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RESUMEN

Las plantas han adoptado un desarrollo post-embrionario en el que a partir de los meristemos
apicales que se forman durante la embriogénesis surgen el resto de las estructuras que formaran
la planta adulta. Uno de estos meristemos es el meristemo apical del tallo (SAM, Shoot Apical
Meristem en inglés) compuesto por células madre que pueden diferenciarse en células que den

lugar al tallo o a meristemos secundarios.

Arabidopsis thaliana sufre dos etapas tras la germinacion, en primer lugar, una vegetativa en la
que le meristemo genera hojas y una fase reproductiva en la que el meristemo es capaz de

formar flores. Este paso de fase vegetativa a fase reproductiva se conoce como transicion floral.

El SAM adquiere una identidad indeterminada durante la transicidn floral para entrar a la fase
de desarrollo. Este cambio del SAM estd regulado por un complejo circuito de rutas genéticas
que perciben y responden a diversos estimulos ambientales (fotoperiodo, intensidad luminica,
temperatura, disponibilidad de nutrientes) y enddgenos (edad, el estado hormonal, niveles de
sacarosa). Entre los genes que regulan la floracion se encuentran FLOWERING LOCUS T (FT) y
TERMIAL FLOWER 1 (TFL1) que forman parte de la familia de las proteinas PEBPs pero que tienen

funciones opuestas. Mientras que FT promueve la floracién, TFL1 la reprime.

En experimentos previos de ChIP-seq de TFL1 realizados en nuestro laboratorio se encontraron
genes diana que juegan un papel en la sefializacidn del acido abscisico (ABA). El papel del ABA
en la floracidn no es desconocido, pero existe controversia ya que se observa tanto un papel

positivo como uno negativo.

Debido a las preguntas que esto genera, en este Trabajo de Fin de Master se ha intentado
ahondar en la conexién entre TFL1 y el ABA. Para ello, se ha estudiado el papel de ANAC102,
HAI1 y MYB3, genes reguladores de la sefializaciéon del ABA, en la floracién y su posible papel
con TFL1. Para ello se ha analizado el patron de expresidon de estos genes, asi como se han
caracterizado, a nivel de procesos regulados por TFL1, el fenotipo de mutantes de pérdida de
funcién y de sobrexpresién de estos genes. Ademas, se ha profundizado mas en el papel
conjunto de TFL1 y GBF3 en la floracion estudiando la posible interaccidn proteina-proteina y
caracterizando el doble mutante tfl1-1 gbf3 y la sobrexpresidon de GBF3 en Col-0 y tfl1-1 en

cuanto al fenotipo asociado a la transicién floral.
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FLORACION Y ARQUITECTURA DE LA PLANTA

Durante su evolucidn, las plantas han adquirido principalmente un desarrollo post-embrionario.
Durante la embriogénesis el plan corporal basico de la planta adulta queda establecido con Ila
formacidn a lo largo del eje apical-basal, de los meristemos del tallo y de la raiz, los cotiledones,
el hipocotilo y la radicula y, con la formacién a lo largo del eje radial, de una disposicién
concéntrica de la epidermis, el tejido conectivo y el cilindro vascular central (Laux et al., 2004).
Todas las estructuras de la planta adulta derivan de la actividad de los meristemos apicales
formados durante la embriogénesis, que son pequefios grupos de células madre totipotentes
que determinan los patrones de crecimiento de las plantas y en consecuencia su arquitectura

(Figura 1; Bowman, 1994; Wolpert et al., 1998).

meristemo apical
del tallo

Figura 1. Desarrollo post-embrionario. Tras |la germinacién,

la plantula presenta una estructura basica que sera la planta

adulta. A partir del meristemo apical del tallo y apical de la

raiz se desarrollara esta estructura, establecidos durante la

embriogénesis. Las escalas son aproximadas (Figura

meristemo apical
de la raiz

tomada de Serrano-Mislata, A, 2010).

El meristemo de la parte area es el meristemo apical del tallo (SAM, Shoot Apical Meristem en
inglés). Las células madre estan confinadas en el centro del meristemo del tallo. Se dividen
lentamente dando lugar a dos tipos de células hijas. Las células que se quedan en el centro
permanecen como células madre, mientras que las células hijas que son desplazadas hacia la
periferia del meristemo entran en una via de desarrollo que conduce a su diferenciacién en
células especificas de tallo u érganos especificos tales como hojas, o la iniciacién de meristemos

