender
mejor cual es la funcion de DOG1 en las vias de sefializacion del phyA y phyB, se construyeron
mutantes dobles de DOG1 con phyA y phyB (phyAdogl y phyBdogl). La idea de esta tesis es
estudiar y caracterizar estos nuevos y no publicados materiales genéticos, tanto en las
respuestas de salida de la dormicién y promocién de la germinacion de las semillas, como
también caracterizar fenotipicamente a estos materiales en el estadio vegetativo y floral

cuando las plantas son cultivadas en distintos ambientes de temperatura y luz.
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4. OBJETIVOS.

1) Caracterizar el fenotipo de plantas mutantes de DOG1 (dogl, phyAdogl y phyBdogl)

cultivadas en distintos ambientes de luz y temperatura.

2) Estudiar la funcién de DOG1 en la germinacion por luz de semillas de A. thaliana

cosechadas de plantas cultivadas en distintos ambientes de luz y temperatura.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Genotipos utilizados y construccion de las mut antes.

El material genético que se utilizd para este trabajo, se generé previamente en el
laboratorio, por la Lic. Ibarra. Para ello se utilizaron semillas de los siguientes genotipos: Col-0
(WT), mutante de DOG1 (dogl), mutante de PHYA (phyA), mutante de PHYB (phyB), doble
mutante de PHYA y DOG1 (phyAdogl) y doble mutante de PHYB y DOG1 (phyBdogl).

La construccién de las dobles mutantes entre DOG1, PHYA Y PHYB se ha generado a
partir de la cruza de las mutantes simples de fitocromos phyA (salk_014575.56), phyB
(salk_022035) y dogl (salk_000867) provenientes del banco de semillas ABRC (Arabidopsis
Biological Resourse Center). El hecho de utilizar mutantes nulas de insercién de T-DNA
permitio identificar las dobles mutantes homocigotas para cada gen (PHYA, PHYB y DOG1)
mediante la técnica de PCR. Los materiales obtenidos a partir de esta metodologia fueron:
phyAdogl y phyBdogl.

5.2. Efecto materno segun la temperatura de cultivo de la planta madre.

5.2.1. Condiciones de germinacion y crecimiento de plantas generales.

Las semillas de todos los genotipos de Arabidopsis thaliana fueron sembradas
directamente sobre recipientes plasticos de 110 cm® con una mezcla de vermiculita, perlita y
turba (2:2:1). Para su crecimiento se utilizé solucién nutritiva de Hakaphos® violeta (13-40-
13+MgO+M.E). Las plantas fueron cultivadas inicialmente a 20°C y 24 horas luz (65 pmol/mzls
de irradiancia, tubos fluorescentes Philips TLD 15W/54), hasta el establecimiento de 2 pares de
hojas (entre 10 y 15 dias aproximadamente), momento en el que se pasaron a las distintas
incubadoras seteadas a las correspondientes temperaturas (15C y 25T), excepto aquellas
cuya temperatura de crecimiento fuera 20°C, que se mantuvieron en dicha camara.

Para las plantas que fueron cultivadas a 15°C y 25°C, se utilizaron incubadoras Nuaire
bajo condiciones de temperatura controlada, sin variacion alguna, en luz blanca continua (24
horas luz, 65 pmol/mzls de irradiancia, tubos fluorescentes Philips TLD 15W/54).

Los genotipos requeridos para cada experimento fueron cultivados en simultaneo y sus
semillas cosechadas una a una en el momento en que las silicuas estuvieran completamente
secas. Las semillas fueron almacenadas en tubos abiertos dentro de un recipiente hermético

provisto con silica gel a 20°C y oscuridad.
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5.2.2. Mediciones de los parametros fisiolodgicos.

v Medicién del tiempo de floracién en dias: se contaron los dias transcurridos desde la

fecha de siembra hasta el momento en que el escapo floral midiera 1 centimetro
aproximadamente.

v" Medicién del didmetro de roseta: a cada planta se le midid la roseta con una regla,

tomando para la medicion las 2 hojas mas largas de la misma.

v" Medicién del tiempo a floracidén en numero de hojas: a cada planta se le cont6 el nimero

total de hojas principales en la roseta como indicador de la duracion de la fase vegetativa
(Poethig, 1990), sin incluir los cotiledones.

v" Medicién del largo de peciolo: a cada planta se le midi6 el largo de peciolo de una hoja

del 2°par de hojas.

