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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 vernalizacion, periodo de frio prolongado que indica el paso del invierno,
afecta el tiempo a floracion de las plantas madre y la germinacion de las semillas de la progenie.
Ambas transiciones del desarrollo, estan bajo fuerte presidn de seleccién y sufren 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 ecolégicos y evolutivos. En Arabidopsis, la regulacion
transgeneracional de la plasticidad fenotipica tiene un componente epigenético: la respuesta a
cambios de temperatura fue asociada con la funcién de genes de sintesis de ARN pequefios y con
los cambios en la frecuencia de metilacion del ADN heredados por la progenie, sugiriendo que la via
de metilacion de ADN mediada por RNA (RdDM) cumpliria el rol de transmitir informacion ambiental a
través de las generaciones. Para entender el proceso mediante el cual cambios estacionales
experimentados por las plantas son transmitidos a la progenie, caracterizamos la respuesta a la
vernalizacién explorando la influencia del ambiente sobre caracteres clave del ciclo de vida de la
planta madre (tiempo a floracion y produccion de biomasa reproductiva) y la progenie (caracteristicas
de las semillas, dormicidon, germinacion y desarrollo de plantula), y las correlacionamos con la
respuesta de mutantes del mecanismo RdDM.

Observamos que la vernalizacion de la planta madre afectd el tiempo a floracién en la misma
generacion y equilibro la respuesta de los mutantes de la via RdADM. La produccién total de biomasa
reproductiva, el tamafio de las semillas y el desarrollo de las plantulas se vieron afectados por el
ambiente de la planta madre, y algunos mutantes de la via RADM mediaron este efecto. Ademas, la
germinacion y dormicion de la progenie se vieron afectadas por el ambiente materno, y los mutantes
de la via RdDM mostraron tener una influencia en la expresioén de la plasticidad transgeneracional.
Nuestros resultados muestran que el ambiente experimentado por las plantas madre tiene una fuerte
influencia en la expresion de fenotipos en la misma generacion y al menos una generacion
subsiguiente, afectando no soélo la regulacidon de las transiciones del desarrollo, sino también
componentes del fitness de los individuos. Estos efectos estan al menos en parte mediados por un
mecanismo de regulacion epigenética (mecanismo RdDM), mostrando una compleja interaccién entre
el ambiente experimentado por diferentes generaciones, los programas de desarrollo de las mismas y

la memoria epigenética.






Abstract

Plants are able to sense environmental changes happening throughout their life cycles and those
experienced by previous generations, developing strategies to adapt to those changes to increase
their progeny’s survival. The molecular mechanisms that underlie those transgenerational adaptive
responses are just beginning to be unveiled. Understanding these responses may be key to assess
the adjustment of life cycles to climate change in dynamical plant communities.

In Arabidopsis thaliana, vernalization, a period of cold that signals winter, affects flowering time of
mother plants and germination of their progeny. Both developmental transitions are under strong
selective pressure and are finely regulated as they are key to plants to adjust their life cycles to
environmental conditions that are optimal for survival. Thus, transgenerational effects have the
potential to influence ecological and evolutionary processes. In Arabidopsis, transgenerational
regulation of phenotypic plasticity involves an epigenetic component: transgenerational responses to
temperature changes have been associated with the function of small RNA synthesis genes and with
DNA methylation frequency changes inherited by the progeny, suggesting a role for the RNA-directed
DNA methylation pathway (RdDM) in passing environmental information across generations. To
understand the process by which non-stressing seasonal environmental changes experienced by
previous generations are passed to the progeny, we characterized responses to maternal vernalization
across generations by exploring environmental influence on key traits of the maternal life cycle (bolting
time and reproductive biomass production) and of the progeny (seeds traits, dormancy, germination
and seedling development), and correlated those responses with the RdDM pathway by using
pathway mutants.

Maternal vernalization affected bolting time within-generation and balanced RdDM mutants response.
Total reproductive biomass production, seed size and seedling development were affected by
environmental cues experienced by mother plants, and some RdDM mutants mediated this effect.
Furthermore, progeny germination and dormancy were affected by the maternal environment as well
and RdDM mutants influenced transgenerational plasticity.

Our results show that environmental cues experienced by plants have a strong influence in phenotypic
expression of both, current and subsequent generations. These effects are at least in part mediated by
an epigenetic mechanism (RdDM), showing a complex interaction between environments experienced

by different generations, their developing programs and epigenetic memory.
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Introduccion

Las plantas son capaces de percibir los cambios ambientales que experimentan generaciones
anteriores y generar respuestas plasticas en la progenie. La informacion de los cambios ambientales
experimentados o memoria ambiental es transmitida de generacion en generacion a través de

mecanismos moleculares que recién estan comenzando a desvelarse.

1.1. Modelo de estudio: Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una pequefa planta floral dicotiledénea herbacea nativa de Eurasia y
Africa, y naturalizada alrededor del planeta. Pertenece a la familia Brasicaceae que incluye también
especies de interés agroecondmico, como el rabanito, el brécoli y la mostaza (Al-Shehbaz & O’Kane,
2002; Berardini et al., 2015). La facilidad de su propagacioén y su gran variabilidad fenotipica la hacen
un modelo ideal para estudiar sistemas funcionales, ecoldgicos y genéticos-evolutivos (Horton et al.,
2012). A. thaliana ocupa un gran rango de habitats incluyendo playas, pendientes rocosas, orillas de
rios, bordes de carreteras y la periferia de areas agricolas. Se recolectaron especimenes en América,
Nueva Zelanda, montafias al este de Africa, islas tanto en el océano Pacifico y Atlantico, y a lo largo
de todo su rango nativo en Eurasia. La gran distribucién de la especie y la riqueza de los recursos
genéticos, combinado con el hecho de que pueden ser mantenidas como lineas puras, hacen que A.
thaliana sea un atractivo recurso para investigar las bases moleculares, genéticas y epigenéticas de
caracteres ecoldgicamente relevantes (Horton et al., 2012).

Las poblaciones localmente adaptadas de Arabidopsis thaliana son consideradas ecotipos,
corresponden a poblaciones genéticamente especializadas a condiciones ambientales particulares
determinadas por la variacion natural en caracteres claves del ciclo de vida y tolerancia a los
ambientes (Donohue et al., 2010; Pigliucci & Marlow, 2001; Turesson, 1922). Existen dos ciclos de
vida comunmente encontrados en el rango nativo de Arabidopsis que llevan a que se observen
ecotipos anuales de verano e invierno. Los ecotipos anuales de verano germinan al comienzo de la
primavera y florecen inmediatamente después, mientras que los ecotipos anuales de invierno
florecen alrededor del mismo tiempo estacional, pero germinan en el otofio anterior atravesando el
invierno como roseta y floreciendo luego en la primavera (Figura 1.1.0.1) (Donohue et al., 2010;
Weidner et al., 1985). La floracion de los ecotipos anuales de invierno solo ocurre si la planta
atraves6 un periodo de vernalizacion (periodo de frio prolongado), que indica la finalizaciéon del
invierno (Koornneef et al., 1991). El ecotipo Columbia-0 (Col-0), naturalizado en Estados Unidos, que
es uno de los ecotipos mas utilizados como material experimental en estudios de laboratorio,

corresponde a una planta anual de verano.
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INTRODUCCION

CICLO ANUAL DE VERANO CICLO ANUAL DE INVIERNO

Figura 1.1.0.1: Esquema de ciclos de vida de Arabidopsis thaliana. A la izquierda se muestra un ciclo de vida caracteristico
de ecotipos anuales de verano como Columbia-0 donde la germinacion ocurre en la primavera y para el final de la primavera la
planta libera las semillas, estas (1) germinan inmediatamente durante el verano y atraviesan el estadio vegetativo y
reproductivo en la misma estacion o (2) se mantienen dormidas a lo largo del verano, otofio e invierno para germinar
nuevamente en la primavera. A la derecha se muestra un ciclo de vida caracteristico de ecotipos anuales de invierno con
requerimiento de vernalizacion para florecer, la germinacién ocurre en el otofio donde comienza el desarrollo vegetativo que
transiciona a desarrollo reproductivo una vez llegada la primavera. En primavera la planta produce semillas que son liberadas
y se mantienen dormidas hasta la llegada del otofio.

Las semillas maduras de Arabidopsis consisten en un embrién desecado y altamente resistente
rodeado de una Unica capa celular de endosperma y una capa externa, la testa o cubierta seminal,
que consiste de tejido materno integumentario muerto (Piskurewicz et al., 2016). El endosperma, que
provee nutrientes y sefales para el desarrollo del embrion (Jiang & Kdhler, 2012; Raissig et al.,
2011), es triploide: cuenta con dos copias maternas del genoma y una paterna (proporcion 2:1
materna-paterna). El zigoto o embrién, por su lado, es un tejido diploide, contando con una copia
materna y una paterna (Kirkbride et al., 2019; Piskurewicz et al., 2016). El proceso de germinacion de
las semillas, transicion del desarrollo que transforma al embridén en una fragil plantula, esta finamente
regulado (Kirkbride et al., 2019; Piskurewicz et al., 2016). La dormicién - incapacidad de germinar de
la semilla bajo condiciones que serian alternativamente favorables - es el factor crucial que regula el
momento en que una semilla germina, determinando de este modo el ambiente del desarrollo
vegetativo de la planta en crecimiento (Kirkbride et al., 2019; Piskurewicz et al., 2016). El estado de
dormicion de la semilla puede ser modulado por diversos factores ambientales (Finch-Savage &
Leubner-Metzger, 2006; Kerdaffrec & Nordborg, 2017). Al momento de la dispersion, las semillas
tienen un estado de dormicién primaria, la cual tiene una base genética y es principalmente
determinada por el ambiente experimentado por la planta madre durante la maduracién de las
semillas (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Kerdaffrec & Nordborg, 2017). A medida que
transcurre el tiempo, las semillas secas pierden el estado de dormicién primaria mediante un proceso
llamado post-maduracion, adquiriendo de este modo la capacidad de germinar bajo un mayor rango
de condiciones (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Piskurewicz et al., 2016). El periodo de
tiempo requerido de post-maduracion para que la semilla alcance la capacidad de germinar puede
ser utilizado para definir los niveles de dormiciéon que posee una semilla (Denay et al., 2017). Si el

16



estado de dormicion de la semilla fue liberado pero las condiciones son desfavorables para la
germinacion, ésta puede verse bloqueada temporalmente o la semilla puede entrar en un estado de
dormicién secundaria: restablecimiento de la dormiciéon cuando las condiciones desfavorables son
prolongadas (Buijs et al., 2020; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Los niveles de dormicion
varian en gran medida entre especies de plantas, e incluso entre ecotipos de Arabidopsis, teniendo
consecuencias importantes en los nichos ecolégicos, fenologia y agricultura (Finch-Savage &
Leubner-Metzger, 2006; Lawesson, 2000; Meng et al., 2008; Schmuths et al., 2006; Springthorpe &
Penfield, 2015). Ecotipos de Arabidopsis con bajos niveles de dormicidn precisan de cortos periodos
de post-maduracién en comparacion con los ecotipos que presentan altos niveles de dormicion.

Luego de la germinacion, el desarrollo vegetativo comienza con el desarrollo y establecimiento de
la plantula y continua con el desarrollo de hojas que se disponen en un patron en espiral dando lugar
a la roseta (Ferrandiz et al., 1999; Pirola, 2018). Bajo las condiciones ambientales correctas, y luego
de la transiciéon de crecimiento vegetativo a reproductivo, comienza el desarrollo de los meristemas
florales en el meristema apical. Posteriormente se produce la elongacién del brote principal y surge
una inflorescencia. Aparecen también las hojas caulinares (las que salen directamente desde el tallo)
en la parte inferior de la inflorescencia. Al igual que con las hojas, las flores se distribuyen en un
patrén espiralado (Pirola, 2018).

1.2. La vernalizacion

La vernalizacién es un periodo de frio prolongado que experimentan las plantas cuando
atraviesan el invierno y es un estimulo ambiental por el que perciben los cambios estacionales. Para
plantas que residen en climas templados, el requerimiento de vernalizacion es importante para
optimizar el fitness (medida de la capacidad de un individuo para sobrevivir y reproducirse) ya que
evita que se produzca la transicion floral antes de transcurrida la estacion de invierno y promueve la
ocurrencia de la transicién del estadio vegetativo al reproductivo durante la primavera (Zografos &
Sung, 2012). Uno de los mayores responsables del requerimiento de la vernalizacién en Arabidopsis
es FLC (FLOWERING LOCUS C), un gen de la familia MADS box, que es represor de la floracién
(Michaels & Amasino, 1999). FLC se expresa en altos niveles previo a la exposicion a frio en plantas
anuales de invierno (Zografos & Sung, 2012). La vernalizacion, seguida de la induccion de la
transcripcion de VIN3 (VERNALIZATION INSENSITIVE 3), provoca la represion epigenética de FLC
que se mantiene luego de la mitosis (Sung & Amasino, 2004). VIN3 de la mano del complejo represor
POLYCOMB (POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2, PRC2) - un complejo proteico que presenta
actividad metiltransferasa H3K27 - establecen el enriquecimiento de una serie de modificaciones
represoras de la cromatina en el locus de FLC como respuesta al frio (Michaels & Amasino, 1999).

Dentro del proceso de represion epigenética de FLC estan involucrados ARN largos no
codificantes (INcARN) (Zografos & Sung, 2012). A partir de la regién 3’ de FLC se origina un tipo de
IncARN, COOLAIR, que es transcrito en direccion antisentido en relacién al locus FLC (Hornyik et al.,
2010; Swiezewski et al., 2009). La expresion de COOLAIR aumenta con la exposicién al frio
(Swiezewski et al., 2009). Sin embargo, la transcripcion de este INcARN antisentido no explica
completamente la regulaciéon de FLC (Helliwell et al., 2011). La represion estable de FLC mediada por
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INTRODUCCION

vernalizacién es también dependiente de un ARN intrénico no codificante, COLDAIR (COLD
ASSISTED INTRONIC NONCODING RNA) que es transcrito a partir del primer intron de FLC durante
la exposicion al frio e interactua fisicamente con PRC2 (Heo & Sung, 2011). Cuando COLDAIR se
encuentra ausente, se ve una desregulacion en el enriquecimiento de PRC2 en la cromatina de FLC,
por lo tanto, COLDAIR es requerido para la represion estable de FLC a través de su interaccion con
PRC2 durante la respuesta a vernalizacion (Heo & Sung, 2011; Zografos & Sung, 2012).

El fendmeno de percepcion de la vernalizacion esta también fuertemente asociado a la regulacion
de la metilacion del ADN. En Arabidopsis la reduccién de la metilacién en contextos CG como
consecuencia de la inhibicion de la actividad de la enzima METILTRANSFERASA 1 (MET1) acelera

la floracion (Finnegan et al., 1996).

1.3. Integracion de la informacion ambiental

Debido a que los distintos estadios del ciclo de vida presentan distinta tolerancia a las condiciones
ambientales, las plantas deben regular las transiciones del desarrollo de modo tal que cada estadio
del ciclo de vida sea expuesto a las condiciones ambientales éptimas que permitan su desarrollo y
supervivencia. La regulacién apropiada de las transiciones del desarrollo requiere la percepcién de
caracteres estacionales para que haya una coordinacion efectiva a lo largo del ciclo de vida (Auge et
al., 2017). Para las plantas anuales, las cuales germinan, florecen y semillan en el curso de un afio,
hay dos transiciones del desarrollo que son clave: la transicién del estadio vegetativo al estadio
reproductivo (floracién) y la transicion de semilla a plantula (germinacion) (Auge et al., 2017;
Donohue et al., 2010; Ehrlén, 2015). El momento en que suceden dichas transiciones del desarrollo
estd bajo intensa seleccién natural y esta fuertemente regulado por las condiciones ambientales,
respondiendo a temperatura, calidad de luz, fotoperiodo y otros factores (Amasino, 2004; Donohue et
al., 2010; Ehrlén, 2015; Holdsworth et al., 2008; Lawesson, 2000; Scott D. Michaels et al., 2005;
Munguia-Rosas et al., 2011; Simpson & Dean, 2002).

La informacién ambiental es integrada por las plantas de manera que las condiciones ambientales
experimentadas por las plantas madre influencian el comportamiento de la progenie (English et al.,
2015; J. Marshall & Uller, 2007). En plantas hay varios efectos transgeneracionales registrados; un
ejemplo de esto en Arabidopsis thaliana es la reduccién de la germinacion y de la longevidad de las
semillas como respuesta al periodo de frio atravesado por las plantas madre antes o durante el
desarrollo de la semilla (Auge et al.,, 2017; Burghardt et al., 2016; MacGregor & Penfield, 2015;
Penfield & Springthorpe, 2012). Estos efectos de la temperatura persisten también en semillas
post-maduradas (pérdida de dormicién primaria) y atraviesan el ciclado de la dormicién (Auge et al.,
2017; Burghardt et al., 2016).

Es de gran interés entonces entender como la respuesta transgeneracional a condiciones
ambientales, incluyendo la herencia epigenética, contribuye a la evolucion adaptativa. Los padres
encaran una serie de decisiones criticas en lo que respecta a la reproducciéon (Boesch, 1992; Rose &
Mueller, 1993; Royle et al., 2012). La primera gran decision es reproducirse, en cuyo caso la
siguiente decision tiene que ver con la inversion de recursos en la progenie. La eleccién éptima

maximiza el éxito reproductivo (fitness) mediante la compensacién entre la reproduccion presente y
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futura (Ratikainen et al., 2018). En plantas, otra gran decisién en cuanto a la inversién de recursos
con el fin de garantizar el éxito reproductivo esta relacionada con el balance entre la cantidad y la
calidad de las semillas. Este balance podria estar determinado por las condiciones ambientales
experimentadas por la planta madre, ya que en ambientes favorables podria haber una mayor
inversion en la cantidad respecto a la calidad debido al exceso de recursos disponibles que cubren
los requerimientos nutricionales de las semillas (Godfray, 1995; Shaanker et al., 1988). Por otro lado,
si el ambiente es estresante podria verse favorecida la calidad de las semillas por sobre la cantidad,
la planta madre favorece el fitness de la progenie y de esta manera garantiza su supervivencia
(Godfray, 1995; Shaanker et al., 1988). La correcta percepcién de las condiciones ambientales podria
ser de vital importancia para determinar el fitness de los individuos, ya sea para el correcto ajuste de
las transiciones del desarrollo a los distintos periodos estacionales garantizando su supervivencia,
como para la produccién de progenie con capacidad de desarrollarse en el ambiente en el que se
encuentra favoreciendo el éxito reproductivo (Kuijper & Johnstone, 2018). En el presente trabajo
hicimos foco en la percepcion e integraciéon de la informacion de los estimulos ambientales y en su
relacion con la regulacién en las transiciones del desarrollo, pero también exploramos las

consecuencias sobre algunas medidas del fitness.