secundarios (Weigel y Jurgens, 2002).
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Arabidopsis thaliana es una especie dicotiledénea que pertenece a la familia de las Brassicas
(Brassicaceae) y se considera un sistema modelo ideal para el estudio de la biologia vegetal, por
tratarse de una planta herbdcea autégama, de pequeino tamaio, corto ciclo de vida y de gran
descendencia (Bowman, 1994; Meyerowitz y Somerville, 1994). Tras la germinacidn, las plantas
pasan primero por una etapa vegetativa juvenil en la que no son capaces de producir flores.
Durante esta etapa, las hojas se generan de manera opuesta, con forma redondeada y sin
tricomas en el envés. Posteriormente, sufren una transicidn hacia una etapa vegetativa adulta
que se caracteriza por la generacion de hojas en espiral, siendo estas mas grandes, alargadas y
con tricomas en haz y envés (Fouracre y Poethig, 2019; Reinhardt y Kuhlemeier, 2002). Debido
a que durante estas dos etapas no hay elongacion de los entrenudos entre las hojas que se van
generando en los flancos del meristemo apical, se genera una estructura llamada roseta
(Bowman, 1994; Irish, 2010). Unicamente cuando la planta ha alcanzado la fase vegetativa
adulta vy, si se dan las condiciones apropiadas, la planta puede florecer y entrar en la fase
reproductiva de desarrollo. EI cambio a la fase reproductiva se conoce como transicion floral y
el momento en el que ésta tiene lugar esta regulado por factores ambientales y enddgenos

(Baurle y Dean, 2006; Fornara y Coupland, 2009).

Durante el desarrollo reproductivo de Arabidopsis se genera la inflorescencia, que es la parte de
la planta que contiene las flores (Coen y Nugent, 1994; Weberling, 1989). La arquitectura de la
inflorescencia viene determinada por el patrén de ramificacién y por el tamafio, formay posicion
de las flores y de las hojas (Benlloch et al., 2007; Reinhardt y Kuhlemeier, 2002). En Arabidopsis
se pueden distinguir dos fases durante el desarrollo reproductivo: la fase de inflorescencia
tempranay la fase de inflorescencia tardia. La primera se caracteriza por la generacién de hojas
caulinares por parte del SAM, que tras la transicion floral adquiere la identidad de meristemo
inflorescente. En las axilas de la inflorescencia temprana se inician nuevos meristemos
inflorescentes, mientras que, en la fase de inflorescencia tardia, el meristemo da lugar a flores
sin hoja caulinar. Seguidamente tiene lugar el “bolting”, proceso mediante el cual comienza un
elongacion de los entrenudos, permitiendo asi la separacién de las hojas caulinares con respecto
a las vegetativas que permanecen en la base del tallo formando la roseta (Bowman, 1994;
Meyerowitz y Somerville, 1994). Finalmente, una vez se ha formado la inflorescencia principal,
tiene lugar la generacién de inflorescencias secundarias a partir de las axilas de las hojas de
roseta, del mismo modo que tiene lugar la aparicidn de inflorescencias que surgen de las axilas

de las hojas caulinares o coflorescencias (Alvarez et al., 1992 (Figura 2).
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Figura 2. Fases del desarrollo en Arabidopsis. Tras la germinacién, Arabidopsis comienza una fase de crecimiento
vegetativo juvenil caracterizada por la formacion de hojas redondeadas, con tricomas en la cara adaxial; tras pasar a
la fase vegetativa adulta, las hojas producidas son alargadas y levemente serradas. En ambas fases las hojas se

producen sin elongacién del tallo que tiene lugar cuando comienza la transicion floral. Al iniciar el crecimiento
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reproductivo la planta deja de producir hojas para generar drganos reproductivos, flores e inflorescencias. En una
primera etapa de inflorescencia temprana las coflorescencias se encuentran sustentadas por una hoja caulinar;
mientras que, en la segunda etapa de inflorescencia tardia el meristemo apical produce flores sin hoja caulinar (Figura

tomada de Silvestre, M, 2021).

Arabidopsis es una planta facultativa de dia largo (LD, Long Day en inglés). Eso significa que,
aunque es capaz de florecer bajo condiciones de dia corto equivalentes al otofio/invierno (SD,
Short Day en inglés), las condiciones de dia largo, equivalente a primavera/verano, promueven

una floracién mas temprana (Amasino, 2010; Andrés y Coupland, 2012; Gregory y Hussey, 1953).

CONTROL GENETICO DE LA FLORACION

Para asegurar el éxito reproductivo de las plantas es fundamental que la floracién ocurra
Unicamente cuando las condiciones ambientales sean las dptimas. Por ello, un complejo circuito
de rutas genéticas que perciben y responden a diversos estimulos ambientales (fotoperiodo,
intensidad luminica, temperatura, disponibilidad de nutrientes) y enddgenos (edad, el estado
hormonal, niveles de sacarosa) regulan el proceso de la transicién floral (Amasino, 2010;

Srikanth y Schmid, 2011).

