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RESUMEN

Un gran parte de las especies de plantas con interés agronémico pertenecen al grupo de
las plantas monocérpicas. Estas plantas se caracterizan por tener un Unico evento
reproductivo en su ciclo de vida tras el cual se activan procesos de senescencia que
finalizan con la vida de la planta. La eleccion de esta estrategia sera determinante para el
éxito reproductivo de la especie. En este grupo de plantas, tras la produccion de un
namero determinado de flores y frutos se produce de manera coordinada el fin de la
actividad de los meristemos reproductivos, acabando con la produccion de flores y frutos.
A este proceso se le denominé Parada Global de la Proliferacion (GPA, por sus siglas en

inglés Global Proliferative Arrest).

Entre los elementos que regulan ente proceso se ha propuesto la existencia de una(s)
sefial(es) procedente de la semilla que se desplazaria de manera sistémica al meristemo,
teniendo una gran repercusion en el final de la floracion. Sin embargo, esta sefial ain es
desconocida. Asi mismo, se ha establecido que la ruta dependiente de la edad, en la que
estan implicados los factores de transcripcion FRUITFULL (FUL) y APETELA2 (AP2),
participan en la regulacion de este proceso. A pesar de estos hallazgos, el final de la

floracion sigue siendo un proceso molecularmente desconocido.

En el presente Trabajo de Fin de Master, se caracterizan dos nuevos candidatos a ser
reguladores del final de la floracion: FLOWERING LOCUS T (FT) y SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP). Asi mismo, se caracteriza fenotipica y molecularmente el
mutante ft-10, observando una relacion entre este y otros reguladores de gran importancia
en el final del final de la floracion como son AP2 y FUL. También se propone a FT como
una de esas sefiales presentes en las semillas que causarian un efecto en la actividad del

meristemo inflorescente.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, final de la floracion; GPA; SVP; FT; analisis de

expresion; Western Blot.
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1. INTRODUCCION

1.1. Estrategias reproductivas: monocarpia en plantas

El objetivo final de todo ser vivo es la reproduccion con el fin de asegurar la transferencia
de la informacion genética propia de una generacion a otra. Con esta finalidad, a lo largo
de la historia evolutiva los ser vivos han desarrollado diferentes estrategias reproductivas.
En términos generales, estas estrategias reproductivas se pueden clasificar en dos grandes
grupos: semelpariedad e iteropariedad. En la estrategia semélpara los individuos de la
especie experimentan un unico evento reproductivo tras el cual mueren. A diferencia de
la semelpariedad, la iteriopariedad consiste en varios eventos reproductivos alternos en
un mismo ciclo de vida. El seguir una tendencia u otra afectara directamente en la eficacia
bioldgica de la especie, por ejemplo, la semelpariedad generalmente implica destinar una
mayor cantidad de energia en la produccion de un mayor ndmero de descendientes
pudiendo ser un aspecto ventajoso cuando las condiciones de supervivencia son bajas
(Amasino, 2009). La monocarpia y la policarpia serian respectivamente las estrategias
reproductivas equivalentes en plantas, aunque cabe destacar que las plantas tienen una
gran plasticidad en sus estrategias reproductivas, sobre todo frente a cambios en factores

ambientales (Fernandez Aragon, 2014).

En el grupo de las plantas monocarpicas nos encontramos una gran diversidad de plantas
que van desde plantas anuales, bianuales e incluso perennes. Todas ellas, tras finalizar la
etapa reproductiva y la produccion final de semillas, detienen su crecimiento e inician un
proceso senescente que termina con la muerte de la planta. Cabe destacar que a este grupo
pertenecen plantas de gran interés agronémico como las gramineas, de interés ambiental

como el bambu e interés cientifico como Arabidopsis thaliana.

El inicio de la etapa reproductiva de las plantas supone un cambio en la identidad de los
meristemos, que son las estructuras que albergan y mantienen el nicho de células madre
y de los que derivan todos los 6rganos y estructuras que se forman en una planta (Mayer
et al., 1998; Schoof et al., 2000). Asi, el inicio de la etapa reproductiva se da con la
transicion floral, donde el meristemo vegetativo se convierte en un meristemo
inflorescente que da lugar a la inflorescencia, estructura sobre la que se sustentan las
flores (Araki, 2001; Mouradov et al., 2002). De este modo, los meristemos vegetativos

que estaban produciendo hojas, inician la produccién de las flores, que contienen los



organos reproductivos de las plantas. La actividad del meristemo inflorescente
determinara el namero final de flores y, en consecuencia, el de frutos y semillas. Las
inflorescencias pueden clasificarse como indeterminadas o determinadas. Las
inflorescencias determinadas son aquellas que, tras la produccién de un nimero de flores,
el meristemo apical del tallo (SAM) acaba diferenciandose en una flor terminal. En las
inflorescencias indeterminadas, por el contrario, el SAM permanece indeterminado y no
se diferencia en una flor terminal. En estas inflorescencias, tras la produccion de un
determinado numero de flores, el meristemo simplemente detiene su actividad al final de

la floracion.

1.2. Final de la floracion y parada global de la proliferacion (GPA)

Como se ha mencionado anteriormente, las plantas monocéarpicas, tras su etapa
reproductiva, inician un proceso senescente cerrando su ciclo de vida. En este proceso
senescente destaca la senescencia de 6rganos somaticos con su posterior movilizacion de
recursos a tejidos aun en desarrollo, y la supresién del crecimiento tanto porque el SAM
detiene su actividad como por la supresion de las yemas axilares para evitar la

reactivacion del crecimiento (o rebrote) (Davies & Gan, 2012).

Esta etapa final del desarrollo en plantas monocarpicas se conoce desde principios del
siglo pasado, pero no fue hasta 1994 cuando Hensel et al., utilizando Arabidopsis thaliana
como modelo, realizaron la primera caracterizacion detallada de este proceso, acufiando
el término “parada global de la proliferacion” o GPA por sus siglas en inglés (“General
Proliferative Arrest”). El GPA ocurre cuando, tras la produccién de un ndmero
determinado de flores, el meristemo de la inflorescencia principal detiene su actividad,
seguido en un corto periodo de tiempo, por el resto de meristemos activos de la planta.
Hensel et al., (1994) confirmaron, gracias a la comparacién de un mutante estéril con un
ecotipo silvestre, que la presencia de frutos influye directamente en el tiempo en el que
se produce el GPA; la ausencia de fruto/semillas prolongaba la vida de la planta,
retrasando la parada del SAM. Este mismo efecto se observaba también cuando a las
plantas silvestres se le podaban los frutos asociando la parada del meristemo con la
presencia de las semillas. Para explicar el efecto de la fertilidad sobre la parada del SAM
se han propuesto diferentes hipétesis. Una de ellas sugiere que la entrada en GPA podria
deberse a las fuertes relaciones fuente sumidero que se establecerian entre los
frutos/semillas en desarrollo y el SAM (Kelly et al., 1988; Sinclair & De Wit, 1975). Asi

mismo también se ha especulado con la existencia de una posible sefial mévil procedente



de la semilla que induciria la parada de los meristemos (Engvild, 1989; Leopold et al.,
1959; Noodén et al., 2004). Trabajos recientes han mostrado que la parada del SAM que
precede a la senescencia de la planta se asemeja a la entrada en dormancia de meristemos
asociada a otros procesos de desarrollo, reteniendo su identidad y funcionalidad
(Martinez-Fernandez et al., 2020; Wuest et al., 2016). De hecho, tras la parada del SAM
al final de la floracion, éste es capaz de reactivarse tras la retirada de los frutos ya
producidos. Esta respuesta, sugiere de nuevo un papel clave de la semilla en el control de
la actividad del SAM al final de la floracion, apoyando en parte la hipétesis de la sefial
movil.

Ademas del efecto ejercido por las semillas descrito por Hensel et al., 1994, también
sugirieron la existencia de una regulacion génica en el control del GPA. Esta regulacion
génica no se descubrio hasta hace relativamente poco. En el 2018, Balanza et al (2018)
observaron que el gen FRUITFULL (FUL) actuaba como un regulador positivo del GPA
de manera independiente a la(s) sefiale(s) desconocidas procedentes del fruto. Los autores
observaron que mutantes en el gen FUL presentaban un retraso el final de la floracion lo
que se traducia en un claro incremento en el nimero de flores y frutos producidos por el
SAM. FUL, un factor de transcripcion del tipo MADS box con multiples funciones
durante el desarrollo, regula negativamente y de forma directa la expresion de
APETALAZ2 (AP2), un factor de transcripcion con funciones durante el desarrollo floral.
AP2, ademas, regula positivamente la expresion de WUSCHEL (WUS), un gen clave en
el mantenimiento de las células madre en el SAM (Balanza et al., 2018; Huang et al.,
2017; Miwa et al., 2009; Wiirschum et al., 2006). Ademas de FUL, Balanza et al. (2018)
mostraron que en la regulacion de AP2 al final de la floracién también participaba el
microRNAL72. Estas observaciones les permitieron elaborar un modelo que explicaba
cémo se regula el final de la floracion y relacionarlo con la ruta dependiente de la edad
previamente descrita (Chen, 2004; J.-W. Wang et al., 2009; Wu et al., 2009; Zhao et al.,
2007) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo propuesto para la regulacién genética temporal del GPA. Se representa
como los niveles de FUL incrementan a medida que se acerca el GPA. Lactividad de AP2 y WUS
se ve reprimida por ese aumento de FUL produciendo esto la llegada del GPA. En la regulacién
de FUL-AP2 estaria formando parte la ruta de la edad a través de los niveles de
microRNA156/miRNA172. Adaptado de Balanza et al., (2018).

Trabajos recientes muestran que la ruta FUL-AP2 actuaria como un nodo central en la
regulacién del final de la floracion, modulando mdltiples factores que intervienen en la
regulacion de la actividad del SAM (Martinez-Fernandez et al., 2020). Entre los factores
identificados se encontrarian tanto factores endégenos, como las hormonas citoquininas
y &cido abscisico, como factores exdgenos, como la temperatura o la calidad de la luz
(Martinez-Fernandez et al., 2020; Merelo et al., 2021). Todos estos datos indican que el
final de la floracion es un proceso del desarrollo altamente regulado. En lugar de ser un
proceso que ocurre “por defecto”, debido al agotamiento de los recursos destinados al
desarrollo de las semillas, el control del final de la floracion es un proceso complejo donde
intervienen multitud de factores, del que todavia se desconocen sus mecanismos de

accion.

De acuerdo con el modelo presentado por Balanza et al., 2018, se ha descrito que para
que una inflorescencia inicie la parada de la actividad meristematica asociada al final de
la floracion éste debe adquirir la competencia para detenerse, que dependeria
principalmente de la edad de la inflorescencia (Ware et al., 2020). Ademas del papel de



las fitohormonas que se han mencionado anteriormente, Ware et al., 2020 han propuesto
también un papel para las auxinas como elemento movil de sefializacion: Las auxinas
exportadas desde los ultimos frutos producidos por el SAM podrian desencadenar la
parada del meristemo al desestabilizar la canalizacion de las auxinas derivadas del propio

meristemo, induciendo su parada (Ware et al., 2020).

A pesar de que cada vez disponemos de mas informacién sobre la regulacion del final de
la floracion todavia quedan muchas cuestiones basicas por responder: ¢Son realmente las
auxinas la sefial movil derivada de las semillas que dispara el final de la floracion?,

¢Como se regula la ruta FUL-AP2?

1.3. Transicion floral

La ruta FUL-AP2 desempefia un papel central en el control del final de la floracion, donde
las actividades de ambas proteinas ejercen efectos contrarios sobre la actividad del
meristemo: FUL promueve la parada del SAM mientras AP2 promueve su actividad.
Llama la atencion que, a su vez, ambos genes han sido descritos como reguladores de
diversos aspectos del desarrollo en plantas, y curiosamente ambos juegan papeles clave

en el inicio de la floracion.

El ciclo de la vida de las plantas superiores se caracteriza, en lineas generales, por estar
dividido en una fase de desarrollo vegetativa donde se producen hojas y brotes a partir
del meristemo apical del tallo (SAM), y una fase de desarrollo reproductivo donde el
SAM sufre una serie de cambios tanto morfoldgicos como moleculares que lo llevan a
adquirir la competencia reproductiva y la consecuente produccion de d&rganos
reproductivos (Poethig, 1990). Estas fases pueden ocurrir de manera simultanea o
encontrarse divididas espacio/temporalmente. En el caso de Arabidopsis thaliana estas

dos etapas del desarrollo se encuentran espacio/temporalmente divididas.