5.2.3. Ensayos de germinacién con las semillas obte  nidas.

v' Experimentos de post-maduracion:

Los experimentos de post-maduracién se realizaron a los 60, 120 y 300 dias
posteriores a la cosecha. Para ello muestras de 20 semillas se sembraron en cajas de plastico
(40 x 33 x 15 mm) cada una conteniendo 5mL de 0,8 % (p/V) de agar en agua destilada. Para
evitar efectos indeseados de proporciones relativamente altas de Pfr presentes en las semillas
secas, las semillas imbibidas por 2 horas se irradiaron con un pulso saturante de rojo lejano
(RL, 20 minutos) para establecer un minimo fotoequilibrio en orden de reducir la germinacién
en la oscuridad lo mas posible. Las cajas se envolvieron con bolsas platicas negras y se
incubaron a 25°C por 3 dias. Luego se irradiaron por 20 minutos con un pulso saturante de rojo
(R) estableciendo una relacién Pfr/P de 0,87 (35 uM m™ s™) o fueron mantenidas en oscuridad.
Luego de los tratamientos de luz, las cajas de plastico se envolvieron nuevamente con las
bolsas y se incubaron a 25°C por 72 horas antes de determinar la germinacién. El criterio de

germinacion fue la aparicién de la radicula.

v Experimentos de estratificacion:

Muestras de 20 semillas se sembraron en cajas de plastico (40 x 33 x 15 mm) cada una
conteniendo 5mL de 0,8 % (p/V) de agar en agua destilada. Para evitar efectos indeseados de
proporciones relativamente altas de Pfr presentes en las semillas secas, las semillas imbibidas
por 2 horas se irradiaron con un pulso saturante de rojo lejano (RL, 20 minutos) para establecer
un minimo fotoequilibrio en orden de reducir la germinacioén en la oscuridad lo mas posible. Las
cajas se envolvieron con bolsas platicas negras y se incubaron a 5°C por 24 horas. Luego se
irradiaron por 20 minutos con un pulso saturante de rojo (R) estableciendo una relacion Pfr/P

de 0,87 (35 pM m? s'l) o fueron mantenidas en oscuridad. Luego de los tratamientos de luz, las
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cajas de plastico se envolvieron nuevamente con las bolsas y se incubaron a 25°C por 72 horas

antes de determinar la germinacion. El criterio de germinacion fue la aparicion de la radicula.

A continuacion se esquematiza el método de trabajo empleado para los ensayos arriba

mencionados de germinacion.

SIEMBRA | TRATAMIENTOS CONTEO DE
DE LUZ GERMINACION

3diasa25°Cen| @
oscuridad @

@ 2h Osc.
en oscuridad
@ 20 min RL

DlesazoCsnc]—
\

leE U el
=T

Esquema general de trabajo en los ensayos de germinacion.

5.3. Efecto materno segun la calidad de luz que rec  ibe la planta madre.

5.3.1. Condiciones de germinacion y crecimiento de plantas generales.

Las semillas de todos los genotipos de Arabidopsis thaliana fueron sembradas
directamente sobre recipientes plasticos de 110 cm?® con una mezcla de vermiculita, perlita y
turba (2:2:1). Para su crecimiento se utilizé solucién nutritiva de Hakaphos® violeta (13-40-
13+MgO+M.E). Las plantas fueron cultivadas en condiciones de invernaculo hasta el
establecimiento de 2 pares de hojas (entre 10 y 15 dias aproximadamente), momento en el que
se pasaron debajo de los filtros verdes (Lee Filtres N° 089, estableciendo una relacién
R:RL=0.17+0,05) y difusores (Lee Filtres N°216, estableciend o una relacién R:RL=1.02+0,02).

Los genotipos requeridos para cada experimento fueron cultivados en simultaneo y sus
semillas cosechadas en el momento en que las silicuas estuvieran completamente secas. Las
semillas fueron almacenadas en tubos abiertos dentro de un recipiente hermético provisto con

silica gel a 20°C y oscuridad.
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A continuaciéon se muestra una fotografia (foto 1) donde se observa el sistema de filtros
empleado:

Foto 1. sistema de filtros mpleado. Se muestra la disposicin de los cajones con sus respectivos filtros vede
(reducen la relacion R:RL, sombreado) y filtros neutros (control). Se aclara que el cajon de la izquierda de la
fotografia fue elevado para que las bandejas se encuentren a la misma distancia de los filtros en todos los cajones.
En la parte superior de los cajones se encuentran los filtros, y los laterales y fondo de los mismos se encuentran

forrados con papel aluminio para evitar, en el caso de los filtros verdes, que las plantas perciban luz blanca.

5.3.2. Mediciones de los parametros fisiologicos.

Se procedié a la medicion de los siguientes parametros, como fuera explicado en el
punto 5.2.2. (apartado Materiales y Métodos): tiempo a floracién en dias, didmetro de roseta,
tiempo a floracién en nimero de hojas y largo de peciolo.

5.3.3. Ensayos de germinacién con las semillas obte  nidas.

Muestras de 20 semillas se sembraron en cajas de plastico (40 x 33 x 15 mm) cada una
conteniendo 5mL de 0,8 % (p/V) de agar en agua destilada. Para evitar efectos indeseados de
proporciones relativamente altas de Pfr presentes en las semillas secas, las semillas imbibidas
por 2 horas se irradiaron con un pulso saturante de rojo lejano (RL, 20 minutos) para establecer
un minimo fotoequilibrio en orden de reducir la germinacioén en la oscuridad lo mas posible. Las
cajas se envolvieron con bolsas platicas negras y se incubaron a 5°C por 0, 3 y 7 dias. Luego
se irradiaron por 20 minutos con un pulso saturante de rojo (R) estableciendo una relacion
Pfr/P de 0,87 (35 uM m™ s™) o fueron mantenidas en oscuridad. Luego de los tratamientos de
luz, las cajas de plastico se envolvieron nuevamente con las bolsas y se incubaron a 25°C por
72 horas antes de determinar la germinacion. El criterio de germinacion fue la apariciéon de la
radicula.
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5.4. Andlisis estadisticos realizados.