Gracias a los estudios genéticos y fisioldgicos llevados a cabo en diferentes mutantes de tiempo
de floracién se han identificado seis principales rutas genéticas que regulan la floraciéon en
Arabidopsis: la ruta del fotoperiodo, la vernalizacidn, la temperatura, las giberelinas, la edad y
la ruta auténoma. Todas ellas convergen en la regulacion transcripcional de un grupo reducido
de genes a los que se les conoce como genes integradores de la floracion: FLOWERING LOCUS T
(FT), SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1), AGAMOUS LIKE 24 (AGL24). Estos genes
se encargan de integrar la informacidn procedente de las distintas rutas y, a su vez, son capaces
de activar directa o indirectamente a los genes responsables de la identidad de meristemo floral,
como son APETALA 1 (AP1), CAULIFLOWER (CAL), LEAFY (LFY) y FRUITFULL (FUL), cuya funcién
es la formacion de los meristemos florales en los flancos del meristemo inflorescente (Srikanth

y Schmid, 2011).

En cuanto a la ruta del fotoperiodo, como se ha comentado, Arabidopsis es una planta
facultativa de dia largo (LD) y las condiciones de dia largo (equivalente a primavera/verano)
promueven una floracion mas temprana (Amasino, 2010; Andrés y Coupland, 2012; Gregory y

Hussey, 1953). Las plantas son capaces de medir la longitud del dia por medio de
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fotorreceptores y esta informacion es integrada por el reloj circadiano, el cual regula la
expresion de CONSTANS (CO) por la accién de GIGANTEA (Gl). En condiciones de dia largo, la
proteina CO se estabiliza al final del dia, cuando activa la expresidn del gen FLOWERING LOCUS
T (FT), conocido como “florigeno”. El gen FT se expresa en las hojas y su proteina se transporta
al SAM, a través del floema, donde forma un complejo con el factor de transcripcidn tipo bZIP
FD. El complejo FT-FD induce la floracidn, la formacidon de las flores (Corbesier et al., 2007; Pin
y Nilsson, 2012). La floracién también puede verse inducida por una exposicién prolongada al
frio, lo que se conoce como ruta de vernalizacién, en la cual se reprime la expresion de
FLOWERING LOCUS C (FLC), un factor de transcripcién tipo MADS que actia como un regulador
negativo de la floracién, reprimiendo la expresion de FTy SOC1 (Song et al., 2012). A su vez, la
floraciéon puede verse inducida por una exposicidon a altas temperaturas, en la cual se ve
reprimido el gen SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) que a su vez regula negativamente la
expresion de SOC1 y FT, con ayuda de FLC (Srikanth y Schmid, 2011). La ruta auténoma, por su
parte, depende de las condiciones de desarrollo de la planta. En esta ruta, se reprime la
expresion de FLC, el regulador negativo de la floracién, por medio de remodelacién de la
cromatina o uniones de RNA (Cheng et al., 2017). También se conoce una ruta dependiente de
la edad, en la cual el miRNA156 reprime la transicion floral y se expresa a nivel alto en tejidos
jévenes, pero con el paso del tiempo, la expresidn empieza a disminuir de forma gradual y
comienza a expresarse el miRNA172, que es capaz de activar la floracién (Fornara y Coupland,
2009). Por ultimo, aunque se conoce que diversas hormonas como el acido abscisico (ABA),
brasinosteroides (BRs), citokininas (CKs), etileno (ET) y éxido nitrico (NO) son capaces de activar
o reprimir la floracién, las giberelinas (GAs) son probablemente las mejor estudiadas y su papel
es clave para la induccion de la floracién bajo condiciones de SD (Figura 3; Conti, 2017; Dauvis,

2009, Kazan y Lyons, 2016).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0012160616308703#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0012160616308703#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0012160616308703#bib94
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Figura 3. Integracion de las rutas genéticas que controlan la floracién en Arabidopsis. Representacion de las rutas
genéticas que controlan la floracién en Arabidopsis como son la del fotoperiodo, los azucares, la vernalizacion, la
temperatura, la edad, la ruta auténoma y la de las hormonas encargadas de percibir las sefiales exdgenas y
endogenas. Se representan también los genes integradores que reciben toda la informacion procedente de cada una

de las rutasy la integran permitiendo asi la expresidn de genes responsables de la identidad e iniciacidn de la floracién.

Imagen tomada de FLOR-ID http://www.phytosystems.ulg.ac.be/florid/ (Bouché et al., 2016).

EL PAPEL DE FLOWERING LOCUS T (FT) Y TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) EN LA FLORACION

Como ya se ha mencionado, FLOWERING LOCUS T (FT) es el denominado “florigeno”. Los
mutantes ft presentan una floracidn tardia mientras que la sobreexpresion causa adelanto

(Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999; Koornneef et al., 1991).