1.3.1. Ajuste del ciclo de vida a los cambios estacionales

Los efectos transgeneracionales, en los cuales los cambios ambientales experimentados por
generaciones pasadas afectan las respuestas de las siguientes generaciones, pueden influir en las
trayectorias evolutivas de comunidades vegetales naturales y tienen el potencial de afectar el manejo
y la produccién de sistemas agricolas en el corto y largo plazo (English et al., 2015; Yamamichi &
Hoso, 2017). Los elementos moleculares que median estos efectos e influyen en las respuestas de
las plantas a través de las generaciones, son en gran parte desconocidos, por lo que su estudio es
de principal interés, particularmente en lo que respecta a las transiciones del desarrollo. La
germinacion y la floracion son las principales transiciones del desarrollo en el ciclo de vida de las
plantas y deben ser sincronizadas correctamente con los cambios estacionales para maximizar el
fitness (supervivencia y éxito reproductivo). Los cambios ciclicos en temperatura, asociados con el
paso de las estaciones, tienen entonces una fuerte influencia en la regulacion de germinacion y
floracion.

En Arabidopsis, estudios fisiologicos, genéticos y moleculares usando mutantes de genes
relacionados con las vias de sefalizacion que regulan la floraciéon permitieron dilucidar diversas vias
que promueven esta transicion del desarrollo, incluyendo el fotoperiodo, la vernalizacion y la via de
sefializacion autéonoma (Simpson & Dean 2002). Estas vias convergen en la regulacion
transcripcional de los genes integradores de la floracion, FT (FLOWERING LOCUS T), TSF (TWIN
SISTER OF FT), SOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1)y LFY (LEAFY -
involucrado en la determinacion del meristema floral) (Araki, 2001; Scott D. Michaels et al., 2005;
Parcy, 2005; Simpson & Dean, 2002). Entre estos genes integrales de la floracion, FT se caracteriza
por ser un target directo de CO (CONSTANS), un regulador central de la via de senalizacién del
fotoperiodo, y de FLC, regulador central de sefalizacion de la via de vernalizacion (Scott D. Michaels
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et al., 2005; Samach et al., 2000). La expresion del ARN mensajero y/o la proteina de FT son
interpretadas como parte de las sefales que desencadenan la floracion llamadas florigeno (Corbesier
& Coupland, 2006; lkeda et al., 2007; Imaizumi & Kay, 2006). De esta manera, la convergencia de
distintas vias en reguladores comunes permiten la optimizacion de los fenotipos para que las
transiciones del desarrollo, en este caso la floracion, sucedan en el ambiente mas propicio para la
supervivencia de la planta en desarrollo.

A su vez, caracteristicas de la planta madre tales como su edad y la posicién del fruto
-relacionadas con las condiciones ambientales experimentadas por ellas-, tienen influencia en
caracteristicas de las semillas, incluyendo el tamario, la dormicién y la germinacién (Penfield, 2017;
Roach & Wulff, 1987). Los efectos parentales en el tamafio de la semilla, estan regulados por la
remodelacion de la cromatina y el dosage génico (Scott et al., 1998), y son determinados durante el
desarrollo del endosperma por medio de un proceso de impronta genética - expresién de genes
especificos dependiente del sexo del progenitor (Gehring, 2013). En Arabidopsis, la impronta
genética es clave para la regulacion de la expresion en el endosperma (Hsieh et al., 2011; Jullien &
Berger, 2009; Kinoshita et al., 2004; Penterman et al., 2007). Ademas, el desarrollo de la semilla en
Arabidopsis esta asociado con pequefios ARNs de interferencia (siRNAs), cuya biogénesis depende
de la Polimerasa de ARN IV (Pol-1V) (Lu et al., 2012; Mosher et al., 2009; Onodera et al., 2005;
Raissig et al., 2011). La expresion espacio-temporal de un gran numero de estos siRNAs depende
del alelo materno en el endosperma y regula el dosage génico de diversos genes, tales como AGL91
y AGL40 que estan involucrados en la divisidn celular y regulacion del tamario de la semilla (Kirkbride
et al., 2019; Lu et al., 2012; Raissig et al., 2011). Del mismo modo, la herencia materna esta asociada
a los niveles de dormicion de la semilla por estar involucrada en la impronta génica sobre genes
especificos de dormicién en el endosperma maduro (Buijs et al., 2020). Sumado a esto, la expresién
alelo especifica en el endosperma de genes especificos de dormicidn es regulada por modificaciones
epigenéticas (lwasaki et al., 2019; Piskurewicz et al., 2016). Por lo tanto, considerando que la
expresion parental-especifica es primordial para el establecimiento de los niveles de dormicion, es
esperable que los niveles de dormicion sean influenciados por condiciones climaticas
experimentadas por la planta madre. Particularmente bajas temperaturas durante el desarrollo de la
planta madre conllevan a niveles mas altos de dormicion en las semillas maduras de Arabidopsis
(Kendall et al., 2011). Esta respuesta esta controlada por los genes FLC y FT (Chen et al., 2014;
Chiang et al., 2009). La integracién de la informacion ambiental que regula los caracteres tempranos
de la progenie es entonces clave para el ajuste de los ciclos de vida a los cambios estacionales.
Coincidentemente, muchos genes que estan involucrados en la regulaciéon de la germinacion vy la
floracion en respuesta a cambios en el ambiente se han identificado y caracterizado en diversas
especies. En Arabidopsis, se ha demostrado que genes que regulan floraciéon también regulan
germinacion, y viceversa. Como mencionamos recientemente, el represor central de la floracién FLC,
que determina el requerimiento de vernalizacion para inducir la floraciéon (Sheldon et al., 2000), y el
integrador floral FT, regulan de manera pleiotropica la germinacién (Chen et al., 2014; Chiang et al.,
2009). Otros genes de la via de la vernalizacion han sido asociados con la regulacion de la
germinacion, entre ellos FRIGIDA (FRI), VERNALIZATION INDEPENDENCE3 (VIP3), VIN3 vy
VERNALIZATION2 (VRN2) (Auge et al., 2017). Por otro lado, DELAY OF GERMINATION1 (DOGT),
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asociado a la variacién natural poblacional en dormicion y germinaciéon (Alonso-Blanco et al., 2003;
Kronholm et al., 2012), regula pleiotropicamente el tiempo a floracion (Huo et al., 2016). Todos los
genes mencionados presentan una compleja regulacidon epigenética (Auge et al., 2017; Samach et
al., 2000). Por lo tanto, dado que muchos de los genes involucrados en la regulacién pleiotropica de
germinacion y floracion estan asociados con modificaciones epigenéticas, particularmente con el
grado de metilacion de la cromatina, y dichas modificaciones epigenéticas pueden estar asociadas
con la expresion alelo-especifica de pequefios ARNs, es fundamental estudiar la relacion entre las
experiencias maternas y los fenotipos de la progenie para avanzar en la comprensién de los efectos
transgeneracionales y el desarrollo de las semillas. Es a su vez necesario identificar los mecanismos

moleculares subyacentes.

1.3.2. El mecanismo de metilacion de ADN mediado por ARN (RdDM)

La epigenética consiste en cambios heredables en la actividad génica que no son causados por
cambios en la secuencia nucleotidica, sino por modificaciones quimicas de la cromatina (Bonasio et
al., 2010). Estas modificaciones ocurren en el nucleosoma a través de reacciones bioquimicas que
incluyen la metilacion del ADN y modificaciones en las histonas (Yaish et al., 2011). La metilacion del
ADN es el agregado mediante una uniéon covalente de un grupo metilo a una citosina, mientras que
las modificaciones en las histonas corresponden a la acetilacién (Grunstein, 1997), ADP-ribosilacién
(Tanigawa et al., 1984), glicosilacién (Cervantes-Laurean et al., 1996), metilacion (Zhang & Reinberg,
2001), fosforilacién (Trevifio et al., 2015), ubiquitinacién (Sridhar et al., 2007), o SUMOilaciéon
(Geiss-Friedlander & Melchior, 2007) en residuos de lisina o arginina de la cola de aminoacidos de
las histonas. Cominmente, la metilacion de ADN conlleva a una disminucion en la expresion génica,
mientras que las modificaciones en las histonas son mas complejas y conllevan a diferentes
alteraciones en la expresion génica que dependen de la modificacién involucrada (Richards & Elgin,
2002). A su vez, el proceso de metilacion del ADN involucra a pequefios ARNs no codificantes
(ncARN) que regulan la expresion génica a partir de la regulacion de los patrones de metilacion
(Matzke & Birchler, 2005). Modificaciones en los patrones de metilacion del ADN estan a su vez
relacionados con la modulaciéon de transiciones del desarrollo en plantas y estan asociadas a la
respuesta por estrés biotico y abiotico (Yaish et al., 2011).

La alteracion de los niveles globales de metilacion del ADN puede modificar el tiempo a floracion
en numerosas especies (Yaish et al., 2011). La vernalizacién de la planta madre, que regula la
germinacion de la progenie, también afecta la frecuencia de metilacion del ADN en el genoma de la
progenie, especialmente en regiones ricas en transposones (G. Auge, M. Alvarez, K. Donohue, datos
no publicados). La metilacién del ADN, ademas de conducir al silenciamiento de genes, es un
mecanismo importante de silenciamiento de transposones y secuencias repetitivas intrénicas (Slotkin
et al., 2009; X. Zhang et al., 2006). En particular, el mecanismo de metilacion del ADN dirigido por
ARN (RNA-directed DNA Methylation mechanism o RdDM) silencia transcripcionalmente secuencias
repetitivas y la expresion de transposones (Erdmann & Picard, 2020; Liu et al., 2021; Matzke et al.,
2014). El mecanismo RADM es Unico de plantas y estd compuesto por dos vias que se diferencian en
ciertos elementos: la candnica y la no candnica (Figura 1.3.2.1) (Erdmann & Picard, 2020; Matzke et
al., 2015).
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Figura 1.3.2.1: Vias canodnica y no canonica del mecanismo de metilacion de ADN mediado por ARN (RdDM).
Arriba a la izquierda se observa la via candnica. SHH1 se une a la histona H3 desmetilada en la lisina 4 (K4) y
metilada en la lisina 9 (K9), y recluta a la Pol-IV para transcribir la regién target. RDR2 interactua fisicamente con
Pol-IV y convierte a los transcriptos en RNAs de doble cadena con la asistencia del remodelador de cromatina
CLSY1. Los RNA doble cadena son procesados por DCL3, convirtiéndolos en siRNAs de 24 nucledtidos, y son
incorporados en AGO4 o AGOG6, para luego entrar en la rama de la via mediada por Pol-V que produce
metilacion del DNA de novo. Arriba a la derecha se observa la via no canénica. Pol-ll transcribe ARNs TAS
(Trans-acting siRNA) no codificantes, que son una clase de siRNA que reprimen la expresion a través del
silenciamiento post transcripcional en plantas, que son cortados por AGO1 o AGO7. RDRG6 transforma el RNA
cortado en RNA doble cadena, que luego es procesado por varias proteinas con actividad DCL obteniendo
siRNAs de 21-24 nucleodtidos. Los ARNs de 21-22 nucleétidos corresponden a la clase de tasiRNAs (siRNAs que
actuan en trans). Estos son incorporados a AGO4/6 para guiar la metilacion de novo en genes TAS mediada por
Pol-V. Un mecanismo similar ocurre con transposones recientemente insertados a partir del mecanismo RdDM
mediado por Pol-ll y RDR6. En la region de abajo de la figura se puede observar el proceso de metilacion de
DNA y formaciéon de heterocromatina dependiente de Pol-V. La Pol-V es reclutada hacia algunos loci por SUVH2
y SUVH9, proteinas que se unen a regiones metiladas de DNA, y transcribe el locus target para producir un ARN
de andamiaje que mediante apareamiento de bases se une al siRNA guia que a su vez se encuentra unido a
AGO4/6. AGO4 interactua con las regiones de uniéon para AGO en SPTL5 y el dominio C-terminal de NRPE1 y
DRM2, cuya funcion con DRD1 y DMS3 en el complejo DDR es liberar la transcripcion de Pol-V a través de la
cromatina y abrir la doble hélice de ADN. De manera opuesta las demetilasas ROS1, DML2 y DML3 regulan
negativamente la metilacién favoreciendo la desmetilacion de la cromatina en genes target del mecanismo
(Esquema modificado de Matzke et al., 2015).

La via candnica se inicia con la sintesis de ARN por parte de la RNA Pol-IV que interacciona
fisicamente con RDR2 para convertir los transcriptos en ARN de doble cadena (dsRNA). Los dsRNAs
son procesados por DCL3 en oligos de 24-nucleétidos que guian a AGO4 o AGOG6 asi entrando a la
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via de metilacion dirigida por RNA Pol-V. La via no candnica es iniciada por la sintesis mediada por la
RNA Pol-ll, seguido del clivado por parte de AGO1 o AGO7, copiado por RDR6 y el posterior
procesamiento del ARN en oligos de 21-22-nucleétidos por DCL1, DCL2, DCL3 y DCL4. Los oligos
procesados de esta manera entran a la via de la RNA Pol-V para dirigir la metilacién del ADN. La
RNA Pol-V sintetiza un ARN guia que se une a los ARN pequefios y recluta a AGO4, la cual
interacciona con las metilasas DRM1 y DRM2 para catalizar la metilacién de novo en el sitio farget
(Erdmann & Picard, 2020; Matzke et al., 2015). La metilacién del ADN es dinamica y puede ser
revertida para adaptarse a un determinado estimulo. En Arabidopsis, las demetilasas ROS1, DML2 y
DML3 actuan sobre loci silenciados, probablemente permitiendo su activacion (Ariel et al., 2014;
Erdmann & Picard, 2020; Law & Jacobsen, 2010; Penterman, Uzawa, et al., 2007; Penterman,
Zilberman, et al., 2007). Este mecanismo (RdDM) ha sido sugerido como mediador de la respuesta
transgeneracional a estrés por congelamiento y esta involucrado en la regulacién de la dormicién en
respuesta al ambiente (lwasaki et al., 2019; Migicovsky & Kovalchuk, 2014), por lo que resulta
interesante estudiar su contribucion en el ajuste transgeneracional de los ciclos de vida de las plantas
en respuesta a los cambios estacionales (cambios ambientales no estresantes).

El mecanismo RdDM es el unico mecanismo de metilacion del ADN que puede agregar el grupo
metilo de novo en los tres contextos de secuencia: CG, CHH y CHG (Erdmann & Picard, 2020).
Existen, sin embargo, vias adicionales de metilacion del ADN. Mientras que la altamente conservada
metiltransferasa MET1 mantiene la metilacién en el contexto CG, las transferasas especificas de
plantas CHROMOMETHYLASE 2 (CMT2) y CMT3 tienen como funcién mantener la metilacién en los
contextos CHH y CHG, respectivamente (Erdmann & Picard, 2020). La pérdida de funcién de alguna
de estas vias puede ser compensada en ciertas condiciones por las otras, permitiendo mantener,
aunque sea parcialmente, la homeostasis de metilacion en el genoma (Stroud et al., 2013). El
mecanismo RdDM ademas interacciona con la maquinaria de remodelacion de la cromatina, la cual
regula las modificaciones post-traduccionales de las histonas (Erdmann & Picard, 2020). De esta
manera, el mecanismo RdDM, con su capacidad de regular la metilacion del ADN en todos los
contextos de secuencia de forma dinamica, y de interaccionar con otros mecanismos que regulan la
expresion de genes mediante marcas epigenéticas, es un excelente candidato como integrador
transgeneracional de informaciéon ambiental. En esta tesina exploramos su rol como elemento de la

memoria ambiental transgeneracional.
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Hipotesis y Objetivos

Hipétesis del trabajo: Los cambios ambientales experimentados temprano en el ciclo de vida
por la planta madre son traducidos en una combinacidon de modificaciones epigenéticas a través de
la via de metilacion de ADN mediada por ARN (RNA-directed DNA Methylation, RADM), regulando
respuestas adaptativas a los cambios ambientales en las semillas de la progenie.

Objetivo General: Estudiar como los ambientes experimentados a lo largo del ciclo de vida de
las plantas, especialmente los experimentados durante el desarrollo temprano, pueden afectar las
respuestas de germinacion y floracion a lo largo de las generaciones e identificar mecanismos

potenciales involucrados.
Mas especificamente:

Hipétesis especifica 1: La vernalizacion de la planta madre afecta el desarrollo en el corto plazo
en la misma generacion que experimenta el estimulo ambiental, y también las respuestas tempranas
del desarrollo de la progenie.

Objetivo especifico 1: Explorar la influencia de la vernalizacién sobre caracteres clave del ciclo
de vida de la planta madre (tiempo a floracion y produccién de biomasa reproductiva) y la progenie

(caracteristicas de las semillas, dormicion, germinacién y desarrollo de plantula)

Hipétesis especifica 2: El ambiente materno interacciona con el ambiente de la progenie
modulando la expresion de la variacion epigenética a través del mecanismo RADM.

Objetivo especifico 2: Evaluar el rol del mecanismo RdDM como posible mensajero e integrador
de la informacién ambiental transgeneracional a partir del estudio del fenotipo de mutantes del

mecanismo RdDM.

Hipétesis especifica 3: La variacién epigenética, especialmente cambios en la frecuencia de
metilacion del ADN que genera epialelos dirigida por el mecanismo RdDM, actua otorgando
plasticidad transgeneracional y permitiendo la expresion de fenotipos Optimos en respuesta a
ambientes experimentados por generaciones anteriores.

Objetivo especifico 3: Identificar variaciones en los fenotipos de las mutantes del mecanismo
RdDM en respuesta al ambiente materno y asociarlo a potenciales genes involucrados proponiendo

nuevos mecanismos que podrian estar actuando para analizar en futuros estudios.
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Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana. Las lineas
mutantes del mecanismo de metilacin de ADN mediado por ARN (RNA-directed DNA
Methylation, RADM) rdr2, rdr6, dcl234, ago4, nrpd2a y rdd, todas en la base genética
correspondientes a la accesion Columbia (Col-0), fueron obtenidas gracias a la donaciéon de los
grupos de Javier Palatnik (IBR-CONICET-UNR, rdr2, rdr6 y dcl2/3/4), Sebastian Asurmendi (Instituto
de Biotecnologia, CYCVIA-INTA Castelar, ago4) y Federico Ariel (IAL-CONICET-UNL, nrpd2a y rdd).
Se us6 como genotipo de referencia al ecotipo Columbia (Col-0) contra el cual se compararon a las
mutantes ya mencionadas. La informacion correspondiente a las caracteristicas de las mutantes se

encuentra disponible en el apéndice A.1.