v" Los resultados de los parametros fisioldgicos fueron analizados por la prueba de t,
comparando los diferentes genotipos contra el control. Se utilizé ademas el andlisis de varianza

(ANOVA) para evaluar los efectos luminicos o térmicos sobre los parametros.

v' Los resultados de los ensayos de germinacion fueron analizados por ANOVA de dos o
tres factores seguido de un test de Bonferroni (comparando contra el WT) utilizando el software
InfoStat. Previo al analisis estadistico, se realiz6 la transformacion de Bliss sobre los

porcentajes de germinacion.
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6. RESULTADOS.

6.1. Rol de DOGL1 en el fenotipo de las plantas cult ivadas en distintos

ambientes de temperatura y luz.

6.1.1. Efectos de la temperatura en el ambiente de  cultivo sobre el crecimiento vegetativo

y la floracién.

Se evalué la funcion de DOG1 y sus posibles interacciones con el phyA y el phyB sobre
el crecimiento vegetativo de las plantas cultivadas a distintas temperaturas en camaras de luz
blanca continua. Se evaluo el diametro de roseta y largo de peciolo. La figura 1 muestra que
todos los genotipos cultivados a 25C presentaron un fenotipo de roseta mucho mas pequefia
respecto a las plantas cultivadas a 15C y 20T (P< 0,0001). El mutante de phyA present6 una
roseta significativamente mas pequefia que el WT en plantas cultivadas a 15C (figura 1b ),
mientras el mutante de phyB presenté una roseta significativamente mayor que el WT a 15C y
20C (figura 1d ). A mayores temperaturas (i.e., 25C), el didametro de roseta del doble mutante
phyBdogl fue significativamente menor respecto al WT (figura 1e). En estas condiciones
experimentales, la mutacion simple de DOG1 no tuvo efectos significativos sobre el diametro

de roseta (figura 1a).

DIAMETRO DE ROSETA
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Figura 1: efectos de la temperatura sobre el diametro de rose  ta. Las plantas fueron cultivadas en condiciones de
luz blanca continua a 15C, 20C y 25C. La medicié n se realiz6 luego de que abriera la primera flor. Las barras
representan la media + ES (n 2 5). Se realizé una prueba de t comparando cada genotipo con el genotipo WT (Col-0).
*P<0.05 y ns=no significativo.
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Otro parametro vegetativo que se evalu6 fue el largo de peciolo. DOG1 no afect6 este
parametro en ninguna de las temperaturas evaluadas (figura 2a). Se observa que la falta
conjunta de phyA y de DOGL1 disminuy0d el largo del peciolo s6lo a 15T respecto al WT ( figura
2c). Ademas, phyB present6 peciolos significativamente mas largos que el WT en todo el rango

térmico (figura 2d ). Lo mismo sucede con la doble mutante phyBdog1l (figura 2e ).
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Figura 2: efectos de la temperatura sobre el largo de peciolo . Las plantas fueron cultivadas en condiciones de luz
blanca continua a 15C, 20C y 25<T. La medicién se realizé sobre una hoja del 2° par. Las barras repr esentan la
media + ES (n 2 5). Se realiz6 una prueba de t comparando cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). *P<0.05,
**P<0.01, **P<0.001 y ns=no significativo.
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Entre los parametros florales, se evalud el tempo a floracion (en dias y hojas). El
tiempo a floracién de las plantas salvajes (Col-0) cultivadas en condiciones de luz blanca
continua y a temperaturas de 20°C y 25°C se aceler6 entre 10 y 8 dias con respecto a las
plantas cultivadas a 15C ( P<0,0001) (figura 3). En estas condiciones, el mutante dogl
presentd un mayor tiempo a floracién que el WT a 20C, mientras que el phyB y el phyBdogl

presentaron un menor tiempo a 25T que el WT (figura 3d vy figura 3e ).

50
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Figura 3: efectos de la temperatura sobre el tiempo a florac i6n (dias). Las plantas fueron cultivadas en

condiciones de luz blanca continua a 15C, 20C y 2 5. El tiempo a floracién en dias se tomé desde la siembra hasta
la aparicién del escapo floral (1 cm de longitud). Las barras representan la media + ES (n = 5). Se realizd una prueba

de t comparando cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). *P<0.05, ***P<0.001 y ns=no significativo.