La transicion floral, debido a su gran importancia en la biologia de las plantas, es un
proceso altamente controlado tanto por factores endogenos como exdgenos. Todas estas
sefiales coordinan la transicion floral y se integran a nivel de unos pocos genes
denominados integradores de la transicion floral (Lee et al., 2006). De este modo, se han
descrito diferentes rutas que controlan la transicion floral. La ruta del fotoperiodo
promueve la transicion floral en funcion de la duracion del dia (Corbesier et al., 2007;
Fornara et al., 2010). La ruta de la vernalizacion controla la transicién floral en respuesta

a un periodo de exposicion a bajas temperaturas permitiendo a las plantas saber cuando



ha pasado el periodo invernal (Chandler et al., 1996; D.-H. Kim & Sung, 2014; Koornneef
et al., 1991). La ruta autébnoma engloba a un grupo de genes de manera independiente a
las condiciones ambientales, asegurando que a pesar de todo la planta pueda florecer (Abe
etal., 2005; Koornneef et al., 1991; Michaels & Amasino, 2001; Simpson & Dean, 2002).
La ruta de la edad, donde sefiales endogenas dependientes de la edad de la planta
mediadas por la accion de algunos microRNA como, por ejemplo, el miR156 y el miR172
(Jung et al., 2011; J.-W. Wang et al., 2009; Wu et al., 2009), informan a la planta de que
han alcanzado un desarrollo 6ptimo para iniciar la fase reproductiva. También se ha
descrito que las giberelinas (GAs) son esenciales en la induccion de la floracion en dia
corto (Kobayashi & Weigel, 2007; Simpson & Dean, 2002) al igual que los niveles
energéticos, relacionados con la disponibilidad de azlcares (Gibson, 2000) o la

temperatura ambiental.

Como he mencionado anteriormente, todas estas rutas y sefiales se integran a nivel de
unos pocos genes. Los principales integradores promotores de la transicion floral son
FLOWERING LOCUS T (FT) y SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS
1 (SOC1) y los principales integradores represores de la transicion floral son
FLOWERING LOCUS C (FLC) y SHORT VEGEGATIVE PHASE (SVP) (Figura 3).
Interesantemente, tanto FUL como AP2 responden e interactdan con estos integradores
de la transicion floral y han sido descritos como reguladores de la transicion floral
mediando sefiales relacionadas con el fotoperiodo y la edad (Lee et al., 2006; Moon et al.,
2003; J.-W. Wang et al., 2009; Wigge et al., 2005). FUL es un promotor de la transicién
floral (Balanza et al., 2014; Teper-Bamnolker & Samach, 2005) mientras que AP2 es un
represor de la floracion (Mathieu et al., 2009; Yant et al., 2010). Tanto FUL como AP2
también interactdan fisicamente con algunos de los integradores de la transicion floral
que responden a la temperatura ambiental y al paso del invierno como son SVP o FLC
(Jeong et al., 2007a; Moon et al., 2003). Cabe destacar que FUL estd directamente
controlado por FT en respuesta al fotoperiodo, mientras que AP2 es capaz de reprimir en
este contexto, la expresion de FT y FUL (Mathieu et al., 2009; Teper-Bamnolker &
Samach, 2005; Wigge et al., 2005). FT esta considerado como el principal integrador de
todas las diferentes sefiales que disparan la transicion (Fornara et al., 2010). Cuando las
condiciones para la floracion son dptimas, FT se expresa y traduce en las hojas. Entonces,
la proteina es capaz de desplazarse desde la hoja hasta el SAM donde induce la transicion
floral mediante la activacion directa de SOC1y FUL (Corbesier et al., 2007; Wigge, 2011,



Yoo et al., 2005). Por otro lado, FLC y SVP, reprimen la transcripcion de FT y de SOC1
mientras que promueven la de AP2 (Capovilla et al., 2015; Tao et al., 2012).

Ruta fotoperiodo Ruta vernalizacion ‘ ’ Ruta T° ambiental Ruta auténoma
FLC
SVP
A 4 ' | 3
I':?- / SOCI\ / | S ‘
4P2 FUL ¢ AP2 <——— miRi172 4——-1 Ruta edad ‘

| TRANSICION |
FLORAL |

Figura 2. Modelo simplificado de la integracion de las sefiales de la transicion floral. Se
puede observar como todas las rutas de induccion de la floracion acaban convergiendo en
FUL-AP2 a través de las sefiales mediadas por los integradores de la transicién floral
aguas arriba como son FT, SVP, SOC1, y FLC. Aun asi la regulacion de la transicion

floral es ain méas compleja, siendo FT el principal integrador de todas estas sefiales.



2. OBJETIVOS

El estudio de los mecanismos que regulan el final de la floracion ha sido un tema olvidado
durante las ultimas décadas, a pesar de las grandes implicaciones econdémicas que podria
tener su aplicacion en el rendimiento de nuestros cultivos. La identificacion de la ruta
FUL-AP2 que regula este proceso (Balanza et al., 2018) ha despertado de nuevo el interés
en este campo, y en los dltimos 5 afios se han realizado importantes avances (Balanza et
al., 2019; Goetz et al., 2021; Martinez-Fernandez et al., 2020; Y. Wang et al., 2020; Ware
etal., 2020) a pesar de ello, todavia desconocemos los elementos de esta ruta que estarian
actuando aguas arriba de la ruta FUL-AP2, asi como la identidad de las sefiales que acttan

desde las semillas.

Como se ha comentado en la introduccion, FUL y AP2, ademas de controlar el final de la
floracion, participan también al inicio de la transicion floral estando regulados e
interaccionando con los genes conocidos como integradores de la transicion floral. Datos
previos del laboratorio, asi como estudios “in silico”, indican que estos integradores de la
transicion floral también estan presentes en estadios de desarrollo posteriores, aunque su

funcion y donde la ejercen en estas etapas no esta definido.

En este Trabajo de Fin de Master nos planteamos el objetivo general de averiguar si los
genes integradores de la transicion floral que interactian con los genes FUL y AP2
podrian también desarrollar un papel durante el fin de la etapa reproductiva. Para ello nos

planteamos el siguiente par de objetivos especificos:

- Caracterizar fenotipicamente diferentes mutantes implicados en la transicion floral
durante el desarrollo de la inflorescencia, e identificar cuales podrian tener un efecto en

el control del final de la floracion.

- Analizar mediante analisis moleculares como, por ejemplo, Q-PCR para el estudio de
los niveles de expresion de estos genes en los diferentes tejidos de la inflorescencia, asi

como su efecto sobre la ruta FUL-AP2

- Generacion de una herramienta que nos permita conocer mas sobre la regulacion del

complejo entramado que conforma el final de la floracion



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal

Los andlisis llevados a cabo en este Trabajo fin de Master realizaron con la especie
modelo Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0). Se utilizaron los mutantes de
pérdida de funcion detallados en la Tabla 1. Con ellos se realizo un analisis fenotipico de

parametros relacionados con el GPA y analisis moleculares.

Tabla 1. Mutantes de pérdida de funcion utilizados en el presente trabajo.

Gen Linea Ecotipo Procedencia
FT ft-10 Col-0 Yoo et al., 2005
FUL ful-2 Col-0 Ferrandiz et al., 2000
TSF tsf-1 Col-0 Yamaguchi et al., 2005
SVP svp-32 Col-0 Alonso et al., 2003
FT/TSF ft-10/tsf-1 Col-0 Yamaguchi et al., 2005
AMS ams-1 Col-0 Steiner-Lange S et al., 2010

3.2. Condiciones de cultivo en invernadero

Se sembraron las semillas de A. thaliana en macetas de plastico de 12 cm centimetros de
diametro para el caso de las transformaciones por Agrobacterium tumefaciens y para el
resto de analisis se llevaron a cabo en alveolos de 6.5 x 6.5 x 5 cm. El sustrato utilizado
fue sustrato universal con una proporcion de turba, perlita y vermiculita de 2:1:1. Las
semillas se colocaron en los alveolos en los que se habia introducido sustrato previamente
humedecido con agua potable y se cubrieron con film para hermetizarlas. Posteriormente,
se sometieron a un proceso de estratificacion en el cual estan aproximadamente 3 dias a
4°C y en condiciones de oscuridad para que la germinacién se sincronice. Pasado el
tiempo de estratificacion, se trasladaron a una cabina de invernadero con unas condiciones
de temperatura de aproximadamente 22°C durante el dia/noche, y un fotoperiodo
inductivo de 16h de luz y 8h de oscuridad. Las plantas fueron regadas por inmersion con
solucion nutritiva Hoagland n°1 con oligoelementos (Hewitt and Eden, 1953).

3.3. Recoleccién y almacenaje de semillas

Una vez que las plantas completaron el ciclo de vida y se secaron por completo, las
semillas se recolectaron en tubos de ensayo de 1.5 mL, previamente tamizadas con un
colador, y se dejaron secar durante 2 dias a 37°C. Para la conservacion de las semillas, se

almacenaron en una camara a 10°C, con una humedad del 25% y a completa oscuridad.



3.4. Esterilizacion de semillas
Previamente al cultivo, las semillas fueron lavadas y esterilizadas. Para ello se empled
etanol al 70% (v/v) con Triton X-100 al 0.005% (p/v), etanol al 96% (v/v) y papel de

filtro estéril.

El procedimiento que se llevé a cabo fue el siguiente: (1) Se dispusieron las semillas en
tubos de ensayo de 1.5 mL. (2) Se agreg6 a cada tubo 1 mL de etanol al 70% (v/v) con
Triton X-100 al 0.005% (p/v). (3) Se agitaron los tubos durante 5 minutos. (4) Se
centrifugaron durante 20 segundos a 150009 para que las semillas quedasen en el fondo
del tubo de ensayo y retirar asi el medio liquido. (4) Se afiadi6 etanol al 96% (v/v). (5) Se

depositaron las semillas sobre papel de filtro estéril y se dejaron secar.

3.5. Condiciones de cultivo in vitro de Arabidopsis thaliana

Una vez esterilizadas, se procedio al cultivo de las semillas de A. thaliana en placas de
Petri en condiciones de esterilidad bajo la campana de flujo laminar y se almacenaron en
condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) a una temperatura
constante de 25°C. La luz fue suministrada por tubos fluorescentes de tipo Grolux 36W

(Sylvana) con una intensidad de 90 uE m? s,

El medio de cultivo usado para el cultivo in vitro fue Musharige y Skoog con sacarosa
(MSS) previamente esterilizado mediante autoclavado a 120°C durante 20 minutos, y se
ajusto el pH del medid con hidroxido de potasio (KOH) hasta alcanzar un pH 5.7.

Para seleccionar las lineas transformantes de A. thaliana se utiliz6 el antibidtico
Kanamicina como agente de seleccién a una concentracion de 50 ug/mL y Timentina a
300 mg/mL.

3.6. Condiciones de cultivo de microorganismos

Para el cultivo de microorganismos, se empleé medio Luria-Bertani (LB). EI medio LB
estd compuesto por 10 g/L triptona (Panreac), 10 g/L de NaCl (Duchefa) y 5 g/L de
extracto de levadura (Duchefa) y se enrasa con 800 mL de agua miliQ. Posteriormente se
esterilizé en un autoclave durante 20 minutos a 120°C y a 1 bar de presion. En el caso de
cultivo solido de LB en placas de Petri, se afiadieron 3g/L de agar bacterioldgico, se
autoclavo, se atempero a 55°C en un bafio termostatizado y se vertié la disolucion en
placas de Petri bajo condiciones de esterilidad. Las placas de Petri con el LB solidificado

se almacenaron a 4°C en oscuridad.

En el caso de ser necesario, se suplemento el medio con un agente de seleccion (Tabla 3).
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3.7. Cepas bacterianas
Para la generacion de vectores y posterior transformacion in planta se usaron diferentes

cepas bacterianas (Tabla 2).

Tabla 2. Informacion de los microrganismos utilizados en este TFM.

Bacteria Estirpe Origen/Referencia
Escherichia coli DB3.1 Promega
Escherichia coli Supercharge EZ10 Clontech

Agrobacterium tumefaciens C58 pMP90 Konc(:igyég)chell

3.8. Agentes de seleccion

Para facilitar la seleccion de las lineas transformantes tanto de A. thaliana como de las
cepas bacterianas de E. coli y de A. tumefaciens se usaron diferentes agentes de seleccién
(Tabla 3).

Tabla 3. Agentes de seleccién empleados en el medio de cultivo.

Concentracion uso

Antibidtico Stock Concentracion uso A. thaliana . .
microorganismos
Kanamicina 100 mg/mL 50 pg/mL 50 pug/mL
Spectinomicina 100 mg/mL - 100 pg/mL
Rifampicina 50 mg/mL - 50 pg/mL
Timentina 500 mg/mL 300ug/mL -

3.9. Generacion de lineas transgénicas

3.9.1. Aislamiento y purificacion de &cidos nucleicos

Para la obtencion del DNA gendmico y posterior amplificacion de las regiones génicas
de interés, se utilizo el ecotipo silvestre Col-0 de A. thaliana. Se rcolentaron unos 10-15
mg de tejido vegetal y se incluyeron en un tubo de ensayo de 1.5mL con 200 uL de tampén
de extraccion 200 mM Tris-HCI pH 7.5; 50 mM NaCl; 25m M EDTA, 0.5% SDS en H.0
miliQ. A continuacion, se trituraron las muestras con ayuda de pistilos de plastico, se
afiadieron otros 200 pL de tampon de extraccion y se agitaron en un vorteX durante
aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 13000 rpm
durante 2 minutos y se recogieron 300 uL del sobrenadante a un nuevo tubo de ensayo.
A los nuevos tubos de ensayo, se le afiaden 300 pL de isopropanol, se mezclan por
inversion y se centrifugan durante 5 minutos a 13000 rpm. Se desecha el sobrenadante y

se lava el pellet con etanol al 70% (v/v). Finalmente, se centrifugan los tubos de ensayo

11



a 13000 rpm durante 5 min, se desecha el etanol y se deja secar el pellet hasta el dia
siguiente. Una vez eliminado cualquier resto de etanol, se resuspende el pellet con 25-50

pL de H.O miliQ y se almacenan a 4°C.