El mecanismo por el cual FT ejerce su accidn no es del todo conocido. Se sabe que FT codifica
una proteina con homologia a las proteinas de unidn a la fosfatidiletanolamina (PEBPs,
phosphatidylethanolamine binding proteins) (Zhu et al., 2021) que regulan rutas de sefializacion
que controlan el crecimiento y la diferenciacion celular y que estan presentes en bacterias,
levaduras y animales (Karlgren et al., 2011). La proteina FT se sintetiza en hojas, pero es capaz
de moverse a través del floema hasta llegar al SAM por medio de las células acompafiantes. Una

vez alli, FT es capaz te interaccionar con la proteina FD, un factor de transcripcién de tipo bZIP,
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por mediacién de proteinas de tipo 14-3-3, formandose el lamado Complejo de Activacién Floral
(FAC, en inglés) que incluye FT-(14-3-3)-FD (Zhu et al., 2020b). Este complejo es capaz de activar
genes integradores de la floracidn como SOC1 y de identidad floral como LFY y AP1 (Abe et al.,
2005b; Amasino, 2010; Wigge et al., 2005; Zhu et al., 2020b). Debido a que FT se sintetice en las
hojas, se mueva por el floema al SAM y active la floracién en el SAM, recibe el nombre de

florigeno (Liu et al., 2013).

El gen TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) codifica también una proteina de tipo PEBP, pero con funcion
antagonica a FT. La proteina TFL1 se sintetiza en el SAM, donde es capaz de moverse, aunque
de manera mas limitada, y de interaccionar con FD, formando un complejo, similar al que forma
FT con FD y las proteinas de tipo 14-3-3, y que es llamado Complejo represor de la floracion

(FRC), formado por TFL1-(14-3-3)-FD (Goretti et al., 2020; Zhu et al., 2021).

Se ha propuesto que las actividades opuestas en el control del tiempo de floracién de los
complejos FAC y FRC podrian basarse en un reclutamiento de diferentes co-factores
transcripcionales especificos (Ho y Weigel, 2014). Esto se basa en que, aunque las proteinas TFL1
y FT presentan una alta identidad a nivel de aminodcidos, muestran diferencias en la
conformacion tridimensional del bolsillo de unién a ligando que podrian ser clave para explicar
la divergencia en su funcién bioquimica, afectando a su capacidad de formar complejos con otras
proteinas. Estudios realizados con estas proteinas han mostrado que unos pocos aminodacidos
son clave para la divergencia funcional entre ambos genes de forma que FT puede ser convertida
en TFL1 y viceversa por la sustitucion de un unico aminodcido (TFL1-H88; FT-Y85) o del segmento

B codificado por el cuarto exén (Ahn et al., 2006; Hanzawa et al., 2005; Ho y Weigel, 2014).

El gen TFL1 tiene un papel clave en la regulacion del tiempo de floracién y también en la
especificacidon de la identidad del meristemo inflorescente, papel que esta determinado por un
complejo y dindmico patrén de expresion (Figuras 4 y 5). Tras la germinacion, TFL1 se expresa
débilmente en el centro del SAM vegetativo, y esta expresidn sube significativamente cuando
tiene lugar la transicién floral y deja de ser un meristemo vegetativo para ser un meristemo
inflorescente (Bradley et al., 1997a). Por otro lado, a nivel de meristemos axilares, se puede
apreciar cémo la expresion es inicialmente fuerte, pero conforme se desarrollan las ramas,
disminuye gradualmente, y se restringe a nivel espacial al centro del meristemo inflorescente

axilar (Conti y Bradley, 2007; Serrano-Mislata et al., 2016b).
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Figura 4. Patron de expresion de TFL1 en Arabidopsis. Figura tomada del Bio-Analytic Resource (BAR)

www.bar.utoronto.ca; resultado del andlisis por microarrays del patrén de expresion de TFL1 en diferentes 6rganos

de Arabidopsis thaliana.

La expresidn de TFL1 en el centro de los meristemos inflorescentes (apical y axilares) impide la
expresion en los mismos de los genes de identidad de meristemo floral, LFY y AP1, los cuales se
expresan en los flancos de dichos meristemos promoviendo la formacién de flores. Esto permite
el crecimiento indeterminado de los meristemos del tallo, al mantener su identidad de
meristemos inflorescentes, e impidiendo que se conviertan en meristemos florales y formen
flores terminales o axilares (Bradley et al., 1997a; Conti y Bradley, 2007; Serrano-Mislata et al.,
2016). Se sabe ademas que TFL1 es mas efectivo inhibiendo a los genes de identidad de
meristemo floral cuando se expresa en el meristemo inflorescente principal que en los laterales

(Baumann et al., 2015).
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Figura 5. Patron de expresion de TFL1 en Arabidopsis. Atlas Klepikova Arabidopsis extraido del Bio-Analytic Resource
(BAR) www.bar.utoronto.ca. Los datos fueron tomados de un mapa de alta resolucion del transcriptoma durante el

desarrollo de A. thaliana basado en perfiles de RNA-seq realizados por Klepikova et al., 2016.

Asi, las plantas mutantes tfl1 florecen antes, y tras producir menos hojas que las plantas
silvestres, tanto en condiciones de LD como de SD. Ademas, desarrollan una inflorescencia
determinada, como consecuencia de la conversiéon de los meristemos inflorescentes en
meristemos florales, produciéndose la formacidn de flores en las axilas de las hojas caulinares
(flores axilares) y una flor terminal en el SAM (Bradley et al., 1997b; Shannon y Meeks-Wagner,
1991).