-32 -



Estos resultados son confirmados cuando se evalla el nimero de hojas vegetativas a
floracion (figura 4 ). Se observa una tendencia a un mayor nimero de hojas en plantas dogl
con respecto a Col a 20C, aunque las diferencias no fueron significativas (figura 4a). El
mutante de phyB presentd un menor nimero de hojas en plantas cultivadas a 25C que el WT
(figura 4d ) y la falta combinada de phyB y DOG1 en las plantas hizo que las mismas

presentaran un menor nimero de hojas a 20C y a 25° C que el WT (figura 4e ).
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Figura 4: efectos de la temperatura sobre el tiempo a floraci  6n (nimero de hojas vegetativas) . Las plantas
fueron cultivadas en condiciones de luz blanca continua a 15C, 20C y 25C. El tiempo a floracién en hojas se tom6
sobre las hojas de la roseta, sin los cotiledones. Las barras representan la media + ES (n = 5). Se realiz6 una prueba

de t comparando cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). *P<0.05, ***P<0.001 y ns=no significativo.
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6.1.2. Efectos de la calidad de luz en el ambiente de cultivo sobre el crecimiento

vegetativo y la floracion.

En otro ensayo conducido en condiciones de invernaculo, se evalué la funcién de
DOGL1 y sus posibles interacciones con el phyA y el phyB sobre el crecimiento vegetativo de las
plantas cultivadas a alta o baja relacion de luz Rojo:Rojo-Lejano (R:RL=1.02+0,02 y 0.17+0,05,
respectivamente). Se evalud el diametro de roseta y el largo de peciolo. La figura 5 muestra
gue todas las plantas cultivadas bajo el filtro verde, que establece una baja relacion de luz
R:RL, presentaron una disminucion en el diametro de roseta (P<0,0001). Cuando se compara
el fenotipo de las plantas mutantes con respecto a Col, dogl presentd una roseta
significativamente menor que el WT en alta relacion R:RL (figura 5a ); mientras que el mutante
de phyA y el doble mutante phyAdogl presentaron una roseta significativamente mayor que el

WT cuando fueron cultivadas en condiciones de baja relacion R:RL (figura 5b y figura 5c ).
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Figura 5: efectos de la calidad de luz sobre el diametro der  oseta. Las plantas fueron cultivadas en condiciones de
alta y baja relacion R:RL. La medicion de realizé luego de que abriera la primera flor. Las barras representan la media +
ES (n27). Se realizé una prueba de t comparando cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). *P<0.05, **P<0.01 y
ns=no significativo.
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Otro parametro vegetativo que se evaluo fue el largo de peciolo. Se observa que las
plantas cultivadas con baja relacién R:RL mostraron peciolos mas largos que las plantas
cultivadas bajo filtro neutro (P=0.0001, figura 6 ). La mutante dogl no presentd diferencias
respecto al WT por cambios en la relacion R:RL en el ambiente de cultivo (figura 6a). Las
plantas deficientes en phyA y en phyB presentaron peciolos mayores que el WT cuando las
plantas fueron cultivadas en condiciones de baja relacién R:RL (figura 6b y figura 6d ) al igual

que el doble mutante phyBdogl (figura 6e).
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Figura 6: efectos de la calidad de luz sobre el largo de peci  olo. Las plantas fueron cultivadas en condiciones de
alto y bajo R:RL. Las barras representan la media + ES (n = 7). Se realiz6 una prueba de t comparando cada genotipo

con el genotipo WT (Col-0). *P<0.05, **P<0.01 y ns=no significativo.

-35 -



Entre los parametros florales, se evalué el tiempo a floracién (en dias y hojas). Sélo
presentaron diferencias significativas respecto al WT las simples mutantes dogl y phyA, que

mostraron un tiempo mayor a floracidon en dias cuando las plantas fueron cultivadas a alta

relacion R:RL (figura 7a y figura 7b ).
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Figura 7: efectos de la calidad de luz sobre el tiempo a flo racién (dias). Las plantas fueron cultivadas en
condiciones de alta y baja relacién R:RL. El tiempo a floracién en dias se tom6 desde la siembra hasta la aparicion del
escapo floral (1 cm de longitud). Las barras representan la media + ES (n 2 7). Se realiz6 una prueba de t comparando

cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). *P<0.05 y ns=no significativo.
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La figura 8 muestra el nimero de hojas de la roseta al momento de la floracién. La
baja relacién R:RL redujo el nimero de hojas vegetativas con respecto a las plantas cultivadas
en el tratamiento control (P=0,0013). Las plantas dogl presentaron un menor nimero de hojas

a floracién que Col-0 en el tratamiento control.
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Figura 8: efectos de la calidad de luz sobre el tiempo a flor  acién (nimero de hojas vegetativas) . Las plantas
fueron cultivadas en condiciones de alta y baja relaciéon R:RL. El tiempo a floracién en hojas se tomé sobre las hojas
de la roseta sin los cotiledones. Las barras representan la media + ES (n 2 7). Se realizé una prueba de t comparando

cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). p<0.05 y ns=no significativo.
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6.2. Efectos maternos sobre la germinacién de lass  emillas.

6.2.1. Efectos maternos asociados con la temperatur _a sobre la germinacion de las

semillas.

Semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15C y 25T en luz continua fueron
almacenadas en seco y oscuridad a una temperatura constante de 20C. A distintos tiempos
de post-maduracion de las semillas (60, 120 y 300 dias) se realizaron los ensayos de
germinacion. Para ello las semillas fueron embebidas en agua y mantenidas en oscuridad por
3 dias a 25T. Luego, las semillas recibieron un pulso de luz R o se mantuvieron en oscuridad
hasta su conteo a las 72 horas.