3.9.2. Sintesis de oligonucle6tidos
Los oligonucledtidos para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fueron disefiados,

sintetizados y suministrados por la empresa IDT (Integrated DNA Technologies).

Los cebadores se disefiaron con el proposito de amplificar los genes FLOWERING
LOCUS Ty TWIN SISTER OF FT. Se amplificaron tanto las secuencias gendmicas del

gen con resiones no traducidas (UTR) como las CDS de manera independiente (Tabla 4).

Tabla 4. Cebadores utilizados para la amplificacién de los genes de interés.

Gen Cebador Secuencia (5’2 3°)

FT CDS FT CDS Fw ATGTCTATAAATATAAGAGAC
FT CDS Rv CTAAAGTCTTCTTCCTCCGCA
FT UTR FT UTR Fw ACAAATTAAAGAAGCAGAAAC
FT UTR Rv TAAAGTATAAATATAACACTTC
TSE CDS TSF CDS Fw ATGTCTTTAAGTCGTAGAGATC

TSF CDS Rv CTACGTTCTTCTTCCCCCAC
TSE UTR TSF UTR Fw AAGAAGCAAAACATTTGATTG

TSF UTR Rv AATCGACTAAACAAATTATATTTTTATTC
Fw: Forward. Rv: Reverse. CDS: secuencias codificantes. UTR: regiones no traducidas

3.9.3. Amplificacién por PCR

Para la amplificacion de los genes de interés a clonar (FT y TSF) se recurrio a la técnica
de reaccién en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles Polymerase Chain
Reaction). La técnica también se utiliz6 para verificar que los procesos de extraccion de

RNA y de retrotranscripcion se habian realizado de manera correcta.

Para las reacciones de PCR, se utilizaron como reactivos: Tampdn Phusion HF Buffer al
1X, mezcla de ANTPs 200 mM, oligonucledtidos 0.5 uM de interés para la amplificacién
de casa gen (Tabla 4), 250 ng de DNA genomico previamente extraido y la enzima

Phusion DNA Polymerase a una concentracion final 0,02 U/uL.

El proceso se llevd a cabo en un termociclador SureCycler 8800 (Agilent Technologies).
El programa consistié en: (1) una fase de desnaturalizacion del DNA a 98°C durante 30
segundos. (2) 30-35 ciclos en los que habia una fase de desnaturalizacion de 10 segundos,
una fase de anillamiento a la temperatura indicada para cada pareja de cebadores y una
fase de extension de 72°C también con duracion variable dependiendo de la longitud de
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la cadena de interés a amplificar. (4) Por ultimo, una fase final de extensidn a 72°C durante

10 minutos.

Para la comprobacion de la PCR y purificacion del DNA, se emplearon unos 5-10 pL de
la reaccion en una electroforesis horizontal en gel de agarosa como se detalla en el

siguiente apartado.

3.9.4. Electroforesis de DNA en gel de agarosa y purificacion de DNA

Para la separacion de fragmentos de DNA, se utilizaron geles de agarosa a una
concentracion del 1-2% (p/v) en tampdn TBE 1X (Tris;Borato;EDTA) y bromuro de
etidio 0.5 pg/ml. El bromuro de etidio es un agente intercalante que permite visualizar las
bandas de DNA tras irradiarlo con luz ultravioleta. Se uso el sistema horizontal Sub-Cell
GT conectado a una fuente de alimentacion PowerPack™ Basic (BioRad). Se cargaron
las muestras de DNA afiadiéndoles tampon de carga Tritrack 6x (Thermo Scientific™)
en el caso de requerirlo. Como marcador de peso molecular usamos el GeneRuler 1Kb
Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™).

Para la purificacion de la banda de DNA del gel de agarosa, se procedio a cortar la zona
del gel donde se encontraba el DNA de interés con una cuchilla estéril y se purifico con
el sistema GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific™) siguiendo las instrucciones

descritas por la casa comercial.

3.9.5. Transformacién de células competentes de los microorganismos

Para la transformacion de microorganismos se usaron las cepas bacterianas descritas en
la Tabla 2. Se us6 una alicuota de las células competentes necesarias en cada ocasion y
se le anadio 1 ul de DNA y se resuspendi0. En la transformacion via electroporacion, se
paso el contenido del tubo de ensayo a una cubeta de electrodos de 0.1 cm de separacion
(BioRad) y se sometio6 a un pulso de corriente eléctrica de 1600 V en el sistema GenePulse
TM (BioRad). En el caso de la transformacién via choque térmico, las células con el DNA
se sometieron a un bafo de calor de 42°C durante 40-60 segundos. Independientemente
del tipo de trasformacion, después se le afiadio 1 mL de LB y se dejo incubar 1h a 37°C
en el caso de E. coli y 2h a 28°C en el caso de A. tumefaciens. Transcurrido ese tiempo se
plaquearon 50 pl en placas de LB solido con el agente de seleccion necesario en cada

Caso.
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3.9.6 Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli y A. tumefaciens

Para el aislamiento de DNA plasmidico se usé el sistema NZY Miniprep kit (Nzytech)
siguiendo el protocolo propuesto por la casa comercial. Este sistema se basa en la lisis y
posterior retencion del DNA en unas membranas acopladas a una columna. Una vez
extraido el DNA plasmidico, se comprobo la pureza y cantidad del DNA plasmidico
haciendo uso del NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific).

3.9.7. Digestion con enzimas de restriccion

Para la comprobacion y verificacion de las secuencias gendmicas se usaron enzimas de
restriccion. El tampon y las condiciones usadas con cada enzima fueron las recomendadas
por la casa comercial. La reaccion se llevo a cabo en tubos de ensayo de 1.5 mL, se
utilizaron 5-10 unidades de enzima por pg de DNA y se incubd la reaccién durante 1-2
horas a la temperatura Optima de cada enzima en un Thermomixer (Eppendorf).
Transcurrido el tiempo, se procedid a la separacion de los fragmentos del DNA mediante
electroforesis en gel de agarosa (poner el vinculo del apartado de electroforesis).
Posteriormente, se validd que el patron de bandas de DNA coincidiese con el patron

especifico esperado.

3.9.8. Vectores utilizados
Para la clonacion de los genes y posterior transformacion de A. thaliana, se emplearon
diferentes vectores que se encuentran detallados en la Tabla 5.

Tabla 5. Vectores usados en la clonacion de los genes de interés y en la transformacion de
A. thaliana

Vector Resistencia Utilidad
Vector intermediario usado para
la clonacion de fragmentos
amplificados por PCR en vectores
destino GateWay
Ensamblaje multipartito para

PCR8/GW/TOPO  Spectinomicina

pUPD2 Cloranfenicol GoldenBraid
- Ensamblaje binario para

pDGB3a Kanamicina GoldenBraid
. . Ensamblaje binario para

pDGB3Q Espectinomicina GoldenBraid

3.9.8. Clonacién en PCR8
El Clonaje en PCRS8 de Invitrogen, se basa en el uso de un vector lineal (PCR8) que tiene
unos salientes de timina en los extremos 3’ que sirven para la ligacion directa de productos
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de PCR amplificados con una polimerasa Taq. De esta forma, los extremos del inserto se
podrian introducir en el vector PCR8 gracias a la complementariedad con las bases de

adenina.

En primer lugar, se realizé una fase de adicién de cola de adeninas a los productos de
PCR previamente amplificados. Para ello, se llevd a cabo una reaccion compuesta por:
tampon 5X Colorless GoTaq Flexi Reaction Buffer a una concentracion final de 1.25X,
MgCl2 2.5 mM, dATPS 5 mM, la polimerasa GoTaq G2 DNA Polymerase ajustada a
1U/uL y el molde de DNA (la concentracion de este dependera de la eficiencia de la PCR
y de la purificacion). Esta reaccion se incub6 en un Thermomixer (Eppendorf) a 72°C

durante 20 minutos.

En segundo lugar, se preparé la IFC en la que se utiliz6 4 uL del producto de la reaccion
de adicion de la cola de adenina, 1 pL del vector PCR8 y 1 uL del tampdn de IFC (200
mM NaCl; 10 mM MgCl;). De esta manera, el vector pasaria de una forma lineal a una

forma circular con nuestro inserto.

Por Gltimo, se transformaron las bacterias de E.coli y se plaquearon en placas de LB con
la resistencia a espectinomicina o/v. La problematica de esta técnica es que el inserto se
puede introducir en ambas direcciones al no ser direccional. Para comprobar la
direccionalidad del inserto en el vector, se extrajo el DNA plasmidico de la colonia de
E.coli, se sometié a una digestion con enzimas de restriccion para comprobar que el

patron de bandas del DNA coincidiese con el esperado.
La cepa bacteriana que se utilizo en este clonaje fue la cepa Supercharge de E.coli.

3.9.10. Clonacion mediante el sistema de clonaje Golden Braid (GB)

El sistema Golden Braid es una herramienta estandarizada para el ensamblaje modular de
estructuras de DNA multigénicas. GB permite la combinacion binaria de maultiples
ensamblajes y facilita la reusabilidad de las partes de DNA y dispositivos ensamblados
para realizar eficazmente construcciones complejas (Sarrion-Perdigones et al. 2011;
Sarrion-Perdigones et al. 2013; Sarrion-Perdigones et al. 2014). Es un método basado en
el uso de enzimas de restriccion de tipo 11S (Bsal y Bsmbl) que reconocen secuencias no
palindromicas, pero no cortan en la secuencia de reconocimiento Sino a unos pocos

nucle6tidos de este.
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En primer lugar, esta tecnologia requiere del desarrollo de modulos independientes que
posteriormente se ensamblaran mediante el ensamblaje multipartito. ElI proceso de
creacion de cada mdédulo se conoce como domesticacion y consiste en adaptar tu
secuencia de interés para que sea compatible con el sistema GB. El primer paso fue
amplificar la pieza con cebadores que incorporen los sitios de clonaje Bsmbl flanqueando
la secuencia de interés y asi permitir que se inserte en el vector pUPD2 el cual incorpora
los sitios de corte Bsmbl y Bsal y posibilitard el ensamblaje multipartito de las piezas en
un médulo. Las secuencias génicas de interés se amplificaron por PCR y, posteriormente,
se realiz6 una reaccion en el termociclador con la enzima Bsmbl, para unir la secuencia
amplificada con el vector de ensamblaje multipartito pUPD2. Gracias a que Bsmbl es una
enzima de restriccion 1S, corta en la parte adyacente al sitio de reconocimiento
originando el sitio de restriccion diana de Bsal y un excedente de 4 nucleétidos
adyacentes al sitio de reconocimiento de esta que permitird recuperar la secuencia
amplificada. En esta reaccion también se pierde el gen marcador LACZ que tenia el vector
pUPD2, permitiendo que, una vez transformadas las bacterias con el plasmido, se
seleccionen aquellas que no den coloracion azul debido a que no son capaces de
reaccionar con el sustrato X-gal que se afiade al medio de cultivo. Ademas, el medio de
cultivo también tendra cloranfenicol como agente de seleccion ya que el vector pUPD2
contiene el gen de resistencia a este antibidtico y el DNA plasmidico se verifico por
digestion con enzimas de restriccion. Se domesticaron el promotor inducible por calor
(HSP18), el promotor especifico de semilla AT2S3, el factor transcripcion artificial
LhG4, el promotor articifial pOp, el mddulo Gate Way y el marcador B-Glucoronidasa
(GUS).

Posterior a la domesticacion de las piezas y generacion de los modulos, se procedi6 al
ensamblaje multipartito de estos. Para la union de los modulos (Promotor + CDS +
Terminador) se prepard una reaccion de restriccion-ligacion en la que se afiadio en un
tubo de ensayo 1.5 mL los siguientes componentes: los médulos en vector pUPD2 que se
quieren fusionar, el vector de destino y la enzima Bsal con su respectivo tampon. De esta
manera quedaran las secuencias de interés con extremos protuberantes y complementarios
entre si y con el vector de destino quedando unificados. Esta reaccion se lleva a cabo en
un termociclador. De nuevo se repitid el proceso de transformacién, cultivo (en este caso

dependiendo del vector de destino tendréa resistencia a espectinomicina o kanamicina) y
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comprobacion mediante digestion con enzimas de restriccion. De esta manera se

obtuvieron las diferentes unidades transcripcionales.