3.2. Condiciones de crecimiento

Las plantas fueron crecidas en dos condiciones diferentes: vernalizacién (V) o no vernalizacion
(NV). En ambas condiciones, en el paso inicial 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 presentes en la
placa con agar-agua y se transfirieron a macetas de 180 cc. con una mezcla de tierra negra (Grow
Mix Multiprop, Agroquimica Larrocca S.R.L.) y perlita (Agroquimica Larrocca S.R.L.) (2:1). Una vez
sembradas las macetas se colocaron en un cuarto de cultivo a 22°C, 16h luz (dia largo, DL) en un
cuarto con control de temperatura (iB3, FCEN-UBA). Pasados 7 dias se procedié a remover el exceso
de plantulas dejando una planta focal por maceta.

Aquellas plantas que se crecieron bajo la condicién de no vernalizacion (NV) se mantuvieron a
22°C, 16h luz en el cuarto de plantas por el resto de su ciclo de vida; mientras que aquellas plantas
crecidas bajo la condicién de vernalizacion (V), luego de la remocién del exceso de plantulas, se
transfirieron a una camara de frio durante 4 semanas con un fotoperiodo de 12h a 7°C dia / 5°C
noche (Model I30BLL, Percival Scientific, Perry, IA, Estados Unidos). Una vez finalizadas esas cuatro
semanas en la camara de frio, las plantas fueron colocadas nuevamente en el cuarto de cultivo a
22°C, 16h luz y se mantuvieron en esas condiciones durante el resto de su ciclo de vida.

Una vez que las plantas tratadas con ambos tratamientos florecieron y ya contaban con el escape
floral, se les agreg6 un tutor de madera y se las fertilizo con solucién de Hakaphos 0,1% p/v (Compo
Agricultura). La cosecha de las semillas provenientes de plantas de ambas condiciones de

crecimiento se llevé a cabo cuando 3 de los frutos se encontraron maduros y secos, y las semillas se
almacenaron a 22°C en un ambiente seco hasta el momento de ser usadas para los experimentos.
Tanto el cuarto de cultivo como la camara de plantas utilizados para los ensayos contenian luces
policromaticas LED [radiacion fotosintéticamente activa (PAR): 120-150 mmol m22 s21].
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3.3. Generacion de material inicial (FO) y de datos preliminares

Este paso es necesario para homogeneizar las condiciones iniciales de crecimiento y evitar
cualquier efecto transgeneracional no deseado. Semillas de todos los genotipos fueron crecidas en
condiciones tanto de vernalizacion (V) como no vernalizacién (NV) tal como fue detallado en 3.2. Se
midié el tiempo a floraciéon contando el nimero de hojas desarrolladas y dias hasta el momento de
aparicion del boton floral para poder realizar un calendario de siembra que permita sincronizar el
momento de floracion, y por lo tanto la cosecha de la F1. Aquellas semillas de los distintos genotipos

provenientes del tratamiento NV fueron utilizadas para crecer la primera generacion (F1).

3.4. Desarrollo de las plantas de la primera generacion (F1)

A partir de semillas de plantas FO NV, se crecieron 12 réplicas (plantas madre F1) de cada
genotipo para cada tratamiento. Se caracterizd el tiempo a floraciéon como se describe en 3.3, y se

cosecharon todas las plantas en un mismo dia cuando aproximadamente % de los frutos se
encontraron maduros (segunda generacion, F2). Las semillas de cada planta madre fueron
almacenadas por separado en tubos de plastico de 1.5 mL y secadas por 3 dias en un recipiente
hermético con silica gel. Luego fueron almacenadas en un freezer a -80°C hasta el momento de los

ensayos de germinacion.

3.4.1. Tiempo hasta aparicion del botén floral

En este caso, dado que el ecotipo utilizado (Col-0) no requiere pasar por un periodo de
vernalizacion para florecer, se procedié a realizar el analisis estadistico por un lado considerando el
tiempo en el que las plantas que fueron vernalizadas se encontraron en la camara de frio con un
fotoperiodo de 12h a 7°C dia/5°C noche; y por otro lado no considerando dicho tiempo, es decir, se
estudié el tiempo durante el cual las plantas se encontraron a 22°C, 16h luz (dia largo, DL) en el
cuarto de cultivo hasta que aparecio el botén floral.

Para analizar las diferencias en el tiempo a floracién para los distintos genotipos ante los distintos
tratamientos, se tomaron los dias transcurridos desde el momento de siembra en maceta hasta el
momento de aparicién del botén floral para cada planta. Se ajustaron los datos a un modelo lineal
general con distribuciéon normal utilizando la funciéon "Im" en "R" estudiando la interaccién entre los
factores genotipo y tratamiento. Se estudid el coeficiente de interaccion del modelo implementado
mediante un analisis de varianza utilizando la funciéon "Anova" del paquete "car". Se procedi6 a
realizar comparaciones a posteriori mediante la utilizacion de contrastes mudltiples de Tukey que
permite comparar todas los valores medios obtenidos sin aumentar la probabilidad de cometer error
de tipo | (rechazar la hipétesis nula cuando esta es en verdad correcta) debido al control del error

global.

3.4.2. Hojas hasta aparicion del botén floral

Se tomaron los valores de las hojas totales alcanzadas por cada planta madre al momento de
aparicion del botén floral, es decir, al momento en que ocurre un cambio de desarrollo vegetativo a
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desarrollo reproductivo. Se analizaron las diferencias entre las hojas totales obtenidas por las plantas
correspondientes a distintos genotipos y expuestas a distintos tratamientos. Se ajustaron los datos a
un modelo lineal general utilizando la funcién "Im" en "R" estudiando la interacciéon
genotipo-tratamiento y luego se realizé un anadlisis de la varianza mediante el uso de la funcién
"Anova" del paquete "car". Se realizaron comparaciones a posteriori mediante el uso de contrastes

multiples de Tukey.

3.5. Ensayos de germinacion

Para estudiar la respuesta de germinacion de la progenie se utilizaron las semillas (F2)
cosechadas de las plantas F1 que fueron almacenadas como se detalla en 3.2.2. Por cada planta
madre (12 réplicas por cada genotipo) se sembraron 20 semillas en una placa de Petri con agar-agua
(0,6% p/v) y se incubaron en condiciones de dia largo (16h luz, 8h oscuridad) a 24°C [radiacion
fotosintéticamente activa (PAR): 120-150 mmol m22 s21]. La germinacién fue controlada
periddicamente (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 observd nueva

germinacién de un conteo a otro (plateau de germinacion).

3.5.1. Proporcion de germinaciéon

A partir de los datos obtenidos de germinacion, se calculé la proporcién de germinacion por cada
dia como la cantidad de semillas germinadas al dia analizado respecto al numero 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). Se procedié a analizar la correlacion en la
proporciéon de germinacion entre dias. Debido a que entre el dia 7 y el dia 9 se obtuvo un coeficiente
de correlacion igual a 1 (ver apéndice A.2) se tomaron los valores de germinacion del dia 7 para
realizar el analisis ya que corresponden al dia en el que se alcanzo el plateau de germinacion; tomar
los datos a tiempos mayores podria agregar error por interaccion con variables que no se estan
analizando en el presente trabajo.

Con los datos de proporcién de germinacion se ajusté un modelo lineal generalizado con
distribucidon quasi-binomial, ya que el ajuste a la distribucion binomial no fue posible debido a la
obtencién de sobredispersién lo que conlleva al incumplimiento de los supuestos de la distribucion.
Para ello se utilizé la funcién "glm" en "R", se utilizé un andlisis de la varianza mediante la funcién
"Anova" del paquete "car" y se realizaron comparaciones a posteriori mediante el uso de contrastes

multiples de Tukey.

__ semillas germinadas [E1 ]

Proporcién de germinacion | = i viables
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3.5.2. Velocidad de germinacion

Se calculd la velocidad de germinacion de cada placa de semillas analizada utilizando la siguiente

funcion:
_germ(nt+1)—germ(n)
Velocidad de germinacion (V) = Yy ——=oe— [E2]
n=2

Donde germ(n+1) es la germinacién en cada placa del dia n+1, germ(n) es la germinacion en cada
placa al dia n, nsemillas es el nUmero total de semillas viables en la placa, y n es el dia de conteo.

Se tomaron los datos obtenidos de velocidad de germinacién y se los utilizd para ajustar un
modelo lineal generalizado con distribucion gamma mediante el uso de la funcién "gimmTMB" de la
libreria "gimmTMB". Se procedié a analizar las diferencias en la velocidad de germinacién entre las
plantas con distintos genotipos expuestas a los distintos tratamientos mediante un analisis de la
varianza aplicando la funcién "Anova" de la libreria "car" y seguido a ello realizando comparaciones a

posteriori mediante el uso de contrastes multiples de Tukey.

3.6. Ensayos de dormicion secundaria

Para inducir la dormicidon secundaria, semillas post-maduradas a temperatura ambiente por 10
semanas se expusieron a altas temperaturas (35°C) en oscuridad. Semillas cosechadas en 3.2.2
fueron embebidas en placas de Petri de 35 mm con 0,6% p/v e inmediatamente incubadas en
oscuridad a 35°C en camaras de incubacién (I-501PF, Ingenieria para Laboratorios SRL, Argentina)
durante 2 o 5 dias. Luego de la estratificacién por calor, las placas fueron incubadas a 22°C en un
ciclo de 16h luz, 8h oscuridad [radiacion fotosintéticamente activa (PAR): ~100 pymol m? s'] en un
cuarto de crecimiento de plantas durante 7 dias. Las placas control, sin pre-incubacién, 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.

Para todos los ensayos de germinacion se sembraron 20 semillas obtenidas de cada planta madre
(3.2.2) por placa. El numero de réplicas bioldgicas (semillas provenientes de distintas plantas madres)
fueron doce para el experimento con semillas pre-incubadas en estratificacion por calor durante dos
dias y sin pre-incubacion (control), y seis para el experimento con semillas pre-incubadas en
estratificacion por calor durante 5 dias.

A los 7 dias de la incubacién en el cuarto de crecimiento de plantas, se midi6 la proporcién final de
germinacién como la cantidad total de semillas germinadas (semillas con protrusion radical) respecto
a la cantidad total de semillas sembradas por placa. Para ello se utilizdé una lupa estereoscépica.

Para analizar los efectos de la induccién de la dormicidon secundaria por calor y su relacién con el
genotipo de las semillas y el tratamiento de las plantas madre, se utilizaron los datos de proporcién de
germinacién para ajustar a un modelo lineal generalizado mixto con distribucion binomial declarando
la falta de independencia entre observaciones a partir del anidamiento a la planta madre, ya que la
matriz de varianza-covarianza que se ajustaba de mejor manera a los datos analizados resulté ser la
de simetria compuesta. Para ello se implementé la funcion "gimmTMB" de la libreria "gImmTMB" en

"R" tomando al tiempo de incubaciéon como variable cualitativa, no fue posible ajustar un modelo de
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regresion como consecuencia del incumplimiento del supuesto de linealidad. Se implementd un
analisis de la varianza mediante el uso de la funcion "Anova" del paquete "car" y seguido a ello se

realizaron comparaciones a posteriori mediante el uso de contrastes multiples de Tukey.

3.7. Caracteristicas de las semillas

3.7.1. Correlaciéon entre caracteres analizados

Para la correlacion entre los caracteres analizados, se utilizaron los valores medios para cada una
de las caracteristicas tomando como réplica cada planta madre. Se utilizé la funcidon de matrices de
correlacion dentro del paquete ‘rstatix’ en ‘R’ que analiza si la correlacion entre dos variables es

significativamente distinta a cero mediante el método de spearman.

3.7.2. Medicion del peso de las semillas

Para caracterizar la produccion de biomasa reproductiva se realizaron mediciones del peso total
de las semillas F2 producidas por cada planta F1.

Los tubos de plastico de 1.5 mL 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 considerdé el valor promedio. En los casos en los que el valor obtenido del
peso de las semillas, al restarles el valor del peso promedio de tubos de plastico de 1.5 mL, fue
menor a cero, se lo consideré como nulo.

Con los datos del peso de las semillas se realizé el ajuste a un modelo lineal general con
distribucion normal, utilizando la funcién "Im" en "R" estudiando la interacciéon entre las variables
explicatorias genotipo y tratamiento. Se realizé6 un analisis de la varianza mediante el uso de la
funcion "Anova" del paquete "car" y se realizaron comparaciones a posteriori mediante el uso de

contrastes multiples de Tukey.

3.7.3. Medicion del tamaiio de las semillas

La medicion del tamafio de las semillas se realizé 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 utilizo el programa ImagelJ.

En primer lugar se establecio la escala de la imagen en milimetros, utilizando la hoja milimetrada
como referencia. Luego se seleccionaron y transformaron en una imagen binaria las semillas de la
fotografia, 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 procedié a obtener las medidas del area de las semillas y el nUmero de semillas
totales medidas usando el analizador de particulas del programa.
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Se tomaron los valores del area de las semillas en mm’ de cada planta madre y se ajust6é a un
modelo lineal general mixto declarando el anidamiento de las semillas a la planta madre
correspondiente. Para ello se utilizé la funcion "Ime" del paquete "nlme" en "R". Fue necesario realizar
un modelado de la varianza para obtener un modelo que cumpla con los supuestos, por lo que luego
de comparar diferentes modelos se seleccion6 aquel modelado con la funcién de varianza ‘varldent’
(adiciona una varianza diferente para cada grupo de datos) ya que resulté el mas 6ptimo utilizando el
criterio de informacion de Akaike (menor valor de AIC). Para analizar la diferencia en el tamafio de las
semillas para los distintos genotipos expuestos a los distintos tratamientos, se realizd un analisis de la
varianza utilizando la funcién "Anova" del paquete "car"; luego se realizaron comparaciones a

posteriori mediante el uso de contrastes multiples de Tukey.

3.74. Determinacién del largo del hipocétilo

Se utilizé el largo del hipocétilo como medida de deposicion de sustancias de reserva (recursos).
Se tomaron 6 tubos de semillas de todos los genotipos y tratamientos, se sembraron 10 semillas de
cada tubo en una placa con agar 0,6% p/v, se estratificaron por 5 dias en oscuridad a 4°C, y
posteriormente fueron expuestas a la luz por 16h a 22°C para inducir la germinacién en un cuarto de
crecimiento de plantas [radiacion fotosintéticamente activa (PAR): ~100 umol m2 s™]. Luego, se
colocaron nuevamente en oscuridad a 22°C durante 7 dias en el mismo cuarto. Una vez terminados
los 7 dias, se tomaron las placas de cada genotipo y tratamiento, y mediante el uso de una hoja
milimetrada se obtuvieron las medidas del largo del hipocétilo de las plantulas.

Se ajustaron los datos del largo del hipocotilo a un modelo lineal general mixto declarando el
anidamiento de las semillas a su planta madre correspondiente. Para ello se utilizé la funcién "Ime"
del paquete "nime" en "R". Fue necesario realizar un modelado de la varianza para obtener un modelo
que cumpla con los supuestos, por lo que luego de comparar diferentes modelos se seleccion6 aquel
modelado con la funcién de varianza ‘varPower’ (adiciona un Unico parametro extra) ya que resulto el
mas optimo utilizando el criterio de informacion de Akaike (menor valor de AIC). Para analizar la
diferencia en el largo del hipocotilo entre los distintos genotipos expuestos a los distintos tratamientos,
se realiz6 un analisis de la varianza utilizando la funcién "Anova" del paquete "car"; luego se

realizaron comparaciones a posteriori mediante el uso de contrastes multiples de Tukey.

3.8. Analisis estadistico

Para el total de los analisis estadisticos detallados se utilizaron diversos paquetes estadisticos
desarrollados dentro del lenguaje de programacién "R". Se determinaron las distribuciones de
probabilidades utilizadas a partir del analisis de las caracteristicas de las variables respuesta en
estudio (cuantitativas continuas, cuantitativas discretas) y se analizé el buen ajuste a los modelos
utilizados mediante el estudio grafico del cumplimiento de los supuestos de la distribucion
implementada o del coeficiente de correlacién en los casos en los que la distribucion utilizada fue de
tipo binomial.

Los graficos de barra mostrados a lo largo del presente trabajo informan los valores predichos por

los modelos ajustados con sus respectivos intervalos de confianza. Mientras que los graficos de caja
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de bigote (boxplot) muestran la mediana de los valores observados y la dispersion de los mismos. En
todos los casos se detallan las diferencias significativas mediante el uso de 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).

Las bases de datos con las cuales se trabajé en el presente trabajo y el cddigo utilizado con sus
respectivos comentarios tanto en R como en R-Markdown (y el pdf obtenido a partir del compilado de

este ultimo) se encuentran disponibles en el siguiente link.
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https://drive.google.com/drive/folders/1CHDxiEK8NPrliSQtFwrirtD1h1Vwq1r5?usp=sharing
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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 realizé el
cambio de crecimiento vegetativo a crecimiento reproductivo. Para ello medimos el tiempo en dias
hasta la aparicion del botén floral y la cantidad de hojas que tenian las rosetas de las plantas con
los distintos genotipos al momento de aparicion del botén floral tal como fue detallado en 3.4.1y
3.4.2.

4.1.1. Tiempo hasta aparicion del botén floral

La transicion del estadio vegetativo al estadio reproductivo, caracterizado por la floracién, en el
momento adecuado es esencial para muchas especies de plantas para reproducirse exitosamente.
Dado que el tiempo a floracién puede estar bajo control de muchos factores, incluidos los patrones de
metilacion a partir del mecanismo de metilacion de ADN mediado por ARN, procedimos a analizar el
tiempo hasta aparicién del botén floral para todos los genotipos estudiados bajo el tratamiento de
vernalizacion o en condiciones de no vernalizacion. Analizamos el tiempo hasta aparicion del botén
floral considerando el tiempo que las plantas estuvieron a 22°C y 16h luz ya que consideramos que el
tiempo durante el cual las plantas estuvieron en la camara de frio retrasa el desarrollo vegetativo.

