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"Las plantas nos ensefian que la vida es cooperacion y adaptacion, no sélo
competencia”.
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Resumen

Las plantas son capaces de percibir y responder a los cambios ambientales que ocurren
durante sus ciclos de vida y los de generaciones anteriores, desarrollando estrategias
para adaptarse a ellos y aumentar el éxito de supervivencia de la progenie. Entender
estas respuestas transgeneracionales y sus mecanismos subyacentes es clave para
comprender el ajuste de los ciclos de vida al cambio climatico. En Arabidopsis thaliana,
la temperatura y la vernalizacion (periodo de frio prolongado que indica el paso del
invierno) afectan el tiempo a floracion de las plantas madre y la germinacion de las
semillas de la progenie. Ambas transiciones del desarrollo estan bajo fuerte presion de
seleccion y estan sujetas a una fina regulacion, ya que son clave para el ajuste de los
estadios de crecimiento de las plantas a las condiciones Optimas que aseguren la
supervivencia de las mismas. De esta manera, los efectos transgeneracionales pueden
afectar procesos ecoldgicos y evolutivos.

En particular para la floracion, el mutante gigantea suppressord (gis-5), es
termosensible y acelera la transicion del estadio vegetativo al reproductivo. A 18°C, las
plantas mutantes no presentan un fenotipo evidente, pero a 23°C presentan hojas
curvadas y a 28°C no completan su ciclo de vida. Esta respuesta a la temperatura se
asocid a una sustitucion A707V en la subunidad catalitica de la ADN polimerasa Polo,
codificada por POLD1. Ademas, gis-5 muestra elevada expresion ectdpica de genes
marcadores de estrés de replicacion del ADN, junto con una mayor recombinacion
homologa, determinando el fenotipo temprano de floracion.

La regulacion transgeneracional de la plasticidad fenotipica tiene un componente
genético y epigenético, por lo que la mutante gis-5 resulta de interés por su
termosensibilidad como elemento en el mecanismo complejo de los efectos
transgeneracionales de la temperatura. En este contexto, evaluamos el impacto de la
temperatura materna en la progenie mediante tratamientos térmicos diferenciados (18°C
y 23°C) y combinaciones de estas temperaturas en distintas fases del desarrollo en la
mutante gis-5 comparada con la accesion salvaje Columbia-0 (Col-0). Nuestros
resultados indican que la mutante afecta la respuesta de germinacion
independientemente de la temperatura de incubacidn y esto seria debido a una menor
sensibilidad al acido abscisico (ABA). Ademas, la mutante inhibe la entrada a
dormicioén secundaria por estratificacion por calor. Las plantas gis-5 no produjeron
semillas cuando se crecieron a 23°C durante todo su ciclo de vida; sin embargo, esta
restriccion se revierte al reducir la temperatura pre- o post-floracion a 18°C. Las
semillas de la mutante gis-5 muestran una menor respuesta al ambiente materno:
mientras que las semillas de plantas Col-0 tienen mayor dormiciéon cuando las plantas
madres fueron crecidas a bajas temperaturas, para las mutantes se observd una
proporcion superior de germinacion. Para entender el efecto del ambiente en la falta de
produccion de semillas en la mutante gis-5 a 23°C, analizamos la morfologia de las
flores de la mutante observando ausencia de polen. Luego se realizaron cruzamientos



dirigidos con Col-0, generando hibridos GIS-5/gis-5 (3/%) y analizamos la germinacion
de la progenie heterocigota. Observamos que las semillas hibridas presentan fenotipos
similares a Col-0, confirmando que la infertilidad de gis-5 a 23°C no se debe a abortos
de semillas o incompatibilidad gamética, sino a la ausencia de producciéon de polen en
estas condiciones.

Nuestros resultados indican que el gen GIS-5 contribuye a la respuesta de germinacion
en Arabidopsis thaliana y seria un elemento en el intrincado mecanismo de regulacion
transgeneracional de las respuestas tempranas de la progenie a la temperatura de las
plantas madre.



Abstract

Plants are capable of perceiving and responding to environmental changes that occur
during their life cycles and those of previous generations, developing strategies to adapt
to them and increase the survival success of offspring. Understanding these
transgenerational responses and their underlying mechanisms is key to comprehending
the adjustment of life cycles to climate change.

In Arabidopsis thaliana, temperature and vernalization, a period of prolonged cold that
indicates the passage of winter, affect the flowering time of mother plants and the seed
germination of offspring. Both developmental transitions are under strong selection
pressure and are subject to fine regulation, as they are key to adjusting plant growth
stages to optimal conditions that ensure their survival. Thus, transgenerational effects
can affect ecological and evolutionary processes.

Particularly for flowering, the gigantea suppressor5 (gis-5) mutant is temperature-
sensitive and accelerates the transition from the vegetative to the reproductive stage. At
18°C, the mutant plants do not show an evident phenotype, but at 23°C they show
curved leaves and at 28°C they do not complete their life cycle. This temperature
response was associated with an A707V substitution in the catalytic subunit of the Pold
DNA polymerase, encoded by POLD1. In addition, gis-5 shows high ectopic expression
of DNA replication stress marker genes, along with increased homologous
recombination, determining the early flowering phenotype.

The transgenerational regulation of phenotypic plasticity has a genetic and epigenetic
component, so the gis-5 mutant is of interest due to its temperature sensitivity as an
element in the complex mechanism of temperature transgenerational effects. In this
context, we evaluated the impact of maternal temperature on offspring through
differentiated thermal treatments (18°C and 23°C) and combinations of these
temperatures in different development phases in the gis-5 mutant compared to the
Columbia-0 (Col-0) wild accession. Our results indicate that the mutant affects the
germination response regardless of the incubation temperature, and this would be due to
a lower sensitivity to abscisic acid (ABA). Furthermore, the mutant inhibits entry into
secondary dormancy by heat stratification. Mutant gis-5 plants did not produce seeds
when grown at 23°C throughout their life cycle; however, this restriction is reversed by
reducing the post-flowering temperature to 18°C. The gis-5 mutant seeds show a lower
response to the maternal environment, while Col-0 plant seeds have greater dormancy
when mother plants were grown at low temperatures, for mutants a higher germination
proportion was observed.

To understand the effect of the environment on the lack of seed production in the gis-5
mutant at 23°C, we analyzed the flower morphology of the mutant, observing the
absence of pollen. Then, directed crosses with Col-0 were performed, generating GIS-



5/gis-5 (3/2) hybrids, and we analyzed the germination of the heterozygous offspring.
We observed that hybrid seeds show similar phenotypes to Col-0, confirming that gis-5
infertility at 23°C is not due to seed abortions or gametic incompatibility, but to the
absence of pollen production under these conditions.

Our results indicate that the GIS-5 gene contributes to the germination response in
Arabidopsis thaliana and would be an element in the intricate mechanism of
transgenerational regulation of early offspring responses to mother plant temperature.
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Introduccion

Las plantas son capaces de percibir los cambios ambientales y generar respuestas
plasticas que permitan ajustar su crecimiento y desarrollo a las condiciones fluctuantes.
La informacion de los cambios ambientales experimentados puede traducirse en factores
genéticos y epigenéticos que regulan las respuestas dentro del mismo ciclo de vida de
las plantas, asi como los de generaciones futuras. Cuando los efectos del ambiente
afectan las respuestas de forma transgeneracional, se expresa una memoria ambiental, la
cual es transmitida de generacion en generacion a través de mecanismos moleculares
que recién estdn comenzando a revelarse (Auge ef al., 2023).

1.1. Modelo de estudio: Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta anual de invierno de ciclo de vida corto. En su rango
nativo, las semillas germinan en otofio y la floracion ocurre en primavera, una vez que
el invierno ha finalizado (Fig.1). La germinacion y la floracion son procesos clave por
estar directamente relacionados con el éxito de supervivencia y fitness de las plantas,
entonces el momento en el que suceden estas transiciones del desarrollo esta finamente
regulado para que cada estadio del ciclo de vida coincida con las condiciones
ambientales que permitan el crecimiento 6ptimo de la planta. Para que esto suceda, la
planta debe ser capaz de percibir las condiciones ambientales caracteristicas de las
distintas estaciones del afio, como la temperatura y el fotoperiodo (Auge et al., 2017).
Floracion y germinacion estan fenotipicamente relacionadas: el momento en que ocurre
la floracion determinara el ambiente en que las semillas se desarrollaran, mientras que la
germinacion establece el ambiente durante el crecimiento vegetativo y en el que las
plantas van a florecer. Entender la regulacion de ambos proceso del desarrollo por parte
del ambiente es relevante para comprender la respuesta y adaptacion de las plantas en
un contexto de cambio climatico.

CICLO ANUAL DE INVIERNO
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Figura 1: Ciclo de vida tipico de Arabidopsis thaliana. La germinacion ocurre en otoflo cuando las
temperaturas bajan y la humedad aumenta, dando inicio al desarrollo vegetativo, que transiciona a
reproductivo con la llegada de los dias mas largos y las temperaturas mas calidas de la primavera.
Durante esta estacion, la planta produce semillas que, tras ser liberadas cerca del verano, permanecen en
dormicion hasta el proximo otoflo.

1.1.1. Dormicion de semillas: Regulacion y Adaptacion en Ciclos
Anuales

Las alteraciones en las condiciones ambientales pueden modificar el ajuste del ciclo de
vida. Por ejemplo, otofios excesivamente secos pueden retrasar la germinacion hasta la
primavera, lo que desplaza el ciclo hacia condiciones menos favorables, como el
verano, reduciendo la supervivencia (Zacchello et al., 2020; Postma y Agren, 2022).
Algunas poblaciones han desarrollado una fenologia anual de primavera-verano,
permitiendo completar el ciclo tras la dispersion de semillas en primavera, siempre que
las condiciones sean favorables. Esto implica un compromiso entre los factores
ambientales anteriores y posteriores a la dispersion (Penfield y Springthorpe, 2012;
Huang et al., 2014). Dado que cada fase del desarrollo vegetal posee distintas
tolerancias ambientales, la sincronizacion de estas transiciones es crucial para el
crecimiento y la supervivencia. Incluso pequeas variaciones pueden alterar el momento
de las transiciones, exponiendo a la planta a condiciones suboptimas (Gray y Brady,
2016).

