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INTRODUCCION

B. distachyon, una graminea miembro de la subfamilia Pooideae, es una hierba anual,
silvestre, endémica del Mediterraneo y Medio Oriente, que pocos afos atras comenzé a
emplearse como planta modelo de investigacién para el estudio de cereales templados y otras
gramineas relacionadas. La secuenciacién de su genoma, junto con la facilidad de cultivo,
tamano pequefio y ciclo de vida corto, ayudé a B. distachyon a alcanzar su potencial como
sistema modelo para el desarrollo de nuevos cultivos utilizados como fuente de energia y
alimentos.

Dada la relevancia de las gramineas en el contexto social, conocer las vias que regulan la
floraciéon y la produccién de granos en estas especies es importante para el desarrollo de
nuevas estrategias de mejoramiento y cultivo. El primer paso en el proceso hacia la floracion es
la transicién del meristema vegetativo (MV) a meristema de inflorescencia (MI) o reproductivo.
En gramineas, diversos estudios han relacionado la funcion de las proteinas de tipo SEP, y
especificamente de PAP2, con la regulacion de los meristemas. En Oryza sativa (arroz), la
combinacién entre la ausencia de expresion de PAP2 y los bajos niveles de expresion de los
genes ortdlogos de AP1 genera plantas que no logran realizar la transicion de MV a M,
posiblemente debido a una disminucién en los niveles de expresion de FT (Kobayashiy col.,
2012). En concordancia, recientemente se ha reportado una via de regulacién conservada entre
A. thaliana y arroz, que determina el tiempo de floracién y la arquitectura de la inflorescencia en
ambas especies. En A. thaliana SOC1, SVP, AGL24 y SEP4, todas proteinas MADS-box,
presentan funciones redundantes y regulan negativamente a TFL7 en el MI, a través de la
formacion de dimeros con AP7. Lo mismo ocurre con sus ortélogos en arroz, los cuales
determinan la arquitectura de la inflorescencia a través de la regulacién de RCN4, homdlogo de
TFL1 (Liu y col., 2013). En B. distachyon se encuentra una copia del gen homélogo a PAP2 de
arroz (Wei y col., 2014) y cuatro copias de genes homoélogos a AP1 de A. thaliana, de los cuales
solo BdVRN1 y BdFUL2 estarian involucrados en la regulacién del tiempo de floracion y serian
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capaces de formar dimeros con proteinas SEP (Li y col., 2016). Por su parte, BdVRN1 se
acumula en hojas y apices luego de una exposicion prolongada al frio (vernalizacién), y se
considera responsable de promover el adelanto en el tiempo de floracién mediado por frio en
plantas de B. distachyon (Reamy col., 2014; Liy col., 2016).

En base a lo descripto, el presente trabajo propone realizar estudios tendientes a determinar
la relacion entre BdPAP2 y las proteinas tipo AP7 en el control de la especificacién de los
meristemas y la regulacién del tiempo de floracion en B. distachyon. Asi mismo, los ensayos de
expresion de BdPAP2 en un organismo heterélogo como A. thaliana, contribuiran a determinar
el grado de conservacién funcional de las vias de regulaciéon en las que se encuentran
involucrados los genes SEP de las angiospermas en general.

OBJETIVOS

1. Estudiar los cambios en el tiempo de floracion y los niveles de expresion del gen blanco
TFL1 ocasionados al expresar BAPAP2 en plantas de Arabidopsis thaliana mutantes en
el gen AP1.

2. Analizar el efecto de la vernalizacion sobre los cambios en el tiempo de floracion y en los
niveles de expresién del gen blanco RCN4 en dos lineas mutantes de B. distachyon con
niveles alterados de BdPAP2.

Titulo del proyecto: “Estudios funcionales de BdPAP2 y su rol en la arquitectura de
inflorescencia de Brachypodium distachyon”

Instrumento: CAI+D Joven

Afo de la convocatoria: 2016

Organismo financiador: Universidad Nacional del Litoral.

Director/a: Uberti Manassero, Nora Graciela.