Por ultimo, se procedio al ensamblaje binario de las unidades transcripcionales sobre los
vectores finales. Hay que tener claro que para unificar las unidades transcripcionales
deben estar en un mismo vector de destino, es decir, deberdn estar en un vector p
pDGB32a4 y en un vector p pPDGB3a, 0 bien, lo mismo pero en pDGB3q.». Si las unidades
transcripcionales que queremos unir se encuentran en vectores o Se usara un vector de
destino Q o0 a la inversa. La reaccion de cada ensamblaje binario se llevo a cabo en tubos
de ensayo de 1.5 mL donde se afiadio la pareja de unidades transcripcionales, el vector de
destino y la enzima de restriccion correspondiente (Bsal o Bsmbl) con su respectivo
tampon. La reaccién se llevd a cabo en un termociclador. Posteriormente se transformo
las bacterias competentes de E.coli y se cheque6 por digestion con enzimas de restriccion
(en los pasos que estuviese presente el médulo GW se usaran las cepas DB3.1 de E.coli).
De esta forma, obtendriamos nuestro vector con los sitios LB y RB flanqueando el sitio

de clonacion que son necesarios para transformar la planta via A. tumefaciens.

3.9.11. Clonacion mediante el Sistema de clonaje Gate Way (GW)

La estrategia de clonaje GateWay, desarrollada por Invitrogen, se basa en la capacidad
del fago A para integrarse en el genoma de E.coli a través de la recombinacion especifica.
De esta forma, se podran introducir fragmentos de DNA de interés en vectores

especificos.

En nuestro caso, este sistema de clonaje se utilizé para introducir los genes FT y TSF,
previamente clonados en PCR8, en el vector de destino pDG3a que previamente se habia

sintetizado via Golden Braid como se ha detallado anteriormente.

Se realizd una reaccion LR en la que los sitios attL1 y attL.2 del vector PCR8 con el gen
clonado recombinaron con los sitios attR1 y attR2 del vector pDG3a. La reaccion se llevo
a cabo en un tubo de ensayo de 1.5 mL con los siguientes componentes: 4 uL del vector
PCR con el gen clonado, 1 pL del vector de destino pDG3a, 3 puL del tampon TE pH 8y
2 uL de la clonasa LR (Gateway LR Clonase Il enzyme mix; Invitrogen). La reaccion se
incubd a 25°C durante 25 minutos. Dicha reaccion se detuvo afadiéndole 1 ulL de la
proteinasa K (Invitrogen) durante 10 minutos a 37°C.
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Una vez terminada la reaccion LR, se transformé el vector en E.coli y se seleccionaron
las colonias en medio sélido de LB con kanamicina. Posteriormente, se confirmaron

mediante el aislamiento del DNA plasmidico y digestion con encimas de restriccion.

Se us6 la cepa bacteriana Supercharge EZ10 de E.coli la cual si la reaccion de LR falla,
muere ya que en el casette GateWay esta presente el gen letal ccdb.

3.9.12. Transformacion de Arabidopsis thaliana mediante agroinfiltracion

Como ya se ha indicado, para la transformacion de A. thaliana se sembraron unas 8-12
semillas en macetas de 12 cm de didmetro y se dejaron crecer en las condiciones
previamente descritas. Las lineas que se sembraron para la transformacion, todas en fondo
Columbia, fueron: Col-0 (WT), ft-10, tsf-1 y ft-10/tsf-1.

Primero, se inoculé A. tumefaciens en un tubo de ensayo de 5 mL con LB liquido y los
correspondientes agentes de seleccién (Kanamicina, Rifampicina y Gentamicina) y se
dejaron en una cdmara a 28°C y en agitacion durante 24 horas. Pasado ese tiempo, se
inocularon los 5 mL del tubo de ensayo en un matraz con 500 mL de LB liquido al que
se le afiadieron los mismos antibioticos y se dejé crecer durante otras 24 horas en las
mismas condiciones. Una vez que las bacterias habian crecido, se precipitaron los
precultivos a 5000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 250 mL de solucién de infiltracion (sacarosa 50 g/L, Silwet L-77
300 ul/L). Ulteriormente, se sumergieron las plantas en la solucion de infiltracion durante
3 minutos y se cubrieron con una bolsa de plastico durante 24 horas para mantener la

humedad.

3.10. Deteccién de la actividad p-Glucoronidasa (GUS) mediante tincion
histoquimica

Debido a que las plantas transformantes llevaban asociado el gen marcador que codifica
B-Glucoronidasa (GUS), se pudo hacer un seguimiento de la expresiéon del transgén
mediante el estudio de la actividad GUS. Para ello se empleo el sustrato cromogénico 5-
bromo-4-cloro-3-indolil B-D-Glucurénido (X-Gluc) que tifi6 de azul los dominios fisicos

de expresion del transgén.

El protocolo que se llevé a cabo fue el siguiente: (1) Las plantulas se colocaron en un
tubo de ensayo de 1.5 mL con acetona al 90% (v/v) durante 15 minutos. (2) Se elimind la
acetona y se hizo un lavado de 5 minutos con H20 miliQ. (3) Se elimino el H2O miliQ y

se afiadio al tubo de ensayo el tampon de tincion (NaH2PO4 13.42mM a pH 7.2; NazHPO4

18



11.58 mM a pH 7.2; ferrocianuro potasico 5 mM, ferricianuro potasico 5 mM, y Triton
X100 0.25mM) al que previamente se le habia afiadido X-Gluc 5 mM. (4) Se incubaron
las muestras a 37°C o/n. (5) Se elimind el tampdn de tincidn y se procedio a una serie de
lavados. (6) Se lavo con etanol al 25% (v/v), al 35% (v/v) y 50% (v/v) durante 10 minutos
respectivamente. (7) Se elimind el etanol y se fijaron las muestras en FAE (50% etanol
(v/v), 10% acido acético glacial (v/v), 5% formaldehido (v/v)) durante 1 hora. (8) Una
vez finalizado el proceso de fijacion, se conservaron las muestras en etanol al 70% (v/v)

hasta su visualizacion.

3.11. Microscopia de bajo aumento

Para la visualizacion de las plantulas transformantes tefiidas con GUS y los meristemos
apicales del brote (SAM) de las plantas de A. thaliana a 3 semanas después del bolting,
se utilizé microscopia de bajo aumento. Se emple6 el microscopio Leica DMS1000 y el
software de analisis de imagen LAS-X. Las muestras se montaron en un portaobjetos, se
cubrieron de H20 miliQ, se taparon con un cubreobjetos de 20x20 mm (Labbox) y se
procedid a su visualizacion y fotografiado.

3.12. Recoleccion y procesamiento de las muestras para extraccion de proteinas
totales y extraccion de RNA

La muestras tanto para la extraccion de proteinas como de RNA, se recolectaron a tres
semanas después del bolting ya que es un momento proximo al final de la floracion.
Entendemos por bolting cuando el crecimiento de la inflorescencia alcanzé
aproximadamente 1 cmy se estableci6 esto como dia 0 (D0). Las muestras se recolectaron
haciendo uso de pinzas metalicas estériles, se agruparon las muestras independientes en
un tubo de ensayo de 1.5mL con 2-3 perlas y se introdujeron las muestras, de manera
inmediata, en nitrogeno liquido. Todas las muestras fueron recolectadas a tres semanas
después del bolting. En el caso de la recoleccion de muestras del SAM, se retiraron todas
las flores en antesis y los botones florales cercanas a este y se dejaron en torno a 2-3
botones florales, se corto el apice con una longitud de aproximadamente 1 cm y se
agruparon unos 10-12 SAMs en un tubo de ensayo 1.5 mL. Con respecto a las flores en
antesis, frutos a 5 dias post-antesis (5DPA) y frutos a dos dias post-antesis (2DPA), se
recolectaron retirando dichos tejidos del tallo junto con el pedicelo y se agruparon de 10-
12 muestras en un tubo de ensayo de 1.5 mL. Se siguio el mismo procedimiento para las
muestras de hoja, recogiendo 3-5 hojas “jovenes” antes del bolting. Una vez que se

tuvieron las muestras en nitrégeno liquido y agrupadas en el tubo de ensayo con perlas,
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se trituraron utilizando el homogeneizador Retsch MM 400 a un frecuencia de 30 1/s

durante 45s. EIl proceso se repitio dos veces.

3.13. Extraccion y purificacion del RNA total

Para la extraccion del RNA total de las muestras recolectadas (explicado anteriormente)
se utilizé el sistema E.Z.N.A Plant RNA Kit (OMEGA) siguiendo el protocolo
proporcionado por el fabricante. Este sistema se fundamenta en la union selectiva del
RNA a membranas acopladas a columnas de centrifugacion. Ademas, el propio kit
incorpora la DNAasa para eliminar todo el ADN gendmico presente en nuestras

extracciones de RNA.
3.14. Sintesis de cDNA (retrotranscripcion)

Para la sintesis de cDNA a partir de RNA, conocido como retrotranscripcion, se uso la
SuperScript® 1V Reverse Transcriptase (Invitrogen) que se basa en el uso de una
transcriptasa inversa (RT) para la sintesis de cDNA a partir de un molde de RNA. La

cantidad de RNA que se utilizé de las muestras fue de 1 pg.
3.15. Oligonucledtidos para qPCR

Los oligonucleotidos para qPCR se obtuvieron mediante una blsqueda bibliografica para

cada regidn especifica de cada gen (Tabla 6) y asi poder analizar su expresion.

Tabla 6. Cebadores usados para el andlisis de la expresidn de genes mediante qPCR.

Gen Cebador Secuencia (5°> 3’) Referencia

FT FT Fw CCATTGGTTGGTGACTGATATCC Marin-Gonzalez E et al
FT Rv TTGCCAAAGGTTGTTCCAGTT (2015)

FUL FUL Fw GAAGGACAATTAGTCCAATGCTC Di Marzo M et al
FUL Rv GTGAGATAGTTCTACTCGTTCG (2020)

AP AP2 Fw GTGGAGTAGAAGCGGATATC Di Marzo M et al
AP2 Rv ATTGACCCATTCGAGCTTCC (2020)

TIPA1 TIP41 Fw GTGAAAACTGTTGGAAAGCAA Disefio propio

TIP41 Rv TCAACTGGATACCCTTTCGCA
Fw: Forward. Rv: Reverse.

3.14. PCR cuantitativa (QPCR)

Para llevar a cabo la reaccion de qPCR se utilizaron placas de 96 pocillos (Applied
Biosystems™). En cada pocillo se afiadieron 0,8 pL de cDNA, 2 uL. de SYBR® GREEN
PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 1 uL. de cada uno de los oligonucleotidos (5
puM) y H20 miliQ hasta un volumen final de 10 pL. La placa se transfirio a un

termociclador ABI 7500 Fast Real-Time PCR System acoplado a un software informatico
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de ThermoFisher. Las condiciones que se programaron en dicho termociclador fueron
una fase de atemperacion de 20 segundos a 50°C, una fase de desnaturalizacion de 15
minutos a 95°C y 40 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion de 15 segundos a 95°C y
elongacion de 1 minuto a 60°C). Se utilizaron para cada muestras tres réplicas bioldgicas
y tres réplicas técnicas. Para cuantificar la expresion relativa de los genes, se uso el
método 2-AACt (Applied Biosystems™) donde Ct (Ciclo umbral o Treshold Cycle), es
el ciclo en el que empieza a detectarse la amplificacion por encima del nivel basal de
florescencia. El gen de expresion constitutiva que se utilizé para la normalizacion fue
TIPA41.

3.15. Extraccién de proteinas totales

La extraccion se realizo con el tampdén Laemmli 2x (Tris-HCI 0,5mM pH 6; SDS al 20%
(v/v), glicerol, azul de bromofenol al 1,5% (v/v); DL-Ditiotreitol (DTT) al 0,1M). El
protocolo que se llevo a cabo fue el siguiente: (1) Se sacaron la muestras del nitrégeno
liquido y se le afiadieron 150uL de tampdn Laemmli 2x. (2) Se di6 un vortex a la muestras
y se dejaron en nitrégeno liquido. (3) Se pusieron las muestras en un bafio durante 5
minutos a 95-100°C. (4) Se centrifugaron las muestras a 4°C durante 12min a 15.000 rpm.
(5) Se paso el sobrenadante a uno tubo de ensayo y se conservan en hielo si se van a usar

en el momento o en nitrégeno liquido.

3.16. Cuantificacion de proteinas totales

Para la cuantificacién de las proteinas totales de los extractos, se utiliz6 el kit de Biorad
“RC DC protein assays” siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se
cuantificaron los valores de absorbancia mediante espectrofotometria con una longitud
de onda de 750 nm. Para la medicion se emple6 un espectrofotometro de Thermo

Scientific y cubetas de 1 cm de paso Optico.

3.17. Andlisis proteico mediante Western blot

Se realizd un Western Blot a partir del extracto de proteinas totales.