La dormicion, definida como la incapacidad de germinar de la semilla ain bajo
condiciones favorables, es un caracter adaptativo que determina el momento en que las
semillas germinan en la naturaleza (Donohue et al, 2010). La dormicién primaria se
establece durante el desarrollo y maduracion de las semillas, antes de la dispersion de la
planta madre. Esta dormicion puede ser liberada luego de la dispersion, pero si las
condiciones son desfavorables para la germinacion, ésta puede verse bloqueada
temporalmente o la semilla puede entrar en un estado de dormicion secundaria:
restablecimiento de la dormicion cuando las condiciones desfavorables son prolongadas
(Iwasaki et al., 2022). Estos estados de dormicion en semillas de Arabidopsis thaliana
dependen fuertemente de las condiciones ambientales experimentadas por la planta
madre (Auge et al. 2017; Iwasaki et al. 2022); se espera que la planta madre provea a la
progenie con informacion sobre las condiciones ambientales estacionales, y dicha
informacion podria ser usada para ajustar el comienzo del ciclo de vida de la progenie
de manera de optimizar la supervivencia de la planta en crecimiento (Auge et al., 2023).
Las semillas de Arabidopsis responden a la temperatura experimentada por la planta
madre y la de las mismas semillas luego de la dispersion: a menor temperatura durante
la maduracion, mayor el nivel de dormicion de las semillas luego de dispersion,
mientras que menores temperaturas durante la incubacion, promueven la germinacion
(Penfield and Springthorpe, 2012; Burghardt ef al., 2016; Authier et al., 2023).
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La plasticidad transgeneracional en 4. thaliana puede ser influenciada incluso por
cambios no estresantes en la temperatura ambiental, lo que afecta distintos aspectos de
su ciclo de vida, como la germinacion, el tiempo de floracion, la produccion de biomasa
reproductiva y el tamafio de las semillas. Estos efectos pueden depender del momento
en que ocurren las variaciones térmicas y de su persistencia a lo largo del desarrollo de
la planta. Se ha propuesto que las condiciones ambientales experimentadas por la
generacion parental influyen en la progenie, incluso antes de la floracion, afectando la
expresion de transiciones del desarrollo y contribuyendo a la capacidad adaptativa de
futuras generaciones (Authier et al., 2023).

1.1.2. Regulacion hormonal de la dormicion y germinacion de semillas

El uso de mutantes de sintesis y sefalizacion de acido abscisico (ABA) y giberelinas
(GA) ha demostrado el rol clave de estas hormonas en la regulacion de la dormicion y
germinacion en semillas de A. thaliana (Sajeev et al., 2024). E1 ABA esta asociado al
establecimiento y mantenimiento de la dormicion, mientras que las GA promueven la
germinacion. Durante el desarrollo de las semillas, la acumulacion de ABA impide la
germinacion precoz y estd involucrado en el establecimiento de la dormicioén primaria
antes de la dispersion de la planta madre. La via de sintesis de ABA comienza con la
conversion de un precursor epoxicarotenoide por enzimas 9-epoxicarotenoid
dioxygenase (codificadas por las familias multigénicas ABA y NCED en Arabidopsis)
seguido de la reaccion de enzimas aldehido oxigenasas (Milborrow, 2001). Luego de la
dispersion, los niveles de ABA se reducen permitiendo la germinacion. El catabolismo
de ABA esta regulado por enzimas citocromo P450, codificadas por la familia
multigénica CYP707A4 (Cutler y Krochko, 1999). Durante la imbibicion, la germinacion
es inducida por la acumulaciéon de GA en las semillas. La via de sintesis de GA esta
compuesta por multiples enzimas en las que se destacan las ent-kaureno sintasas y
oxidasas, y giberelina-hidroxilasas y dioxigenasas (Hedden, 2020). El balance entre la
acumulacion de estas hormonas y la sensibilidad a estas (activacion de vias de
sefializacion) determina la probabilidad de germinacion de las semillas (Sajeev et al.,
2024). La incubacion de semillas en ABA exdgeno, impide la germinacion. Sin
embargo, en estas mismas condiciones, mutantes de la via de sefializacion del ABA
pueden germinar a pesar de las concentraciones crecientes de la hormona (Sajeev et al.,
2024).

1.1.3. Regulacion genética de la floracion en el ciclo de vida vegetal

Arabidopsis es una planta facultativa de dia largo (DL), lo que significa que los DL
aceleran la floracion, mientras que en dias cortos (DC) se retrasa. Esta regulacion
depende de la via del fotoperiodo, en la cual los genes GIGANTEA (GI), CONSTANS
(CO) y FLOWERING LOCUS T (FT) promueven la floracion. GI activa CO, que
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finalmente se acumula al final de la tarde y al inicio de la noche en condiciones de DL,
induciendo asi la expresion de FT en las células acompafiantes del floema (Fig. 2). La
proteina FT actiia como una sefial sistémica clave en este proceso, desplazandose al
meristema apical para promover la transicion a la floracion (Corbesier et al., 2007,
Jaeger and Wigge, 2007; Mathieu et al., 2007). Una vez en el meristema apical del tallo
(SAM), FT interactia con el factor de transcripcion de tipo bZIP FLOWERING
LOCUS D (FD) para inducir la transcripcion de genes como SUPRESOR DE
SOBREEXPRESION DE CONSTANS 1 (SOCI) y APETALA 1 (API), los cuales
desempefian un papel crucial en la formacion de los primordios florales (Turk et al.,
2008). Ademads, AP reprime la expresion de SOCI en el meristema floral (FM),
cerrando asi el circuito regulador.

Estas interacciones dinamicas y la coordinacion entre diferentes genes y proteinas
resaltan la complejidad de la regulacion de la floracion en Arabidopsis.
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Figura 2: FLOWERING LOCUS T (FT) como sefial sistémica.

1.2. Mutante termosensible: gigantea supressor5 (gis-5)

El mutante gigantea supressor5 (gis-5), seleccionado de un screening cuyo objetivo era
identificar genes que reviertan el fenotipo de floracion tardia del mutante gigantea-2,
resulto ser termosensible ademas de acelerar el tiempo a floracion (Iglesias et al., 2015).
Las plantas mutantes gis-5 presentan un fenotipo similar a Col-0 cuando se crecen a
18°C, pero a temperaturas mas calidas (23°C) muestran un fenotipo de hoja curvada y a
28°C no pueden completar su ciclo de vida (Iglesias et al., 2015) (Fig. 3).
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Figura 3: Los fenotipos de gis-5 dependen de la temperatura. Las plantas gis-5 (izquierda) exhiben un
fenotipo caracteristico de hojas curvadas a 24°C, mientras que no se observan alteraciones significativas a
18°C (derecho). Foto: FGR

Estos fenotipos se deben a una sustitucion A707V en la subunidad catalitica de la ADN
polimerasa Pold codificada por el gen POLDI. Ademas, el mutante gis-5 muestra
elevada expresion de genes marcadores de estrés de replicacion del ADN (Fig.4),
elevada recombinacion homoéloga y expresion ectopica de SEPALLATA3 (SEP3)
correlacionada con un incremento en la trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3
(H3K4me3) en dicho locus (Iglesias et al., 2015). La alta expresion de SEP3 en el tejido
vascular promueve la expresion del LOCUS DE FLORACION T ( FT), lo que genera
un ciclo de retroalimentacion positiva con SEP3 y conduce a fenotipos de floracion
temprana y hojas rizadas.

Figura 4: Esquema modificado de Iglesias et al. (2015) que representa el modelo del efecto dependiente
de la temperatura del alelo gis-5. La horquilla de replicaciéon funciona normalmente a 18 °C (flecha
verde), pero se detiene a 24 °C (flecha roja). Los pequefios circulos de colores representan Pole (cadena
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lider) y Pold (cadena rezagada). A temperaturas mas altas, Pold se retrasa (circulo rojo), lo que
desencadena una respuesta de estrés de replicacion de ADN y un aumento de H3K4me3 en el locus SEP3,
participando en un ciclo de retroalimentacion positiva con FT para inducir la floracion y el fenotipo de
hoja enrollada. Las flechas azules indican relaciones tentativas aiin no comprobadas. El complejo
Compass se incluye tentativamente debido a su papel en el establecimiento de H3K4me3. Las lineas
cortas de color naranja representan la trimetilacion en H3K4.

Tanto FLC como FT han sido involucrados en la regulacién pleiotropica de la
germinacion y en la respuesta a ambientes de generaciones pasadas (Chiang et al., 2009;
Chen et al., 2014; Auge et al., 2017; Iwasaki ef al., 2022). Ambos genes sufren una fina
regulacion genética y epigenética a través del ciclo de vida de las plantas ademas de
estar regulados en ciertas condiciones por GIS5, por lo que el estudio de los
mecanismos involucrados en dicha regulacion resulta de relevancia para entender los
procesos adaptativos de las plantas. Por esto, estudiar el mutante gis-5 puede proveer
informacion sobre el rol de la replicacion del ADN y los mecanismos epigenéticos
involucrados en la integracion transgeneracional de informacion ambiental.

1.3. Mecanismos moleculares de la memoria ambiental

Las distintas etapas de la vida de las plantas responden con frecuencia a la misma senal
ambiental para regular el desarrollo de modo que cada estadio coincida con la estacion
correspondiente. Los cambios de temperatura, especialmente cuando son
experimentados por la generacion parental en A. thaliana, pueden inducir plasticidad
fenotipica en la descendencia (Whittle et al., 2009; Suter y Widmer, 2013; He ef al.,
2014; Burghardt et al., 2016; Groot et al., 2017; Auge et al., 2017a). Ademas, las altas
temperaturas afectan negativamente todas las fases del ciclo de vida de esta especie
(Zinn et al., 2010; Groot et al., 2017), lo que las convierte en un posible factor de
seleccion en su entorno natural (Wolfe y Tonsor, 2014). El ambiente parental también
tiene un impacto significativo en la cantidad, viabilidad y vigor de las semillas
producidas por la progenie (Valencia-Diaz y Montafia, 2005; Wang et al., 2015; Li et
al., 2017; Awan et al., 2018; Huang et al., 2018). Estos rasgos, que estan sujetos a
seleccion natural, podrian influir directamente en la aptitud de las generaciones futuras
(Larios et al., 2014; Lu et al., 2016).

El ambiente experimentado por la planta madre afecta la germinacion de la progenie
modificando los niveles de dormicion (Penfield & Springthorpe, 2012; He et al., 2014;
Auge et al., 2015; Burghardt et al., 2016; Edwards et al., 2016; Leverett et al., 2016;
Authier et al., 2023). La vernalizacion de la planta madre en las primeras etapas del
ciclo de vida influye en la germinacion de la progenie, incluso si las semillas en
desarrollo no experimentaron frio (Auge et al., 2017). Por lo tanto, la vernalizacion
tiene un doble efecto sobre el desarrollo: un efecto a corto plazo sobre el tiempo de
floracion que se restablece durante la fertilizacion, y un efecto transgeneracional que
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modifica la germinacion de las semillas de la progenie. Los genes en la via de floracion-
vernalizacion regulan pleiotropicamente la germinacion de las semillas. Por ejemplo,
genotipos con altos niveles de FLC germinan mas que los que tienen alelos no
funcionales o mutantes nulos (Chiang et al., 2009). Sin embargo, con frecuencia, el
efecto de estos genes sobre la germinacion no es consistente con su funcion en la via de
floracion, y la expresion de estos genes en respuesta a la vernalizacion no esta
correlacionada entre las etapas tempranas y tardias de la vida. Por lo tanto, a pesar de
los efectos persistentes de la vernalizacion en las etapas posteriores de la vida, y a pesar
de la pleiotropia de la regulacion de la floracion y la germinacion, estos genes de
vernalizacion parecen ser capaces de regular diferentes etapas de la vida con cierto
grado de independencia (Auge et al., 2017).