Con los datos del tiempo hasta aparicion del botén floral realizamos comparaciones de las
mutantes respecto a Col-0 para ambos tratamientos (Figura 4.1.1.1) y para cada uno de los genotipos
entre tratamientos (Figura 4.1.1.2). En la figura 4.1.1.1 se puede observar que las plantas mutantes
rdr2, rdr6, dcl234 y ago4 expuestas a tratamiento control de no vernalizacion precisaron un tiempo
significativamente mayor que Col-0 (wild type) para alcanzar el estadio reproductivo. Sin embargo,
cuando recibieron el tratamiento de vernalizacién no presentaron diferencias significativas respecto al
genotipo salvaje, indicando que respondieron al tratamiento de vernalizaciéon. Por otro lado, las
plantas mutantes para las demetilasas, rdd, alcanzaron el desarrollo reproductivo en un tiempo menor
a Col-0 tanto cuando fueron expuestas a tratamiento de vernalizacion como no vernalizacion,
sugiriendo un rol general en el tiempo a floracién. Las plantas con genotipo nrpd2a no presentaron
diferencias respecto a Col-0 en el tiempo hasta la aparicién del boton floral en ninguno de los
tratamientos. La respuesta contrastante de los mutantes que generan una hipometilacién del genoma
mediante la via candnica del mecanismo RdDM respecto a rdd que genera la hipermetilacion, sugiere

efectos opuestos del balance de metilacion en la transicion de crecimiento vegetativo a reproductivo.
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Figura 4.1.1.1: Tiempo hasta aparicion del boton floral a 22°C-16h luz de todos los genotipos cuando fueron
expuestos a tratamiento de no vernalizacién (izquierda), o vernalizacién (derecha). Los resultados significativos de la
comparacion respecto a Col-0 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). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del
modelo estadistico utilizado.

Tratamiento . Mo Vernalizacidn D Vernalizacidn

a 22°C - 16h luz (dias)

Tiempo hasta aparicién botdn floral

Col-0 rdr2 rdr dcl234 agod nrpdZa rdd
Genotipo

Figura 4.1.1.2: Tiempo hasta aparicién del botén floral a 22°C-16h luz de todos los genotipos cuando fueron expuestos a
tratamiento no vernalizacion (color oscuro) o vernalizacion (color claro). Los resultados significativos de la comparacion entre
tratamientos para cada uno de los genotipos se indica como: “*** (0<P-valor<0,001), ** (0,001<P-valor<0,01), *
(0,01=P-valor<0,05) y sin caracteres (0,05<P-valor)
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En lo que respecta a la diferencia en el tiempo de desarrollo para cada genotipo al ser o no
expuesta al tratamiento vernalizacion, se puede observar en la figura 4.1.1.2 que para todos los
genotipos el tiempo que precisaron para alcanzar el estadio reproductivo a 22°C-16h luz fue menor
cuando fueron expuestas al tratamiento de vernalizacion, indicando que todos los genotipos
responden a este tratamiento y que las mutaciones en el mecanismo RdDM no interrumpen la

percepcion del estimulo ambiental.

4.1.2. Hojas hasta aparicion del botén floral

Debido a que el numero de hojas al momento de aparicion el boton floral es una medida mucho
mas certera del desarrollo de la planta, ya que plantas sometidas a estrés pueden demorar mas en
florecer pero debido a las restricciones en el desarrollo como respuesta al frio pueden presentar una
menor cantidad de hojas, procedimos a analizar la cantidad de hojas de la roseta que alcanzaron las
plantas de los distintos genotipos expuestas a los distintos tratamientos. En caso de que las plantas
no hayan estado expuestas a periodos prolongados de frio se espera observar una correlacion

positiva entre la cantidad de hojas y el tiempo a floracion.
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Figura 4.1.2.1: Cantidad de hojas de roseta al momento de aparicién del botén floral en funcién del genotipo cuando fueron
expuestos a tratamiento de no vernalizaciéon (izquierda), o vernalizacion (derecha). Los resultados significativos de la
comparacion respecto a Col-0 se indica 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). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del
modelo estadistico utilizado.

Al igual que sucedié con el tiempo hasta la obtencion del boton floral, en la figura 4.1.2.1 los
genotipos rdr2 y ago4 presentaron mayor cantidad de hojas que Col-0 bajo el tratamiento de no
vernalizacion y no presentaron diferencias significativas en el tratamiento vernalizacion. La mutante
rdd a su vez presenté menor cantidad de hojas que Col-0 en el tratamiento no vernalizacién, lo que
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coincide con su menor tiempo de desarrollo vegetativo, sin embargo en el tratamiento vernalizacion
no presento diferencias significativas. Las mutantes rdr6, dc/l234 y nrpd2a no presentaron diferencias
significativas respecto a Col-0 en la cantidad de hojas de la roseta para ninguno de los dos

tratamientos, siendo la ultima la que presenté la misma respuesta en el tiempo hasta alcanzar el

botdn floral.
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Figura 4.1.2.2: Cantidad de hojas de roseta al momento de aparicién del botén floral en funcién del genotipo al ser
expuestas a tratamiento no vernalizacion (color oscuro) o vernalizacion (color claro). Se representa la significacién de la
comparacion entre tratamientos para cada uno de los genotipos: “** (0<P-valor<0,001), ** (0,001<P-valor<0,01), *
(0,01=P-valor<0,05) y sin caracteres (0,05<P-valor). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido
a partir del modelo estadistico utilizado.

En la figura 4.1.2.2 se puede observar que los genotipos rdr6 y rdd alcanzaron una mayor cantidad
de hojas cuando fueron vernalizados. Los genotipos restantes no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos respecto a la cantidad de hojas de la roseta. Si bien el tiempo a
floracion, en funcion de los dias a 22°C (Figura 4.1.1.2), fue acelerado por el tratamiento de
vernalizacion, las 4 semanas a bajas temperatura permitieron mayor desarrollo de hojas en algunos

genotipos.
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4.2. Germinacion

La germinacion (protrusion de la radicula) es un caracter de vital importancia ya que el momento
en que sucede determina las condiciones ambientales en las cuales se desarrollara la planta. Un
correcto ajuste de esta transicién de desarrollo a los ciclos estacionales es esencial para asegurar el
crecimiento en optimas condiciones. Con el objetivo de caracterizar si los distintos tratamientos
aplicados a las plantas madre (F1) afectan a la respuesta de germinacion de la progenie, y para
evaluar si el mecanismo RdDM estaria involucrado en transmitir la informacién ambiental de una
generacion a la otra, incubamos semillas (F2) provenientes de las distintas plantas madre crecidas en
los dos tratamientos y medimos la proporcion de germinacion a lo largo del tiempo hasta alcanzar el
plateau de germinacion. En las figuras 4.2.0.1 y 4.2.0.2 se puede observar la tendencia de los valores
medios de los datos de germinacion a lo largo del tiempo.

Analizando cualitativamente la respuesta de germinacion de aquellas semillas cuyas plantas
madres recibieron el tratamiento de no vernalizacidn, todos los genotipos parecen alcanzar una
proporcién de germinacién media final similar, mientras que cuando las plantas madres fueron
tratadas con vernalizacion, los genotipos nrpd2a y rdd parecen alcanzar una proporcion final de
germinacion menor (Figura 4.2.0.1). En todos los casos el aumento de la germinacion a lo largo del
tiempo parece ser pronunciado hasta los dias 2-3 y luego incrementa levemente hasta alcanzar el

plateau (en el apéndice A.2 se observa la correlacion para la proporcion de germinacion entre

tiempos).
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Figura 4.2.0.1: Proporcion de germinacién en funcion del tiempo de semillas F2 provenientes de plantas madre expuestas a
tratamiento de no vernalizacién (izquierda), o vernalizacion (derecha).

Al graficar la proporcion de germinacion en funcién del tiempo separada por genotipos (Figura
4.2.0.2), se puede observar que todos los genotipos parecen alcanzar una menor proporcion final
media cuando la planta madre fue vernalizada que cuando la planta madre fue no vernalizada. Con
excepcion de nrpd2a y rdd, los distintos genotipos no parecen diferenciarse en la proporcién de

germinacién entre los tratamientos durante los primeros dias. Los genotipos nrpd2a y rdd muestran
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una proporcion de germinacion media menor cuando las plantas madres fueron vernalizadas que
cuando no fueron vernalizadas durante todo el transcurso de la incubacion.
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Figura 4.2.0.2: Proporcién de germinacién en funcién del tiempo de semillas F2 provenientes de plantas madre de los
distintos genotipos (Col-0, rdr2, rdr6, dcl234, ago4, nrpd2a y rdd) expuestas a tratamiento de no vernalizacion (color claro), o
vernalizacioén (color oscuro).

4.2.1. Proporcion de germinacion

La proporcion de germinacion da un indicio del estado de dormicion de la poblacion de semillas.
Aquellas semillas viables que, a pesar de encontrarse bajo las condiciones adecuadas para germinar,
no germinan, se consideran bajo estado de dormicién. La dormicién es una caracteristica que le
confiere a la progenie la capacidad de ajustar su ciclo de vida a los ciclos estacionales y tener un
crecimiento 6ptimo. Con el fin de analizar los niveles de dormicion primaria de plantas vernalizadas y
la relaciéon con el mecanismo de metilaciéon de ADN mediado por ARN (RdDM) procedimos a analizar
la proporcién de germinacién para los distintos genotipos estudiados en ambos tratamientos
maternos.

Segun lo observado en las figuras 4.2.0.1 y 4.2.0.2, al dia 7 todos los genotipos en ambos
tratamientos parecen haber alcanzado el plateau de germinacion, ademas se determiné el coeficiente
de correlaciéon entre tiempos para la proporcion de germinacion obteniendo un coeficiente de
correlacion (r) igual a 1 entre los dias 7 y 9 (Apéndice A.2). Dado que a medida que transcurre mas
tiempo hay mas variables involucradas que podrian estar agregando error en el analisis y que al
séptimo dia desde la siembra se alcanzé el plateau de germinacion en mas de un 99% de las
observaciones, tomamos el dia 7 como el dia final del ensayo y procedimos a realizar el analisis

estadistico con los valores obtenidos en ese tiempo.
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En la figura 4.2.1.1 se observa que no hay diferencias significativas en la proporciéon de
germinacion entre genotipos cuando las plantas madres no fueron vernalizadas. Cuando las plantas
madre fueron vernalizadas, tanto nrpd2a como rdd presentan una disminucién significativa en la
proporcion de germinacion.

En la figura 4.2.1.2 se puede observar que para la mayoria de los genotipos no hay diferencias
significativas en la proporcién de germinacion entre tratamientos. La mutante nrpd2a es la Unica que
presenta una disminucién significativa en la proporciéon de germinaciéon cuando la planta madre fue
vernalizada respecto a cuando la planta madre no fue vernalizada. En el genotipo rdd, si bien parece
haber una disminuciéon en la media de la proporcién de germinacion cuando la planta madre fue
vernalizada, esta diferencia no es significativa, lo que puede deberse a la gran variabilidad en la
germinacion de las semillas provenientes de una F1 vernalizada. Dicha variabilidad provoca un
intervalo de confianza muy amplio que evita que las diferencias analizadas sean estadisticamente

significativas.
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Figura 4.2.1.1: Proporcién de germinacion de semillas F2 al séptimo dia desde la siembra provenientes de plantas madre
expuestas a tratamiento de no vernalizacion (izquierda), o vernalizacién (derecha). Diferencias significativas en la comparacién
respecto a Col-0 se indican con la siguiente codificacion: “** (0<P-valor<0,001), “** (0,001<P-valor<0,01),
(0,01=P-valor<0,05) y sin caracteres (0,05<P-valor).

De todos modos, la diferencia de variabilidad observada en la germinacién de las semillas F2
captd nuestra atencion. Fue por ello que procedimos a analizar cdmo varia la relacién entre la media
y la varianza de la proporcién de germinacién para los distintos genotipos provenientes de plantas F1
tanto vernalizadas como no vernalizadas (Figura 4.2.1.3). Se puede observar que para todos los
genotipos la media disminuye y la varianza aumenta cuando las plantas madres atravesaron un
periodo de vernalizacion. Sin embargo, en los genotipos rdr6 y ago4 el aumento de la varianza parece

ser menor que en el resto de los genotipos.
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Figura 4.2.1.2: Proporcién de germinacion de semillas F2 al séptimo dia desde la siembra en funcién del genotipo al ser
expuestas a tratamiento no vernalizacion (color oscuro) o vernalizacion (color claro). Diferencias significativas de la
comparacién entre tratamientos para cada uno de los genotipos se indica como: “** (0<P-valor<0,001), “*
(0,001<P-valor<0,01), *’ (0,01<P-valor<0,05) y sin caracteres (0,05<P-valor).
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Figura 4.2.1.3: Media de la proporcién de germinacién de semillas F2 al séptimo dia desde la siembra en funcién de la
varianza para cada genotipo al ser expuestas a tratamiento no vernalizacion (circulos) o vernalizacion (triangulos).
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Este aumento de variabilidad y disminucién de la media observado cuando las plantas madre
experimentaron un periodo de vernalizacion, nos sugiere que como estrategia al cambio de las
condiciones ambientales experimentada por la planta madre, la planta F1 podria estar generando
semillas con respuestas mas variables y esto podria tener la ventaja adaptativa de que, entre todas
las semillas producidas, alguna tenga las condiciones de germinar en el momento tal que ocurra la
coincidencia de los estadios del ciclo de vida con las condiciones ambientales Optimas para su
desarrollo.

Como la dinamica del proceso de germinacion es de nuestro interés, ademas de la proporcion de

germinacion, analizamos la velocidad de germinacion.

4.2.2. Velocidad de germinacién

La velocidad de germinacion (proporciéon de semillas germinadas/dia) es una buena aproximacion
para determinar el efecto de los tratamientos maternos sobre el vigor de las semillas. El vigor es un
caracter de importancia agronémica utilizado para determinar el éxito del establecimiento de los
cultivos y los costos de manejo de los mismos. Dado que evidencia la calidad fisiologica de un lote de
semillas, resulta entonces de gran importancia estudiar como los efectos maternos pueden afectar
esta respuesta. Sumado a ello, al sembrar semillas viables, en caso de sostener el experimento en el
tiempo, a la larga la proporciéon de germinacion llegaria a 1 en todos los casos. En ese caso, la
variable de mayor interés a analizar no seria la proporcién final de germinaciéon sino alguna que
considere el tiempo, tal como el tiempo hasta alcanzar el 50% de la germinacion o bien la velocidad
de germinacién. Debido a que nuestro set de datos no nos permitia analizar el tiempo hasta el
alcance del 50% de la germinacién porque se deberia haber extendido el analisis mucho mas tiempo,
procedimos a analizar la velocidad de germinacion (semillas germinadas por dia de incubacion).

En la figura 4.2.2.1 se observa la velocidad de germinacion en funcion del genotipo y se compara
para cada uno de los tratamientos los distintos genotipos respecto a Col-0. Se puede ver que las
semillas cuyas plantas madres fueron expuestas a no vernalizacion presentan una velocidad de
germinacion similar (las mutantes no presentan diferencias significativas respecto a Col-0). Por otro
lado, en el caso de las semillas cuyas plantas madres fueron expuestas a tratamiento vernalizacion,
Unicamente las mutantes nrpd2a y rdd presentaron una disminucién significativa de la velocidad de
germinacion respecto a wild type. Se puede ademas ver, por la amplitud de los boxplot que,
exceptuando a la mutante ago4, en todos los casos parece haber un aumento en la variabilidad de la
velocidad de germinacién cuando las plantas madre fueron vernalizadas respecto a cuando las
plantas madre no lo fueron.

En la figura 4.2.2.2 se puede observar que para las semillas de los genotipos rdr6, nrpd2a 'y rdd
provenientes de plantas madre tratadas con vernalizaciéon presentaron una disminucion significativa
de la velocidad de germinacion respecto a aquellas provenientes de plantas madres tratadas con no
vernalizacion, sugiriendo que estos genes estarian involucrados en regular la germinacion en el
tiempo en respuesta al ambiente materno.
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Figura 4.2.2.1: Velocidad de germinacién de semillas F2 provenientes de plantas madre expuestas a tratamiento de no
vernalizacion (izquierda), o vernalizacién (derecha). Diferencias significativas de la comparacion respecto a Col-0 se indican
con la siguiente codificacion: *** (0<P-valor<0,001), ** (0,001<P-valor<0,01), * (0,01<P-valor<0,05) y sin caracteres
(0,05<P-valor).
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Figura 4.2.2.2: Velocidad de germinaciéon de semillas F2 en funcidn del genotipo al ser expuestas a tratamiento no
vernalizacién (color oscuro) o vernalizacién (color claro). Diferencias significativas de la comparacién entre tratamientos para
cada uno de los genotipos se indican como: “**' (0<P-valor<0,001), “*' (0,001<P-valor<0,01), *’ (0,01<P-valor<0,05) y sin
caracteres (0,05<P-valor).
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4.3. Dormicion secundaria

El ambiente materno puede modificar como las semillas responden a su propio ambiente y, en
consecuencia, el ciclado en estadios de dormiciéon 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 dormicién en semillas postmaduradas. El tratamiento materno influyo en la expresion de
la respuesta a la incubacién a 35°C de los distintos genotipos (interaccién Tratamiento Materno x
Tratmiento de Incubacion x Genotipo significativo, P-valor: 4.442e-08***). Cuando el tratamiento
materno fue no vernalizacién, todos los genotipos presentaron una disminucién en la proporcion de
germinacién al incubar las semillas a 35°C (tanto 2 como 5 dias) respecto al control (0O dias de
incubacion) (Anexo A.3.1). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en la proporcién de
germinacién cuando la cantidad de dias de incubacién en el pretratamiento de induccion fueron 2 0 5
dias (Anexo A.3.1). El pretratamiento mas prolongado (5 dias) no fue suficiente para dormir
completamente las semillas, sugiriendo que periodos de pretratamiento mas prolongados serian
necesarios. Por otro lado, para los genotipos rdr2, rdr6, ago4, dcl234 y rdd cuando el tratamiento
materno fue vernalizacién, hubo una disminucién significativa de la proporcion de germinacion recién
cuando las semillas fueron incubadas 5 dias a 35°C respecto al control (0 dias de incubacién),
indicando que la estratificacion por calor fue efectiva en inducir la dormicién secundaria para estos
genotipos, pero requirid periodos mas prolongados en esta progenie comparada con la de plantas

control no vernalizadas (Anexo A.3.1).
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Figura 4.3.0.1: Proporcién de germinacién en funcion del tiempo de incubacién a 35°C para inducir la dormicién secundaria
de semillas provenientes de plantas madre no vernalizadas (izquierda) o vernalizadas (derecha).