Por el contrario, las plantas 355:TFL1, que expresan constitutivamente TFL1, muestran floracion
tardia y producen un mayor niumero de hojas de roseta que las plantas silvestres; ademas, al
igual que la fase vegetativa, la fase de inflorescencia también esta extendida, generandose una

inflorescencia mucho mas ramificada, con la formacién de coflorescencias no sustentadas por




INTRODUCCION

hojas caulinares, que acaba produciendo flores normales (Baumann et al., 2015; Ratcliffe et al.,

1998; Serrano-Mislata et al., 2016).

La expresion de TFL1 también se ha observado en la vasculatura del tallo de la inflorescencia y
en raices, pero su funcién en estos tejidos todavia es desconocida (Bradley et al., 1997; Shon et
al., 2007). Por ultimo, la expresiéon de TFL1 se ha detectado también en semillas, y se ha
documentado que la proteina TFL1 tiene un papel esencial en la determinacion del tamafio de
las semillas, regulando la correcta celularizacién del endospermo, funcién que lleva a cabo a
través de su interaccion con ABCISIC ACID INSENSITIVE 5 (ABI5) al que estabiliza (Zhang et al.,
2020).

Las funciones de FT y de TFL1 como reguladores de la floracidon y de la arquitectura de la
inflorescencia han sido documentados en una amplia variedad de especies, lo cual confiere a

estos genes una gran importancia agronémica y un gran potencial biotecnoldgico.

RELACION ENTRE EL ACIDO ABSCISICO (ABA) Y EL MODO DE ACCION DE TFL1

Como se ha mencionado anteriormente, la proteina TFL1 es capaz de moverse en el SAM y
reprimir la expresion de los genes de identidad de meristemo floral. TFL1 no es un factor de
transcripcién y no puede unirse directamente a DNA, y su funcidn como represor transcripcional
la ejerce actuando en un complejo con el factor de transcripcién tipo bZIP FD (Goretti et al.,
2020; Hanano y Goto, 2011; Ratcliffe et al., 1999). En trabajos previos realizados en nuestro
grupo, se identificaron genes diana de TFL1 por combinacién de un andlisis ChIP-seq con una
linea pTFL1::TFL1-Venus y con el analisis de RNA-seq de una linea TFL1-GR, donde TFL1 es
activable por dexametasona (Goretti et al., 2020; Silvestre, M, 2021). Entre las dianas directas
de TFL1 se identificé un enriquecimiento en proteinas clave de la ruta de sefalizacion del acido

abscisico (ABA) (Tabla 1).
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Tabla 1. Genes diana de TFL1 identificados por ChIP-Seq y que tienen relacién con la ruta de sefializacién del acido

abscisico (ABA) (Goretti et al., 2020).

GBF3 AT2G46270 Up Signalling TF/bZIP
MYB3 AT1G22640 Up Signalling TF/MYB
HB12 AT3G61890 Up Signalling TF/HDZIP
HB16 AT4G40060 Up Signalling TF/HDZIP
ABF3 AT4G34000 Up Signalling TF/bZIP
HAI1 AT5G59220 Up Signalling Phosphatases
SnRK2.7 AT4G40010 Up Signalling Kinases
SnRK3.9 AT4G18700 Up Signalling Kinases
AFP2 AT1G13740 Up Signalling Ninja
AFP4 AT3G02140 Up Signalling Ninja
P5CS1 AT2G39800 Up Response Proline synthesis
AIRP2 AT5G01520 Up Response Ub ligase
NFCY-C2 AT1G56170 Down Signalling TF/NFY
ABI5 AT2G36270 Down Signalling TF/bZIP
ANAC102 | AT5G63790 Down Responde TF/NAC

El ndcleo de la cascada de sefializaciéon por ABA se compone de cuatro proteinas principales
(Umezawa et al., 2010). Brevemente, el ABA se une a receptores de la familia conocida como
PYRABACTIN RESISTANCE/REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR (PYR/PYL/RCARs; Ma
et al.,2009; Park et al., 2009). Una vez que estos receptores se han unido al ABA, interaccionan
con unas proteinas fosfatasas denominadas PROTEIN PHOSPHATASE 2Cs (PP2Cs). La interaccion
inhibe la actividad fosfatasa de las PP2Cs, permitiendo que su substrato, proteinas kinasas del
grupo SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 2 (SnRK2s) sea fosforilado. Por tanto, las SnRK2s en
presencia de ABA se fosforilan y se activan, fosforilando y activando a su vez a proteinas diana
muy diversas entre las que se incluyen los factores de transcripcion (ABFs/AREB), de tipo bZIPs
(Yoshida et al., 2015), que se encargaran de activar la expresidn de genes inducibles por ABA
(Conti, 2019; Cutler et al., 2010). En ausencia de ABA, las PP2C se unen a las SnRK2 y las

mantienen en una forma inactiva defosforilada (Figura 6).
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Receptores