Incluso cambios moderados en la temperatura ambiente pueden generar plasticidad
transgeneracional en 4. thaliana, afectando rasgos clave como la germinacion, el tiempo
de floracion, la produccion de biomasa reproductiva y el tamafio de las semillas
(Authier et al., 2023). Esta plasticidad no solo ocurre en respuesta a condiciones
estresantes, sino también a variaciones ambientales no extremas, lo que sugiere la
presencia de efectos transgeneracionales adaptativos que influyen en el ciclo de vida
completo de las plantas. El efecto materno de la temperatura también esta mediado por
el gen FT que regula la sintesis de proantocianidinas (PAs) en las cubiertas de las
semillas, de modo que el aumento de la sintesis de PA se asocia con una menor
permeabilidad de la cubierta de la semilla y niveles mas altos de dormicion debido a las
temperaturas frias experimentadas por las plantas madre (Chen et a/ ., 2014; MacGregor
etal., 2015).

En este contexto, la mutante gis-5 resulta particularmente interesante, ya que es
termosensible, interacciona con multiples genes de regulacion de la floracion y exhibe
fenotipos marcados incluso en condiciones no estresantes. Este conjunto de
caracteristicas convierte a gis-5 en un potencial componente clave para estudiar como
las plantas retienen y transmiten informacion sobre las condiciones ambientales
pasadas, proporcionando un modelo ideal para comprender los procesos de memoria
térmica en las plantas, integrando informacion que les permita adaptarse al ambiente a
toda su descendencia futura.
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Hipotesis y Objetivos
Hipotesis general de trabajo

La hipoétesis general de trabajo estipula que el ambiente térmico experimentado por
generaciones anteriores de plantas afectan los caracteres del fitness de las plantas y del
desarrollo temprano de la progenie a través de mecanismos genéticos que incluyen el
gen GIS-5 como elemento clave de la transmision de informacion.

Objetivos general y especificos:

El objetivo general de esta tesis es el de explorar mecanismos moleculares involucrados
en la regulacion transgeneracional del desarrollo de Arabidopsis thaliana en respuesta a
los cambios de temperatura del ambiente.

En particular, se propone

1) Caracterizar la funcion del mutante en el gen GIGANTEA SUPPRESORS, gis-5, de
Arabidopsis thaliana (mutante en la replicacion del ADN) en el fitness de las plantas y
la respuesta de germinacion a cambios no estresantes de temperatura;

2) Analizar en el mutante el efecto del ambiente a través de las generaciones sobre el
desarrollo temprano de las plantas de sucesivas generaciones.
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Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana del
ecotipo Columbia-0 (Col-0) y la linea mutante gis5. Las plantas mutantes fueron
gentilmente donadas por el Dr. Pablo Cerdan de la Fundacion Instituto Leloir.

3.2. Condiciones de crecimiento

Las plantas madre (G1) se cultivaron en condiciones de dia largo (16h luz/8h oscuridad)
bajo dos temperaturas no estresantes (18 y 23°C) durante todo el ciclo de vida de la
planta, o en combinaciones de estas temperaturas antes y después de la floracion,
generando cuatro tratamientos:

18-18°C: temperatura constante de 18°C.
23-23°C: temperatura constante de 23°C.
18-23°C: 18°C antes de la floracion y 23°C después de la floracion.
23-18°C: 23°C antes de la floracion y 18°C después de la floracion.

Cabe senalar que, a diferencia de lo reportado por Iglesias e al. (2015), se emple6 una
temperatura de 23°C en lugar de 24°C, decision que respondié a la disponibilidad de
camaras de cultivo con control térmico en nuestro Instituto.

Se cultivaron 6 réplicas por genotipo y tratamiento en camaras de crecimiento
controladas (Percival y Conviron).

Inicialmente, las semillas fueron embebidas en placas con agar-agua 0,6% p/v (Plant
Agar, Duchefa Biochemie) y luego estratificadas a 4°C durante 4 dias en oscuridad.
Pasados los cuatro dias, con el uso de una pipeta se tomaron las semillas en la placa con
agar-agua y se transfirieron a macetas de 180 cc. con sustrato (Tabacco Grow Mix,
Agroquimica Larrocca S.R.L.). Una vez sembradas las macetas se colocaron en las
camaras de crecimiento a 18°C o 23°C, en fotoperiodo de 16h luz / 8h oscuridad (dia
largo, DL; radiacion fotosintéticamente activa (PAR): 120-150 pmol m?s™). Pasados 7
dias se procedio a remover el exceso de plantulas dejando una plantula por maceta.

Una vez que las plantas florecieron y desarrollaron el tallo floral, se les agregé un tutor
de madera y se las fertilizo con solucion de Hakaphos 0,1% p/v (Compo Agricultura).
La cosecha de las semillas se llevd a cabo cuando '5 de los frutos se encontraron
maduros y secos. Las semillas se almacenaron en tubos de microcentrifuga separadas
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por plantas madre a temperatura ambiente en un ambiente seco (ambiente de post-
maduracion) hasta el momento de ser usadas para los experimentos.

3.3. Caracteres de plantas G1

3.3.1. Tiempo hasta aparicion del boton floral:

Para analizar las diferencias en el tiempo a floracion para los distintos genotipos ante los
distintos tratamientos, se tomaron los dias transcurridos desde el momento de siembra
en maceta hasta el momento de aparicion del botdn floral para cada planta.

3.3.2. Hojas hasta aparicion de boton floral

Se conto el nimero de hojas de la roseta alcanzadas por cada planta madre al momento
de aparicion del boton floral, es decir, al momento en que ocurre un cambio de
desarrollo vegetativo a desarrollo reproductivo. La aparicion del boton floral se detectd
visualmente como una estructura central en el apice de la roseta, ligeramente elevada y
mas compacta, que precede a la formacion del tallo floral

3.4. Rendimiento de las plantas y almacenamiento de
semillas:

Al momento de la cosecha, se recolectaron las semillas cuando dos tercios de los frutos
estaban maduros y secos. Las semillas cosechadas se almacenaron en tubos de 1.5 mL
separados por planta madre (réplica bioldgica) y se secaron en un recipiente hermético
con silica gel por 3 dias a temperatura ambiente. Posteriormente, se cuantifico el peso
total pesando los tubos de pléstico conteniendo a las semillas de cada planta fueron
pesados con una balanza de precision. Al valor obtenido (correspondiente al peso del
tubo sumado a las semillas) se le resto el valor del peso del tubo de plastico de 1.5 mL.
Para ello se cuantifico el peso de 3 tubos de plastico de 1.5 mL y se consider6 el valor
promedio.

3.5. Ensayos de germinacion

Para estudiar la respuesta de germinacion de la progenie se utilizaron las semillas G2
cosechadas de las plantas G1 que fueron almacenadas como se detalla en 3.4. Por cada
planta madre (6 réplicas por cada genotipo) se sembraron 20 semillas frescas (3 dias
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luego de cosecha) en una placa de Petri de 35mm con agar-agua (0,6% p/v) y se
incubaron en condiciones de dia largo (16h luz, 8h oscuridad) a 18°C y 23°C (radiacion
fotosintética activa (PAR): 120-150 pmol m? s7). La germinacion fue controlada
periodicamente (diariamente en la primera semana, luego cada 2 dias), midiendo
cantidad de semillas con protrusion radical por placa con una lupa estereoscopica, hasta
que no se observo nueva germinacion de un conteo a otro (plateau de germinacion). A
partir de los datos obtenidos de germinacion, se calculd la proporcion de germinacion
como la cantidad de semillas germinadas al final del ensayo respecto al nimero total de
semillas viables sembradas por placa. Las semillas no germinadas fueron consideradas
viables si al final de la incubacion conservaron su firmeza (Vayda et al., 2018).

3.6. Ensayos de Acido absicico

Para evaluar el efecto del acido abscisico (ABA) en la germinacién de semillas,
utilizamos semillas de gis-5 y Col-0 que habian sido almacenadas durante un mes a
temperatura ambiente luego de su cosecha (como se indica mas arriba). Este tiempo de
post-maduracion fue suficiente para que las semillas pierdan cualquier vestigio de
dormicién primaria y permitir un 100% de germinacion en condiciones controladas. Las
semillas fueron sembradas en placas Petri con 2 capas de papel de filtro embebido en
soluciones con ABA de concentraciones 0,5 mM, 1 mM y 3 mM, ademas de un control
sin ABA (agua destilada). En cada placa sembramos 20 semillas, con tres réplicas
(diferentes plantas madre) por tratamiento y genotipo. Luego, las placas fueron
incubadas a 18°C y 23°C para evaluar la influencia de la temperatura de incubacion en
la germinacién. La germinacion se observo diariamente con una lupa binocular,
considerando que una semilla habia germinado cuando se observaba protusion de la
radicula El conteo continu6 hasta que no se registr6 germinacion en dos dias
consecutivos, momento en el que se dio por finalizado el experimento.

3.7. Ensayos de estratificacion por calor

Para inducir la dormicion secundaria, semillas post-maduradas por 1 mes a temperatura
ambiente se pre-incubaron a altas temperaturas (37°C) en oscuridad. Semillas
cosechadas en 3.4 fueron embebidas en placas de Petri de 35 mm con 0,6% p/v e
inmediatamente incubadas en oscuridad en un cuarto a 37°C durante 1, 4 o 7 dias.
Luego de la estratificacion por calor, las placas fueron incubadas a 18°C y 23°C en un
ciclo de 16h luz / 8h oscuridad (radiacion fotosintéticamente activa (PAR): ~100 pmol
m~ s™). Las placas control, sin pre-incubacion, se prepararon a su vez embebiendo las
semillas en placas de 35mm con 0,6% p/v y se incubaron en las condiciones descriptas
anteriormente sin el pretratamiento de calor. Se sembraron 20 semillas obtenidas de
cada planta madre por placa. Se usaron 6 réplicas biologicas (semillas provenientes de
distintas plantas madres) por genotipo y tratamiento. Se registro la germinacién como se
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indica mas arriba hasta alcanzar el plateau. Para ello se utilizo una lupa estereoscopica.
Se calculd la proporcion final de germinacion como la cantidad total de semillas
germinadas (semillas con protrusion radical) respecto a la cantidad total de semillas
sembradas por placa.