Las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15°C mostraron bajos valores de
germinacion durante todo el experimento (figura 9 ). La germinacién no super6 el 30% en los
distintos tiempos de post-maduracion, y no hubo efectos diferenciales por el factor luz
(P=0,1760) ni tampoco por el factor post-maduracién (P=0,1252). Las comparaciones de
medias entre los materiales mutantes y el WT no mostraron diferencias significativas asociadas
con el ambiente de temperatura materno (P>0,05).

AMBIENTE MATERNO 15T

50 50

a) Rojo b) Oscuridad
40 40

301 301

1oL

60 120 300 60 120 300
Dias post-maduracion Dias post-maduracion

Germinacion (%)

-e- Col-0 -+ phyB -¥- phyBdogl dogl phyA phyAdogl

Figura 9: germinacion _ de las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15°C. Germinacion de las semillas
irradiadas con un pulso de luz roja (a) o mantenidas en oscuridad (b). Se representa la media + ES (n=3). Se realiz6

una prueba de ANOVA seguido de un test de Bonferroni comparando cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). En
todos los casos las diferencias fueron no significativas.
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Las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 25°C mostraron un patrén de
germinacion distinto que las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15<C. Para facilitar la
interpretacion de los resultados de germinacién de semillas de plantas cultivadas a 25T, los

datos son presentados por fecha de post-maduracion.

A los 60 dias de post-maduracion, las semillas WT germinaron menos del 30% y se
observaron efectos significativos debidos al factor luz (P=0,0002). Tanto en oscuridad como en
R, la germinacién de las semillas mutantes dogl y phyBdogl fue entre un 36% y 51% mayor
gue Col-0, respectivamente. Sin embargo, el mutante del phyA germiné al menos un 15% por
debajo del WT (figura 10a).

A los 120 dias posteriores a la cosecha, la germinacion de las semillas fue menor que a
los 60 dias. El ANOVA indica que hay efectos significativos del factor luz (P<0.0001). Las
semillas WT germinaron menos del 10% en oscuridad y R. Sélo dogl germiné

significativamente por encima del WT (figura 10b ).

Finalmente, a los 300 dias de post-maduracion, las semillas mostraron un patrén de
germinacién bien diferenciado con respecto a los 60 y 120 dias. El ANOVA indica que hay
efecto del factor luz (P=0.0017). Las semillas WT germinaron un 60% independientemente del
pulso de luz de R (figura 10c ). En oscuridad, la germinacion de las semillas phyA, phyAdog1,
phyB y phyBdog1l fue significativamente menor que Col-0. En R, la germinacion de las semillas

de todos los mutantes evaluados fue significativamente menor que el WT.
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Figura 10: germinacién de las semillas cosechadas de plantas cultivadas
a 25°C. Se utilizaron semillas de 60 (a), 120 (b) 6 300 (c) dias de post-
maduracion. Se representa la media + ES (n=3). Se realiz6 una prueba de
ANOVA seguido de un test de Bonferroni comparando cada genotipo con el

genotipo WT (Col-0). Solo se muestran diferencias significativas. *P<0.05,
**P<0.01, **P<0.001.
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Dado que las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15C y 25 presentaron un
alto nivel de dormicién a los 120 dias de post-maduracién, decidimos evaluar la germinacién
con un tratamiento de frio (estratificacion) antes del estimulo de luz, para disminuir la
dormicién. Las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15C y 25 en luz continua y
post-maduradas 120 dias fueron incubadas a 5T por 24 horas y luego irradiadas con un pulso
de R o mantenidas en oscuridad.

Las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15°C se mantuvieron dormidas
durante el experimento (figura 11a ). La germinacién no superd el 35% en oscuridad ni en R.
No se observaron diferencias significativas asociadas con el factor luz (P=0,1428). Las
semillas dogl germinaron significativamente mas que el WT en oscuridad.

Las semillas de plantas cultivadas a 25 presentar on un comportamiento distinto que las de
15<C (figura 11b). EI ANOVA indica que hay efectos significativos de luz (p<0.0001). En
oscuridad, la germinacién del WT y de los otros genotipos mutantes fue casi nula con
excepcion de dogl que germiné significativamente mas que WT. La imbibicion de las semillas
en frio por 24 horas y el pulso de luz de R fue suficiente para que las semillas WT germinen un
80% (figura 11b ). Las semillas dogl, phyA y phyAdogl mostraron un patrén de germinacién
similar en R con respecto al WT. Sélo las semillas phyB y phyBdogl mostraron niveles

significativamente menores que el WT en R.
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Figura 11: germinacion de semillas incubadas a 5C por 24 ho ras
antes de ser irradiadas con un pulso de luz R o man tenidas en
oscuridad. Datos correspondientes a semillas cosechadas de plantas
cultivadas a 15C (a) 6 25T (b) y post-maduradas p or 120 dias. Se
representa la media + ES (n=3). Se realiz6 una prueba de ANOVA seguido
de un test de Bonferroni comparando cada genotipo con el genotipo WT

(Col-0). Solo se representan las diferencias significativas, *P<0.05,
*P<0.01, **P<0.001.
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6.2.2. Efectos maternos asociados con la calidad de luz_sobre la germinaciéon de las

semillas.