En la figura 4.3.0.1 se observan los valores medios de proporcion de germinacion de los distintos

genotipos cuando las plantas madre recibieron los distintos tratamientos (Figura 4.3.0.1, Anexo
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A.3.2). Cuando el tratamiento materno fue no vernalizacién, no hubo diferencias significativas en la
proporciéon de germinacion de semillas F2 a ninguno de los tiempos de incubacion a 35°C (control, 2
dias y 5 dias) entre los genotipos. Cuando el tratamiento materno fue de vernalizacién, luego de 5
dias de incubacion a 35°C se pudo observar que la proporcion de germinacion de semillas rdd fue

significativamente menor que la correspondiente a las semillas Col-0 (P-valor ~0,002, Anexo A.3.2).
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Figura 4.3.0.2: Proporcién de germinacién por genotipo en funcién del tiempo de incubacién a 35°C para inducir la
dormicién secundaria de semillas provenientes de plantas madre no vernalizadas (color oscuro) o vernalizadas (color claro).
Diferencias significativas de la comparacion entre tratamientos para cada uno de los genotipos se indican como: “***
(0<P-valor<0,001), “** (0,001<P-valor<0,01), * (0,01<P-valor<0,05) y sin caracteres (0,05<P-valor). Diferencias entre
tratamientos maternos se indican por encima de los puntos graficados (ver genotipos ago4 y rdd). En la region inferior del
grafico se indican los valores obtenidos para el analisis estadistico correspondiente a la diferencia entre dias de incubacion.

Respecto al efecto de los tratamientos maternos para los distintos genotipos, en la Figura 4.3.0.2
se observan los valores de proporcion de germinacion en funcion del tiempo de incubacion a 35°C
(Anexo A.3.3). En condiciones control (sin incubacion a 35°C) el genotipo rdd presentdé una proporcion
de germinacion significativamente menor cuando la planta madre fue vernalizada respecto a cuando
no lo fue (P-valor~0.0005); sin embargo, esa diferencia no se observa a los 2 y 5 dias de incubacién a
35°C. Por el contrario, ago4 no presenté diferencias significativas en la proporcion de germinacién
entre tratamientos maternos en condiciones control, pero si presenté una proporcion de germinacién
significativamente mayor cuando el tratamiento materno fue vernalizaciéon tanto a dia 2 como 5 de
incubacion a 35°C (P-valor~0.0001 y P-valor~0.0009 respectivamente). El resto de los genotipos
analizados (Col-0, rdr2, rdr6, dcl234 y nrpd2a) no presentaron diferencias significativas en la
proporcién de germinacion de semillas F2 entre tratamientos maternos para ninguno de los tiempos
de incubacion a 35°C. Aunque la variabilidad de la respuesta de las semillas impidié6 obtener
diferencias significativas entre tratamientos, el tratamiento materno de vernalizacion parece estar
impidiendo que las semillas ciclen en un estado de dormicién secundaria ya que las semillas de
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plantas madre vernalizadas en general germinan mas que las de plantas control (no vernalizadas) en
todas las condiciones de estratificacion en calor. Este patrén fue el contrario para los mutantes nrpd2a
y rdd para los que se observa que semillas de plantas madre vernalizadas germinan menos que las
de plantas no vernalizadas, posiblemente debido a que estos genotipos presentan diferentes grados
de dormicion dependientes del ambiente materno. Ademas, el retraso en la entrada de las semillas a
un estado de dormicién secundaria parece ser dependiente del mecanismo RdADM ya que en
mutantes de esta via bajo tratamiento vernalizacion se observa una disminucion de la proporcién de

germinacién al aumentar el tiempo de estratificacién por calor, mientras que para Col-0 no.
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4.4. Caracteristicas de las semillas

Las semillas proveen hasta el 70% de la energia ingerida por la poblacion humana, es por ello que
es de vital importancia comprender los mecanismos genéticos y epigenéticos que regulan las
caracteristicas de las mismas. El numero de semillas producidas, el tamafio de las semillas y el largo
del hipocotilo son caracteres clave para determinar el fitness de los individuos y el rendimiento de
cultivos. La comprensién de las bases genéticas y epigenéticas son, por lo tanto, de crucial
importancia. Con el objetivo de estudiar si el mecanismo de metilacién de ADN mediado por ARN
regula el tamafio de las semillas, la cantidad de semillas producidas y la cantidad de nutrientes
provistos por la planta madre, procedimos a analizar dichas caracteristicas al estar sometida, o no, la
planta madre a un tratamiento de vernalizacion.

Mientras que el peso de las semillas calculado corresponde al peso total de semillas cosechadas
para cada planta madre, los datos obtenidos tanto para el area de la semilla como para el largo del
hipocotilo se obtuvieron individualmente de cada semilla o plantula F2. Para analizar la relacién entre
estas variables y con las demas caracteristicas analizadas (tiempo a floracion a 22°C, velocidad de
germinaciéon y hojas totales al momento de aparicién del botén floral), realizamos un analisis de
correlacion para los datos de todos los genotipos en todos los tratamientos (Figura 4.4.0.1).

En la figura 4.4.0.1 se puede observar que las tres variables analizadas en las semillas presentan
una correlacién positiva entre ellas. Para el analisis de correlacion entre el largo del hipocotilo (LH) y
el area de las semillas (AS), entre el largo del hipocotilo (LH) y el peso de las semillas (PS), y entre el
area de las semillas (AS) y el peso de las semillas (PS), obtuvimos los coeficientes de correlacién (r)

0,5, 0,39 y 0,26 respectivamente.
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Figura 4.4.0.1: Correlacion entre los caracteres analizados para todos los genotipos y tratamientos maternos. Se observan
los valores numéricos del coeficiente de correlacion (r) en caso de que dicho valor sea significativamente distinto a cero. Los
caracteres analizados son el tiempo a floracion (TF), el largo del hipocotilo (LH), el area de las semillas (AS), la velocidad de
germinacion (vG), el peso de las semillas (PS) y las hojas totales hasta aparicién del botén floral (HF).
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A su vez, se puede observar que el tiempo a floracion correlaciona positivamente con el total de
los caracteres analizados indicando que el aumento en el tiempo a floraciéon esta asociado con el
aumento en el peso de la semilla (PS, r=0,26), del area de la semilla (AS, r=0,32), del largo del
hipocotilo (LH, r=0,51) y de la velocidad de germinacién (vG, r=0,3). Del mismo modo, se ve una
correlacién positiva entre la velocidad de germinacion y las caracteristicas de las semillas analizadas.
El aumento de la velocidad de germinacion esta asociado con: el aumento en el peso de las semillas
(PS, r=0,5); el aumento en el area de las semillas (AS, r=0,25) y el aumento en el largo del hipocotilo
(LH, r=0,33).

En el apéndice A.4 se pueden observar los datos de correlacion entre las distintas variables
separadas por tratamiento.

4.41. Peso de las semillas

Realizamos la medicién del peso de las semillas totales producida con el fin de caracterizar la
biomasa reproductiva. En la figura 4.4.1.1 se puede observar que las semillas de los distintos
genotipos provenientes de plantas madre que fueron tratadas con no vernalizacion no presentan
diferencias significativas respecto a wild type. Sin embargo, cuando las plantas madre fueron tratadas
con vernalizacion, el genotipo rdd mostré un peso de semillas significativamente menor que aquel

obtenido con Col-0.
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Figura 4.4.1.1: Peso de semillas en funcién del genotipo provenientes de plantas madre expuestas a tratamiento de no
vernalizacién (izquierda), o vernalizacién (derecha). Diferencias significativas de la comparacion respecto a Col-0 se indican
con la siguiente codificacion: “*** (0<P-valor<0,001), “*' (0,001<P-valor<0,01), *’ (0,01<P-valor<0,05) y sin caracteres
(0,05<P-valor). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del modelo estadistico
utilizado.

Por otro lado, en la figura 4.4.1.2 se puede observar que el Unico genotipo que presenta
diferencias significativas respecto al peso total de las semillas F2 al comparar entre las semillas
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obtenidas de plantas madre no vernalizadas y vernalizadas, es el que corresponde a la mutante de
demetilasas rdd.

Se puede observar tanto en la figura 4.4.1.1 como en la figura 4.4.1.2 que los genotipos nrpd2a y
dcl234, si bien no presentan diferencias significativas, parecerian tener un menor peso medio que
Col-0 cuando el tratamiento materno fue vernalizacion; y a su vez parecerian tener menor peso
cuando las plantas madre fueron vernalizadas respecto a cuando no lo fueron. Dichas diferencias no

significativas podrian deberse a la gran amplitud de los intervalos de confianza.
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Figura 4.4.1.2: Peso de semillas provenientes de plantas madre expuestas a tratamiento no vernalizacion (color oscuro) o
vernalizacion (color claro). Diferencias significativas de la comparacion entre tratamientos para cada uno de los genotipos 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). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del modelo estadistico
utilizado.

4.4.2. Tamano de las semillas

A partir de imagenes tomadas de semillas provenientes de plantas de los distintos genotipos

expuestas a los distintos tratamientos, medimos el area de las semillas en mm’con el analizador de
medidas del programa ImageJ.

En la figura 4.4.2.1 se puede observar que todos los genotipos (rdr2, rdr6, dcl234, ago4 y rdd), con
excepcion de nrpd2a, mostraron un aumento significativo del area de las semillas respecto al wild
type cuando el tratamiento materno fue de no vernalizacion. Sin embargo, el Unico genotipo que
presentd un aumento significativo en el area de las semillas cuando el tratamiento materno fue de
vernalizacion, fue rdr6.
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Figura 4.4.2.1: Area en mm’ de semillas en funcion del genotipo provenientes de plantas madre expuestas a tratamiento de
no vernalizacién (izquierda), o vernalizacion (derecha). Diferencias significativas de la comparacion respecto a Col-0 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). Los
intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del modelo estadistico utilizado.
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Figura 4.4.2.2: Area en mm’ de semillas provenientes de plantas madre expuestas a tratamiento no vernalizacion (color
oscuro) o vernalizacion (color claro). Diferencias significativas de la comparacion entre tratamientos para cada uno de los
genotipos 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). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del modelo
estadistico utilizado. Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del modelo estadistico
utilizado.
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En lo que respecta a las diferencias en el area de las semillas entre semillas del mismo genotipo
cuyas plantas madre fueron sometidas a los distintos tratamientos, se puede observar en la figura
4.4.2.2 que el unico genotipo que presentd una disminucion significativa del area de la semilla cuando
la planta madre fue sometida a vernalizacion fue dcl234. El resto de los genotipos no mostraron
diferencias significativas entre semillas provenientes de plantas madre tratadas con los distintos
tratamientos. Ambos resultados (efectos de genotipo y tratamiento materno) sugieren que el fenotipo
de aumento del tamafo de la semilla es revertido cuando el tratamiento materno es vernalizacion
para la mayoria de los genotipos; por lo tanto el mecanismo RdDM estaria involucrado en la

regulacion del tamano de las semillas principalmente bajo condiciones control (no vernalizacion).

4.4.3. Largo del hipocotilo

Al medir el largo del hipocotilo de plantulas F2 se puede observar que no hay diferencias
significativas entre las mutantes y wild type para plantulas provenientes de plantas madre de ambos
tratamientos (Figura 4.4.3.1). Sin embargo, cuando las plantas madre del genotipo nrpd2a fueron
sometidas al tratamiento control de no vernalizacién, parece haber una disminucién (aunque no
significativa respecto a Col-0) del largo del hipocotilo de la F2. Dicho genotipo presenta un largo del
hipocotilo significativamente menor que el resto de las mutantes (diferencia respecto a los distintos
genotipos: rdr2 "™'; rdr6 "**'; dcl234 ™*'; ago4 "***'; rdd "*').
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Figura 4.4.3.1: Largo del hipocotilo en funcién del genotipo de plantulas F2 cuyas plantas madre fueron expuestas a
tratamiento de no vernalizacion (izquierda), o vernalizacién (derecha). Diferencias significativas de la comparacién respecto a
Col-0 se indican con la siguiente codificacion: “**** (0<P-valor<0,001), **' (0,001<P-valor<0,01), *’ (0,01<P-valor<0,05) y sin
caracteres (0,05<P-valor). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del modelo
estadistico utilizado.

Al comparar el largo del hipocotilo para cada uno de los genotipos entre tratamientos maternos, no
se obtuvieron diferencias significativas para la gran mayoria de los genotipos. Sin embargo, ago4
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presentd una disminucion significativa en el largo del hipocotilo cuando las plantas madre fueron
vernalizadas respecto al control (Figura 4.4.3.2).

Al igual que con el tamafio de las semillas, a pesar de no mostrar diferencias significativas
probablemente debido a la gran amplitud del intervalo de confianza, el mecanismo RdDM regularia la
elongacion de las plantulas cuando el tratamiento materno es de no vernalizacion. Cuando el
tratamiento es de vernalizacion las diferencias descriptivas en el largo del hipocotilo para las mutantes
se revierte, sugiriendo que la vernalizacion afectaria el volcado de recursos en las semillas. Por lo
tanto, el mecanismo RdDM regularia la elongacion de las plantulas en general bajo condiciones
control, pero no asi cuando la planta madre recibio el tratamiento de vernalizacién.
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Figura 4.4.3.2: Largo del hipocotilo de plantulas F2 cuyas plantas madre fueron expuestas a tratamiento no vernalizacién
(color oscuro) o vernalizacion (color claro). Diferencias significativas de la comparacion entre tratamientos para cada uno de los
genotipos 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). Los intervalos de cada barra representan al intervalo de confianza obtenido a partir del modelo
estadistico utilizado.
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Discusion y conclusion

La integraciéon de informacion ambiental a través de las generaciones permite la coordinacion de
respuestas adaptativas en generaciones subsiguientes. En este estudio observamos que el
tratamiento de vernalizaciéon experimentado temprano en el ciclo de vida de la planta madre afecta no
solo las transiciones del desarrollo de la misma, sino también caracteres tempranos del ciclo de vida
de la progenie. EI mecanismo RdDM parece cumplir un rol importante en la regulaciéon de la
transmision de dicha informacidon ambiental ya que interrupciones en el funcionamiento del
mecanismo conllevan a la desregulacién de la respuesta al ambiente materno para dormicion,
germinacion, y caracteristicas de las semillas (peso, tamafo y elongacion de plantulas).

La via canénica del mecanismo RdDM parece estar afectando el tiempo a floracién y la cantidad
de hojas de la planta madre bajo tratamiento de no vernalizacién, y con el tratamiento de
vernalizacién parece haber una reversion de dicho fenotipo. La germinacién a su vez, parece verse
afectada por el tratamiento materno de no vernalizacion cuando hay una desregulacién del
mecanismo RdDM, y esto se revierte bajo tratamiento de vernalizacion. La dormicién secundaria, por
el contrario, no presenta variacion en las mutantes del mecanismo RdDM cuando el tratamiento
materno es no vernalizacion, pero si se observa una variacion en la capacidad de induccion a
dormicién secundaria cuando el tratamiento materno fue vernalizacién. Del mismo modo que ocurre
con la germinacion y floracién, el tamafio de las semillas y la elongacién del hipocotilo presentan,
cualitativamente, variaciones en la respuesta para las mutantes de RdDM respecto a wild type en
condiciones control (no vernalizacidén) y esas variaciones parecen compensarse para la mayoria de
los genotipos cuando la planta madre fue vernalizada. El peso de las semillas, que puede representar
una medida de la cantidad de nutrientes invertidos en la progenie sin considerar la relacion cantidad y
calidad de semillas, no presenta variaciones bajo tratamiento materno control, pero si se observa
disminucion de este caracter cuando la planta madre fue vernalizada para algunas de las mutantes
estudiadas. 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 transmisiéon de informacién

ambiental a través de generaciones y su rol en la regulacion de las transiciones del desarrollo.

5.1. Desarrollo de las plantas de la primera generacion

Bajo el tratamiento de no vernalizacion las mutantes de la via candnica de metilacion de ADN
mediada por ARN (rdr2, dci234, ago4) presentan fenotipo de floracién tardia respecto a Col-0 ya que
el tiempo a floracion aumenta significativamente; y este fenotipo se ve revertido cuando el tratamiento
fue de vernalizacién. Con la cantidad de hojas de roseta al momento de aparicion del botén floral
ocurre algo similar, estas mutantes presentan una mayor cantidad de hojas que Col-0 (dc/234 a modo
descriptivo ya que parece presentar una mayor cantidad de hojas pero no presenta diferencias
significativas respecto a Col-0). La transicién de crecimiento vegetativo a reproductivo muestra una
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fina regulacién a nivel epigenético (Luo & He, 2020; Questa et al., 2020; Whittaker & Dean, 2017; Xu
et al., 2016). La metilacion del ADN es una de las marcas epigenéticas con mayor heredabilidad y
regula el silenciamiento de secuencias tales como elementos transponibles (TE), genes regulatorios
del desarrollo y genes con impronta genética (Rangwala & Richards, 2004; Rod J Scott & Spielman,
2004). Entre los genes con impronta genética, en Arabidopsis thaliana fueron identificados los genes
MEDEA y FWA que son regulados por metilaciéon de ADN (Grossniklaus et al., 1998; T Kinoshita et
al., 1999; Soppe et al., 2000; Vielle-Calzada et al., 1999). El silenciamiento de estos genes se ve
afectado por mutaciones en el gen codificante de mantenimiento de transferencia de metilos en el
ADN MET1 (METHYLTRANSFERASE 1) o en el gen codificante remodelador de la cromatina DDM1
(DECREASE IN DNA METHYLATIONT) (Tetsu Kinoshita et al., 2004; Vielle-Calzada et al., 1999; Xiao
et al., 2003). Estos genes por defecto se encuentran silenciados y metilados, y su activacién depende
del gen DEMETER que corresponde a una demetilasa de ADN (Tetsu Kinoshita et al., 2004). El
silenciamiento de FWA depende de la metilacion de novo regulada por la metiltransferasa DRM, la
subunidad de la ARN polimerasa IV (SDE4/NRPD1a), y de genes relacionados con la maquinaria de
procesamiento de pequenios ARN tales como RDR2 (RNA DEPENDENT RNA POLYMERASE 2),
DCL3 (DICER-LIKE3), y AGO4 (ARGONAUTE4) (Cao & Jacobsen, 2002). Esto ultimo indica que la
metilacion de FWA se encuentra regulada principalmente por la via candnica del mecanismo de
metilacion de ADN mediado por ARN (RdDM). El aumento de la expresion de FWA se encuentra
asociado con la disminucion de los patrones de metilacion en las secuencias repetitivas en la regién
5’ del gen alrededor del sitio de inicio de la transcripcién, y esta expresion ectdpica esta directamente
relacionada con un fenotipo de floracién tardia y aumento en la cantidad de hojas de roseta (Kakutani,
1997; Soppe et al., 2000).