Fosfatasas: HAI1

Quinasas: SnRK2.7, SnRK3.9

Factores de transcripcion
ABs: ABF3, ABI5, ABF1,
ABF2, AREB3

Factores de transcripcién
de senalizacion: HB12,

HB16, NFYC2, ANAC102,

MYB3, GBF3

Figura 6. Ruta de sefializacion por ABA. El ABA es reconocido por los receptores PYR/PYL/RCAR formando un
complejo que inhibe a las fosfatasas PP2C, permitiendo la fosforilacidn de las quinasas SnRK2. Estas kinasas fosforilan
y activan proteinas diana incluyendo los factores transcripcién ABF que median la activacion de genes de respuesta a

ABA (Figura tomada con modificaciones de Danguah et al. 2014).

El ABA es una hormona isoprenoide que se conoce habitualmente como la hormona del estrés
hidrico y se ha implicado en varios procesos del desarrollo como la dormancia de la semilla, el
retraso de la germinacién y la resistencia al estrés abidtico (Vishwakarma et al., 2017), pero
también se ha visto cierta relacion con la floracién (Conti, 2019; El-Antably y Wareing, 1966). La
contribucion del ABA en la floracién es controvertida. Se han documentado efectos positivos y
negativos de la ABA en el tiempo de floracion (Conti, 2017). El ABA es capaz de activar la floracion
por la ruta de escape de sequia (DE, Drought Escape en inglés), activando a FT y TSF. De esta
forma, las plantas pueden producir flores y semillas antes de sufrir un estrés elevado por sequia
(Hwang et al., 2019). En relacién con esto, se han identificado mutantes de ABA que presentan
afectada la floracién, pero sélo en condiciones de LD (Martignago et al., 2020; Shu et al., 2018)
lo que ha llevado a proponer un modelo en el que el ABA es capaz de activar la expresion de FT
a través de la modulacién en la expresion de CO y GI. Ademas, los ABFs son capaz de activar la
expresion de SOC1 que actla de manera indirecta sobre FT. FT es capaz de moverse al SAM
donde interacciona con bZIPs, como FD y asi tiene lugar a la activacién de los genes de identidad

floral y, por otro lado, la de los de sefalizacién y homeostasis del ABA. TFL1-FD, a su vez, regula
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negativamente genes que FT-FD es capaz de activar como son el gen de biosintesis de ABA,
ABA1, asi como genes de sefializacién de ABA como los bZIPs ABF4/AREB2 y ABI5, junto con el
regulador de ABI5, AFP2 (Figura 7; Martignago et al., 2020, Zhu et al., 2020b).

FLORAL
GENES

Figura 7. Seializacion del acido abscisico y regulacion de la floracidn. En las hojas el ABA controla la transcripcidn de
FT a través de Gl y CO. Los ABFs a su vez son capaces de modular la expresién de SOC1, afectando a FT de forma
indirecta. FT se mueve hasta el SAM donde interacciona con FD y con otros bZIPs para activar los genes de identidad

floral y los de sefializaciéon de ABA. TFL1 juega un papel opuesto a FD (Figura tomada de Martignago et al., 2020).

El efecto inhibidor del ABA en la transicion floral ha sido también documentado. El mutante
deficiente de ABA aba2-2 (gin1-1, Wassilewskija background) florece ligeramente mas pronto
que las plantas silvestres tanto bajo condiciones de LD y SD (Domagalska et al., 2010). Ademas,
los mutantes insensibles a ABA abil (abil-1), abi4 (abi4-1), y abi5 (abi5-4) tienen también
floraciéon temprana indicando el efecto inhibidor del ABA en la transicidn floral (Wang et al.,
2013; Riboni et al., 2016; Shu et al., 2016). Aunque el mecanismo molecular que subyace al
retraso de floracién por ABA no se conoce, se ha sugerido que podria estar mediado por factores

de transcripcion tipo bZIP como ABI5 promoviendo la expresidon de FLC (Wang et al., 2013).
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En el laboratorio estamos intentando caracterizar la conexién entre el ABA y la ruta genética de
la floracion y la arquitectura de la inflorescencia, a través del analisis de cédmo la ruta de

sefializacidon del ABA media la actividad de TFL1.