3.17.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (EGPA) en condiciones
desnaturalizantes

Para ello, las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Para ello, usamos el sistema de
electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad). Las dimensiones de los geles usados
fueron de 6,5 x 8 cm y el grosor del gel fue en unos casos de 1,5 mm a una concentracion
de poliacrilamida al 15% (p/v). La cantidad de muestra que se carg6 en cada pocillo se
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hizo en base al contenido de proteinas totales, segun lo descrito anteriormente. El tampon
de electroforesis utilizado estaba compuesto de contiene 14,4 g/L de glicina, 3 g/L de Tris
(base) y 10 mL/L de SDS 10%. Se trabajo con una corriente eléctrica constante de 100
V.

3.17.2. Transferencia humeda

Una vez que las proteinas fueron separadas por electroforesis, se transfirieron a una
membrana de PVDF con un tamafio de poro 0,2 pg (Bio-Rad). La transferencia se llevo
a cabo en tampodn de transferencia con una corriente constante de 100 V durante 40
minutos a 4°C. Posteriormente, se tifid la membrana con Rojo Ponceau como una forma
de cuantificacion relativa de la cantidad de proteina de cada nuestra y se elimind el

colorante.

3.17.3. Incubacidn de la membrana con anticuerpos

Previo a la incubacién, se satur6 la membrana con solucién de bloqueo (TBST 0,1% Tris-
HCI 50mM; NaCl 150mM; Tween-20 al 0,05% (p/v); leche en polvo al 5% (p/v)) durante
1-2 horas a temperatura ambiente. Ulteriormente, se incub6 la membrana o/v a 4°C con
el anticuerpo primario. Finalmente, se retir6 el anticuerpo primario, se lavé la membrana,
se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario y se volvié
a lavar esta. El anticuerpo primario que se utiliz en este trabajo fué el anti-FT/TSF
(Agrisera) que reconoce especificamente a la proteina FLOWERING LOCUS T 0 a su
homologa TWIN SISTER OF FT de A. thaliana y se diluy6é a una concentracion de
1:1000. EIl anticuerpo secundario que se utilizd fue el anti-Rabbit 1IgG H&L (Agrisera)

que se diluyé a una concentracién de 1:10000.

3.17.4. Revelado de la membrana

Para el revelado de las membranas se us6 el método de deteccion muy sensible basado en
el kit AgriseraECL SuperBrigth (Agrisera) basado en la actividad de la enzima
peroxidasa. El sustrato se afiadi6 a la membrana, se incub6 durante al menos 5 minutos y

se observo mediante el imager LAS-3000 de Fujifilm.

3.18. Recoleccion y procesamiento de exudados

Las muestras recolectadas de exudados recolectadas fueron de frutos SDPA vy frutos
2DPA de plantas a 3 semanas después del bolting (SDB) del ecotipo silvestre, el mutante
ft-10 y el mutante ams-1 Para ello se llevo a cabo el siguiente procedimiento: (1) Se
recogieron los frutos, junto con el pedicelo, con pinzas metalicas estériles y se depositaron
en una placa Petri que contenia EDTA 5 mM (&cido etilendiaminotetraacético). (2) Con
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una cuchilla estéril se cortd aproximadamente 1mm del pedicelo del fruto. (3) Se
agruparon 15 muestras de fruto en tubos de ensayo de 1.5mL a los que previamente se les
habia afiadido 200 mL de EDTA 5mM. (4) Los tubos de ensayo se dejaron en la cabina
del invernadero o/v cubiertos de papel de aluminio en condiciones de oscuridad. (5) Al
dia siguiente se retiraron los frutos del tubo de ensayo y el exudado se quedd en la

solucion de EDTA presente en el tubo de ensayo.

Una vez recolectados los exudados, se procedi6 a liofilizar las muestras con el secador de
vacio de alto rendimiento. De esta manera, se elimin6 el EDTA y cualquier resto celular

que pudiese interferir con el SDS-PAGE.

3.19. Fenotipado de la cinética de produccion de flores

Para determinar la produccion de flores se realizé un conteo de las flores/frutos presentes
en la inflorescencia principal de la planta durante tres dias a la semana (Lunes, Miércoles
y Viernes). Se marco la ultima flor en antesis presente cada dia que se realizaba el conteo
para asi tenerla como referencia para el siguiente conteo de flores. Ademas, se recogieron
datos sobre el dia en el cual la planta producia la transicion floral o bolting y datos sobre

el tiempo que el meristemo se mantuvo activo (produciendo flores) en cada mutante.

Se utilizaron los mutantes ft-10, svp-32, tsf-1 y como control el ecotipo silvestre (Col-0)
y el mutante ful-2.

4. RESULTADOS

La ruta FUL-AP2 es determinante en el control del final de la floracion, pero apenas se
conocen elementos reguladores de su expresion durante esta etapa. Por otro lado, tanto
FUL como AP2 también acttan durante el inicio de la floracion actuando como promotor
y represor respectivamente. Durante el inicio de la transicion floral si que se conocen
genes que modulan su expresion y actividad, aunque se desconoce si estos genes también

ejercen esta funcion durante otras etapas del desarrollo.

4.1. Los integradores florales FT y SVP son moduladores del final de la floracion
Con el fin de identificar nuevos elementos reguladores implicados en el final de la
floracién se decidié caracterizar fenotipicamente mutantes para algunos de los

reguladores descritos de FUL y AP2 y establecer si, al igual que FUL y AP2, estos genes

23



podrian participar en el control del final de la floracion. Se decidio caracterizar los
mutantes FLOWERING LOCUS T (ft-10, FT es un activador de FUL, y represor de AP2),
TWIN SISTER OF FT (tsf-1, gen estrechamente relacionado y redundante con FT) y
SHORT VEGETATIVE PHASE (svp-32, represor de FT y la transicion floral junto a AP2).
Como controles se utilizaron plantas silvestres ecotipo Columbia (Col-0) y el mutante ful-
2. Los datos recogidos del conteo del nimero de flores nos permitieron generar una
gréafica donde observar la cinética de produccion de frutos para cada uno de los mutantes
analizados (Figura 3). A partir de este tipo de graficas se pueden establecer no solo la
produccién total de flores y el tiempo que dura el periodo de floracion, sino también la

tasa de produccién de las mismas, reflejando la actividad del meristemo.

En cuanto al nimero total de flores, observamos que la inflorescencia principal de las
plantas silvestres y el mutante tsf-1 produjeron un nimero similar de flores, con una media
de 41,6 £ 2,1y 38,8 + 1,7 flores respectivamente (Figura 3, 4). Como cabria esperar, el
mutante ful-2 mostro un incremento del nimero de flores producido en el tallo principal
(48,1 £+ 1,9) respecto a las plantas silvestres (Figura 3, 4), aunque no tan significativo
como en trabajos realizados anteriormente en el grupo (Balanza et al., 2018, 2019). Los
dos mutantes analizados restantes, ft-10 y svp-32 llamaron fuertemente nuestra atencion:
El mutante ft-10 cesé la actividad meristeméatica con un total de 50,3 + 4,5 flores
mostrando una mayor produccién que las plantas silvestres (Figura 3). Sin embargo, el
mutante svp-32 tuvo una produccion total de 29,1 + 3,8 flores resultando en una menor

produccidn que las plantas control (Figura 3).
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Figura 3: Numero acumulativo de flores producido por los mutantes nulos de integradores
de la transicion floral. Se contaron las flores durante tres dias a la semana. En el grafico se
representan todas las lineas desde un mismo punto de partida, pero cabe destacar que cada mutante
florecié a un tiempo determinado ya que presentaban alteraciones en la transicién floral. Cada
punto representa la media de al menos 10 plantas. La significancia estadistica del nimero final y
de los dias que esta el meristemo activo se representan en la figura 4.

Los resultados obtenidos indican que tanto FT como SVP modulan la actividad del SAM
en la inflorescencia. Nuestros datos indican que FT, al igual que FUL, se comporta como
un promotor del final de la floracion. Por otro lado, SVP actla de forma opuesta,

promoviendo la actividad del meristemo.

En el numero de flores producido por el SAM depende principalmente de dos factores, la
velocidad con la que produce nuevos primordios y el tiempo durante el que esta
produciéndolos. Se ha descrito que el mutante ful produce flores al mismo ritmo que las
plantas silvestres y que el incremento observado en la produccién de flores se debe a una
extension en el tiempo de la actividad meristematica. Con el objetivo de determinar si las
diferencias observadas en la produccion de flores se debian a un cambio en el ritmo de
produccién de las flores o bien a una mayor longevidad del SAM, se analizé también la
duracion del periodo de floracion, asi como la tasa de produccion de flores semanal
(Figura 5). Nuestros datos indicaron que tanto las plantas silvestres como todos los
mutantes se comportaban de manera similar en torno a las primeras dos semanas (Figura

3). Sin embargo, a partir de aproximadamente 18 dias se observaron los primeros cambios
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ya que las plantas svp-32 pararon la produccion de flores mientras que el resto de las
plantas continuaron produciendo flores (Figura 3, 5). Posteriormente, se observo la parada
de las plantas silvestres y el mutante tsf-1 cesando la produccion entorno a los 21 dias
(Figura 3, 5). Por ultimo, tanto el mutante ful-2 como la linea ft-10 mantuvieron la
produccién de flores hasta aproximadamente 28 dias después del bolting (Figura 3, 5).
Como ya se ha mencionado, el mutante ful-2 produjo menos flores que en experimentos
descritos en la bibliografia, pero, aun asi, estuvo produciendo flores durante méas tiempo
como se esperaba (Figura 3, 5). Estos resultados indicaban claramente que el mutante ft-
10, al igual que ful-2 mantenian los meristemos activos durante mas tiempo, mientras que

el mutante svp-32 desarrollaba una parada temprana de estos.
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Figura 4. Numero total de flores producidas en las diferentes lineas de plantas. Se utilizaron
diferentes mutantes de pérdida de funcidn relacionados con genes integradores de la floracion.
Representacion del namero total de flores producidas por los diferentes mutantes de pérdida de
funcion analizados, destacan svp-32 y ft-10 por producir, respectivamente, un ndmero
significativamente menor y mayor de flores que Col-0 respectivamente. En cada linea se
analizaron al menos 10 plantas independientes. Los datos experimentales se sometieron a una
prueba estadistica t-Student para comprobar las diferencias respecto a Col-0.

Para determinar si la tasa de produccion de nuevos primordios producidos por el
meristemo se comportaba de forma distinta en los diferentes mutantes, se calculd la tasa
de produccidn de flores diarias por semanas para cada mutante y los controles. Se observo
que el comportamiento del SAM fue similar en todas las plantas analizadas durante las
dos primeras semanas (Figura 5). Durante la tercera semana, todas las plantas

mantuvieron la misma tasa de produccion diaria salvo el mutante svp-32 que disminuy6
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claramente su ritmo. Durante la cuarta semana solo permanecieron activas las plantas de
los mutantes ful-2 y ft-10, que detuvieron su actividad durante la quinta semana. Estos
datos refuerzan la idea propuesta al analizar el periodo de floracion de los mutantes
indicando que los cambios en el nimero de flores producidas por el SAM se deben
principalmente a un cambio en la regulacion temporal del final de la floracién mas que a

un cambio en la tasa de produccion de nuevos primordios.
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Figura 5. N° de dias que permanece el SAM activo y ratio de produccion. A. N° flores y
tiempo de produccion. A. Dias que permanece activo el SAM en las diferentes lineas. B. Ratio de
produccion de flores por dia en las diferentes semanas que permanecieron activos los meristemos
de las diferentes lineas. En cada linea se analizaron al menos 10 plantas independientes. Los datos
experimentales se sometieron a una prueba estadistico t-Student para comprobar las diferencias
respecto a Col-0.
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Los resultados obtenidos nos permiten concluir que tanto FT como SVP podrian
participar en la regulacion del final de la floracion. Debido a las limitaciones de tiempo
para la realizacion de este trabajo, se decidié continuar con el estudio de solamente uno
de estos dos factores, FT. Los motivos de esta eleccion fueron que FT se habia descrito
como el florigeno, una proteina movil capaz de inducir la transicion floral (Corbesier et
al., 2007; Fornara et al., 2010). Bajo las condiciones adecuadas, FT se expresa en las hojas
donde se traduce y viaja via floema hasta alcanzar el SAM donde dispara la transicion
floral. Como se comentd en la introduccion, el final de la floracion esta controlado
genéticamente en el SAM por la ruta FUL-AP2, pero también por sefiales desconocidas
mediadas por la presencia de semillas. De este modo, se ha propuesto la posible existencia
de una sefial mavil que viajara desde las semillas hasta el SAM donde induciria su parada.
Puesto que FT parece ejercer una sefial inhibitoria sobre la actividad del SAM y, ademas,
tiene la capacidad de moverse a larga distancia por la planta, decidimos continuar con su

estudio y determinar si funciona como una sefial local o mévil.