El fenotipo de floracion tardia y aumento en la cantidad de hojas roseta de las mutantes de la via
canénica de metilacion del ADN mediada por ARN cuando las plantas madres fueron no vernalizadas
y su consecuente reversion cuando las plantas madres fueron vernalizadas, podria ser explicado con
la regulacion epigenética del gen FWA (At4g25530) (Y. Kinoshita et al., 2007). Como estas mutantes
presentan interrumpida la via candnica del mecanismo RdDM, se esperaria que los patrones de
metilacion se vean disminuidos y de este modo aumente la expresion de los genes tfarget como FWA,
cuya hiper-expresion provocaria el fenotipo de floracion tardia y aumento en el niUmero de hojas
(Figura 5.1.0.1).

A su vez, el genotipo rdd presenta el fenotipo opuesto, una disminucion del tiempo a floracién
respecto a Col-0 (tanto bajo tratamiento de vernalizacion como no vernalizacién) y una disminucion de
la cantidad de hojas roseta al momento de aparicion del botén floral (Unicamente bajo tratamiento de
no vernalizacion). Esto puede deberse a que en este caso los patrones de metilacion de las
secuencias repetitivas que se encuentran alrededor del sitio de inicio de la transcripcion de FWA, en
la mutante rdd, se encontrarian hipermetiladas debido a la deficiencia de demetilasas. Dado que por
defecto FWA se encontraria metilado y silenciado, al encontrarse hipermetilado puede encontrarse
hiper-silenciado (Figura 5.1.0.1). Esta disminucion de los patrones de expresién de FWA podrian
provocar una floracién temprana y por lo tanto una disminucién de la cantidad de hojas roseta.
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Figura 5.1.0.1: Esquema propuesto sobre la regulacién del gen promotor del fenotipo de floracién tardia y aumento del

numero de hojas FWA. Arriba se esquematiza la induccion de la metilacion por medio de la via candnica de RdDM en las
regiones cortas repetitivas que flanquean al sitio de inicio de la transcripcién de FWA inhibiendo su transcripcion bajo el
tratamiento de no vernalizacion. Se propone a su vez que las demetilasas ROS1, DML2 y/o DML3 regulan negativamente la
metilacion en las regiones cortas repetitivas. de ciclos de vida de Arabidopsis thaliana. Abajo se esquematiza el mecanismo
propuesto bajo el tratamiento de vernalizacién, donde se sugiere que LFY interacciona con el promotor de FWA reprimiendo
su transcripcion. De este modo bajo el tratamiento de vernalizacion se observaria una regulacién de los niveles de expresion de
FWA independiente de la metilacion de las regiones cortas repetitivas flanqueantes del sitio de inicio de la transcripcion, sin

embargo la hipermetilacion de dicha regién podria indicar menores niveles de expresion que el basal explicando el fenotipo

observado para la mutante rdd.

Dado que el aumento de la expresion de FWA provoca un retraso en la floracion, FWA bien podria
reprimir la floracion o promover el desarrollo vegetativo. A partir de informacion obtenida de la base
de datos de factores de transcripcion AGRIS y de la base de datos de interaccién de proteinas
STRING, se puede mencionar que LFY (LEAFY - factor de transcripcion que promueve la transicion
del estadio vegetativo al reproductivo y que esta involucrado en el desarrollo del meristema floral)
esta registrado como un factor de transcripcidon que puede regular la expresion del gen FWA, y que
las proteinas FWA y FT (FLOWERING LOCUS T, florigeno que regula la transicion al estadio
reproductivo promoviendo la floracién) interaccionan entre si (Ikeda et al., 2007; Palaniswamy et al.,
2006). El retraso de la floraciéon observado cuando FWA interacciona con FT sugiere que el aumento
de la expresion de FWA en el apice del vastago podria retrasar la floracion mediante la intervencion
en el funcionamiento de FT a través de su interaccion, ese retraso no se observa cuando la expresion
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de FWA sucede en los tejidos vasculares (Ikeda et al., 2007). Por lo tanto, cuando la planta atraviesa
un periodo de vernalizacién, ocurre una represion epigenética estable de FLC (FLOWERING LOCUS
C, represor de la floracion) tras la induccién del factor de transcripcion VIN3 (VERNALIZATION
INSENSITIVES3, represor de FLC) (Sung & Amasino, 2004). VIN3 y el complejo represor POLYCOMB
2 (PRC2) - que posee actividad de metiltransferasa H3K27 - establecen el enriquecimiento de una
serie de modificaciones represoras de la cromatina en el locus de FLC como respuesta al frio (Dennis
& Peacock, 2007). Ademas, en la region 3’ de FLC y en el primer intrdn de la region &', cuando la
planta es expuesta a un periodo de vernalizacion, se activa la transcripcién de ARN no codificantes
llamados COOLAIR y COLDAIR respectivamente, y estos regulan negativamente la expresion de FLC
(Zografos & Sung, 2012). La represion de FLC evita que pueda actuar como un represor de la
floracion, de esta manera FT integra las sefales de CONSTANS (gen cuya expresion es controlada
por el reloj circadiano) y migra al meristema apical, donde promueve la transcripcion de APETALA1
(AP1, gen involucrado en la transicién a estadio reproductivo) y LFY (Araki, 2001; Scott D. Michaels et
al., 2005; Parcy, 2005; Simpson & Dean, 2002). LFY a su vez, regula a FWA (Palaniswamy et al.,
2006). En este trabajo se observa que bajo el tratamiento de vernalizaciéon ni las plantas con
mutaciones en la via candénica de RdDM ni la planta mutante para las demetilasas -rdd- presentan el
fenotipo de floracién tardia. Esto podria deberse a que cuando la planta es vernalizada, al inhibirse
FLC y desencadenarse la respuesta a floracion donde LFY es activado por FT en el meristema apical
del vastago, LFY podria estar regulando negativamente la expresién de FWA y de este modo,
independientemente de los patrones de metilacion del gen, se inhibe el fenotipo de floracion tardia ya
que todos los genotipos tendrian floracion temprana (Figura 5.1.0.1).

Con respecto a la cantidad de hojas roseta, los genotipos estudiados no presentan diferencias
significativas respecto a lo observado en el tratamiento de no vernalizacién, o bien presentan un
aumento significativo en la cantidad de hojas roseta. Esto puede deberse a que, si bien a 22°C todos
los genotipos presentaron una disminucion en el tiempo a floracion, considerando todo el tiempo en
estadio vegetativo (incluso el tiempo en la camara de frio durante el tratamiento de vernalizacion) las
plantas contaron con mas tiempo de acumulacion de recursos, lo que podria conferirles la capacidad
de desarrollar mayor cantidad de biomasa vegetativa. Sin embargo, como sélo los genotipos rdr6 y
rdd presentan un aumento significativo en la cantidad de hojas roseta cuando el tratamiento materno
fue vernalizacion respecto a no vernalizacién, se deberia estudiar con mas detalle cémo la cantidad
de hojas de roseta es regulada bajo los distintos tratamientos maternos.

Para poner a prueba la hipétesis de que LFY es un regulador negativo de la expresion de FWA 'y
esta mediando la respuesta de los mutantes RdDM en nuestras condiciones, habria que analizar los
niveles de expresion de FWA en las mutantes de la via candnica, en rdd y en Col-0 en ambos
tratamientos. Esperaria observar que los niveles de expresion de FWA se encuentran aumentados en
las mutantes de la via candnica bajo condiciones control (no vernalizacién) respecto a Col-0 y que
bajo tratamiento de vernalizacion no presenta diferencias significativas respecto a Col-0. En rdd
esperaria observar que los niveles de expresién de FWA se encuentran disminuidos como
consecuencia de la hipermetilaciéon en tratamiento de no vernalizacién respecto a Col-0, mientras que
en el tratamiento vernalizacion esperaria ver niveles de expresion de FWA iguales o menores a Col-0.

En lo que respecta a las mutantes de la via no candénica de metilacion de ADN mediada por ARN,
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esperaria que no se observen diferencias significativas respecto a Col-0 ni para la cantidad de hojas
roseta al momento de apariciéon del botén floral ni para el tiempo a floracién. Si el modelo propuesto
es el correcto, entonces la via no canoénica no estaria regulando estas dos caracteristicas.

Por otro lado, la mutante nrpd2a, que es la mutante de una subunidad catalitica tanto de Pol-IV
como de Pol-V, presenta el mismo fenotipo que Col-0 a pesar de presentar una disminucion de los
patrones de metilacion de ADN mediados por ARN por deficiencia en el funcionamiento del
mecanismo. Esto ultimo puede deberse a que, dado que este mecanismo tiene como uno de los
principales roles el mantenimiento de la estabilidad del genoma silenciando elementos transponibles,
los bajos niveles de metilacion podrian provocar que muchos de los transposones que se encuentran
silenciados en wild type, se encuentren activos en esta mutante provocando la interrupcion en la
expresion de genes (Figura 5.1.0.2 Modelo 1). En este caso, se podria ver interrumpida la expresion
de FWA y obtener un fenotipo similar a wild type. Otro motivo podria ser que el aumento de la
expresion de los elementos transponibles provoque un aumento en los patrones de metilacion por
otros mecanismos, generando de cierta manera una compensacion en los patrones de metilacion
(Figura 5.1.0.2 Modelo 2).

MODELO 1 MODELO 2
Me Me Me Me
Transposonessilenciados Transposonessilenciados
nrpd2a nrpd2a

de metilacion

I INTERRUPCION [ I g Compensacion
- GENES _ po
Transposones activos : Transposones activos

Me e

Me Metilacion . ' I . '

Transposonessilenciados
BUBRE ATHPOGONT (ET) HIPERMETILACION

Figura 5.1.0.2: Esquema sobre los modelos propuestos para explicar los fenotipos observados en la mutante nrpd2a.
En el modelo 1 (izquierda) se sugiere que, a diferencia de wild type donde los transposones se ven silenciados por el
mecanismo RdDM, en la mutante nrpd2a al no estar funcional el mecanismo RdDM los elementos transponibles no consiguen
ser silenciados y se transponen a distintas regiones del genoma provocando la interrupcion de genes. En el modelo 2
(derecha) se propone que en la mutante nrpd2a, dado que los elementos transponibles no consiguen ser silenciados por el
mecanismo RdDM, habria una compensacién de la metilaciéon de los elementos transponibles por otras vias de metilacion, lo
que podria dar lugar a la hipermetilaciéon de los elementos transponibles observando de este modo en varios fenotipos la misma
respuesta en la mutante nrpd2ay rdd.
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5.2. Germinacién y Dormicion

La dormicién es una caracteristica adaptativa que previene la germinaciéon prematura fuera de
temporada. En Arabidopsis, los niveles de dormicidon son mayores cuando la planta madre atraveso
un periodo de frio durante el desarrollo de la semilla (Penfield & Springthorpe, 2012). Estos niveles
son en parte regulados por la planta madre a partir de un proceso de impronta genética, donde en el
endosperma de la semilla hay expresion preferencial del alelo materno del gen ALN
(ALLANTOINASE), un regulador negativo de la dormicién (lwasaki et al., 2019; Piskurewicz et al.,
2016). La represion del alelo paterno de ALN estd determinada mediante el silenciamiento por
metilacion del ADN de la region promotora por la via no candnica del mecanismo RdDM que involucra
RDRG6 en respuesta a bajas temperaturas experimentadas durante el estadio de desarrollo de las
semillas (lwasaki et al. 2019). Esto lleva a la supresién de la expresion de ALN y la intensificacion de
los niveles de dormicion de la semilla sugiriendo que la impronta genética sobre el alelo paterno
provocada por la accion tejido-especifica inducida por frio de RdDM, genera en la semilla memoria
ambiental transitoria de las condiciones ambientales experimentadas por la planta madre (lwasaki et
al. 2019).

En nuestro estudio observamos que la vernalizacion de la planta madre reduce en general los
niveles de germinacion (aumento de la dormicion) en semillas frescas. Sin embargo, para la mutante
rdr6 se observa una alta proporcion de germinacion sin importar el ambiente materno. Considerando
a ALN como un potencial regulador de la dormicién en las condiciones utilizadas en este trabajo, los
niveles de metilacion de ALN podrian ser regulados por frio (vernalizacion) mediante la via no
canoénica de RADM también durante la etapa de desarrollo vegetativo y no solamente durante la etapa
de desarrollo de las semillas (desarrollo reproductivo). En este caso, seria de esperar que en la
mutante rdr6 se observe hipometilacién en la regién promotora de ALN, llevando a un aumento de la
germinacién en este genotipo. Rdr6 es la unica de las mutantes utilizadas en este trabajo que
presenta un bloqueo total de la via no candnica, ya que las mutantes ago4 y dcl234 presentan
redundancia por la presencia de las proteinas DCL1 y AGO6 (Matzke et al., 2015; Panda et al., 2016;
Rowley et al., 2017). Teniendo esto en consideracion, se podria sugerir que la poca variacion entre el
tratamiento de vernalizacion y no vernalizacidon observada en el genotipo rdr6 se debe a los bajos
niveles de dormicién promovidos por los patrones de hipometilacién en el gen ALN (Figura 5.2.0.1),
mientras que en los genotipos rdr2, ago4, dcl234 y rdd se observa un aumento de la variacién en la
respuesta de germinaciéon cuando el tratamiento materno fue vernalizacién que, a modo descriptivo
pero no estadistico, parece estar asociado con una disminucién de la proporcién de germinacién
media. Esto ultimo podria deberse al aumento de los patrones de metilacién del promotor del gen
ALN cuando la planta madre atravesé un periodo de vernalizacién por medio de otros elementos
involucrados en la via no candnica de RdDM que compensan la funcion de los mutantes. El aumento
de la variabilidad cuando la planta madre fue vernalizada, podria a su vez estar asociada con la
distribucion irregular de los nutrientes hacia las semillas segun la localizacion espacial dentro de la
planta madre, por lo que seria de interés analizar si los niveles de dormicion son dependientes de la

posicion de la semilla en nuestras condiciones (Lu et al., 2017). Esta estrategia podria tener la ventaja
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adaptativa de que al menos una semilla tenga las condiciones de germinar en el momento adecuado
ajustando su ciclo de vida con las variaciones estacionales exitosamente.

V:IA NO Me Metilacion
CANONICA DE 1ss  Sitio de inicio de
RdDM . la transcripcion
Frio durante HRANN ATHPOGONT (ET)
desarrollo _
reproductivo
A * TSS
17 *
o -1 Ma M= =
VERNALIZACION - ALN I |, riCION
Promator
| ROS1/DML2/DML3 |

Figura 5.2.0.1: Esquema propuesto sobre la regulacién del gen ALN (inhibidor de la dormicion) para explicar los

fenotipos observados en el ensayo de germinacion. La metilacion en el elemento transponible ATHPOGONT1 en la region
promotora del gen ALN a partir de la via canonica de RdDM fue reportada bajo condiciones de frio durante el desarrollo
reproductivo (Iwasaki et al. 2019). En este esquema se propone que dicha metilacién por medio de la via no canénica de RdDM
es también inducida por condiciones de frio durante estadios tempranos del desarrollo vegetativo de la planta madre y de este
modo se reprime la expresion de ALN. A su vez la metilacion de ATHPOGON1 es regulada negativamente por las demetilasas
ROS1, DML2 y/lo DML3.

El efecto de disminucién de la proporcion de germinacion cuando la planta madre atraveso6 un
periodo de invierno en el estadio vegetativo en la mutante rdd podria verse intensificado como
consecuencia de la imposibilidad de demetilar aquellos genes farget del mecanismo RdDM. Por otro
lado, lo observado para la mutante nrpd2a nuevamente no se correlaciona con lo observado para el
resto de las mutantes del mecanismo RdDM, ya que presenta diferencias significativas en la
proporcién de germinacion respecto a Col-0, menor proporcion de germinaciéon y mayor variacion en
la respuesta cuando la planta madre fue vernalizada. Esto ultimo, coincidentemente con lo discutido
en 5.1, puede deberse a dos cosas: (1) a que los bajos niveles de metilaciéon podrian provocar que
muchos de los transposones que se encuentran silenciados en el genotipo wild type, se encuentren
activos en esta mutante provocando la interrupcion en la expresion de genes - en este caso, se podria
ver interrumpida la expresién de ALN y obtener un fenotipo similar a rdd con altos niveles de
dormicién -; o (2) a que el aumento de la expresion de los elementos transponibles provoque un
aumento en los patrones de metilacion por otros mecanismos, generando de cierta manera una
compensacion en los patrones de metilacion (Figura 5.1.0.2). En relacion con esta/s ultima/s
hipotesis, ALN cuenta con un elemento transponible (ATHPOGONT) en la regién promotora, por lo
que seria de gran interés analizar cual es la actividad de dicho transposén y sus patrones de
metilacion en la mutante nrpd2a en nuestras condiciones (Iwasaki et al., 2019).

Sin embargo, aumento de los niveles de dormicién en semillas postmaduradas de Arabidopsis
como respuesta a temperaturas frias también fueron asociados a los genes FLOWERING LOCUS C
(FLC) y FLOWERING LOCUS T (FT), ya que un aumento en la expresion de FLC se asocid a
mayores niveles de germinacion (Chiang et al.,, 2009; Kendall et al., 2011). Por lo tanto, FLC
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corresponde a un regulador pleiotrépico (regula mas de un caracter) que regula negativamente la
transicion al estadio reproductivo pero positivamente el proceso de germinacion. Coincidentemente, el
aumento de la expresion de FRI (regulador positivo de FLC) provoca un aumento de la germinacion
(Auge et al., 2017, Blair et al. 2017). A su vez, se registrdo que el mecanismo RdDM es capaz de
regular tanto positiva como negativamente la expresion de FT (rio abajo de FLC) dependiendo de la
region del gen donde se induzca la metilacion (Deng & Chua, 2015). Cuando el mecanismo RdDM
genera metilacién en la regién promotora de FT, provoca una disminucién de su expresion, sin
embargo cuando la metilaciéon es dirigida a la region intréonica CArG (sitio de union de FLC) FT es
activado (Deng & Chua, 2015). Teniendo en cuenta que la germinacién inducida por el aumento de la
expresion de FLC podria deberse a una regulacion negativa de la expresion de FT, se podria pensar
que la actividad de RdDM cuando la planta madre fue vernalizada podria estar activando FT mediante
la metilacion de la regién intrénica y, de este modo, llevando a que las semillas tengan mayores
niveles de dormicion. Seria por ello que Col-0 presenta mayor variaciéon en la respuesta de
germinacién cuando la planta fue vernalizada con un valor medio, si bien no estadisticamente
significativo, aparentemente menor; y la mutante rdd que tiene imposibilitada la demetilacion de los
targets de RADM presenta una intensificacion en los niveles de dormicién cuando la planta madre fue
vernalizada, ambos por la potencial hipermetilacién de la region intrénica de FT.