3.8. Caracteristicas de las semillas

La medicion del tamafio de las semillas se realizo a partir de fotos tomadas con una
camara de fotos NIKON D3300 (ISO 1600, 1/160 segundos /8 55mm) de 20-40
semillas de cada planta madre con una hoja milimetrada como referencia de la escala y
un identificador. Para realizar las mediciones se utilizé el programa ImageJ. En primer
lugar, se establecio la escala de la imagen en milimetros, utilizando la hoja milimetrada
como referencia. Luego, las semillas de la fotografia se seleccionaron y transformaron
en una imagen binaria, tomando aquellos objetos dentro del espacio de coloracion HSB
con brillo entre 0-203, saturacion entre 159-255, y matiz entre 0-57. Se eliminaron los
valores seleccionados de la imagen que no correspondian a semillas y se agregd una
linea de pixeles entre las semillas superpuestas para poder considerar las semillas por
separado y no sobreestimar los valores del area de semillas. Seguido a ello se procedid a
obtener las medidas del area de las semillas y el nimero de semillas totales medidas
usando el analizador de particulas del programa. Se tomaron los valores del area de las
semillas de cada planta madre en mm? y se calcul6 el area promedio de la poblacion de
semillas por réplica bioldgica.

3.9. Obtencion y evaluacion de la cruza gisxcol

Para la generacion de la cruza, se utilizaron plantas gis-5 y Col-0 cultivadas a 23°C,
bajo las mismas condiciones de crecimiento descritas en el apartado 3.2. Se utilizo
polen de Col-0 (donor, &) para fertilizar manualmente flores de gis-5 (aceptor, 9),
asegurando previamente mediante observacion con lupa que estas tltimas no contienen
polen propio. A partir de esta cruza (gis-5 x Col-0), se obtuvieron entre 1 y 3 silicuas
por planta, con una produccion entre 3 y 6 semillas por silicua. El almacenamiento de
semillas se realizo siguiendo los procedimientos detallados en el apartado 3.4. Tres dias
luego de la cosecha, se sembraron las semillas obtenidas de la cruza en un total de
nueve placas, junto con tres placas adicionales de Col-0, siguiendo el protocolo descrito
en 3.5, tomando a su vez la proporcion final de germinacion de las semillas hibridas.
Las plantulas fueron trasplantadas individualmente a macetas, manteniendo una planta
por maceta segin lo especificado en 3.2. Todas las plantas fueron cultivadas a 23°C
durante todo su ciclo de vida.
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3.10. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos detallados a continuacion se realizaron usando el lenguaje de
programacion "R" (R Core Team, 2024) y utilizando la interfaz grafica ‘RStudio’
(RStudio Team, 2020). Inicialmente, se determinoé el ajuste a la normalidad de todos los
datos obtenidos con el test de Shapiro-Wilk utilizando la funcion ‘shapiro.test’ del
paquete ‘stats’. Para aquellos datos que no mostraron una distribucion normal, se utilizo
la funcion ‘descdist’ del paquete ‘fitdistrplus’ para determinar la distribucion a la que
mejor se ajustaban (Delignette-Muller y Dutang, 2015).

FLORACION. Se analizaron las diferencias en el nimero de hojas totales desarrolladas
por las plantas (variable respuesta) correspondientes a los distintos genotipos y
expuestas a distintos tratamientos (variables explicatorias). Tanto genotipo como
tratamiento se consideraron como variables fijas. Se ajustaron los datos a un modelo
lineal generalizado utilizando la funcion ‘glm’ del paquete ‘stats’, analizando la
interaccion genotipo y tratamiento con una familia de distribucion Poisson y realizando
un analisis de la varianza mediante el uso de la funcion ‘Anova’ del paquete ‘car’ con
un enlace ‘log’ (Fox y Weisberg, 2019). Luego, se analizo el efecto del genotipo en
submodelos por tratamiento.

GERMINACION. Con los datos de proporcion de germinacidn se ajusté un modelo
lineal generalizado con distribucion binomial utilizando la funcién ‘glm’ y un enlace
‘logit’. Luego se realizo un test de verosimilitud de tipo III (test de X* para ajuste) con la
funcion ‘Anova’. Primero se analizo el efecto del genotipo, tratamiento materno y
temperatura de incubacion (variables fijas). Como el ensayo no estaba balanceado (las
plantas madre gis-5 crecidas a 23°C no produjeron semillas), la interaccion entre las
variables explicatorias no pudo testearse. Ademds, como la inclusiéon de interacciones
dobles entre las variables no mejoraron el modelo completo (testeado por el criterio de
informacion de Akaike o AIC), s6lo se analizaron los efectos sin interaccion. Luego, se
analizd el efecto del genotipo en semillas de plantas madre crecidas a 18°C en
submodelos por temperatura de incubacion.

Para testear el efecto de la incubacion en acido abscisico (ABA), se analizaron los
efectos del genotipo y la concentracion de ABA (variables fijas categodricas), y su
interaccion, ajustando a un modelo lineal generalizado con distribucion binomial
seguido por un test de maxima verosimilitud como se describe mas arriba. Luego se
analizo el efecto del genotipo en cada condicion de concentracion de ABA.

Para analizar los efectos de la induccion de la dormicidon secundaria por estratificacion
en calor y su relacion con el genotipo de las semillas, el tratamiento de las plantas
madre y el de incubacion de las semillas (variables fijas categoricas), se utilizaron los
datos de proporcion de germinacion para ajustar a un modelo lineal generalizado con
distribucion binomial seguido por un test de maxima verosimilitud como se describe
mas arriba. Al tener una tabla de datos desbalanceada (no obtuvimos semillas gis-5 de
plantas crecidas a 23°C), el modelo completo con todas las interacciones posibles no
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mostréd convergencia. Usando el test de AIC, determinamos que el modelo mas
completo era aquel que incluia todas las posibles interacciones dobles entre las variables
explicatorias. Luego, analizamos submodelos por temperatura de incubacion. Para
semillas incubadas a 18°C, determinamos que el mejor modelo era el que no incluia
interacciones; mientras que para las semillas incubadas a 23°C, el mejor modelo era
aquel que solo incluia las interacciones dobles entre las variables explicatorias. Para
analizar el efecto del genotipo en la respuesta a la estratificacion por calor, se compard
el efecto de la mutante en cada dia de duracion del tratamiento de calor en cada
temperatura de incubacion para semillas de plantas madre crecidas a 18°C. Ademas,
para analizar el efecto del tratamiento materno sobre la respuesta de las semillas pre-
incubadas en calor, se compard el efecto del ambiente materno a 18 y 23°C para
semillas del genotipo Col-0 en cada dia de duracion del tratamiento y temperatura de
incubacion.

Para analizar los efectos del ambiente de la planta madre antes y después de floracion y
la contribucion de gis-5 sobre la germinacion de la progenie, se analizaron los efectos
del genotipo, el tratamiento de las plantas madre y el de incubacion de las semillas
(variables fijas categoricas) ajustando los datos de proporcion de germinacion a un
modelo lineal generalizado con distribucién binomial seguido por un test de maxima
verosimilitud como se describe mas arriba. Primero, se tested un modelo determinando
al tratamiento materno como una variable Unica para el ciclo de vida entero (antes +
después de floracion) y su interaccion con las otras variables explicatorias. Luego, se
testearon los efectos del genotipo y tratamiento materno, y su interaccion, en cada
temperatura de incubacion. Posteriormente, para analizar la contribucion del ambiente
antes y después de floracion por separado, se analizéo un modelo sin interacciones entre
las variables explicatorias genotipo, tratamiento antes de floracion, tratamiento después
de floracion y temperatura de incubacion (mejor modelo determinado por el AIC).
Finalmente, analizamos el efecto del genotipo en cada temperatura de incubacion y
tratamiento materno (antes + después de floracion, excepto en 23-23), y el efecto del
ambiente materno en cada temperatura de incubacion para cada genotipo (excepto en
23-23 para gis-J).

Para comparar la respuesta de germinacion de las semillas hibridas gis-5 x Col-0, se
analiz6 el efecto del genotipo ajustando a un modelo lineal generalizado con
distribucion binomial seguido por un test de maxima verosimilitud como se describe
mas arriba.

PESO DE SEMILLAS. Se analizaron las diferencias en el peso total de semillas
producidas por las plantas (variable respuesta) correspondientes a los distintos
genotipos y expuestas a distintos tratamientos maternos (variables explicatorias). Tanto
genotipo como tratamiento se consideraron como variables fijas. Se ajustaron los datos
a un modelo lineal generalizado utilizando la funcidon ‘glm’ con una familia de
distribucion Gamma y se realizo un analisis de la varianza mediante el uso de la funcién
‘Anova’ del paquete ‘car’ usando el enlace ‘inverse’. Como el ensayo no estaba
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balanceado (las plantas madre gis-5 crecidas a 23°C no produjeron semillas), la
interaccion entre las variables explicatorias no pudo testearse.

AREA DE SEMILLAS. Los datos de 4rea de semillas mostraron ajustarse a una
distribucion normal y cumplir con el supuesto de homoscedasticidad. Entonces para
analizar el efecto del genotipo y el tratamiento materno, se realizd6 un analisis de
varianza (ANOVA) usando la funcion ‘aov’ del paquete ‘stats’ de R.

En todos los casos donde se realizaron comparaciones multiples, se corrigio el p-valor
con el método de Holm usando la funcion ‘p.adjust’ del paquete ‘stats’ de R.

Las tablas de datos con los resultados del presente trabajo y el script de R con el codigo
utilizado se encuentran disponibles en el siguiente link: https://bit.ly/tesisFGR.

26



Resultados

4.1. Desarrollo de las plantas de la primera generacion

Con el fin de analizar las diferencias en el desarrollo de las plantas madres de los
distintos genotipos expuestas a los distintos tratamientos, determinamos el momento en
el que se realizd el cambio de crecimiento vegetativo a crecimiento reproductivo
(aparicion del boton floral). Para ello contamos la cantidad de hojas de las rosetas que
presentaban las plantas de los distintos genotipos al momento de la aparicion del boton
floral, tal como se detalla en el apartado 3.3.