Con el objetivo de evaluar los efectos maternos asociados al ambiente luminico, se
cosecharon semillas de plantas provenientes de ambientes luminicos con alta o baja relacién
R:RL. Las semillas se almacenaron en seco y oscuridad a 20C hasta la realizaciéon de los
ensayos.

Las semillas fueron sembradas y embebidas por 2 horas y posteriormente
estratificadas a 5C por 0, 3 y 7 dias en oscuridad . Al finalizar la estratificacion, las semillas
fueron irradiadas con un pulso de luz R o mantenidas en oscuridad a 25C por 3 dias hasta
que se evalud la germinacién. El ambiente materno luminico afecté significativamente la
respuesta de la germinacién de las semillas WT (P=0,0002), pero no hubo efectos por el factor
luz (P=0,5716) ni por el factor frio (P=0,2275). En oscuridad, las semillas WT cosechadas de
plantas cultivadas en un ambiente de relacién R/RL: 1.02 germinaron hasta un 40% con 3 dias
a 5C (figura 12a); mientras que la germinacién fue menor a 25% cuando las semillas
provienen de plantas cultivadas a baja relacion R:RL (figura 12b ). Una respuesta similar fue
observada para semillas WT irradiadas con un pulso de luz R (50% vs 20% en alta y baja
R:RL, respectivamente) Las comparaciones de medias entre los materiales mutantes y el WT

no mostraron diferencias significativas asociadas con el ambiente luminico materno (P>0,05).
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Figura 12: germinacién en oscuridad y R de semillas cosechadas de plantas cultivadas con R:RL=1.02+0,02
(alta R:RL) y R:RL=0.17+0,05 (baja R:RL) y estratif icadas a 5C por 0, 3 y 7 dias. Las semillas fueron post-
maduradas por 90 dias. Se representa la media + ES (n=4). Se realiz6 una prueba de ANOVA seguido de un test de

Bonferroni comparando cada genotipo con el genotipo WT (Col-0). No se observaron diferencias significativas de
medias entre WT y genotipos mutantes.
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Las plantas son organismos sésiles que deben adaptarse a su medio ambiente para
sobrevivir. La temperatura y la luz son factores centrales a los que las semillas y plantas se
adaptan para ajustar lo mas finamente posible su crecimiento y su desarrollo. En esta tesis
decidimos evaluar como el ambiente térmico y luminico afecta el desarrollo de las plantas en
algunos caracteres de crecimiento vegetativo y tiempo a floracion; y los efectos maternos
asociados a ambos factores ambientales sobre la germinacion de las semillas de plantas
salvajes y mutantes simples dogl, phyA, phyB ylos mutantes dobles phyAdogl y phyBdog1.

Los parametros de crecimiento vegetativo y floracion evaluados fueron controlados
principalmente por phyA y phyB, mientras que los efectos de DOG1 fueron limitados. Estos
resultados coinciden con resultados de trabajos previos que indican que la funcion de DOG1 se
limita al control de la dormicién y germinacion de las semillas de Arabidopsis y Lepidium
sativum (Bentsink et al., 2006; Bentsink et al., 2010; Graeber et al., 2010). También ha sido
documentado que DOG1 puede aumentar la sensibilidad a los azicares en semillas y plantulas
de Arabidopsis a través de la via de sefializacion del ABA, mediante la induccion en la
expresion de ABI4, un factor de transcripcion temprano de esta via de accién (Teng et al.,
2008). En plantas salvajes, el crecimiento de la roseta fue menor a 25 comparado con
plantas cultivadas a 15C y 20T ( figura 1 ). A bajas temperaturas (15C), el phyA promovié el
crecimiento de la roseta mientras que el phyB lo inhibié. Si bien la elongacion de peciolo no fue
afectada por la temperatura de cultivo en las plantas salvajes, la ausencia de phyB promovio la
elongacion del peciolo en todo el rango térmico (figura 2 ). Estos resultados son concordantes
con el trabajo publicado por Halliday y colaboradores (2002) en plantas cultivadas a 16T y
22<. Las plantas dogl mostraron un fenotipo idéntico al de las plantas salvajes entre 15C a
25T, sin embargo la doble mutacion phyAdogl redujo el crecimiento del peciolo a 15C
mientras que el phyBdogl redujo el crecimiento de la roseta sélo a 25T (figura 1 y figura 2).
Estos datos sugieren que en estas condiciones, DOG1 podria contribuir aditivamente y
parcialmente a la accion promotora del crecimiento de phyA a 15C y de phyB a 25C. En la
literatura no encontramos evidencias acerca de la contribucion de DOGL1 sobre las funciones
moduladas por el phyA y phyB en el control del crecimiento de las plantas a bajas y altas
temperaturas. Estas conclusiones deben ser confirmadas mediante nuevos ensayos.