A su vez, FT regula la dormicion de las semillas a partir de la regulacién de la expresion de FLC y
del estado de la cromatina mediante la activacion de la transcripcion del antisentido de FLC
(COOLAIR) (Chen & Penfield, 2018). Por lo tanto, en lo que respecta a la dormicién secundaria se
puede observar que a medida que aumenta el tiempo de incubacion a 35°C habria una disminucion
en la proporcion de metilacion media para los distintos tratamientos maternos y los distintos
genotipos. Esto no se observé para Col-0, ya que este genotipo no mostré disminucién de la
proporcién de germinacion al incubar las semillas a 35°C cuando la planta madre fue expuesta a
vernalizacion. A su vez, para los genotipos Col-0, rdr2, rdr6, dcl234 y ago4 la proporcién de
germinacién de semillas estratificadas con calor parece ser menor cuando las plantas madres fueron
no vernalizadas que cuando fueron vernalizadas. Por lo tanto, el tratamiento materno de vernalizacion
parece estar impidiendo que las semillas entren en un estado de dormicién secundaria cuando las
condiciones para germinar no son favorables. Sin embargo, para las mutantes RdDM la entrada a
dormicion secundaria parece verse activada ya que presenta menores niveles de germinacion que
Col-0 luego de la estratificacion con calor, el cual no presenta diferencias a lo largo del tratamiento.
Esto indica que el mecanismo RdDM parece estar involucrado en la regulaciéon de la entrada a
dormicion secundaria cuando la planta madre percibe frio prolongado durante su desarrollo
vegetativo. Por lo tanto, la desregulacién de los patrones de metilacion, por medio del mecanismo
RdDM, cuando la planta madre fue vernalizada parece provocar un aumento en los niveles de
dormicién, ya que todas las mutantes analizadas presentan una disminucion significativa de la
proporcién de germinacion luego de la estratificacion en calor por cinco dias respecto a las
condiciones control. La regulacion de la via RADM asociada a la entrada de dormicién secundaria
cuando la planta madre fue vernalizada podria deberse a una interaccién entre los patrones de
metilacion en las regiones promotoras e intrénicas de FT, provocando el mismo fenotipo tanto en

mutantes con hipometilacion como hipermetilacion. Por otro lado, cuando la planta madre
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experimentd condiciones control (no vernalizada), no hay diferencias significativas en la proporcién de
germinacion entre genotipos, lo que sugiere que el mecanismo RdDM no seria necesario para la
induccion a dormicion secundaria en plantas crecidas durante todo su ciclo de vida a 22°C.

Si bien DOGT1 es conocido como uno de los principales reguladores de la dormicion en
Arabidopsis, en la accesion Col-0 no es requerido para la regulacion de la dormicién primaria cuando
las semillas se incuban a bajas temperaturas (Kendall et al., 2011; Murphey et al., 2015). Ademas, si
bien es conocido que la expresion de DOG1 es regulada por la temperatura del ambiente materno
durante el desarrollo reproductivo (Carrillo-Barral et al., 2020) el mecanismo por el cual DOG1 es
regulado cuando la planta madre atraviesa un periodo de vernalizacion aun es desconocido. Es
necesario analizar los patrones de expresion y metilacion de los genes mencionados en las
condiciones estudiadas para poder dar un paso mas hacia la comprension de la regulacion de la
dormicién por el ambiente materno y su relacién con el mecanismo RdDM.

Cabe destacar que el correcto funcionamiento de la via de metilacién de ADN mediada por ARN
es fundamental para la respuesta de germinacion cuando la planta madre fue vernalizada, ya que en
los genotipos nrpd2a 'y rdd, los dos mutantes con efectos mas fuertes en la homeostasis de metilacion
del genoma, muestran una disminucion en la proporcién de germinacion y velocidad de germinacion
respecto a Col-0 Unicamente cuando la planta madre atravesé un periodo de frio durante su
desarrollo vegetativo. A su vez, es necesario el correcto funcionamiento del mecanismo para la
regulacién del ciclado de dormicién secundaria cuando la planta madre fue vernalizada ya que para
todas las mutantes se observé una disminucién de la proporcion de germinacion al ser estratificadas
con calor, mientras que Col-0 no respondié al tratamiento.

Col-0 es un ecotipo anual de verano que germina en primavera y dentro de la misma estacién
atraviesa tanto el estadio vegetativo como reproductivo dando semillas al comienzo del verano, las
cuales permanecen dormidas hasta la primavera siguiente. Por lo tanto, la respuesta del genotipo wild
type al tratamiento de vernalizacién podria presentar la ventaja adaptativa de ajustar su ciclo de vida
de modo tal de germinar apenas terminado el invierno y alcanzada la primavera, por lo que requiere
niveles muy bajos de dormicion. Mientras que cuando la planta experimenté durante su desarrollo
vegetativo y reproductivo uUnicamente temperaturas calidas no extremas (como es el caso del
tratamiento de no vernalizacion: 22°C), esto podria indicar que su desarrollo transcurrié en la estacion
de primavera y probablemente la dispersién de las semillas ocurra a finales de primavera o en verano.
En este ultimo caso, la semilla debe permanecer dormida de modo tal de atravesar las condiciones
estresantes y garantizar su supervivencia germinando en la siguiente primavera, por lo tanto semillas
provenientes de estas plantas con niveles mas altos de dormicion tienen méas probabilidad de ajustar
su ciclo de vida a los ciclos estacionales (Figura 5.2.0.2). La percepcion de temperaturas altas puede
representar un estimulo ambiental interesante en el ecotipo Columbia-0 ya que puede indicar el
comienzo de estaciones desfavorables para el desarrollo (Figura 5.2.0.2). La incapacidad de las
mutantes RdADM de mantener bajos los niveles de dormicién al experimentar altas temperaturas,
siendo que la planta madre atraves6 un periodo de frio durante su desarrollo, podria conllevar a la
disminucién de la germinacion en primavera y la pérdida del desarrollo anual de la planta. Sin
embargo, podria ocurrir también que la disrupcion del mecanismo RdADM ofrezca una ventaja

adaptativa en la cual las semillas puedan percibir condiciones desfavorables -como una primavera
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extremadamente calurosa alcanzando temperaturas de verano - y responder al ambiente para que el
desarrollo y crecimiento se produzcan en condiciones Optimas. Seria de gran interés analizar qué
ocurre para todos los genotipos en ambos tratamientos si luego de la estratificacion en calor, se
embeben las semillas a altas temperaturas, ya que 24°C (temperatura utilizada para los ensayos de
germinacion) se relaciona mayormente con temperaturas de primavera, por lo que la exposiciéon por
unos cinco dias a 35°C para inducir la dormicién secundaria puede no ser suficiente para que las
semillas se consideren en una estacion de verano, y la incubacién a 24°C sea un indicador de

estaciones primaverales donde la respuesta 6ptima es la germinacion.

RdDM A Temperaturas altas
_s== Dispersion de semillas
Otofio Invierno Primavera Verano

Figura 5.2.0.2: Esquema propuesto sobre la regulacién de los niveles de dormicidon secundaria en respuesta a la
estratificacion por calor (incubacion a 35°C). En el esquema de arriba se observa que la percepcion de temperaturas altas en
las semillas induce la entrada a dormicion secundaria, y se propone que el mecanismo RdDM inhibe el ciclado de dormicién
secundaria cuando la planta madre atravesé un periodo de vernalizacién. En el esquema de abajo se observa que en
condiciones naturales aquellas plantas que atraviesan un invierno durante estadios tempranos del desarrollo vegetativo
estarian dispersando sus semillas en primavera, la que corresponde a una estacién con condiciones optimas para la
germinacion, por lo que niveles bajos de dormicién podrian permitir el ajuste del ciclo de vida de la planta a los cambios
estacionales. En cambio, cuando la planta madre crecié bajo condiciones de no vernalizacién, las semillas estarian siendo
dispersadas a finales del verano por lo que mayores niveles de dormicién le permitirian germinar una vez llegada la siguiente
primavera.
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5.3. Caracteristicas de las semillas

El numero de semillas producidas, su tamafo y la provision de nutrientes son caracteres clave que
determinan el fitness individual y el rendimiento de los cultivos (Gnan et al., 2014). La variacion
observada para estas caracteristicas entre distintas especies se suele explicar no solo por el fitness
de la progenie, sino también por el de las plantas madre que establece una compensacién entre la
cantidad y calidad de las semillas dependiente de las condiciones ambientales (Auge et al., 2017;
Gnan et al., 2014; Ratikainen et al., 2018). Cuando los fenotipos éptimos de la progenie son costosos
para el fitness materno, los conflictos padre-progenie pueden llevar a la obtencién de caracteres
subdptimos en la progenie (Kirkpatrick & Lande, 1989; Uller, 2008). Si los efectos maternos le
confieren desventaja adaptativa a la progenie, la plasticidad de la progenie puede compensar y
restituir un fenotipo adaptativo (Prizak et al., 2014). Por lo tanto, los conflictos padre-progenie pueden
contribuir a respuestas antagonistas en las generaciones paternas o de la progenie (Auge et al., 2017;
Ratikainen et al., 2018).

Las caracteristicas analizadas en el analisis de correlaciéon (tiempo a floracion, velocidad de
germinacion, largo del hipocotilo, tamafio de las semillas y peso de las semillas) presentan correlacion
positiva entre si, siendo las correlaciones mas altas aquellas entre el tiempo hasta aparicion del botén
floral y el largo del hipocotilo (r=0.51), entre el largo del hipocotilo y el area de la semilla (r=0.5) y
entre la velocidad de germinacién y el peso de la semilla (r=0.5) (Figura 4.4.0.1). En este estudio
observamos que para plantas madre que fueron vernalizadas la produccién de biomasa reproductiva
y el largo del hipocotilo de la F2 fue menor, pero el tamario de las semillas no difirié significativamente
de las de plantas control (no vernalizadas). Sin embargo, algunos de los mutantes del mecanismo
mostraron diferencias significativas respecto al wild type en algunas de las condiciones ensayadas,
sugiriendo un rol de la metilacion del ADN en la regulacion de estos caracteres.

El peso de las semillas brinda informacion sobre la biomasa reproductiva obtenida en diferentes
ambientes; el peso de semillas puede relacionarse directamente con el tamano de las semillas y la
cantidad de nutrientes presentes en ellas, o bien con la cantidad de semillas producidas. En nuestro
caso, no podemos determinar a cual de las dos variables se debe la diferencia en peso total ya que
no contamos con datos de peso individual de semillas al momento de escritura de la tesina. Contando
con el peso de 1000 semillas por planta, tratamiento materno y genotipo por ejemplo, podriamos
analizar si hay diferencias entre la cantidad de semillas producidas; y poner a prueba la hipétesis de
que las plantas madre invierten sus recursos preferencialmente en la produccion de mayor cantidad
de semillas de menor calidad o menor cantidad de semillas de mayor calidad en funcion del
tratamiento materno. El peso de las semillas presentd una correlacién positiva con el tiempo a
floracion (r=0.26), el largo del hipocotilo (r=0.39), el area de las semillas (r=0.26) y la velocidad de
germinacién (r=0.5). Esto podria indicar que a mayor tiempo de desarrollo vegetativo las plantas
pueden adquirir mas cantidad de nutrientes para invertir en un mayor numero de biomasa
reproductiva. Sin embargo, los coeficientes de correlacién obtenidos, si bien significativamente
diferentes a cero son lejanos a uno, lo que indica que gran parte de la variabilidad en el peso de las
semillas no se explica por el tiempo a floracion, el largo del hipocotilo y el area de las semillas, sino
probablemente a la cantidad de semillas producidas. En cuanto a la velocidad de germinacién, un
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mayor peso de semillas esta asociado a una mayor velocidad de germinacion, lo que podria hacer
que las semillas sean mas vigorosas. Seria de gran interés entonces realizar un experimento en
donde se pesen un set de semillas de cada genotipo provenientes de plantas madres sometidas a los
distintos tratamientos y esas mismas semillas utilizarlas para medir la proporcion y velocidad de
germinacion, de modo tal de poder realizar un modelo estadistico donde se analice la relacién entre
estas dos variables y su posible interaccion con el genotipo y el tratamiento.

El peso de las semillas no presenté diferencias significativas entre los distintos genotipos respecto
a Col-0 para el tratamiento materno de no vernalizacién. Esto podria deberse a que la distribucién de
los recursos en las distintas plantas en funcién del tratamiento materno y genotipo sélo pueda verse
reflejada cuando se analizan la cantidad de semillas y la calidad de las mismas (relacionada con el
peso individual) por separado. Por el contrario, cuando el tratamiento materno es de vernalizacion, los
genotipos rdd y nrpd2a presentan una disminucion significativa del peso de las semillas respecto al
control wild type, aunque para este ultimo esta diferencia es estadisticamente no significativa. Esto
ultimo sugiere que el mecanismo de metilacion RdDM podria estar afectando a la cantidad de
biomasa reproductiva cuando la planta madre fue vernalizada, y una desregulacioén de los patrones de
metilacion podria provocar una limitacion en la inversion de nutrientes hacia la progenie ya sea en
cantidad o calidad de semillas (Figura 5.3.0.2). Dado que los genotipos afectados son rdd y nrpd2a,
esta limitacién en la inversién de nutrientes podria deberse a la disminucién de la expresién de genes
involucrados en el desarrollo de las semillas mediante alguna de las siguientes posibilidad: 1)
hipermetilacién en el genotipo rdd y disminucién en la expresibn como consecuencia de la irrupcién
por transposones activos, o 2) hipermetilaciéon producida por otro mecanismo de metilacion que se ve

activado para silenciar los transposones activados en el genotipo nrpd2a.

El tamafio (area en mmz) de las semillas presenta para todas las mutantes, con excepciéon de
nrpd2a, un aumento significativo respecto a wild type cuando el tratamiento materno fue de no
vernalizacion. El tratamiento de vernalizacion en cambio provoco que el fenotipo de aumento del area
de la semilla se revierta para las mutantes de la via canodnica (las diferencias no resultan significativas
respecto al control). La Unica mutante sin redundancia en la via no canénica de RdDM es rdr6
(Matzke et al., 2015; Rowley et al., 2017), y presenta un aumento significativo del tamafo de las
semillas incluso cuando las plantas madres fueron sometidas a vernalizacion respecto al wild type.
Salvo dcl234, los genotipos no presentaron diferencias significativas entre tratamientos maternos, lo
que sugiere que si bien el mecanismo RdDM regularia de alguna forma el tamafio de las semillas,
esta regulacién no seria mayormente dependiente del ambiente materno.

El mecanismo de metilacion de ADN mediado por ARN regula la metilacion de varios genes target
involucrados en determinar el tamafio de la semilla, entre ellos se encuentran los genes que codifican
los factores de transcripcion AGL (AGAMOUS-LIKE) (Kirkbride et al., 2019). Cuando hay deficiencias
en el mecanismo RdDM, la regulacion espacio-temporal de estos genes se ve afectada ya que genes
como AGL40 y AGL91 presentan expresion ectdpica dependiente del tiempo desde polinizacion en
todo el endosperma en la mutante nrpd1 (Nuclear RNA Polymerase D1 - subunidad de la polimerasa
IV) (Kirkbride et al., 2019). Esta desregulacion de la expresion de estos genes desde estadios
tempranos del desarrollo de la semilla provoca la promocion de la expansion celular que resulta en un

mayor tamafio de las semillas (Kirkbride et al., 2019) (Figura 5.3.0.1). Dado que el area de las
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semillas en nuestro estudio aumenta tanto para las mutantes del mecanismo RdDM como para la
mutante de demetilasas, con excepcion de nrpd2a, podria suceder que no solamente la metilacion por
medio de este mecanismo es esencial para el correcto establecimiento del tamafio de la semilla, sino
también la correcta demetilacion de genes target que podrian estar asociados a la celularizacién del
endosperma (Figura 5.3.0.2). La mutante nrpd2a nuevamente no coindice con los demas genotipos, y
en este caso podria deberse a que la activacién de los elementos transponibles podria interrumpir la
expresion de genes tales como AGL40 y AGL91, o que otras vias de metilacion, como la regulada por
MET1 (Xiao et al., 2006), compensen la hipometilacion de los targets, de este modo presentando un
fenotipo normal (Figura 5.1.0.2).

RdDM ON, Targets OFF

o Target genes ON
Celularizacidn del endosperma 9el 9

+ siRNAs T (nrpd1)

. RdDM h RdDM OFF
| — —
Silenciamiento Activacion

AGL AGL

Tamaiio Mayor
normal tamano

Figura 5.3.0.1: Esquema que representa la relacién entre la funcionalidad del mecanismo RdDM y el tamafio de la

semilla. Se propone que cuando el mecanismo RdDM se encuentra funcional, aumentan los niveles de expresion de pequefios
ARN en las semillas y se produce el silenciamiento de genes AGL: de division celular. De este modo ocurre la celularizacion del
endosperma y se obtienen semillas de tamafio normal. Cuando el mecanismo RdDM no se encuentra funcional, los genes AGL
no son silenciados, por lo que se encuentran activos, obteniéndose de este modo semillas de mayor tamafio (diagrama
modificado de Kirkbride er al., 2019).

El correcto desarrollo de las semillas es de vital importancia tanto a nivel evolutivo como
agronémico, es por eso que el estudio de la regulaciéon espacio-temporal de genes target del
mecanismo RdDM es clave para comprender las bases genéticas y epigenéticas del desarrollo de las
semillas y su relacidon con el ambiente materno. Dado que sélo la mutante rdr6 mostré diferencias
significativas en el tamafio de las semillas para plantas madre que fueron vernalizadas, la via no
canénica del mecanismo RdDM podria cumplir un rol importante en el establecimiento del tamafio de
la semilla. Es necesario profundizar en el estudio de esta via y su relacién con el tamario de la semilla
en funcion del ambiente materno para desentrafiar el mecanismo subyacente y generar informacion
que permita ser aplicada al mejoramiento de caracteres agronémicos.

En el caso del largo del hipocaotilo, si bien las diferencias no son estadisticamente significativas, se
observa cualitativamente una respuesta similar a la obtenida para el tamafio de la semilla de todos los
genotipos en ambos tratamientos. A su vez, la correlacion entre el tamafo de la semilla y el largo del

hipocotilo es positiva y corresponde al segundo valor mas alto de correlaciéon analizado en este
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trabajo. Esto sugiere que el aumento del tamafo de la semilla esta directamente relacionado con la
provision de nutrientes por medio de la planta madre que puede afectar el establecimiento y
supervivencia de las plantulas. El mecanismo RdDM podria estar regulando en funcién del ambiente
materno del mismo modo que regula genes target del tamafio de la semilla a genes involucrados en la
provisién de nutrientes a las semillas por parte de la planta madre; o bien podria estar ocurriendo que
los mismos genes target del mecanismo RdDM involucrados en la regulacion del tamano de la semilla

presenten efectos pleiotrépicos regulando del mismo modo la provision de nutrientes.