4.2. Analisis de la expresion génica de FT y la ruta FUL-AP2

Para analizar molecularmente qué mecanismos podrian encontrarse detras del retraso en
la parada del meristemo y de la mayor produccidn de flores en el mutante ft-10, se decidid
realizar un estudio de la expresion génica tanto de FT como de los elementos principales
de la ruta FUL-AP2, tanto en plantas silvestres como en el mutante ft-10.
Interesantemente, en estudios transcriptdmicos previos indican que la expresion de FT en
el SAM es muy baja o incluso nula (Tian et al., 2014; Yadav et al., 2009) pero
sorprendentemente es muy alta en frutos y semillas en estadios intermedios (Schmid et
al., 2005). Ante la posibilidad de que FT pudiera estar actuando como una sefial movil
procedente de las semillas se decidid incluir en el estudio el mutante estéril aborted
microspore-1 (ams-1). ABORTED MICROSPORES es un gen que Se expresa
exclusivamente en las células del tapetum de las anteras, cuya ausencia genera esterilidad

masculina, traduciéndose en una prolongacién en la actividad del SAM.

En primer lugar, se analizo la expresion de dichos genes en el SAM. Para ello se tomaron
muestras eliminando el maximo numero de primordios florales circundantes. Segun
nuestro analisis, FT se expresaba de forma detectable en el SAM de las plantas silvestres,
siendo no detectable en las muestras del mutante ft-10. En cuanto a la expresién de FT en
el SAM del mutante ams-1, se observo una fuerte reduccion en sus niveles (Figura 6),

indicando que en ausencia de las semillas hay una fuerte reduccion de los niveles de FT
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en el meristemo. Respecto a la expresion de FUL en el SAM, se vio que en el fondo ft-10
la expresion estaba reducida aproximadamente a la mitad en comparacion al fondo
silvestre, aunque en el mutante estéril no se observaron cambios respecto al control
(Figura 6). Por ultimo, la expresion de AP2 no varié considerablemente entre las plantas
silvestres y el mutante ft-10, viéndose reducida a la mitad en el mutante ams-1 (Figura 6).
Los resultados obtenidos sugieren que el mantenimiento de la actividad del SAM
observado en el mutante ft-10 podria explicarse por la disminucion en los niveles de FUL.
Esta relacion también esta de acuerdo con la funcién activadora de FUL propuesta para
FT. Por otro lado, la ausencia de FT y la disminucion de FUL parece no tener efectos
sobre la expresion de AP2. Curiosamente, en el mutante ams-1, que al igual que ft-10
mantiene durante mas tiempo la actividad del SAM, la expresion de FUL y AP2 parece
ser diferente. En este caso si que se observo una clara disminucion de la expresion de AP2
respecto al control, mientras que los niveles de FUL eran similares a los observados en el
control. Un dato que nos llamé la atencion fue que en el mutante ams-1, donde solo esta
afectada la fertilidad, se observara una reduccion tan dréastica de los niveles de FT en el
SAM, y que esta reduccion no afectara a la expresion de FUL como ocurria en el mutante
ft-10. Esta observacion sugiere que la presencia de semillas seria capaz de inducir la
expresion de FT en el SAM. Por otro lado, una posible explicacién a los niveles altos de
FUL en el mutante estéril podria ser que la proteina de FT necesaria para activar la

expresion de FUL proviniera de otros tejidos de la planta.
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Figura 6. Niveles de expresion relativos de FT, FUL y AP2 en el SAM en plantas silvestres,
mutantes ft-10 y mutantes estériles (ams-1). Se muestra el nivel de expresion de cada gen
normalizado frente al nivel de expresién del gen constitutivo TIP41-like de tres réplicas biologicas
pertenecientes a experimentos independientes. Para cada réplica bioldgica se llevaron a cabo tres
réplicas técnicas. Las barras de error corresponden a la SD de la media. La significancia
estadistica de las diferencias respecto al ecotipo silvestre se realizaron mediante un analisis t-
Student.

Puesto que la sefial derivada de las semillas se deberia producir en el fruto, decidimos
analizar la expresion de FT, FUL y AP2 en diferentes momentos de su desarrollo (Figura
7), analizando flores en antesis, frutos dos dias después de antesis (2DPA) y frutos cinco
dias después de antesis (5DPA).

En cuanto a la expresion de FT en las plantas silvestres, se pudo observar un progresivo
aumento de la expresion con el desarrollo del fruto, coincidiendo los valores de expresién
mas altos en los frutos de 5DPA (Figura 7A). En el mutante estéril, al igual que ocurria
en el SAM, los niveles de FT fueron extremadamente bajos en el estadio de antesis,
aumentando significativamente a 2DPA respecto a antesis, aunque sin alcanzar nunca los
niveles observados en las plantas silvestres. Los niveles de FT en frutos 5DPA fueron
similares a los observados en frutos 2DPA, incrementandose en este estadio la diferencia
respecto a las plantas silvestres (Figura 7A). Estas diferencias observadas entre plantas
silvestres y el mutante ams-1 podria asociarse al efecto de la polinizacion y generacion
de semillas que estarian generando un aumento de FT en el fruto debido a esas semillas

en desarrollo.
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Analizando la expresion de FUL durante el desarrollo del fruto, se observo que en las
plantas silvestres la expresion de este gen se mantiene constante durante todo el desarrollo
del fruto (Figura 7B). Interesantemente, el mutante ft-10 no tenia afectada la expresion de
FUL en ninguna de los tres estadios de desarrollo del fruto analizados (Figura 7B),
sugiriendo que la expresion de FUL durante el desarrollo floral no depende de FT. Por
otro lado, se observd que en el mutante estéril los niveles de FUL aumentaban
significativamente en las tres etapas del desarrollo analizadas (Figura 7B), indicando que

la presencia de semillas ejerce un efecto inhibitorio en la expresion de FUL.

Por altimo, se analiz6 el patron de expresion de AP2 en los diferentes estadios del
desarrollo del fruto. Al igual que ocurria con la expresion de FT en los frutos de silvestres
(Figura 7A), la expresion de AP2, va incrementandose paulatinamente con el desarrollo
del fruto (Figura 7C). En el mutante ft-10 el aumento en la expresion de AP2 es mucho
mayor que en las plantas silvestres indicando un efecto de FT en el control de los niveles
de expresion de AP2 (Figura 7C). En el mutante ams-1 se observo una tendencia opuesta,
presentando niveles de expresion menores que los observados en las plantas control
(Figura 7C), sugiriendo un efecto positivo de las semillas sobre los niveles de AP2. Cabe
destacar que AP2 es también un regulador clave del desarrollo de la semilla (Ohto et al.,
2009), donde se expresa. La ausencia de semillas podria asi, explicar el bajo nivel de
expresion respecto a plantas silvestres, y los valores similares de expresion entre frutos
2DPA y 5DPA (Figura 7C).
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Figura 7. Niveles de expresion de FT, FUL y AP2 en flores en antesis, frutos 2DPA y frutos
2DPA en plantas silvestres, mutantes ft-10 y mutantes estériles (ams-1). A. Niveles de
expresion relativos de FT en flores en antesis, frutos 2DPA y frutos 5SDPA. B. Niveles de
expresion relativos de FUL en flores en antesis, frutos 2DPA y frutos 5DPA. C. Niveles de
expresion relativos de AP2 en flores en antesis, frutos 2DPA y frutos 5DPA. Se muestra el nivel
de expresion de cada gen normalizado frente al nivel de expresién del gen constitutivo TIP41-like
de tres réplicas bioldgicas pertenecientes a experimentos independientes. Las barras de error
corresponden a la SD de la media.

El andlisis de expresion realizado en los diferentes estadios de desarrollo del fruto sugiere
una regulacion diferente a la observada en el meristemo. Mientras en el SAM la expresion
de FUL parece depender de FT, en el fruto, esta dependencia parece no existir. Los niveles
de AP2 mostraron una relacion opuesta, observandose un claro efecto represor de FT
sobre los niveles de AP2 durante el desarrollo del fruto que parece no actuar en el SAM.
Respecto al mutante estéril se observo una clara disminucion en los niveles de FT durante
el desarrollo del fruto, aunque no tan drastica como la observada en el SAM. Ademas, el
mutante estéril mostro un claro incremento en los niveles de FUL, sugiriendo un efecto
inhibitorio en la expresion de FUL durante el desarrollo del fruto dependiente de la

presencia de semillas.

4.3. Analisis de localizacion de la proteina FT

FT es una proteina movil capaz de desplazarse desde la hoja al SAM y desencadenar la
transicion floral (Corbesier et al., 2007; Fornara et al., 2010), donde activa la expresion
de FUL (Mathieu et al., 2009; Teper-Bamnolker & Samach, 2005; Wigge et al., 2005).
Nuestros resultados del analisis de expresion determinaban que FT se expresa de forma
mas abundante en frutos que en el SAM (Figura 6, 7), donde presenta niveles muy bajos.
La similitud de este movimiento descrito para FT con el propuesto para la desconocida
sefial derivada de la semilla, junto con el fenotipo observado en el mutante ft-10, sugerian
que FT podria formar parte de la(s) sefial(es) producida por las semillas para controlar la
actividad del meristemo. Con estas premisas, decidimos estudiar la presencia la proteina
FT en diferentes tejidos. Seleccionamos flores en antesis, frutos 2DPA, frutos 5SDPA 'y su
posible acumulacion en el SAM. En este analisis volvimos a incluir al mutante estéril
ams-1 para observar si en ausencia de semillas, se observaban cambios en la acumulacién
de FT en correspondencia con los cambios observados a nivel de expresion y si el retraso

de en la parada de mutantes estériles se correlaciona con una baja cantidad de FT.
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Para llevar a cabo el analisis de deteccion de la proteina FT se utilizé un anticuerpo
especifico para FT/TSF de A. thaliana. Hasta donde nosotros sabiamos, no existian
evidencias de su uso para detectar FT en plantas silvestres, aunque su efectividad habia
sido testada en lineas de sobreexpresion de FT. En primer lugar, Se puso a punto un
protocolo de Western Blot (WB) que permitiera la deteccion de la proteina y comprobar
la especificidad del anticuerpo. Para llevar a cabo las pruebas de especificidad se utiliz6
tejido vegetal de hoja antes de la transicion floral y las muestras fueron recogidas por la
tarde, ya que la expresion de FT durante el desarrollo vegetativo depende del ciclo
circadiano acumulandose la proteina a ultima hora de la tarde. Una vez que se llevaron a
cabo las pruebas pertinentes de especificidad, se establecieron las condiciones adecuadas
para la deteccion de FT y se consiguié detectar la proteina FT enddgena gracias al uso de
un kit de revelado “supersensible”. Como control positivo se usaron muestras de hoja de

una linea que expresaba FT mediante un promotor inducible por calor (pHSP18).

En la puesta a punto de nuestro protocolo observamos que la proteina FT mostraba un
tamanfo diferente en funcion del tejido (Figura 8), dato que no habia sido previamente
descrito: La proteina FT de los tejidos reproductivos (Figura 8; 3-6) era de menor tamafio
que la proteina FT presente en los tejidos vegetativos (Figura 8; 1-2). Ademas, también
se observé que la proteina FT esta presente en todos los tejidos tanto vegetativos como
reproductivos (Figura 8; 1-6). La cantidad de proteina en cada muestra no es comparable
ya que se realizaron en experimentos independientes con diferentes exposiciones de
quimioluminiscencia, pero si nos son indicativos de ese evidente cambio en el tamafio de
la proteina. En el control positivo, en el que los niveles de expresion de FT son mayores
(Figura 8;1), se observa no solo el incremento en la intensidad de la banda esperado sino
también la aparicion de una segunda banda de un tamafio superior que podria deberse a
una versién modificada de FT o de TSF. Por otro lado, confirmamos que la proteina que
estabamos viendo era FT y no TSF ya que utilizamos como control el mutante de perdida
de funcion ft-10 en el cual no se detectaba ninguna banda en ningun tejido (Figura 9, 10).
Estos datos sugieren la existencia de un mecanismo de modificacion postraduccional, o
bien de procesos relacionados con el RNA mensajero como eventos de “splicing”

alternativos o la existencia de inicios de la traduccion alternativos.
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ECOTIPO SILVESTRE (Col-0)
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Figura 8. Andlisis Western Blot de muestras de tejidos vegetativos (hoja) y tejidos
reproductivos (SAM, Antesis, Frutos 2DPA y Frutos 5DPA) en el ecotipo silvestre Col-0.
8.1. Control positivo de hoja. Las muestras del control positivo se recolectaron de una plana
transgénica que expresa FT mediante un promotor inducible por calor (HSP18). Se observan dos
bandas, la banda cercana a20 kDa corresponderia con el tamafio de FT (19,8 kDa). 8.2. Muestra
de hoja de Col-0, se detecta una banda clara de en torno a 20 kDa que corresponderia con FT. 8.3
Muestra de SAM de Col-0, se puede detectar FT. 8.4 Muestras de Antesis de Col-0, FT esta
presente. 8.5 Muestras de Frutos 2DPA de Col-0, se detecta la presencia de FT. 8.6 Muestras
Frutos 5DPA de Col-0, hay presencia de FT. En todos los tejidos reproductivos se observa un
cambio en el tamafio de la proteina FT a aproximadamente 18 kDA. También se pueden observar
las tinciones de Ponceau que se realizaron de todas las membranas y que utilizamos como un
control de carga y de calidad de la transferencia. Todas las muestras fueron reveladas usando un
kit de revelado ultrasensible (ECL ULTRABRIGHT, Agrisera) y utilizando el modo “Snow” en el
imager LAS-3000 Fujifilm.