Por otra parte, la temperatura afecto el tiempo a floracion de las plantas de Arabidopis.
A 25T se acelero el tiempo a floraciéon (en dias y numero de hojas) en las plantas salvajes y
mutantes y el phyB es el principal fitocromo responsable de reprimir la induccion floral sélo a
altas temperaturas (figura 3 y figura 4). Estos resultados confirman evidencias previas
publicadas por el grupo de Halliday 2002, quienes observaron que la ausencia de phyB acelera
la floracion a 222C pero no a 16°C. Tanto nuestros resultados como los de Halliday y

colaboradores demuestran que el fenotipo de floracion acelerada de phyB es dependiente de la
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temperatura y que una reduccion de 10T (en esta te sis) o de 6T (Halliday et al., 2002) anula
ese fenotipo.La presencia de DOGL1 aceleré significativamente el tiempo a floraciéon en dias a
20<C (figura 3) observandose una tendencia similar aunque no significativa cuando se evaluo
el nimero de hojas presentes al momento de la floracion (figura 4 ). La falta de correlacion
entre el tiempo a floracién en dias y en nimero de hojas en el mutante dogl puede deberse a
efectos diferenciales de DOG1 sobre ambos parametros o simplemente a diferencias debidas a
la sensibilidad del investigador en la evaluacion de ambos parametros (i.e., error experimental).
Entre otros trabajos, Koornneff y colaboradores (1991) demostraron que ambos parametros
florales pueden no correlacionarse, como ellos observaron al caracterizar 42 mutantes de
floracion tardia de Arabidopsis cuando las plantas fueron expuestas en condiciones
fotoperiddicas inductivas (i.e., dia largo).

El ambiente luminico puede ser caracterizado por cambios en la calidad de luz.
Cambios en la relacion de luz R:RL (1.02 vs 0.17) afectaron el patrén de crecimiento vegetativo
y floral de las plantas de Arabidopsis cultivadas en condiciones de invernaculo. La baja relacion
de luz R:RL redujo el diametro de la roseta y el phyA inhibié la respuesta (figura 5). También
observamos que el phyA y phyB inhibieron el crecimiento del peciolo a baja relacion R:RL
(figura 6). La falta de phyA causé un ligero retraso en la floracion respecto al WT en plantas
cultivadas a alta relacion R:RL (figura 7), y estos resultados son consistentes con
observaciones previas (por €j. Johnson et al., 1994 y Devlin et al., 1996). En oposicion a lo
esperado, el tiempo a floracién del mutante de phyB no fue menor con respecto a las plantas
salvajes cultivadas en una baja relacion de luz R:RL (figuras 7 y 8). Es sabido que una baja
relacion R:RL acelera la floracion y que esta respuesta es mediada principalmente por el phyB
(Halliday et al., 1994; Smith & Whitelam, 1997; Dorn et al., 2000). Un comentario aparte
requiere una observacion sobre DOG1 que promovié el crecimiento en plantas cultivadas con
una relacion R:RL= 1.02 (figura 5). La funcién promotora de DOGL1 sobre el crecimiento
vegetativo en ambientes luminicos de canopeos abiertos (sin competencia por luz de plantas
vecinas) no habia sido descripta antes y se contrapone a la opinién generalizada de que DOGL1
solo tiene un rol en el control de la dormicion y germinacion de las semillas (Bentsink et al.,
2006).

Como hemos comentado en la introduccién, los efectos maternos tienen una influencia
importante sobre los procesos de dormicion y germinacion de las semillas (Alboresi et al., 2005;
Boyd et al., 2007; Donohue et al., 2007; Schmuths et al., 2007). El ambiente luminico y la
temperatura durante el desarrollo de la simiente en la planta madre son dos factores
ampliamente reconocidos por afectar el nivel de dormicién de las semillas (Hilhorst, 2007;
Donohue et al., 2007). Las bajas temperaturas durante la maduracion de las mismas (15°C)
aumentaron los niveles de dormicién con respecto a aquellas cosechadas de plantas cultivadas
a 25°C (figura 9 y 10). Cuando las semillas provenian de un ambiente materno de 25T, se
observé que salieron parcialmente de dormicion primaria a los 60 dias, entraron en dormicién

secundaria a los 120 dias y salieron parcialmente de dormicion secundaria a los 300 dias
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después de cosechadas (figura 10). DOG1 fue un represor de la germinaciéon a tiempos de
post-maduracién de 60 y 120 dias, pero no a 300 dias, sugiriendo que sus efectos represores
se diluyen con el tiempo de post-maduracion (figura 10). Evidencias muy recientes
demostraron que, entre otros genes involucrados en la dormicion, la expresion de DOG1 esta
asociada al nivel de dormicién de las semillas y que su actividad depende de factores maternos
asociados con la temperatura (Kendall et al., 2011 y Chiang et al., 2011). Si bien nuestras
condiciones experimentales fueron diferentes, como por ejemplo el fotoperiodo continuo en
esta tesis y un fotoperiodo de dia largo en el trabajo de Kendall y colaboradores (2011),
nuestros resultados pueden ser explicados considerando que la expresion de DOG1 se reduce
en semillas con tiempos de post-maduracion prolongados (i.e., 300d vs 120d). Seria
interesante evaluar los niveles de expresién de DOGL1 y corroborar nuestra hipétesis de trabajo
con nuevos ensayos utilizando semillas con distintos periodos de post-maduracion,
cosechadas de plantas cultivadas a 15C y 25<T.