Como se ha dicho anteriormente, entre las dianas directas de TFL1 identificadas en nuestro
grupo por los analisis de RNA-seq y ChIP-seq se identificaron diversos genes clave en la ruta de
sefalizacion del ABA y que considerando sus patrones de expresion espacio-temporal
resultaban ser buenos candidatos como mediadores de la funcidn de TFL1. Algunos de ellos han
sido ya objeto de estudio en el laboratorio AFP2, AFP4, P5CS1, HB12, HB16 y GBF3 (Garcia, C,
2021). En particular, GBF3 resulté de especial interés por tratarse de un factor de transcripcion
de tipo bZIP ya que los fenotipos de pérdida, y especialmente el de ganancia de funcion de este
gen, no descritos previamente sugerian la participacidon de GBF3 en la regulacién del tiempo de
floracién, arquitectura de la inflorescencia y el desarrollo de la semilla que son procesos del

desarrollo en los que se ha descrito que participa TFL1 (Figura 8; Garcia, C, 2021).
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Figura 8. Patrén de expresion y fenotipos asociados a GBF3. (A) Fenotipo de adelanto de la floracidn asociado al
mutante de pérdida de funcion gbf3 en condiciones de dia largo. (B) Patron de expresion de GBF3 en el apice del tallo
durante distintas etapas del desarrollo en fondo genético Col-0y tfl1-1. (C) Fenotipo de retraso de la floracién y (D)
fenotipo del apice principal comprimido y con crecimiento detenido asociado a la sobrexpresién de GBF3 en

condiciones de dia largo (Fotos tomadas de Garcia, C, 2021)

e
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Entre los genes dianas directas de TFL1, que eran genes clave en la ruta de sefializacién por ABA
y cuyo patrdn de expresion espacio-temporal parecia sugerir un posible papel como mediadores
de la funcién de TFL1, se identificaron también la fosfatasa HAI1 y los factores de transcripcidon

de la sefializacidon por ABA ANAC102 y MYB3, genes que son objeto de estudio en este trabajo.

HIGHLY ABA-INDUCED1 (HAI1) codifica una de las tres fosfatasas HAI de la familia de las
fosfatasas 2Cs (PP2Cs). Los mutantes simples hail no presentan hipersensibilidad a ABA, que
solo se observa en el caso de mutantes dobles o triples (Yoshida et al., 2006). Se ha visto un
papel de HAI1 en respuesta a estrés abidtico siendo uno de los genes relacionados con estrés
(lyer-Pascuzzi et al., 2011). Ademas, HAI1 parece jugar un papel como regulador negativo de la
respuesta a estrés osmaotico mediado por ABA (Bhaskara et al., 2012). También se sabe que HAI1
es capaz de regular la fosforilacién de AT-Hook-Like 10 (AHL10), siendo éste un mecanismo que
utilizan las plantas para regular el crecimiento frente a la respuesta a estreses ambientales

(Wong et al., 2019).

NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 102 (ANAC102), codifica un miembro de la familia de los
factores de transcripcién NAC. ANAC102 parece tener un papel en la mediacién de la respuesta
a hipoxia (Christianson et al., 2009). Ademas, ANAC102 es inducible por B-ciclocitral (f-cc), un
metabolito que se genera como consecuencia de la fotooxidacién en condiciones de estrés
luminico, y es capaz de activar la expresién de otros factores NAC, como son ANAC002, ANAC030
y ANAC081, activando asi la ruta de detoxificacidn del B-ciclocitral, lo que genera una tolerancia
frente al estrés fotooxidativo (D’alessandro et al., 2018). Por ultimo, cabe destacar que
recientemente se ha visto que ANAC102 se localiza en ntcleo y cloroplasto y es capaz de regular
negativamente la expresion de genes en el cloroplasto a través de su interaccion con las RNA

polimerasas del mismo (Xin et al., 2021).

MYB DOMAIN PROTEIN 3 (MYB3), codifica un factor de transcripcion de tipo MYB que pertenece
al subgrupo 4 de los factores de transcripcion R2R3-MYB compuesto por 4 miembros: MYB3,
MYB4, MYB7 y MYB32 (H et al., 2000). Se conoce que MYB3 juega un papel como represor de la
biosintesis de fenilpropanoides a través de la union al promotor de la Cinamato 4 Hidroxilasa

(C4H) reprimiendo su expresion (Zhou et al., 2017).
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OBJETIVOS

Para tratar de profundizar en cdmo la ruta de sefalizacidn del ABA, diana directa de TFL1, media
la actividad de TFL1 nos planteamos los siguientes objetivos:
1. Analizar la expresiéon de ANAC102, MYB3 y HAI1 en lineas con niveles alterados de
TFL1, lineas mutantes de pérdida de funcién y lineas de sobreexpresion.
2. Estudiar el papel de estos genes de respuesta a ABA en procesos del desarrollo
controlados por TFL1, analizando los fenotipos causados por la pérdida de funciény
la sobrexpresidn de dichos genes.