Como era esperado (Iglesias et al. 2015), comparadas con las plantas Col-0, las plantas
de la mutante gis-5 florecieron mas temprano cuando fueron crecidas a 23°C, mientras
que las que se crecieron a 18°C no mostraron diferencias en el tiempo a floracion
(interaccién genotipo x tratamiento significativa, X* = 6.965 y p-valor = 0.008; Fig. 5).
Al realizar un analisis por tratamientos, a 18°C no se observan diferencias significativas
entre genotipos (X* = 1.946 y p-valor = 0.162). Por el contrario, en el tratamiento a
23°C se observan diferencias significativas entre Col-0 y gis-5 (X*= 18.886 y p-valor =
0.0000139).
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Figura 5: Cantidad de hojas de roseta al momento de aparicion del boton floral en funcion de
los genotipos (Col-0, gris, y gis-5, naranja) cuando las plantas fueron crecidas a temperatura de
18°C (izquierda), o 23°C (derecha). Diferencias significativas se indican con la siguiente
codificacion: “***’ (0 < P-valor < 0,001), “**’ (0,001 < P-valor < 0,01), “** (0,01 < P-valor <
0,05), ‘ns’(0,05 < P-valor).
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4.2. Caracteristicas de las semillas de la progenie

Con el objetivo de estudiar si el genotipo y la temperatura regula la produccion y el
tamafio de las semillas, analizamos ambas caracteristicas al estar sometida, o no, la
planta madre a un tratamiento de 18°C y 23°C.

4.2.1. Peso total de semillas

Para calcular el rendimiento de las plantas, pesamos las semillas totales producidas con
el fin de caracterizar la biomasa reproductiva. Las plantas mutantes gis-5 crecidas a
23°C no lograron producir semillas en nuestras condiciones. Tanto el tratamiento
materno como el genotipo afectaron la producciéon de semillas de la progenie (X :
58.872 y p-valor: 1.681x10™*, y X : 28.235 y p-valor: 1.074x107, respectivamente). En
la Fig. 6 se puede observar que las plantas Col-0 producen mas semillas cuando se
crecen a 18°C que a 23°C. Si bien las plantas mutantes gis-5 muestran un fenotipo
similar a las Col-0 en 18°C, producen menos semillas en esta temperatura.
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Figura 6: Peso total de semillas (mg) en funcion del genotipo (Col-0, gris, y gis-5, naranja)
producidas por plantas madre expuestas a tratamiento de 18°C (izquierda), o 23°C (derecha). No
se obtuvieron semillas de gis-5 a 23°C. La mayor amplitud de la barra correspondiente al
tratamiento materno a 23°C se debe a la ausencia de datos para el genotipo gis-5 en dicha
condicion. Diferencias significativas se indican con la siguiente codificacion: “***’ (0 < P-valor
<0,001), “**’ (0,001 < P-valor <0,01), “** (0,01 < P-valor <0,05), ‘ns’(0,05 < P-valor).
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4.2.2. Tamaiio de las semillas

El tamafio de las semillas se estimo6 calculando el area a partir de fotografias tomadas de
semillas provenientes de plantas de los dos genotipos expuestas a los distintos
tratamientos. Las plantas de la mutante gis-5 produjeron semillas mas pequefias que las
del genotipo salvaje Col-0 (# = 10.171 y p-valor = 0.0061; Fig. 7), mientras que el
tratamiento materno no tuvo un efecto significativo en el tamano de las semillas de
plantas Col-0 (F' = 1.256 y p-valor = 0.28).
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Figura 7: Area en mm” de las semillas de la progenie en funcién del genotipo (Col-0, gris, y
gis-5, naranja) producidas por plantas madre expuestas a tratamiento de 18°C (izquierda), o
23°C (derecha). No se obtuvieron semillas de gis-5 a 23°C. La mayor amplitud de la barra
correspondiente al tratamiento materno a 23°C se debe a la ausencia de datos para el genotipo
gis-5 en dicha condicion. Diferencias significativas se indican con la siguiente codificacion:
“¥E% (0 < P-valor < 0,001), “*** (0,001 < P-valor <0,01), “** (0,01 < P-valor < 0,05), ‘ns’(0,05
< P-valor).

4.2.3. Color de semillas

El color de las semillas constituye un rasgo fenotipico distintivo que indica diferencias
en la composicion de la capa celular de la cubierta. En la Fig. 8 se presentan imagenes
comparativas de semillas de los genotipos estudiados donde claramente se puede
observar que las semillas Col-0 exhiben un tono marrén oscuro con matices rojizos,
mientras que las semillas del mutante gis-5 presentan un color significativamente mas
claro, de tonalidad beige/amarillezco.
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Figura 8: Imagen de semillas de Arabidosis thaliana. A la izquierda, genotipo salvaje Col-0 y a
la derecha, mutante gis-5.

4.3. Respuesta de germinacion de las semillas de la progenie

Con el objetivo de caracterizar si la informacion ambiental de los distintos tratamientos
de temperatura aplicados a las plantas madre (G1) afectan a la respuesta de germinacion
de la progenie, y para evaluar si el gen GIS5 esta involucrado en la regulacion de la
germinacion y potencialmente en la transmision de la informacién transgeneracional,
incubamos semillas provenientes de las distintas plantas madre crecidas en los dos
tratamientos (18°C y 23°C) y medimos la proporcion de germinacion luego de la
incubacién a 18°C y 23°C.

El tratamiento materno, el genotipo y la temperatura de incubacion afectaron la
germinacion de las semillas de la progenie (tratamiento materno: X* = 287.209 y p-
valor = 2.016 .10"*"; genotipo: X’= 42.362 y p-valor = 7.584 .10™""; incubacién: X*
80.942 y p-valor = 2.323 107, Fig. 9). La proporcion de germinacion de las semillas
de gis-5 en ambos tratamientos de incubacion es mayor a su contraparte Col-0. Sin
embargo, el efecto del genotipo es significativo cuando las semillas son incubadas a
23°C (X*=58.037 y p-valor =2.57 .10™*) y no a 18°C (X*= 0.212 y p-valor = 0.6446).
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Figura 9: Proporcion de germinacion de semillas de la progenie de los genotipos Col-0 (gris) y
gis-5 (naranja) producidas en plantas madre crecidas a 18°C y 23°C (eje x) e incubadas a 18°C
(panel izquierdo) o 23°C (panel derecho). No se obtuvieron semillas de gis-5 a 23°C.
Diferencias significativas se indican con la siguiente codificacion: “**** (0 < P-valor < 0,001),
%2 (0,001 < P-valor <0,01), “*” (0,01 < P-valor < 0,05), ‘ns’(0,05 < P-valor).

4.3.1. Efecto de la incubacion con acido abscisico (ABA)

Analizamos la respuesta de las semillas a un tratamiento de incubacion con ABA para
evaluar el posible mecanismo de respuesta de las semillas de la mutante gis-5. En la Fig.
10 se observa que el tratamiento con ABA tiene un efecto significativo en la inhibicion
de la germinacion (X*= 202.5035, p valor = 5.94 .10™%) y esto depende del genotipo
(interaccién genotipo x incubaciéon en ABA X* = 10.326, p valor = 0.0013), lo que
sugiere que la sensibilidad a esta fitohormona varia seglin el genotipo. El analisis por
submodelos mostr6 que las semillas gis-5 germinan mas en la concentracion de 0.5 uM
de ABA (X? = 12.247, p valor = 0.0004661), mientras que en las otras concentraciones
no hay diferencias significativas. Estos resultados indican que la sensibilidad al ABA es
clave en la respuesta de germinacion mediada por GIS5.
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Figura 10: Proporcién de germinacion de semillas de los genotipos Col-0 (gris) y gis-5
(naranja) en funcion de diferentes concentraciones de ABA (eje x). Las semillas fueron
expuestas a concentraciones de 0, 0,5, 1 y 3 uM de ABA. Diferencias significativas se indican
con la siguiente codificacion: “***’ (0 < P-valor < 0,001), “*** (0,001 < P-valor < 0,01), “*’
(0,01 < P-valor <0,05), ‘ns’(0,05 < P-valor).

4.4. Induccion de dormicion secundaria

El ambiente materno puede modificar como las semillas responden a su propio
ambiente y, en consecuencia, el ciclado en estadios de dormicion secundaria asociados a
la percepcion de ese ambiente. Por esto analizamos la respuesta de las semillas a un
pretratamiento de calor cuyo efecto es inducir la dormiciéon secundaria en semillas
postmaduradas. Los resultados muestran que todas las variables estudiadas influyen
significativamente en la germinacion (Fig. 11; Tabla 1). El genotipo y el tratamiento
materno influyen sobre la respuesta de las semillas a la estratificacion por calor en las
dos condiciones de temperatura de incubacion (Tabla 2). Para las semillas producidas
por plantas madre crecidas a 18°C, el mutante gis-5 germina significativamente mas que
las de Col-0 en todas las condiciones de estratificaciéon con calor: mientras que las
semillas Col-0 muestran una reduccién en la germinacion con el aumento de los dias de
estratificacion en calor, las gis-5 mantienen una alta capacidad germinativa e insensible
al pre-tratamiento (Tabla 3), lo que sugiere que los genotipos responden de manera
diferencial al tratamiento térmico.

Por otro lado, las semillas de Col-0 responden diferente al tratamiento de calor si fueron
producidas por plantas madre crecidas a diferentes temperaturas. Aquellas semillas de
plantas crecidas a 23°C tienen la maxima proporcion de germinacion (100%) y no
mostraron sensibilidad a la pre-incubacion comparadas con las de plantas crecidas a
18°C (Tabla 4).
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En contraste, la interaccion entre el ambiente materno y la temperatura de incubacioén no
muestra un efecto significativo en la germinacion (tratamiento materno x temperatura de
incubacion no significativo; Tabla 1), lo que sugiere que el ambiente de la planta madre
no afecta la respuesta de las semillas a las condiciones de incubacion.
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Figura 11: Proporcion de germinacion en funcion del tiempo de pre-incubacion a 37°C (eje x)
para inducir la dormicién secundaria de semillas de los genotipos Col-0 (gris) y gis-5 (naranja)
provenientes de plantas madre crecidas a tratamientos de 18°C (linea llena) y 23°C (linea
discontinua), e incubadas a 18°C (izquierda) o 23°C (derecha). Tiempo de incubacion a 37°C
corresponden a 0, 1, 4 y 7 dias. Diferencias significativas se indican con la siguiente
codificacion: “***’ (0 < P-valor < 0,001), “**’ (0,001 < P-valor < 0,01), “** (0,01 < P-valor <
0,05), ‘ns’(0,05 < P-valor).

4.5. Influencia de la temperatura en la produccion y respuesta
de semillas de gis-5

Para profundizar sobre el efecto de la temperatura en la produccion y respuesta de
semillas de la mutante, se llevo a cabo un ensayo en el que las plantas madre fueron
sometidas a diferentes combinaciones térmicas antes y después de floracion: 18-18°C,
18-23°C, 23-18°C y 23-23°C. En particular, el objetivo era determinar si gis-5 podia
recuperar la capacidad de produccion de semillas cuando se desarrollaba a 23°C antes
de la floracion y se trasladaba a 18°C después de la floracion, y viceversa (18-23°C), en
comparacion con aquellas plantas mantenidas a 23°C durante todo el ciclo. Los
resultados mostraron que la produccion de semillas en gis-5 dependia de la temperatura
a la que se encontraban las plantas antes y después de la floracion: las plantas que
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experimentaron la condicion 23-18°C y 18-23°C fueron capaces de producir semillas
(Fig. 12). Esto sugiere que la temperatura durante todo el ciclo de vida de las plantas
madre desempefia un papel determinante en la capacidad reproductiva de gis-5,
afectando directamente el desarrollo de las semillas.