NO VERNALIZACION VERNALIZACION

RdDM | ROS1/DMLZIDML3 .
T Regulacion de la
J_*——L - homeostasis de
" . . r
~ Divisin . " Celularizacisn metilacion
—_celular -~ *--q__ _del endosperma__ __,--' |

_ 5

Produccién de
biomasa
reproductiva

provision de
nutrientes de
la semilla

Figura 5.3.0.2: Esquema propuesto para explicar los fenotipos observados al analizar las caracteristicas de las
semillas. Bajo el tratamiento de no vernalizacién (izquierda) se indica una represion de la division celular evitando la induccion
del fenotipo de mayor tamafio de semillas (Kirkbride et al., 2019). Se propone ademas que el mecanismo RdDM podria estar
involucrado en la regulacion de la celularizacion del endosperma ya que la mutante rdd presenta también un fenotipo de mayor
tamafio de semilla, por lo que las demetilasas ROS1, DML2 ylo DML3 podrian estar involucradas en la induccién de la
expresion de genes relacionados a la celularizacion del endosperma. Bajo el tratamiento de vernalizacién (derecha) se
propone que la regulacion de lo homeostasis de metilacién por medio del mecanismo RdDM podria ser el principal responsable
de los fenotipos observados al analizar la produccién de biomasa reproductiva (peso de semillas) ya que las mutantes que
presentaron diferencias significativas respecto a wild type fueron rdd y nrpd2a y se corresponden con una mayor desregulacion
de la homeostasis de metilacion. En lo que respecta al tamafio de la semilla y provisién de nutrientes, es necesario realizar mas
estudios para proponer un mecanismo de accion del mecanismo RADM bajo este tratamiento y su relacion con la homeostasis

de metilacion
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5.4. Proyecciones a futuro

A partir de lo observado en el presente trabajo cabe resaltar la importancia del estudio del
mecanismo de metilacién de ADN mediado por ARN (RdDM) como regulador de las transiciones del
desarrollo en respuesta a las condiciones ambientales experimentadas a través de generaciones.

Tomando en consideracién los mecanismos propuestos como involucrados en los fenotipos

observados surgen las siguientes diversas hipotesis.

H1: LFY es un regulador negativo de la expresion de FWA y estd mediando la respuesta de
mutantes de RdDM al tratamiento de vernalizacion.
Para estudiar dicha hipotesis se podria analizar la expresiéon de FWA en mutantes de la via

canonica y correlacionarlo con los niveles de expresion de LFY en ambientes maternos contrastantes.

H2: Los niveles de metilacion de ALN, que determinan los niveles de dormicién, son regulados por
frio mediante la via no candnica de RdDM incluso cuando el periodo de vernalizacién fue
experimentado en estadios tempranos del ciclo de vida de la planta madre.

Para ponerla a prueba habria que analizar bajo las condiciones estudiadas los niveles de
metilacion de ALN, ya sea a través de un estudio de secuenciacién bisulfitica o a partir de un estudio

con enzimas de restriccion que cliven al ADN preferencialmente en regiones metiladas/no metiladas.

H3: El mecanismo RdDM, como respuesta a un tratamiento de vernalizacién de la planta madre,
induce la metilacion de FT en la regién intrénica activando su expresion y de este modo se obtienen
semillas con mayores niveles de dormicion.

Para ello se podria analizar la expresién de FT (tanto a nivel del ARN como a nivel proteina) bajo
las condiciones utilizadas en el presente trabajo y correlacionar los niveles de expresion con el grado

de metilacion de ADN a lo largo del locus para las distintas mutantes.

H4: La relacion entre las temperaturas experimentadas por la planta madre y la semilla le brindan
a la progenie la capacidad de ajustar su ciclo de vida a las variaciones estacionales: la vernalizacion
de la planta madre indica dispersién de semillas en primavera por lo que un estado de menor
dormicidn resulta mayormente adaptativo; mientras que no vernalizacion de la planta madre indica
dispersion en verano siendo en este caso el estado de mayor dormicion el que resulta mas
adaptativo. El mecanismo de metilacion de ADN mediado por ARN cumple un rol importante en la
inhibicion de la germinacion cuando la planta madre fue vernalizada.

Si la incubacién a 35°C fuera prolongada, esperaria que las semillas de plantas vernalizadas
germinen con el tiempo ya que la experiencia de vernalizacién de la planta madre le indicaria que se
encuentra en una estacion de primavera al ser dispersada, mientras que semillas provenientes de
plantas no vernalizadas presentarian muy baja proporcién de geminacién en estas condiciones. Para
analizar cuales son los genes target de este mecanismo que regulan el ciclado de dormicién
secundaria, se podrian realizar ensayos de secuenciacion masiva (genéticos y/o epigenéticos) de
plantas wild type en estas condiciones y de plantas mutantes del mecanismo RdDM.
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H5: Las plantas madre invierten sus recursos preferencialmente en la produccién de mayor
cantidad de semillas de menor calidad o menor cantidad de semillas de mayor calidad en funcién del
tratamiento materno, y esta inversién de recursos esta regulada por el mecanismo RdDM.

Para analizar esta hipétesis, dentro de las condiciones utilizadas en el presente trabajo, se puede
contar el peso de 1000 semillas por planta, tratamiento materno y genotipo, y analizar la relacién
entre el peso de las semillas con la cantidad de semillas producidas y el largo de hipocotilo (como
medida de la cantidad de nutrientes provistos por la planta madre) o el analisis cuantitativo de
algun/os metabolito/s.

H6: Los genes AGL, promotores del desarrollo celular, son regulados por el mecanismo RdDM
diferencialmente dependiendo de las condiciones ambientales experimentadas por la planta madre
aun en momentos tempranos del desarrollo.

Para estudiar dicha hipotesis se podria analizar la expresion de AGL40y AGL91 (tanto a nivel del
ARN como a nivel proteina) bajo las condiciones de estudio y correlacionar los niveles de expresion
con el grado de metilacion de ADN. Ademas, se podrian analizar los patrones de metilacion en estos

locus en las distintas mutantes en funcién de los tratamientos maternos contrastantes.

H7: La mutante nrpd2a responde de manera diferente al resto de las mutantes del mecanismo
RdDM debido a una de las siguientes causas: (1) los bajos niveles de metilacién provocan que
muchos de los transposones que se encuentran silenciados en el genotipo wild type se activen en
esta mutante provocando la interrupcién en la expresion de genes; o (2) el aumento de la expresion
de los elementos transponibles provoca un aumento en los patrones de metilacién por otros
mecanismos, generando de cierta manera una compensacion en los patrones de metilacion.

Esto ultimo se puede poner a prueba usando el mecanismo propuesto para ALN, que cuenta con
un elemento transponible (ATHPOGONT) en la regién promotora. Se puede analizar la actividad de
dicho transposon, sus patrones de metilacién en la mutante nrpd2a y correlacionarlo con los niveles

de expresion de ALN en diferentes tratamientos maternos.
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Apéndice

A.1. Informacion de las plantas mutantes utilizadas

Se utilizaron mutantes del mecanismo de metilacion de ADN mediado por ARN (RdDM). Dicho
mecanismo cuenta con dos posibles vias, la canénica mediada por Pol-IV y RDR2, y la no canénica

mediada por Pol-1l y RDR6 (Figura 1.3.2.1). Las mutantes utilizadas se detallan a continuacion:

m rdr2 (sail_1277_HO8): Es una mutante deficiente en RDR2 (ARN Polimerasa 2 dependiente de
ARN) por lo que los transcriptos obtenidos por Pol-IV no pueden ser convertidos en ARN doble

cadena. Se bloquea la via canénica de RdDM (Xie et al., 2004).

= rdr6-11; Es una mutante deficiente en RDR6 (ARN Polimerasa 6 Dependiente de ARN) por lo
que los transcriptos obtenidos por Pol-Il y cortados por AGO1/7 no pueden ser convertidos en
ARN doble cadena. Se bloquea la via no canénica de RdDM (Miki et al., 2017).

m dcl234 (dcl2-1 dcl3-1 dcl3-2): Es una triple mutante deficiente en DCL2, DCL3, y DCL4
(proteinas de la familia Dicer Like). La funcién de estas proteinas es procesar el ARN
convirtiéndolo en pequeiios ARN de 21-24 nucledtidos, por lo que esta triple mutante carece de
la actividad de estas proteinas. Sin embargo, la via no canoénica cuenta con DCL1 (proteina de
la misma familia) por lo que se ve bloqueada la via candnica por completo y la via no canénica

parcialmente (Xie et al., 2004; Miki et al., 2017; Tang et al., 2019).

= ago4-1: Es una mutante deficiente en AGO4 (Argonauta 4) por lo que los siRNAs no se pueden

incluir en ella, y los transcriptos sintetizados por Pol-V no logran ser identificados como regiones
target para la metilaciéon de novo. Sin embargo, tanto la via canénica como no candénica cuentan
con la presencia de AGO6 (Argonauta 6) que cumple la misma funciéon que AGO4, por lo que

ambas vias se encuentran parcialmente reprimidas (Kirkbride et al., 2019)

m nrpd2a: Es una mutante deficiente en una subunidad catalitica de Pol-IV y Pol-V, nrpd2a
(Subunidad 2 de las RNA Polimerasas IV y V dirigidas por DNA) por lo que se ven interrumpidas
las vias candnica y no candnica de RdDM debido a que se encuentra bloqueada la actividad
tanto de Pol-1V, lo que impide la transcripcion de los ARN en la via candnica, como de Pol-V, lo
que impide la produccion de metilacion de novo del ARN bloqueando ambas vias (Le et al.,
2014).

m rdd (ros1-3; dmi2-1; dmi3-1): Es una triple mutante de ADN demetilasas (ROS1, DML2, DML3).
Esta mutante presenta un estado de hipermetilacion ya que el equilibrio entre
metilacion/demetilacion se encuentra desbalanceado por la deficiencia en las demetilasas

mencionadas (Zhu et al., 2018; Schumann et al., 2017).
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APENDICE

A.2. Correlacion entre tiempos - ensayos de germinacion

Matriz de correlacion entre la proporcidn de germinacidn a distintos dias desde la incubacion de
semillas para todos los genotipos provenientes de ambos tratamientos (vernalizacion y no
vernalizacion).

Se puede ver que entre menor diferencia de tiempos hay mayor correlacion, indicando menor
variacion en la proporcion de germinacion. Sumado a esto, entre el dia 7 desde la incubacién de las
semillas hasta el dia 9, el coeficiente de correlacién es igual a 1 indicando que la variabilidad entre

estos dias no aporta nueva informacién.
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Figura A.2.1: Matriz de correlacién de la proporcién de germinacién entre dias desde la incubacion de las semillas para el
ensayo de germinacion. En la linea horizontal se observa la dispersion de los valores observados para cada uno de los dias,
por la izquierda y por debajo de la horizontal se ve el grafico de correlaciéon de las observaciones entre los dias
correspondientes a la columna y la fila. Por encima y por la derecha de la horizontal se observan los coeficientes de correlacion
de entre el dia correspondiente a la columna y el dia correspondiente a la fila, todos son significativamente distintos a 0 (***).
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A.3. Tabla con analisis estadistico del ensayo de Dormicion
secundaria

En las siguientes tablas se observan desglosados los valores del estadistico P obtenidos mediante
el método de Tukey: (A.3.1) entre tratamientos para un dado genotipo y cada uno de los dias de
incubacion en calor, en este caso se contrasta para todas las combinaciones de genotipos y dias de
incubacion entre no vernalizacién y vernalizacién; (A.3.2) entre genotipos para un dado tratamiento y
cada uno de los dias de incubacién en calor, estos contrastes se hacen para todos los genotipos
respecto a Col-0; (A.3.3) entre dias de incubacién a 35°C para cada uno de los genotipos y cada uno
de los tratamientos.

A.3.1. Contrastes para cada genotipo, en cada tratamiento, entre dias de
incubacion

En la tabla A.3.1.1 se observan los contrastes entre dias de incubacion para un dado genotipo y
tratamiento de no vernalizacién para los datos obtenidos a partir del ensayo de dormicién secundaria.

Tratamiento Genotipo Contraste de incubacién P-valor
0-2 0
Col0 0-5 0
2-5 0.999
0-2 0
rdr2 0-5 0
2-5 1
0-2 0
rdré 0-5 0
2-5 0.999
0-2 0
NV dcl234 0-5 0
2-5 0.118
0-2 0
ago4 0-5 0
2-5 0.698
0-2 0.0001
nrpd2a 0-5 1.677x 10"’
2-5 0.431
0-2 7.004x 10~
rdd 0-5 4.349x10"°
2-5 0.206

Tabla A.3.1.1: Tabla de contrastes entre la proporcién de germinacién observada a los distintos dias de incubacién a 35°C
para semillas de cada uno de los genotipos provenientes de plantas madre crecidas bajo condiciones de no vernalizacion
(NV). En la tercer columna desde la izquierda se indica el contraste realizado y en la cuarta fila se indica el P-valor obtenido a
partir de poner a prueba que la diferencia entre las observaciones contrastadas es igual a 0. Aquellas comparaciones cuya
diferencia difiere significativamente de 0 fueron resaltadas en amarillo.

81



APENDICE

En la tabla A.3.1.2 se observan los contrastes entre dias de incubacion para un dado genotipo y
tratamiento de vernalizacion para los datos obtenidos a partir del ensayo de dormicidn secundaria.

Tratamiento Genotipo Contraste de incubacion P-valor
0.4834
1
1
0.0380
0.0107
1
0.9801
0.0164
0.720
0.168

o
'
N

Colo

rdr2

rdré

v dcl234 2.592x 10 °
0.007

1

2186 x 10 °
0.664
0.999
0.276
0.801

1
0.001

ago4

nrpd2a

rdd

N |o|jo|N|o|o|IN|Oo |Oo|N]|Oo |Oo|N|o|Oo|NMN|Oo|Oo|NM]|O
'
ala|Idpjaja|Idjajla IdDNala IdDMNaja|IdMajla|IdbD|jla|lon

2.986 x 10 *

Tabla A.3.1.2: Tabla de contrastes entre la proporcién de germinacién observada a los distintos dias de incubacién a 35°C
para semillas de cada uno de los genotipos provenientes de plantas madre crecidas bajo condiciones de vernalizacion (V). En
la tercer columna desde la izquierda se indica el contraste realizado y en la cuarta fila se indica el P-valor obtenido a partir de
poner a prueba que la diferencia entre las observaciones contrastadas es igual a 0. Aquellas comparaciones cuya diferencia
difiere significativamente de 0 fueron resaltadas en amairillo.
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A.3.2. Contrastes para cada genotipo, V respecto a NV

En la tabla A.3.2.1 se observan los contrastes entre tratamientos para un dado genotipo para los
datos obtenidos a partir del ensayo de dormicién secundaria.

Genotipo Dia de incubacion Contra§ Uz ek P-valor
tratamientos

0 NV -V 1
Col-0 2 NV -V 0.957
5 NV -V 0.857

0 NV -V 1
rdr2 2 NV -V 0.343
5 NV -V 0.999
0 NV -V 0.999
rdré 2 NV -V 0.874
5 NV -V 0.999
0 NV -V 0.922
dcl234 2 NV -V 0.700
5 NV -V 0.808

0 NV -V 1

ago4 2 NV -V 1.023x 10"

5 NV -V 0.001
0 NV -V 0.489

nrpd2a 2 NV -V 1
5 NV -V 0.972
0 NV -V 0.001
rdd 2 NV -V 0.945
5 NV -V 0.148

Tabla A.3.2.1: Tabla de contrastes entre la proporcién de germinacién observada en semillas provenientes de distintos
tratamientos maternos para cada uno de los genotipos y dias de incubacion a 35°C. En la tercer columna desde la izquierda se
indica el contraste realizado y en la cuarta fila se indica el P-valor obtenido a partir de poner a prueba que la diferencia entre las
observaciones contrastadas es igual a 0. Aquellas comparaciones cuya diferencia difiere significativamente de O fueron
resaltadas en amarillo.
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A.3.3. Contrastes respecto a Col-0

En la tabla A.3.3.1 se observan los contrastes entre genotipos para un dado tratamiento para los
datos obtenidos a partir del ensayo de dormicién secundaria.

Tratamiento Dia de incubacién Contra§te b P-valor
genotipos
Col0 - rdr2 1
Col0 - rdré 0.975
0 Col0 - dcl234 1
Col0 - ago4 1
Col0 - nrpd2a 1
Col0 - rdd 1
Col0 - rdr2 1
ColO0 - rdré 1
Col0 - dcl234 1
NV 2
Col0 - ago4 0.997
Col0 - nrpd2a 0.996
Col0 - rdd 0.998
Col0 - rdr2 1
Col0 - rdré 1
Col0 - dcl234 0.957
> Col0 - ago4 0.888
Col0 - nrpd2a 1
Col0 - rdd 1
Col0 - rdr2 1
Col0 - rdré 1
Col0 - dcl234 1
0 Col0 - ago4 1
Col0 - nrpd2a 0.892
Col0 - rdd 0.040
Col0 - rdr2 1
Col0 - rdré 1
v 9 Col0 - dcl234 1
Col0 - ago4 1
Col0 - nrpd2a 0.996
Col0 - rdd 0.753
Col0 - rdr2 1
Col0 - rdré 1
Col0 - dcl234 0.951
> Col0 - ago4 1
Col0 - nrpd2a 0.436
Col0 - rdd 0.002

Tabla A.3.2.1: Tabla de contrastes entre la proporcién de germinacién observada en semillas mutantes para el mecanismo
RdDM respecto a wild type para cada tratamiento materno y dias de incubacién a 35°C. En la tercer columna desde la izquierda
se indica el contraste realizado y en la cuarta fila se indica el P-valor obtenido a partir de poner a prueba que la diferencia entre
las observaciones contrastadas es igual a 0. Aquellas comparaciones cuya diferencia difiere significativamente de 0 fueron
resaltadas en amarillo.
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A.4. Correlacion entre los datos para ambos tratamientos

En la siguiente figura se observa la correlacion entre los caracteres analizados pero separada

entre tratamientos con el fin de observar si la correlacion entre los distintos fenotipos depende del
tratamiento materno.

NV v
PS1 PS1 0.37
o Corr
LH1 043 1 045 0.48 10
. 05
0.0
vG1 vG1 0.34 0.33 05
-,
TF 0.34 TF 04 0.35 0.36
¥ ? N3 £ ?-c" & \)2\ £
(@) No Vernalizacién (b) Vernalizacion

Figura A.4.1. Correlacién entre las caracteristicas analizadas para el tratamiento control (a) y tratamiento vernalizacion (b)
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