Para continuar con nuestro estudio, comparamos los patrones de deteccidn de la proteina
FT en los diferentes tejidos reproductivos en Col-0, Col podado ft-10 y el mutante estéril

ams-1.

Cuando se analizaron muestras del SAM, se pudo detectar la proteina FT en todas las
lineas testadas (Figura 9 A;1-3) a excepcion de ft-10 en la que, como esperabamos, no se
detecto (Figura 9 A;1-4). Como se ha comentado anteriormente, el tamafio de la proteina
FT entodas las lineas estudiadas no correspondia con el tamario de los 19,8 kDa esperados
que se observaba en el control positivo (Figura 9A;1), sino que la proteina observada tenia
un menor tamafio (aproximadamente 18 kDa). A pesar de que se realizé la tincion de
Ponceau, esta solo esta recomendada como un control de carga y de calidad de la

transferencia, pero no como una medida de cuantificacion y normalizacion (Janes, 2015).
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A pesar de esto, los resultados sugieren una mayor cantidad de FT en el mutante estéril
respecto al fenotipo silvestre (Figura 9A;2-3).

En las muestras de flores en antesis se pudo detectar la proteina FT tanto en las plantas
silvestres como en las estériles, pero no se pudo detectar en el mutante ft-10 (Figura 9B;1-
4). En frutos de 2DPA y 5DPA (Figura 9C y 9D) se detectd la presencia de FT tanto en
el control silvestre como en el mutante ams-1 (Figura 9C;2-3 y 9D;2-5), sin ser detectable
en el mutante de pérdida de funcion ft-10 (Figura 9C;4 y 9D;4). A pesar de gue la tincién
de Ponceau no es un método fiable para cuantificar, se observo una clara diferencia en
los niveles de FT entre frutos de 5DPA silvestres y estériles. Los frutos silvestres
mostraron una sefial optima en nuestras condiciones optimizadas (Figura 9D;2), mientras
que en el mutante estéril solo se detectdé cuando sobreexpusimos la membrana (Figura
9D;6), aunque tenian ambas un patron de control de carga parecido. Estos datos reflejarian
cierta correspondencia entre los niveles de expresion observados para FT en frutos
silvestres y la mayor cantidad de proteina detectada.
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Figura 9. Analisis Western Blot de deteccion de FT en muestras de SAM, flores en antesis,
frutos 2DPA y frutos 2DPA en las lineas Col-0, mutante estéril (ams-1) y ft-10. La
muestra control utilizada fue las misma para todos los analisis, obtenida de muestras de
hoja de una transgénica que expresaba FT via un promotor inducible por calor (HSP18).
9A. Muestras de SAM. Se detecta expresion de FT en todas las lineas con un tamafio de
aproximadamente 18KDA a excepcidn de ft-10 que no expresa FT. 9B. Muestras de flores
en antesis. Todas las lineas a diferencia de ft-10 tienen presencia de la proteina FT de 18
kDa. 9C. Muestras de frutos 2DPA. FT esta presente en todas las muestras de fruto 2DPA
a excepcion de ft-10. 9D. Muestras de frutos 5DPA. En las muestras 9D;2-3-4 podemos
observar que FT solo estd presente en Col-0 y a gran intensidad. Sin embargo, si
aumentamos la exposicién de la membrana y la saturamos podemos observar expresion
también en el mutante estéril como se representa en 9D;5-6-7. Tampoco se observa FT
en el mutante ft-10 (9D;4-7). El tamafio de la proteina en todos los tejidos era mas
pequefio que en el control, en torno a 18 kDa. También se representan las tinciones de
Ponceau que se realizaron de todas las membranas y que utilizamos como un control de
carga y de calidad de la transferencia. Todas las muestras fueron reveladas usando un kit
de revelado ultrasensible (ECL ULTRABRIGHT, Agrisera) en el imager LAS-3000
Fujifilm.

Nuestros datos indicaban que FT estaba presente tanto en frutos silvestres como en frutos
estériles, pero se acumulaba en mayor medida en los frutos silvestres. Esta observacion
se correspondia con los niveles de expresion de FT observados en frutos, siendo esta mas
alta en plantas silvestres. En SAM, los niveles de FT fueron similares, aunque en este
tejido no habia una correlacion con los niveles de expresion. Una de la hipotesis que nos
planteamos fue si la proteina detectada en el SAM de las plantas estériles podria proceder
de otros tejidos, como por ejemplo los frutos o semillas, donde se acumulaba en mayor
medida. Para determinar si la proteina FT podria salir del fruto se procedio a testar la
presencia de FT en los exudados del fruto. Al analizar dichos exudados, observamos la
presencia de FT tanto en exudados de frutos 5DPA (Figura 10;2) como en los de frutos
2DPA (Figura 10;4), mientras que esta sefial no se detectd en los exudados de ft-10
(Figura 10;3-5). Estos datos sugieren que FT podria desplazarse desde el fruto hacia otras
partes de la planta como el SAM donde podria estar desempefiando algun papel en el

control de su actividad.
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Figura 10. Anélisis Western Blot de exudados de frutos 5DPA y frutos 2DPA. Las muestras
fueron recolectadas a 3 semanas después del bolting (3SAB). 9.1 Control positivo de hoja. 9.2-3.
Se puede detectar FT en los exudados de frutos de SDPA en el ecotipo silvestre pero no en el
mutante ft-10. 9.4-5. FT esta presente en exudados de frutos 2DPA, pero ausente en el mutante
de pérdida de funcion. La proteina tiene un tamafio menor que el control. Las muestras del control
positivo se recolectaron de una planta transgénica que expresa FT mediante un promotor inducible
por calor (HSP18). Los exudados fueron recolectados con un total de 15 frutos cada uno. En la
parte inferior de la figura, se puede observar las tinciones de Ponceau que se realizaron de todas
las membranas, aunque en este caso no sirvieron como control de carga ya que los niveles de
proteina hacian que fuese indetectable. Todas las muestras fueron reveladas usando un kit de
revelado ultrasensible (ECL ULTRABRIGHT, Agrisera) y utilizando el modo “Snow” en el
imager LAS-3000 Fujifilm.

A modo de conclusién, podemos decir que la proteina FT esta presente en todos los
estadios de desarrollo del fruto. Ademas, la presencia de FT en exudados de fruto sugiere

que podria estar desplazandose desde estos a otros tejidos.

4.4. Generacion de herramientas moleculares para el estudio del papel de FT
durante el final de la floracion

La acumulacion de FT en frutos y su deteccion en los exudados de fruto sugieren la
posibilidad de que FT pudiera funcionar como la propuesta sefial derivada de las semillas
que controlara el final de la floracion. Para poder demostrar esta hipdtesis decidimos
desarrollar herramientas que nos permitiesen realizar una caracterizacién mas detallada y
concluyente del movimiento de la proteina de FT y su funcién durante el final de la
floracion. De este modo se disefiaron dos tipos de construcciones con las que transformar
A. thaliana. Por un lado, se disefid un sistema inducible por calor de dos componentes, y

por otro, un sistema de dos componentes controlado por un promotor especifico de
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semilla (Moore et al., 1998) (Figura 10). Para realizar estas construcciones combinamos
diferentes métodos de clonacion como Golden Braid (GB) o GateWay (GW). Los
promotores seleccionados fueron el promotor del gen HSP18-2 inducible por calor
(Figura 10A), y el promotor del gen At2S3 especifico de semilla (Figura 10B). Ambos
promotores dirigen la expresion del factor quimerico LhG4 con capacidad de activar la
transcripcion de genes controlados por las secuencias que reconoce (pOp). En la misma
construccion se colocaron bajo el control de LHG4 un cassette GW y un gen reportero
(GUS).

A

pHSP18::LhG4  pOP::GateWay-GUS Tnos
B

pAT2S83::LhG4  pOP::GateWay-GUS Tnos

Figura 10. Representacion gréafica de las construcciones genéticas que se utilizaran en el
presente trabajo. A. Se representa el promotor de choque térmico (pHSP18) dirigiendo la
expresion mediante el sistema LhG4/pOP del casette Gate Way junto al gen marcador GUS y al
terminador (Tnos). B. Se representa el promotor especifico de semilla (pAT2S3) dirigiendo al
expresion mediante el sistema LhG4/pOP del cassette Gate Way junto al gen marcador GUS y al
temrinador (Tnos).

La utilizacion del cassette GW en la construccion nos permite intercambiar ese casette
por el gen que nos interese en cada caso. De esta manera generamos una herramienta que
nos permitia inducir un factor de transcripcion en el tejido y momento que desearamos
mediante la aplicacion de calor o bien expresar el factor elegido en las semillas de forma
constante y elevada. La presencia del marcador nos ayudaria a testar si realmente el

sistema funciona como esperamos o Si existen escapes.

Para finalizar las construcciones se clonaron los genes FT y TSF (a priori TSF no participa
en el control del final de la floracion, pero esta considerado como un gen redundante con
FT en el control de la transicion floral). En esta ocasion, en lugar de clonar las CDS
(region codificante) de los genes, decidimos clonar las regiones gendmicas de cada uno,
incluyendo las UTRs o sin ellas. Para poder determinar en un futuro si existen variantes

de “splicing” u otros eventos dependientes de la traduccion.
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Debido a la limitacion temporal del presente Trabajo de Fin de Master, solo se pudo
realizar un analisis preliminar de algunas de las lineas generadas de la progenie de las
plantas transformadas (T1): la linea HSP18::FTutr en fondo ft-10 y HSP18::FTatc en
fondo ft-10. Para agilizar la seleccidn de las plantas transgénicas, tras la seleccion en
medio selectivo durante una semana, las plantas fueron sometidas a un tratamiento por
calor de 30 minutos y posteriormente se trasplantaron a macetas en el invernadero. La
idea subyacente a este procedimiento fue que el choque térmico aplicado haria que se
activase la expresion del transgén acelerando la transicién y complementando el fenotipo
del mutante ft-10 (retraso de la floracion). Después del tratamiento térmico, se
seleccionaron algunas plantulas resistentes al azar para testar si realmente el tratamiento

habia funcionado, comprobandose su buen funcionamiento (Figura 11).

LINEA HSP18::LhG4 pOP::GW-GUS Tnos EN FONDO ft-10

NO INDUCIDA INDUCIDA

é’“'« »

Smm Smm

Figura 11. Deteccion de la B-Glucoronidasa (GUS) en linea TO de HSP18::LhG4 pOP::GW-
GUS Tnos en fondo mutante ft-10. Se observa como en la linea inducida no hay presencia de la
coloracion azul tipica de la reaccion de la B-Glucoronidasa (GUS) que se puede detectar en la
linea inducida. La barra representa una escala de 5 mm. Las imagenes fueron tomadas mediante
microscopia de bajo aumento.

Tras la seleccion de las plantas se realizé un seguimiento del tiempo en el que se producia
la transicion floral para comprobar el buen funcionamiento de la construccion y se realizd
un conteo del numero total de flores producidas en la inflorescencia principal.
Précticamente todas las plantas de las dos lineas tuvieron un fenotipo de adelanto de la

floracion respecto a su control, lo que indicaba de que la construccion funcionaba
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correctamente. Tras el conteo de las flores/frutos producidos se establecieron unos rangos
de produccion de namero de flores para dividir a las diferentes lineas transgéenicas en
categorias. Las categorias fueron: produccion de flor terminal (plantas que no tuvieron
una produccion de mas de 10 flores y que generaron una flor terminal) produccién de 10-
19 flores totales, produccion de 20-29 flores, produccion de 30-39 y produccién de 40-49
flores y produccion de 50-59 flores.

En las lineas de ft-10 HSP18::FTutr observamos que un 8% de las plantas tuvieron
fenotipo de adelanto de la floracidn y una produccion de aproximadamente 50 flores, lo
que se asemeja al control (mutante ft-10 produce una media de 49-50 flores) (Figura 12A).
A priori, bajo estas condiciones estas serian las plantas a seleccionar para realizar
préximos estudios, puesto que florecen en un tiempo similar a plantas silvestres, pero
muestran fenotipo ft-10 al final de la floracion. Sin embargo, la mayoria de las plantas
(Figura 12A), un 52%, tuvieron una produccion de unas 20-29 de flores (muy inferior
respecto al control) o incluso un 12% se determind una flor terminal (fenotipo similar a
una sobreexpresion de FT) (Figura 12A). Estos resultados sugieren que tal vez, el
tratamiento térmico aplicado fue excesivo, induciendo la acumulacion elevada de FT. De
forma indirecta los datos obtenidos indicarian que niveles altos de FT serian capaces de
inducir el final de la floracion, aunque para poder afirmarlo deberiamos cuantificar los

niveles de expresion y proteina de FT.