La respuesta de germinacion de las semillas fue afectada significativamente por el
genotipo, el tratamiento materno y la temperatura de incubacion (Fig. 12; Tabla 5). El
genotipo influy6d sobre la expresion de los efectos maternos en la respuesta de las
semillas (interaccion genotipo x tratamiento materno significativo en incubacion a 18 y
23°C, Tabla 6). Para las semillas Col-0 se observo una alta proporcion de germinacion
cuando las plantas madres experimentaron 23°C después de floracion (18-23°C y 23-
23°C). Las semillas de gis-5 mostraron un alto nivel de germinacion (mayor o similar)
comparado con las del genotipo salvaje Col-0, aun cuando las plantas madre
experimentaron 18°C luego de floracion. Sin embargo, ambos genotipos mostraron un
efecto significativo del ambiente materno (excepto las semillas gis-5 incubadas a 18°C;
Tabla 7)
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Figura 12: Proporcion de germinacion de semillas de los genotipos Col-0 (gris) y gis-5
(naranja) en funcion del tratamiento de las plantas madre expuestas a diferentes condiciones
térmicas antes y después de floracion (18-18°C, 18-23°C, 23-18°C y 23-23°C). En el panel
izquierdo se presentan los resultados de semillas incubadas a 18°C, mientras que en el panel
derecho se muestran aquellas incubadas a 23°C. No se obtuvieron semillas de gis-5 a 23-23°C.
Diferencias significativas se indican con la siguiente codificacion: “**** (0 < P-valor < 0,001),
%2 (0,001 < P-valor <0,01), “*” (0,01 < P-valor < 0,05), ‘ns’(0,05 < P-valor).
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4.6. Caracteristicas de plantas y semillas hibridas de gis-5

Al observar que las plantas del genotipo gis-5 no producian semillas cuando la planta
madre era crecida durante todo su ciclo de vida a 23°C, indagamos si habia algin
fenotipo particular en la estructura reproductiva de planta. La observacion bajo lupa de
flores de gis-5 revelo la ausencia de polen en estas plantas (Fig. 13).

Figura 13: Fotos de las flores de los genotipos Col-0 (derecha) y gis-5 (izquierda) crecidas
durante todo su ciclo de vida a 23°C.

Para explorar si esta condicion podia ser revertida, se realizaron cruzamientos dirigidos
utilizando el polen de Col-0 para fecundar flores de gis-5. Como resultado se obtuvieron
semillas viables, confirmando que la esterilidad observada en gis-5 a 23°C post-
floracion, se debe exclusivamente a la falta de polen y no a aborto de semillas o
incompatibilidad de polen.

Las semillas obtenidas de la cruza gis-5 x Col-0, asi como las de Col-0, fueron
analizadas en términos de germinacion. En el andlisis de la germinacion de los
genotipos expuestos a 23°C durante todo su ciclo de vida, no se observaron diferencias
significativas en la respuesta de germinacion entre las semillas de Col-0 y la cruza
gisxcol (X*: 0.44977 y p-valor = 0.5024; Fig. 14). En la figura se puede observar que la
proporcion de germinacion es similar entre Col-0 y los hibridos gisxcol.

Ademas, las plantas de la cruza gisxcol presentan las mismas caracteristicas que Col-0
(Fig. 15) .
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Figura 14: Proporcion de germinacion de semillas de los genotipos Col-0 (gris) y gisxcol
(celeste). Diferencias significativas se indican con la siguiente codificacion: “**** (0 < P-valor <
0,001), “*** (0,001 < P-valor <0,01), “** (0,01 < P-valor < 0,05), ‘ns’(0,05 < P-valor).

Figura 15: Plantas cultivadas a 23°C durante todo su ciclo de vida. A la izquierda, hibridos de
la cruza gis x Col que exhiben un fenotipo similar a Col-0 , mostrados a la derecha.
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Discusion

La integracion de informacion ambiental a través de generaciones permite la
coordinacion de respuestas adaptativas en la descendencia. Las condiciones ambientales
experimentadas durante todo el ciclo de vida de la generacion parental, incluso antes de
la floracion, influirdn en la respuesta de germinacion, el tiempo de floracion, el
rendimiento de semillas y el tamafo de las generaciones posteriores (Authier et.al.
2023). En este estudio, observamos que el tratamiento térmico materno influye
significativamente en la germinacion y el tamafio de las semillas de la progenie.
Ademas, nuestros resultados demuestran que la temperatura de crecimiento afecta el
tiempo de floracion. En conjunto, estos datos sugieren que gis-5 tiene un papel
regulador en estos procesos. En las siguientes secciones se explican con mas detalle las
respuestas observadas para cada uno de los caracteres y se proponen distintos
mecanismos que podrian estar involucrados y que deberian estudiarse a futuro para
avanzar en la comprension de la transmision de informacion ambiental a través de
generaciones y su rol en la regulacion de las transiciones del desarrollo.

5.1. Efectos de gis-5 sobre el desarrollo de las plantas de
Arabidopsis

El desarrollo de Arabidopsis thaliana esta sujeto a la influencia de multiples factores
ambientales, siendo la temperatura uno de los reguladores mas criticos en la
determinacion de los tiempos de floracion y germinacion (Auge et al., 2023). En nuestro
trabajo, se observo que gis-5 exhibe una respuesta diferencial al tratamiento térmico,
evidenciado por la disminucién del numero de hojas antes de la transicion floral en
plantas cultivadas a 23°C en comparacion con aquellas cultivadas a 18°C. Este fenotipo
concuerda con lo reportado por Iglesias et al. (2015), quienes identificaron que gis-5 es
una mutante termosensible con una respuesta acelerada a la floracion bajo temperaturas
moderadamente elevadas. La mutante gis-5 es el primer alelo hipomorfico y viable que
se ha aislado de POLDI vy, curiosamente, es termosensible. En esta mutante, a 18°C
tanto Pole como Pold avanzan en la horquilla de replicacion de manera coordinada,
mientras que a 24°C la menor actividad del alelo gis-5 conduciria a tramos mas grandes
de ADN de cadena sencilla, lo que eventualmente resultaria en rotura en doble cadena
(DSB) de ADN y un aumento de la recombinacion homoéloga, mecanismo utilizado para
reparar DSB (Branzei y Foiani, 2010). La inestabilidad genética ya se habia reportado
en lineas de Arabidopsis con bajos niveles de expresion de POLD1 (Colon-Carmona et.
al, 1999). Sin embargo, en esas lineas no se observaron defectos en la herencia
epigenética ni cambios significativos en el andlisis transcriptomico. En nuestras
condiciones, a diferencia de lo reportado en Iglesias ef al. (2015), las plantas mutantes
no llegaron a producir semillas a 23°C. La razon por la cual las plantas no produjeron
polen podria deberse a diferentes factores, ya que el efecto de la mutacion afecta
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multiples procesos celulares. Esto también podria estar asociado al menor numero de
hojas observadas en gis-5 a 23°C, mostrando que la temperatura no solo influye en la
duracion de la fase vegetativa, sino que también impacta en la disponibilidad de
recursos que la planta puede acumular antes de la reproduccion. Sin embargo,
observamos que las mutantes si bien llegaban a producir flores, éstas no producian
polen. Este fenotipo no habia sido descripto anteriormente para esta mutante.

El aumento de las temperaturas a menudo puede tener un efecto perjudicial en la
reproduccion sexual de las plantas, lo que puede conducir a una reduccion en la
fertilidad de muchas especies (Carrizo Garcia ef al., 2017). La reproduccion sexual en
las angiospermas comprende tres fases: desarrollo del gametofito, fase progamica y
desarrollo del embrion y la semilla (de cigoto a semilla). El gametofito masculino
(polen) juega un papel clave en la reproduccion de las plantas y la productividad de los
cultivos, a través de la formacion y entrega de espermatozoides masculinos al
gametofito femenino para la doble fertilizacion (Carrizo Garcia ef al., 2017). El estrés
térmico (HS) afecta a los gametofitos masculinos y femeninos de manera diferente. Los
gametofitos masculinos son mas sensibles al HS a lo largo de su desarrollo (Zinn et al .,
2010 ; Hedhly, 2011); el HS afecta la cantidad y morfologia del polen, la arquitectura de
las paredes celulares y, de manera importante, el metabolismo del polen (Hoyle, 2012).
Sin embargo, la sensibilidad al HS varia entre especies cuando se aplican tratamientos
de alta temperatura (Park et al., 2009 ). La mutante gis-5 no produce polen viable a
23°C después de la floracion, pero si lo hace a 18°C, lo que sugiere que la temperatura
critica para la produccion de polen en gis-5 se encuentra dentro de este rango. Este
fendmeno puede estar relacionado con la sensibilidad del desarrollo del gametofito
masculino al estrés térmico, tal como se ha observado en otros estudios (Zinn et al.,
2010; Hoyle, 2012). A 23°C, es probable que el estrés térmico afecte procesos clave
como la diferenciacion del tapete, la formacion de la pared celular del polen o el
metabolismo de los microsporos, lo que resulta en la esterilidad masculina. Por el
contrario, a 18°C, las condiciones son mas favorables para el desarrollo normal del
polen, lo que permite la produccion de gametofitos masculinos viables. Ademas, el
retraso en la polimerizacion del ADN debido a la temperatura en la mutante, junto con
el estrés de replicacion, puede tener efectos adversos significativos en el desarrollo del
polen, afectando su viabilidad y funcion.

Arabidopsis thaliana es una especie predominantemente autdégama, con niveles de
heterocigosidad bajos en comparacion con organismos de polinizacion cruzada. Se ha
reportado que el 95% de sus individuos poseen cinco o menos loci heterocigotos debido
a la autofecundacion y la endogamia biparental (Paul-Victor et al., 2010). Para evaluar
si la esterilidad de gis-5 podia revertirse, se realizaron cruzas dirigidas utilizando polen
de Col-0 para fecundar flores de gis-5. La obtencion de semillas viables a partir de estas
cruzas confirma que la esterilidad observada en gis-5 a 23°C post-floracion se debe
exclusivamente a la ausencia de polen, descartandose aborto de semillas, entre otras.
Ademas, el analisis de germinacion de las semillas obtenidas de la cruza gis-5 x Col-0,
comparadas con las de Col-0, no mostré diferencias significativas cuando ambas fueron
incubadas a 23°C. Finalmente, las plantas derivadas de la cruza gis-5 x Col-0
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presentaron caracteristicas fenotipicas similares a Col-0, lo que indica que la
restauracion de la fertilidad en gis-5 mediante polinizacion cruzada no afecta otros
aspectos morfologicos observables de la planta.