METODOLOGIA

Objetivo 1: Para estudiar los cambios en el tiempo de floracion y los niveles de expresion del
gen blanco TFL1, se transformaron plantas de Arabidopsis thaliana mutantes en el gen AP1
(ap1-11) con la construccidon 35SCaMV::BdPAP2. Esto se realizd6 mediante la técnica de
inmersién floral descripta por Clough y Bent (1998), la cual consiste en sumergir las
inflorescencias de A. thaliana en una solucién de Agrobacterium tumefaciens que contiene la
construccidon mencionada. Para aumentar el numero de 6vulos inmaduros capaces de ser
transformados, se realizaron cortes especificos de las inflorescencias, por encima del ultimo
nomdfilo, 3 veces consecutivas durante la semana previa al momento de la inmersion floral.

La seleccion de las plantas transformantes se llevd a cabo en un medio de MS suplementado
con antibiético kanamicina. Una vez seleccionadas, se transfirieron a macetas con sustrato fértil
y se crecieron en camara de cultivo con condiciones de dia largo (16 horas de luz a 24°C, 8
horas de oscuridad a 18°C). La insercién del gen de interés se detectdé mediante PCR sobre
ADN gendmico, utilizando oligonucleotidos especificos para BAPAP2. Actualmente, las plantas
de esta primera filial se encuentran en la etapa reproductiva. Una vez formadas las vainas y
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maduras las semillas, se recolectaran independientemente y se analizaran el numero de
inserciones por linea y el nivel de expresion del gen de interés. Asi mismo, se realizara un
analisis fenotipico preliminar de la segunda filial, haciendo énfasis en la edad de la planta al
momento de floracién, asi como en el nUmero de hojas desarrolladas hasta dicho momento. En
paralelo, se tomaran muestras de plantas de 12 dias de edad, para evaluar los niveles de
expresion del gen blanco TFL1.

Objetivo 2: Se realizaron analisis fenotipicos de las dos lineas mutantes con niveles alterados
de expresion de BdPAP2. La linea mutante SNP posee una mutacién puntual que genera un
cambio de una guanina (G) por una adenina (A) en el ultimo nucleétido del ante-ultimo exén del
gen BdPAP2. El cambio nucleotidico se encuentra en un sitio indispensable para el correcto
corte y empalme, lo cual implicaria un procesamiento incorrecto del ARNm, derivando en una
disminucion de la expresién de BdPAP2. Por otra parte, la segunda linea estudiada presenta
una insercién de ADN-T en el segundo intrén de BdPAP2, el cual acarrea una secuencia capaz
de reclutar la maquinaria de transcripcién y promover la expresion del gen. Datos previos
obtenidos en el laboratorio indican que la expresion de BdPAP2 en estas plantas es
aproximadamente cinco veces mayor que en las plantas control.

Ambas lineas mutantes trabajadas seran comparadas con la linea salvaje 21.3 en sus tiempos
de floracion.

La vernalizacion de las plantas fue llevada a cabo segun las condiciones descriptas por Li y
colaboradores (2016), las cuales consisten en conservar las semillas humedecidas durante 1
mes a 4°C. El analisis fenotipico abarcé: numero de hojas totales contabilizadas cada 2-3 dias,
numero de hojas totales al momento de floracién, y dia a floracién contabilizando a partir del dia
de germinacion.

Los niveles de expresion del gen blanco RCN4, asi como los niveles de BdPAP2, fueron
cuantificados por PCR Cuantitativa en Tiempo Real (qQPCR), utilizando como molde ADN copia
obtenido a partir de la retrotranscripcion de ARNm total extraido de plantas de 18 dias. Como
gen de referencia se utiliz6 SamDC (Hong y col., 2018).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Objetivo 1: Las plantas de A. thaliana mutantes en el gen AP1 (ap1-11) fueron
transformadas exitosamente con la construccién 35SCaMV::BdPAP2. La insercion del gen de
interés se corrobord mediante extraccion de ADN gendmico seguido de PCR con
oligonucledtidos especificos para BdPAP2. Los productos de PCR se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa donde, como se observa en la Figura 1, se obtuvieron los
fragmentos correspondientes del tamafio esperado. Cuatro de las cinco lineas evaluadas
acarrean el gen de interés.
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Figura 1. Analisis genotipico de plantas mutantes ap7 transformadas con BdPAP2. La foto
corresponde a una electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos al
amplificar el gen de interés con oligonucle6tidos especificos. M, marcador de peso molecular;
ap1, control sobre ADN genémico de ap1 sin transformar; calles 1 a 6, ADN gendémico de
plantas ap7 transformadas; negativo, control negativo sin ADN gendmico.