Se sabe que la luz y las bajas temperaturas (estratificacién) son factores que
disminuyen la dormicién de las semillas (Yamauchi et al., 2004; Penfield et al., 2005, Oh et al.,
2005). Semillas dormidas con una post-maduracion de 120 dias que provienen de plantas
cultivadas a 15T y 25T fueron expuestas a 5C por 24 horas y luego irradiadas con un pulso
de luz roja. En semillas cosechadas de plantas cultivadas a 15C, la estratificacion y la
exposicion a la luz de las semillas no fueron suficientes para disminuir la dormicion (figura 11 ).
Sin embargo, las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 25 respondieron en forma muy
diferente a los mismos estimulos de frio y luz. Si bien las bajas temperaturas o el pulso de luz
R por si sélo no permiti6 que las semillas salvajes germinaran (figura 11b y 11), ambos
factores en forma conjunta promovieron la germinacién de las semillas WT en 80% (figura 11 ).
Esta respuesta es principalmente mediada por el phyB (figura 11 ). Heschel y colaboradores
(2007) atribuyeron también diferentes roles de los fitocromos en la germinacion dependiente de
la temperatura. En su trabajo utilizaron varias lineas de mutantes simples, dobles y triples de
los fitocromos A, B y E, a las que pusieron a germinar en un rango de temperaturas (7C a
28C), y observaron que el phyB fue importante en la germinaciéon en todo el rango térmico,
mientras que el phyA tiene un rol en promover la germinacién a altas temperaturas. La
contribucion represora de DOG1 sobre la germinacion es observable en semillas mantenidas
en oscuridad (figura 11 ) o sin frio (figura 10b ); sin embargo, sus efectos desaparecen cuando
las semillas son expuestas a la luz luego de una incubacién en frio (figura 11).

Los efectos maternos asociados a la calidad del ambiente luminico debido a cambios
en la relacion de luz R:RL determinan cambios en el nivel de dormicion de las semillas. Una
baja relacién de luz R:RL durante el desarrollo de las semillas en la planta madre aumenta la
dormicién de las semillas mientras que un relacion de luz R:RL=1,02 disminuye el nivel de
dormicion de las semillas. Nuestro disefio experimental no permitio distinguir efectos
significativos de DOG1, phyA y phyB en las condiciones experimentales evaluadas (figura 12 ).

Sin embargo, Dechaine y colaboradores (2009) evaluaron como la temperatura y la calidad de

-47 -



luz durante la maduracion de las semillas afecta la germinacion en semillas de lineas mutantes
de fitocromos (phyA hasta phyE) de Arabidopsis thaliana. En este trabajo se demostré que
todos los fitocromos regulan la respuesta germinativa dependiendo del ambiente materno
resultante de la combinacién factorial de 16°C y 24°C y R:RL= 1.0 y 0.6, El phyA inhibe
mientras que el phyB promueve la germinacién de las semillas cosechadas de plantas
cultivadas a 16°C, mientras que phyD y phyE promueve la germinacién de semillas maduradas
a 24°C siendo estos efectos mas notorios en semillas maduradas a alta relacion R:RL. En
lineas generales, la germinacion de las semillas cosechadas a una baja relacion R:RL
germinaron menos que cuando provienen de plantas cultivadas con alta relacion R:RL
McCullough & Shropshire 1970 demostraron que semillas de Arabidopsis maduradas en una
alta relacion R:RL germinaron mejor embebidas en oscuridad, que aquellas semillas
maduradas a baja relaci6 R:RL. Los resultados de esta tesis concuerdan con estos
antecedentes (figura 12).

Esta tesis puso a prueba la idea de que DOGL1 y los phyA y phyB pueden afectar el
crecimiento de las plantas y el tiempo de induccion floral como asi también la salida de la
dormicion de las semillas. Nuestro disefio experimental consisti6 en trabajar con semillas
cosechadas de plantas madres expuestas a distintas condiciones de luz y temperatura. Si bien
DOG1 cumple una funcién muy limitada en la modulacién del crecimiento y desarrollo
vegetativo y floral, su rol en el control de la dormicion de las semillas es central. Recientemente
hay un cuerpo de evidencias experimentales que demuestran que proteinas que modulan el
tiempo a floraciéon, como Flowering locus C, tienen una funcién destacada en la promocién de
la germinacién en forma dependiente a la temperatura (Chiang et al., 2009). Por lo tanto, existe
una notable pleiotropia entre estas dos fases de desarrollo, como son la germinacion y la
floracion. La regulacién de la germinacién por FLC es a través de la via de degradacién del
ABA vy la sintesis de GA en semillas embebidas. Sin embargo, a la luz de los resultados
obtenidos en esta tesis, podemos concluir que no encontramos ninguna evidencia acerca de
que proteinas cuya funcién es central en el control de la dormicion de las semillas, como
DOG1, tenga una influencia importante en otros procesos del desarrollo, como es el

crecimiento vegetativo y floral.
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