5.2. El ambiente materno y gis-5

Las semillas proveen hasta el 70% de la energia ingerida por la poblacién humana, es
por ello que es de vital importancia comprender los mecanismos genéticos y
epigenéticos que regulan las caracteristicas de las mismas. El nimero de semillas
producidas y el tamafio de las semillas, son caracteres clave para determinar el fitness de
los individuos y el rendimiento de cultivos. La comprension de las bases genéticas y
epigenéticas son, por lo tanto, de crucial importancia.

5.2.1. Compromiso peso total / tamaiio de semillas y los efectos
genéticos y maternos

Tras la floracion, la acumulacion de biomasa reproductiva y el tamafio de las semillas
son medidas relacionadas con los recursos invertidos en la produccion de la siguiente
generacion y constituyen un sélido indicador de la aptitud fisiologica. Estos pueden
medirse como el peso total o el area de las semillas como indicador del fitness (Authier
et al. 2023). Por lo tanto, comprender la arquitectura genética del tamafio y la
produccion de semillas, y cualquier posible restriccion genética para maximizarlos, es
crucial tanto desde una perspectiva evolutiva como aplicada (Sadras, 2007; Van Daele
et al., 2012; Kesavan et al., 2013). Estudios previos sobre la base genética de los rasgos
de las semillas han usado predominantemente plantas mutantes y genes identificados en
vias clave involucradas en el desarrollo de las semillas (Garcia et al. 2003; Tzafrir et al.
2004; Adamski et al. 2009; Fang et al. 2012). En nuestro trabajo hemos observado
efectos genéticos y del ambiente materno en la produccion de semillas. Las plantas
mutantes gis-5 produjeron una menor biomasa de semillas y de menor tamafio que las
de las plantas Col-0 crecidas a 18°C y 23°C. Pero las plantas gis-5, aun creciendo a
18°C sin fenotipos destacables, detectan aun el estrés generado por la mutacion y
producen menor cantidad de semillas (reflejadas en la produccion total) y mas chicas
(similar a Col-0 23°C). A su vez, las plantas Col-0 crecidas a 18°C produjeron mayor
cantidad de semillas comparadas con las crecidas a 23°C, pero en ambas condiciones
fueron de similar tamafio. El efecto perjudicial observado de la temperatura mas calida
sugiere que, para plantas anuales como Col-0, el ambiente mas frio es el mas favorable,
lo que seria esperable dado el habito de crecimiento de la especie (Authier et. al. 2023).
Estos resultados sugieren que la estrategia adaptativa seria producir semillas con mas
recursos (semillas mas grandes) en detrimento del nimero de semillas en el ambiente
mas calido y que el control de la correcta replicacion del ADN (y sus mecanismos
afectados rio abajo) es necesario para regular el efecto.
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Por otra parte, si bien el color de las semillas no fue objeto de un andlisis cuantitativo en
el presente estudio, la diferencia observada en las imagenes sugiere la posible influencia
de la mutacion gis-5 en la pigmentacion de la cubierta seminal. En Arabidopsis
thaliana, la coloraciéon de la cubierta estd determinada en gran medida por la
acumulacion de proantocianidinas (PA), un tipo de flavonoide precursor de los
pigmentos marrones (Chen et al., 2014; MacGregor et al., 2015). Los flavonoides son
compuestos polifenolicos que colorean la mayoria de las flores, frutos y semillas. La
regulacion de los genes biosintéticos de los flavonoides estd dirigida por complejos
ternarios compuestos por los factores de transcripcion MYB-bHLH-WD40 (Salez et al.,
2022). La regulacion de la sintesis de flavonoides por bHLH ha sido ampliamente
estudiada en plantas vasculares, y caracterizada mas funcionalmente en Arabidopsis
(Hong et al., 2003, Nonogaky, 2014, Chen et al. 2019). Las alteraciones en la
biosintesis o acumulacion de compuestos como las PA pueden generar variaciones en la
germinacion de las semillas gracias a u cambio en la permeabilidad de las cubiertas
seminales (Nesi et al., 2000, 2001, 2002). En las semillas de Arabidopsis, el gen FT
regula la sintesis de PA frente al aumento de la temperatura del ambiente materno, y en
consecuencia, la germinacion final de la progenie (Chen et al., 2014). El aumento de la
temperatura en el mutante gis-5 induce cambios en las marcas epigenéticas del gen
SEPALLATA3 (SEP3), lo que lleva a un aumento en la expresion de SEP3 y, a su vez,
un aumento en la expresion de FT (Iglesias et al., 2015). En nuestras condiciones, gis-5
podria estar mediando un incremento en F'7T tal que resultaria en una menor produccion
de PA y, en consecuencia, una mayor germinacion. Por lo tanto, la mutacién gis-5
parece influir tanto en la pigmentacion de la cubierta seminal como en la regulacion de
la dormicién y germinacion de las semillas a través de la modulacion de las vias de
sefnalizacion de flavonoides y FT. Estos hallazgos nos dan indicio de un papel
pleiotropico de gis-5 en la adaptacion de las plantas a las variaciones de temperatura,
afectando tanto la apariencia de las semillas como su comportamiento germinativo.

5.3. Efecto de gis-5 sobre la respuesta de germinacion

La germinacion estd finamente regulada de forma ambiental, genética y epigenética
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En nuestro trabajo, observamos que la
respuesta de las semillas gis-5 es mayor (germinan mas) que las de Col-0, y que esto
estaria relacionado con una disminucion en la sensibilidad al ABA. En particular, las
semillas gis-5 presentan una mayor tasa de germinaciéon en presencia de bajas
concentraciones de ABA en comparacion con Col-0, lo que sugiere que la regulacion
mediada por GISS estaria relacionada con la respuesta a esta hormona. El ABA es una
fitohormona clave en la regulacion de la dormicién de semillas y su respuesta al
ambiente, y cuando es aplicada exdgenamente puede inhibir la germinacion. La via de
senalizacion del ABA comienza con la actividad de los receptores PYR/PYL/RCAR,
una familia de 14 proteinas en Arabidopsis (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Los
receptores median la respuesta al ABA al interactuar con reguladores negativos rio
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abajo como las proteinas fosfatasas tipo 2C (PP2C) y antagonizar su accion. Dentro de
estas PP2C, las mas estudiadas son ABA-INSENSITIVE 1 (ABIl) y ABI2,
identificadas originalmente en mutantes insensibles al ABA (Koornneef et al., 1984;
Leung et al., 1994; Meyer et al., 1994; Leung et al., 1997). Se ha demostrado que los
mutantes abil-1 y abi2-1, caracterizados por mutaciones dominantes negativas,
muestran dormicion reducida y germinan mas en presencia de ABA (Koornneef et al.,
1984; Ma et al., 2009; Park et al., 2009), lo que sugiere una alteracion en la sefializacion
de esta hormona. En este sentido, la respuesta observada en gis-5, con una mayor tasa
de germinacion en presencia de ABA, podria estar relacionada con una reduccion de la
sefializacion del ABA con blanco todavia a identificar.

Por otra parte, luego de la dispersion, las semillas responden a sefiales ambientales,
ajustando sus ciclos de dormicion a las estaciones y determinando asi el momento
optimo para el establecimiento de la planta. La dormicion secundaria, un estado de
quiescencia inducido por condiciones ambientales desfavorables en el banco del suelo,
también se encuentra bajo la regulacion del acido abscisico (ABA). La expresion de
genes involucrados tanto en la sintesis como en el catabolismo del ABA muestra un
patron ciclico durante el ciclado de la dormicion (Footitt ez. al. 2011). Los patrones de
expresion génica en el suelo juegan un papel crucial en la modulacion de la dormicion
secundaria de las semillas, permitiéndoles adaptarse a las fluctuaciones ambientales
(Footit et. al. 2011). Esto es particularmente relevante al considerar las semillas gis-3,
caracterizadas por su insensibilidad al ABA. Es posible que la dindmica de germinacion
e imposibilidad de entrar en un estado de dormicién secundaria inducida por
estratificacion por calor de las semillas gis-5 esté¢ directamente relacionada con la
regulacion diferencial de la via de sefializacion de ABA.

Mientras que la insensibilidad al ABA es un factor clave en la germinacion de las
semillas gis-5, investigaciones futuras deberian incluir ensayos con concentraciones
intermedias de ABA entre 0 y 1 uM, para caracterizar mejor la respuesta germinativa.
Ademas, seria relevante explorar la posible contribucion de la acumulacion diferencial o
la sefalizacion aumentada de GA durante la imbibicion, asi como el ciclado de genes de
sintesis y sefializacion de ABA y GA en condiciones naturales con dormicion
secundaria.

5.4. Influencia de la temperatura materna en la produccion y
respuesta de semillas de gis-5

Las plantas responden de forma plastica a los cambios estacionales, lo que a menudo
resulta en adaptacion a la variacion ambiental. Si bien se sabe mucho sobre como la
estacionalidad regula las transiciones del desarrollo dentro de las generaciones, los
efectos transgeneracionales de los cambios ambientales no estresantes apenas
comienzan a revelarse (Authier et.al. 2023). Esta tesis tuvo como uno de sus objetivos
evaluar los efectos de los cambios de temperatura ambiental en la expresion de la
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plasticidad transgeneracional en rasgos clave del desarrollo de plantas de Arabidopsis
thaliana. En las condiciones de crecimiento usadas en este trabajo, no se logrd obtener
semillas de plantas gis-5 cultivadas a 23°C durante todo su ciclo de vida, pero si cuando
pre- o post-floracion la temperatura era de 18°C. Los resultados mostraron que la
produccion de semillas en gis-5 dependia de la temperatura a la que se encontraban las
plantas antes y después de la floracion. El gen represor del tiempo a floracion FLC
muestra un rol en la promociéon de la germinacion de semillas dependiente de la
temperatura (Chiang et al., 2009). La regulacion de la germinacion mediada por FLC
actia posteriormente a través de la via de degradacion de ABA y sintesis de GA en las
semillas embebidas imbuidas (Chiantg et. al 2009). La expresion de FLC ademas esta
disminuida en la mutante gis-5; sin embargo, la mutacién flc en el fondo gis-5 no
acelera la floracion respecto a la simple mutante, sugiriendo que FLC actla rio arriba de
GIS5 (Iglesias et al., 2015). Entonces es probable que la insensibilidad al ambiente
materno por parte de las semillas gis-5 esté relacionado con la mediacion de GISS en el
control materno de la germinacion por parte de FLC.