En las lineas ft-10 HSP18::FTatc, se observé un efecto similar al observado en ft-10
HSP18::FTurr (Figura 12B). Todas las plantas analizadas mostraron adelanto del tiempo
de floracidn, pero en esta ocasion, aproximadamente un 20% de las lineas (Figura 12B)
tuvieron una produccion similar al mutante ft-10 (en torno a 49 flores). Ademas, el 65%
produjo un nimero de flores no tan lejano al control (entre 30-39 flores) (Figura 12B). A
pesar de la similitud en los resultados de ambas lineas producidas los datos obtenidos
sugieren que la linea que incluye el gen FT con las UTRs (Figura 12A) podria presentar
mayores niveles de expresion o acumulacion de proteina, aunque adin se deben realizar

mas pruebas en esta linea.
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Figura 12. Proporciones de nimero de flores totales divididas por categorias en las lineas
TO de HSP18::FTurriate €n el fondo mutante ft-10. Una vez que las plantas finalizaron la etapa
reproductiva, se procedi6 al conteo total del nimero de flores y se dividio en diferentes categorias
en funcion al rango de flores producidas o a la produccion de una flor terminal asociada a un
fenotipo p35S::FT. A. Se representan las categorias de la produccion de flores de las lineas TO de
HSP18::FTurr en el fondo mutante ft-10. B. Se representan los diferentes rangos de produccion
de las lineas TO de HSP18::FTars en el fondo mutante ft-10.
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5. DISCUSION

El estudio genético y molecular del final de la floracion, asi como de los factores que
desencadenan el final de la floracion ha sido un proceso olvidado en la biologia de plantas
a pesar de su gran interés y potencial agronémico y medioambiental. En la tltima década,
el estudio de estos procesos ha tomado gran relevancia y se han comenzado a identificar
factores que tienen una gran implicacion en el final de la floracion. Se ha descrito una
ruta dependiente de la edad que estaria regulando dicho proceso. En esta ruta intervienen
los miR156/miR172 regulando a FUL-AP2 (Balanza et al., 2018; Martinez-Fernandez et
al., 2020). La ruta AP2-FUL controla de la actividad del meristemo a traves de la
regulacién de WUS. (Balanza et al., 2018; Martinez-Fernandez et al., 2020; Wuest et al.,
2016). Por otro lado, se ha propuesto la existencia de una(s) sefial(es) movil, aiun
desconocida, que se desplazaria desde la semilla regulando la actividad del meristemo
inflorescente (Engvild, 1989; Leopold et al., 1959; Noodén et al., 2004; Wuest et al.,
2016). A pesar de que en la ultima década se ha avanzado en el conocimiento de esta
regulacién, la regulacién genética y molecular del final de la floracidn es un proceso ain

por desentrafiar.

En este trabajo hemos identificamos dos nuevos posibles reguladores del final de la
floracion: FLOWERING LOCUS T (FT) y SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP). En
nuestras condiciones, hemos observado como la produccion de flores en el mutante svp-
32 disminuia en un 30% respecto a las plantas silvestre. El periodo de floracién en
ausencia de SVP se redujo unos 3 dias respecto a las plantas silvestres. Estos resultados
sefialan a SVP como un regulador negativo en el final de la floracion. Se ha descrito que
SVP es un represor de la floracion ya que, junto con FLC, reprime la expresion de FT y
SOC1 (inductores de la floracién) inhibiendo su accién (Jeong et al., 2007b; Li et al.,
2008; Moon et al., 2003). SVP también es capaz de dimerizar con FUL modificando su
actividad (Balanza et al., 2014; Jang et al., 2009). De este modo, la ausencia de SVP
podria estimular la expresion de FT (Capovilla et al., 2015; Tao et al., 2012), disparando
la parada del meristemo. A su vez, la ausencia de SVP y el incremento de FT podrian
disparar los niveles de FUL que podria estar mas activo y promover el fin de la etapa

reproductiva.

A diferencia de SVP, la ausencia de FT produjo un aumento de la produccion de un 20%
y retraso el final de la floracion 7 dias, indicando que FT estaria actuando como un

inductor del final de la floracion. También se ha descrito que FT en el meristemo se une
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al factor de transcripcion FD (Abe et al., 2005; Tylewicz et al., 2015) y juntos son capaces
de activar a FUL (Teper-Bamnolker & Samach, 2005). Esto explicaria que en ausencia
de FT el fin de la etapa reproductiva se retrase debido a una menor activacion de FUL por
parte de FT/FD en el meristemo. Adicionalmente, FT es capaz de activar al miRNA172
y reprimir a genes de la familia AP2 (Mathieu et al., 2009; Yant et al., 2010). Con estas
premisas, la ausencia de FT podria provocar una menor expresion de FUL y, ademas, una
mayor expresion de AP2. Estos dos supuestos explicarian perfectamente la mayor
produccién de flores y el retraso en el final de la floracion del mutante ft-10. De este
modo, nuestros resultados parecen confirmar que la accion antagénica de FT y SVP en la

transicion floral se estaria manteniendo en el control del final de la etapa reproductiva.

Para confirmar estas relaciones recurrirnos al analisis de la expresion génica en el
meristemo, centrdndonos en el mutante ft-10. Nuestros resultados confirman que en
ausencia de FT la expresion de FUL en el meristemo se ve reducida, apoyando nuestra
hipotesis. El descenso en los niveles de FUL podria justificar que el meristemo se
mantuviese mas tiempo activo en ausencia de FT. Sin embargo, AP2 no varia su patron
de expresion. La regulacion de AP2 es muy compleja. AP2 esta regulado a nivel
transcripcional por otros factores de transcripcion como podria ser FUL. Ademas,
presenta regulacion postranscripcional a diferentes niveles mediada por la accion del
miR172. El miR172 puede actuar sobre AP2 de dos modos: por un lado, dirigiendo el
corte del transcrito de AP2 y por otro, impidiendo su traduccion, aunque la relacion entre
ambos mecanismos ain no se conoce con exactitud (Aukerman & Sakai, 2003; Chen,
2004). Por altimo, AP2 actta sobre si mismo reprimiendo su propia expresion (Yant et
al., 2010). Interesantemente, FT activa indirectamente la expresion del miR172 (Mathieu
et al., 2009; Song et al., 2013; Yant et al., 2010). De este modo, la ausencia de FT
produciria una menor activacion del miRNA172. En un escenario con menores niveles
del mMiRNAL72 esperariamos mayores niveles de AP2, aunque estos no tendrian por qué
ser a nivel de transcrito. En un supuesto donde la ausencia de miR172 produjera una
mayor traduccion y acumulacion de la proteina AP2, su capacidad de auto-represion
podria traducirse en bajos niveles de expresion. Esta implicacion del miR172 en el control
del final de la floracién estaria de acuerdo con el modelo propuesto previamente por
Balanza et al. 2018., donde esta considerado como un elemento de la ruta FUL-AP2. Por
otro lado, tampoco podriamos descartar una desregulacion mediada por el miR172 a nivel
de otros miembros de la familia AP2 (Eckert et al., 2005).
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Un dato relevante que se puede deducir de este trabajo es la existencia de una relacion
directa entre la ausencia de semillas y la expresion de FT en el meristemo. En el mutante
estéril se observo una fuerte disminucion en la expresion de FT en el SAM (Figura 6).
Curiosamente, a pesar de los bajisimos niveles del transcrito de FT, los niveles de FUL
en el meristemo del mutante estéril no se vieron alterados. Esto podria explicarse si la
escasa expresion de FT en el meristemo de ams-1 fuera capaz de mantener la expresion
de FUL. Otra posible explicacion podria ser que los niveles de FUL en el meristemo se
mantuvieran de un modo no autonomo, mediante la llegada de algun factor proveniente

de otra parte de la planta.

Considerando posible la existencia de una(s) sefial(es) que viajara desde el fruto hacia el
meristemo para dirigir el final de la etapa reproductiva (Hensel et al., 1994; Wuest et al.,
2016), FT podria considerarse un buen candidato, ya que nuestros resultados muestran su
implicacion en el control del final de la floracion. Por otro lado, se ha descrito que FT es
una proteina mévil que puede desplazarse de manera sistematica por la planta (Corbesier
et al., 2007). De hecho, a pesar de los bajos niveles de expresion de FT en el SAM de
plantas estériles, la acumulacién de la proteina FT es comparable a la observado en el
SAM de plantas silvestres, sugiriendo que la proteina detectada procediera de otros

tejidos.

Nuestros resultados también muestran que la expresion de FT en Col-0 aumenta de
manera evidente conforme las semillas se van desarrollando. Interesantemente, al analizar
las bases de datos disponibles sobre expresién génica en A. thaliana, no se detecta
expresion de FT en otros tejidos reproductivos salvo en los frutos y semillas, sugiriendo
que la proteina detectada en el SAM de los mutantes estériles procediera de estos tejidos.
A pesar de que los niveles de expresion de FT en frutos estériles son mayores en el estadio
de antesis y 2DPA respecto a las plantas silvestres, la mayor diferencia de expresion se
observa en frutos de 5DPA. Esta diferencia en los niveles de expresion se traduce en estos
tejidos en una clara diferencia en la acumulacién de proteina, que de algin modo podria
traducirse en una menor capacidad de translocacion de la proteina. Apoyando el posible
desplazamiento de la proteina FT hemos sido capaces de detectar la proteina en exudados
de frutos 2DPA y 5DPA. Debido a las limitaciones de tiempo para realizar el trabajo no
se han podido analizar exudados del mutante estéril, aunque se realizaran en un futuro

proximo.
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Otro dato interesante que se deduce de nuestro trabajo seria que la regulacion de la ruta
FUL-AP2 mediante FT parece ser diferente entre el SAM vy las diferentes etapas de
desarrollo del fruto. El efecto de FT sobre FUL parece no actuar durante el desarrollo del
fruto. Una posible explicacion seria que FD no esté presente en fruto, por lo que FT no
podria interaccionar con éste para activar a FUL, por lo que su activacion seria
dependiente de otros factores. Por otro lado, la ausencia de FT durante el desarrollo del
fruto dispara la expresion de AP2. De nuevo, la expresion del miRNAL172 podria explicar
la respuesta observada. De hecho, el miR172 se expresa de forma clara durante el
desarrollo del fruto (Aukerman & Sakai, 2003; Song et al., 2013). Si en estos tejidos FT
participara en la activacion del miR172, en el mutante ft-10, existiria una menor represion
de AP2.

Otro aspecto importante observado en este trabajo ha sido identificar dos variantes de la
proteina FT. La presencia de esta proteina mas pequefia se habia descrito previamente
estudiando tejido vegetativo (S. J. Kim et al., 2016). Los autores lo correlacionaron con
una proteina FT que tenia una parte escindida considerandola como una especie de
residuo. Sin embargo, nuestro estudio, incluyendo en el que hemos incluido tejidos
reproductivos, indica que esta forma de menor tamafio es la Gnica detectable durante esta
etapa del desarrollo. Esto sugiere que la proteina FT que actla en el tejido vegetativo
podria ser diferente a la que actda en el reproductivo. Interesantemente, se ha descrito que
la expresion de FT es diferente entre tejido reproductivo y vegetativo. Durante el
desarrollo vegetativo la expresion de FT esta regulada por el reloj circadiano, ciclando en
funcion del fotoperiodo (Suérez-Lopez et al., 2001; Wigge et al., 2005), pero durante la
etapa reproductiva la expresion de FT se vuelve constante y no esta afectada por el
fotoperiodo. La posible relacién entre las dos formas de la proteina FT y la regulacion de

su expresion aln esta por esclarecer.

A modo de perspectiva futura, quedaria pendiente por establecer y ajustar las lineas
transgénicas generadas tanto con el promotor inducible por calor (pHSP18) como con el
promotor de semilla (pAT2S3). Estas lineas nos facilitaran el seguimiento del
movimiento de FT por toda la planta y también cuantificar de manera individual el efecto
que tiene la expresion de FT desde las semillas. Con el uso del promotor inducible por
calor podremos inducir de manera local la expresidn de FT. De esta manera conoceremos
el efecto en el final de la floracion de FT en cada tejido y esclarecer el impacto que puede

tener esto. Adn con la limitacion de tiempo, ya se han observado algunas lineas
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transgénicas de interés en las que el retraso de la floracion que caracteriza al mutante ft-
10 se complementa con la induccion de FT, mientras que la inflorescencia principal
produce un nimero de flores tipico del mutante ft-10. Adicionalmente, quedaria
complementar este estudio con analisis moleculares sobre el mMiRNAL172 y otros genes de
gran importancia como los de la familia AP2 para conocer de forma mas clara y directa

el mecanismo de accion de FT en la regulacion del final de la floracién.
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6. CONCLUSIONES

1. FT es un regulador positivo del final de la floracion y SVP es un regulador
negativo de esta, constituyendo dos nuevos elementos reguladores del final de la
floracion. Tienen una accion antagdnica entre ellos que se asimila a la que tienen
en el final de la floracion.

2. FT es capaz de promover los niveles de FUL en el meristemo inflorescente
correlacionandose con el retraso del final de la floracion que se produce en
ausencia de éste.

3. Existe un mecanismo de regulacion diferente de la ruta FUL-AP2 entre el
meristemo y las flores/frutos.

4. FT podria formar parte de esas sefiales que estan presentes en el fruto y que tienen

una repercusion en el final de la floracion.
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