Las lineas analizadas corresponden a la primera generacién de plantas transformadas. En la
siguiente generacion se analizara la segregacion del gen de resistencia al antibiotico en cada
linea, a fin de seleccionar aquellas que posean solo una insercidon. Asi mismo, se procedera a
evaluar el tiempo de floracion de las lineas transformantes en comparacion con plantas ap7-11
y plantas control.

Objetivo 2: El analisis fenotipico de la linea SNP de B. distachyon arrojé los siguientes
resultados: las plantas mutantes, con menores niveles de expresion de BdPAP2, presentan un
retraso en el tiempo de floraciéon respecto a las plantas control 21.3 (27,2+1,8 vs 22,8%+1,7). Los
resultados se analizaron utilizando una prueba T (p<0,05), la cual confirmé que la diferencia en
el tiempo de floracion de ambas lineas es estadisticamente significativa. Es interesante
mencionar que, si bien las lineas presentan diferencias en el tiempo de floracién, el nUmero de
hojas totales al momento de la floracién es similar en ambas lineas (18,03+4,42 vs 17,78+3,25).

Este resultado sugiere que BdPAP2 actuaria como promotor de la transicion de meristema
vegetativo a reproductivo en B. distachyon.

Linea salvaje Linea SNP
Dia de floracion 27,19 +/- 1,86 22,78 +/- 1,66
N° Hojas Totales 18,03 +/- 4,42 17,78 +/- 3,25
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Tabla 1. Analisis fenotipico de plantas de B. distachyon mutantes de la linea SNP. Los
resultados corresponden al promedio de las muestras analizadas y su desviacion estandar.

La Figura 2 ejemplifica el retraso en el tiempo de floracion observado en las plantas mutantes
SNP respecto a las salvajes (21.3).
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Figura 2. Plantas de B. distachyon, lineas salvaje y SNP. A-B) Plantas de 25 dias. C-D)
Plantas de 28 dias. Las flechas rojas indican la espiguilla en las plantas salvajes.

Por otro lado, el andlisis fenotipico de la linea de B. distachyon con insercion de ADN-T
presentd los resultados que se muestran en el Tabla 2.

Linea ADN-T Linea 21.3 Linea ADN-T Linea 21.3
control control vernalizada vernalizada
Dia de floracion 20,81 +/- 1,80 25,39 +/-2,11 18,43 +/- 1,50 17,32 +/- 0,92
N° hojas totales 7,07 +/-1,38 13,41 +/-1,19 5,09 +/- 0,28 4,95 +/- 0,51
N° hojas en el eje
principal 4,89 +/-0,57 5,83 +/- 0,83 5,08+/- 0,28 4,95 +/- 0,51

Tabla 2. Analisis fenotipico de plantas de B. distachyon expuestas al tratamiento de
vernalizacion. Se cuantificé el dia de floracién, el numero de hojas totales y el nUmero de hojas
en el eje principal. Los resultados corresponden al promedio de las muestras analizadas y su

desviacion estandar.
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Los analisis estadisticos corroborados mediante una prueba T indican que, en condiciones
de crecimiento estandar (control), el adelanto en el tiempo de floracién de la linea ADN-T es
estadisticamente significativo. Esto indicaria que el aumento de la expresion de BdPAP2 es
capaz de promover la transicion de meristema vegetativo a reproductivo. Considerando que los
resultados obtenidos para ambas lineas son opuestos y complementarios, podemos decir que
BdPAP2 es un factor de transcripciéon que actiua como promotor de la floracion en B. distachyon.

Por su parte, la vernalizacién elimina la diferencia en el momento de floracién entre las lineas
salvaje y ADN-T, observandose un adelanto en el tiempo de floracién mediado por el
tratamiento en ambas lineas, pero sin que haya diferencias significativas entre ellas.

A Linea salvaje control B Linea ADN—?" ontrol

|

Figura 3. Plantas de B. distachyon lineas salvaje y ADN-T de 20 dias. Se observan
diferencias tanto en la presencia de espiguillas como en el nimero de hojas entre las plantas
vernalizadas y las plantas control. Las flechas rojas indican las espiguillas.

Finalmente, es interesante destacar que el adelanto en el tiempo de floracion mediado por el
tratamiento de frio es estadisticamente significativo aun en las plantas de la linea ADN-T. Esto
nos permitiria plantear la hipétesis de que la via de regulacién del tiempo de floracién en la que
participa BdPAP2 es independiente a la via controlada por la vernalizacion.
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