Conclusiones

En esta tesis de grado se caracterizd la mutante gis-5, una mutante termosensible con un
ciclo de floracion acelerado. Se observd que a 18°C su desarrollo y produccion de
semillas eran similares a Col-0 , mientras que a 23°C presentaba un fenotipo alterado
con hojas curvadas, menor cantidad de hojas y ausencia de produccion de semillas,
siendo esta ultima, un efecto que no habia sido previamente documentado. Ademas, se
identificaron nuevas caracteristicas de gis-5 como una mayor tasa de germinacion en
comparacion con Col-0, diferencias en el color de las semillas, insensibilidad en
respuesta al acido abscisico (ABA) exogeno y menor dormicion inducida por la
estratificacion por calor. Sumado a esto, se detectd una insensibilidad al ambiente de la
planta madre en la respuesta temprana de la progenie. Todo junto indica un papel
potencial de este gen en la transmision de informacion transgeneracional, lo que podria
influir en la adaptabilidad y aptitud de las plantas, sobre todo en un contexto de cambio
climatico.

Dada la relevancia de estos resultados, se considera fundamental continuar investigando
gis-5 , ya que podria aportar conocimientos clave sobre los mecanismos de regulacion
del desarrollo vegetal y su respuesta a condiciones ambientales cambiantes.

Proyecciones a futuro
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En esta tesis de grado, los hallazgos sobre la mutante gis-5 evidencian la necesidad de
continuar su estudio, tanto en los mecanismos que regulan el desarrollo como en la
respuesta a largo plazo de las plantas a cambios ambientales pasados.

Un aspecto no explorado en profundidad es el desarrollo radicular de gis-5. Si bien no
se realizaron estudios especificos, se observd que las plantas cultivadas a 23°C
presentaban un sistema radicular notablemente reducido, lo que sugiere que las
alteraciones fenotipicas no se limitan a hojas y flores, sino que también afectan el
crecimiento de las raices.

Resulta relevante analizar el impacto de gis-5 en la sintesis y acumulacion de
fitohormonas, especialmente para explorar el mecanismo de regulacion en relacion con
la produccion de pequefias semillas de color mas claro y en menor cantidad. Estos
rasgos podrian estar asociados a variaciones en la concentracion de PAs u otras sefiales
reguladoras del desarrollo reproductivo.

Otro punto clave es la esterilidad de gis-3, ya que la falta de produccion de polen podria
estar vinculada a un mecanismo de regulacion genética con aplicaciones en
biotecnologia, por ejemplo, en cultivos transgénicos donde se requiere evitar la
dispersion de genes en poblaciones silvestres.

Finalmente, el estudio del hibrido gis-5 x Col-0 permitiria comprender mejor la
herencia de estos fenotipos y su interaccion con el fondo genético silvestre, lo que
podria aportar informacion valiosa sobre los mecanismos de adaptacion en plantas. En
particular, conociendo que la expresion de FLC esta disminuida en gis-5, seria relevante
el papel de la mutante gis-5 en la informacion transgeneracional de informacion
ambiental, particularmente en su interaccion con FLC y su regulacion con FT, lo que
abriria la posibilidad de explorar su impacto en otras transciones de desarrollo de la
progenie y su respuesta a la temperatura.
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Anexo

Tabla 1. Tabla de contrastes entre la proporcion de germinacién observada (variable
respuesta) a los distintos dias de incubacion a 37°C (‘dia’) para semillas de cada uno de los
genotipos (‘geno’) provenientes de plantas madre crecidas bajo condiciones de 18°C y 23°C
(‘mat’) e incubadas también a 18 y 23°C (‘inc’). Se muestran el estadistico X2, los grados de
libertad (Df) y el p-valor. Las diferencias significativas se indican de la siguiente manera: “***’
(0<P-valor<0,001), “** (0,001<P-valor<0,01), “* (0,01<P-valor<0,05) y sin -caracteres
(0,05<P-valor).

X’ Df P-valor

geno 344.648 1 6.20 x10"” ok
dia 107.236 1 3.95x107° okl
mat 533.132 1 5.88 x107'"® ok ok
inc. 82.992 1 8.23x10™° ok
geno x dia 14.182 1 1.6 x107 ok

dia x mat 4.156 1 0.04 *
geno x inc|  20.902 1 4.83 x10° kK
dia x inc 12.171 1 0.0005 ok
mat X inc 3.077 1 0.079 ns

Tabla 2. Tabla de contrastes entre la proporcién de germinacién observada a los distintos
dias de incubacién a 37°C para semillas de cada uno de los genotipos provenientes de
plantas madre crecidas bajo condiciones de 18°C y 23°C. Se muestran el estadistico X2, los
grados de libertad (Df) y el p-valor. Las diferencias significativas se indican de la siguiente
manera: “** (0<P-valor<0,001), “* (0,001<P-valor<0,01), * (0,01<P-valor<0,05) y sin
caracteres (0,05<P-valor). Geno: efecto del genotipo, Mat: efecto del tratamiento materno,

Df: grados de libertad.

X2 Df | P-valor

18C | geno 105.597 |1 9.03.107% | **x
mat 231.772 |2 4.69 .10°" | ***
geno x 16.163 2 3.09.10* *hk
mat

23C | geno 110.762 |1 6.67 .10 | **x
mat 399.229 |2 2.03.10°% | *xx*
geno X 38.428 2 4.52 .10° *hk
mat

Tabla 3. Tabla de contrastes en la proporcién de germinacién debido al genotipo (Col-0 vs.
gis-5) luego de la pre-incubacién a 37°C para semillas incubadas a 18°C y 23°C (columna
‘inc’). Se muestran el estadistico X2, los grados de libertad (Df) y el p-valor. Las diferencias
significativas se indican de la siguiente manera: “** (0<P-valor<0,001), “* (0,001<P-
valor<0,01), * (0,01<P-valor<0,05) y ns (0,05<P-valor).
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inc. | dia X2 Df P-valor P-valor
HS ajustado
18 0 0 1 1 1 ns
1 | 20275 1 6.703 x10° 2.011x10° otk
4 | 70959 1 3.646x10" | 1.458x107° ok
7 1 103.565 1 2.519x10% | 1.511x107% ok ok
23 0 0 1 1 1 ns
1 | 114.840 1 8.530 x107" | 5.971 x10™*° kK
4 | 182.589 1 1.318 x10™ 1.054 x10™% otk
7 | 75.808 1 3.126 x10™"® 1.563 x107" ok

Tabla 4. Tabla de contrastes en la proporcién de germinacién debido al tratamiento
materno (18°C vs 23°C) luego de la pre-incubacién a 37°C para semillas de Col-0
incubadas a 18°C y 23°C (columna ‘inc’). Se muestran el estadistico X2, los grados de
libertad (Df) y el p-valor. Las diferencias significativas se indican de la siguiente manera:
> (0<P-valor<0,001), “* (0,001<P-valor<0,01), ** (0,01<P-valor<0,05) y ns (0,05<P-

valor).
inc. | dia X Df P-valor P-valor ajustado
HS

18 0 0 1 1 1 ns
1 20.275 1 6.703 x10°° 2.011 x10? ok
4 70.959 1 3.646 x107"7 1.458 x107° ok k
7 103.565 1 2.519 x107%* 1.511 x107% ok

23 0 0 1 1 1 ns
1 114.840 1 8.530 x10™7 5.971 x10™° kK
4 182.589 1 1.318 x10™ 1.054 x10™% ok
7 75.808 1 3.126 x10°™® 1.563 x10"7 ok

Tabla 5. Tabla de contrastes entre la proporcion de germinacion observada (variable
respuesta) para semillas de cada uno de los genotipos (‘geno’) provenientes de plantas madre
crecidas bajo las cuatro combinaciones de condiciones de 18°C y 23°C (‘mat’) e incubadas
también a 18 y 23°C (‘inc’). Se muestran el estadistico Xz, los grados de libertad (Df) y el p-
valor. Las diferencias significativas se indican de la siguiente manera: “***’* (0<P-valor<0,001),

“*¥%(0,001<P-valor<0,01), “*’ (0,01<P-valor<0,05) y sin caracteres (0,05<P-valor).

x? Df P-valor

geno 105.60 1 | 9.03x107% ok
mat 231.77 2 | 4.69x10”" ok
inc 21.04 1 | 4.50x10° ok
geno x mat 16.16 2 | 3.09x10™ ok
geno X inc 0.02 1 0.87 ns

mat X inc 8.17 2 0.02 *
geno X mat X inc 3.74 2 0.15 ns
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Tabla 6. Tabla de contrastes entre la proporcion de germinacién observada para
semillas de cada uno de los genotipos (‘geno’) provenientes de plantas madre crecidas
las cuatro combinaciones de condiciones de 18°C y 23°C (‘mat’). Se muestran el
estadistico X7 los grados de libertad (Df) y el p-valor. Las diferencias significativas se
indican de la siguiente manera: ‘“***’ (0<P-valor<0,001), ‘**’ (0,001<P-valor<0,01), ‘*’
(0,01<P-valor<0,05) y sin caracteres (0,05<P-valor). Geno: efecto del genotipo, Mat:
efecto del tratamiento materno, Df: grados de libertad.

inc. X? Df P-valor
18°C geno 105.60 1 9.03x107% ok
mat 231.77 2 4.69x107! ok
geno x mat 16.16 2 3.09x10™ ok
23°C geno 110.76 1 6.67x1072° otk
mat 399.23 2 2.03x10™ ok
geno x mat 38.43 2 4.52x10™" ok

Tabla 7. Tabla de contrastes en la proporcion de germinacion debido al tratamiento
materno (las cuatro combinaciones de condiciones de 18°C y 23°C) para semillas de
ambos genotipos (columna ‘geno’) incubadas a 18°C y 23°C (columna ‘inc’). Se
muestran el estadistico X2, los grados de libertad (Df) y el p-valor. Las diferencias
significativas se indican de la siguiente manera: “***’ (0<P-valor<0,001), **’
(0,001<P-valor<0,01), “*’ (0,01<P-valor<0,05) y ns (0,05<P-valor).

geno inc X2 Df P-valor

Col-0 18 231.77 2 4.69x107"! Hokk
23 399.23 2 2.03x10™7 ok

gis-5 18 5.06 2 0.08 ns
23 48.54 2 2.88x10™"! Hokk
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Por medio de la presente, se deja constancia de que el presente manuscrito corresponde a la
version final de la tesis titulada:

“Mecanismos asociados a los efectos transgeneracionales en Arabidopsis thaliana”

Este documento incorpora todas las correcciones y sugerencias realizadas por los jurados
evaluadores, en cumplimiento de los requerimientos establecidos por el comité académico y
conforme a los criterios de calidad exigidos por el programa.
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