3. Profundizar en el estudio de GBF3 como mediador de la funcién de TFL1.
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1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Material vegetal

En este trabajo se han utilizado plantas de Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana. Las
lineas de Arabidopsis usadas fueron el ecotipo Columbia-0 (Col-0) silvestre como control, ya que
todas los mutantes y lineas transgénicas generadas estan en este fondo genético y los mutantes
de pérdida de funcidn que proceden de la coleccion de mutantes de T-DNA del instituto SALK

(http://signal.salk.edu) y de la coleccién de lineas mutantes de la universidad de Bielefeld GABI-

KAT (https://www.gabi-kat.de/). Los mutantes simples hail-1 y hail-2, asi como, el triple

mutante hail-2aip1-1hai3-1 fueron cedidos por el Dr. José Ledn (IBMCP). Plantas de Nicotiana
benthamiana se usaron para los ensayos de localizacién subcelular y de Complementacion de

Fluorescencia Bimolecular (BiFC).

1.1.1. Lineas mutantes de Arabidopsis

Las lineas mutantes de Arabidopsis utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Lineas mutantes de Arabidopsis utilizadas.

gbf3 T-DNA Col-0 Kanamicina SALK_082840C
anacl02 T-DNA Col-0 Kanamicina SALK_030702C
myb3 T-DNA Col-0 Sulfadiazina GK-815G05
hail-1 T-DNA Col-0 Kanamicina SALK 142672
hail-2 T-DNA Col-0 Kanamicina SALK_108282
hail-2aip1-1hai3-1 T-DNA Col-0 Kanamicina (Bhaskara et al.,
2012)
tfl1-1 EMS Col-0 (Shannon y Meeks-

Wagner, 1991)
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1.1.2. Lineas transgénicas de Arabidopsis

Las lineas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Lineas transgénicas utilizadas.

35S::ANAC102 pMDC32 Col-0 Higromicina Este trabajo
35S::MYB3 pMDC32 Col-0 Higromicina Este trabajo
35S::HAI1 pMDC32 Col-0 Higromicina Este trabajo
35S::GBF3 pMDC32 Col-0 Higromicina Garcia, C, 2021
35S::GBF3 pMDC32 tfl1-1 Higromicina Este trabajo
PHEE401_3sgRNA Col-0 Higromicina Este trabajo
pHEE401_3sgRNA gbf3 Higromicina Este trabajo

1.1.3. Cultivo de Arabidopsis en el invernadero

Para el cultivo de Arabidopsis se utilizdé una mezcla de tierra 2:1:1 de turba
negra:perlita:vermiculita en alveolos de 6,5 x 6,5 x 5 cm. Tras la siembra, las semillas sufrieron
un proceso de vernalizaciéon en una cdmara a 42C en condiciones de oscuridad durante 4 dias
con el objetivo de sincronizar la germinacién. El cultivo de las plantas se realizé en invernaderos
con luz natural suplementada con luz blanca fria (4600lm) completando un fotoperiodo de dia
largo de 16h de luz manteniendo la temperatura estable entre 212C y 232C. Ademds, se
cultivaron en fitotrones con luz blanca fria (4600Im) en condiciones de fotoperiodo de dia largo
(LD, 16h de luz y 8h de oscuridad) o de dia corto (SD, 8h de luz y 16h de oscuridad) manteniendo
la temperatura a 212C. El riego se realizé por inmersién dos veces por semana, una vez con agua

y otra con solucion Hoagland n21 suplementada con oligoelementos (Hewitt, 1953).

1.1.4. Cultivo de Arabidopsis in vitro

Se utilizé el cultivo in vitro de Arabidopsis para la seleccidn de lineas mutantes y transgénicas,
asi como para la obtencidon de material vegetal. Las semillas se colocaron en tubos Eppendorf
de 1.5 mL y se esterilizaron, en una cabina de flujo laminar, con una solucién acuosa de etanol
al 70% (v/v) y Tritén-X-100 al 0,005% (v/v) durante 3 minutos en agitacion, se lavaron con etanol
96% (v/v) durante 1 minuto en agitacidon y se dejaron secar sobre papel de filtro estéril.
Posteriormente, las semillas esterilizadas se distribuyeron en placas de Petri, selladas con cinta
MicroporeTM 3M Surgical Tape para permitir el intercambio de gases, sobre un medio sélido

(pH 5.9) compuesto por 2.2 g/L de sales MS con vitaminas (Duchefa), 20 g/L de sacarosa, 0.1 g/L
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MESvy 6.0 g/L de agar suplementado, o no, con el correspondiente agente selectivo (Kanamicina
(100 pg/ml), Sulfadiazina (100 pg/ml), Higromicina (40 pg/ml) y Timentina (150 pg/ml). Tras la
siembra, las placas con semillas se llevaron a camaras donde estuvieron de 3-5 dias en oscuridad
a 49C para su estratificacidon y posteriormente se llevaron a cdmaras de cultivo in vitro con
fotoperiodo de dia largo 16h luz a una temperatura constante de 249C. La luz fue suministrada

por tubos fluorescentes Sylvania Gro Luz 36W (luz blanca fria de 850Im).

1.1.5. Fertilizacién cruzada en Arabidopsis

Para la fertilizaciéon cruzada se utilizé un individuo de Arabidopsis como parental masculino
(donante de polen) y otro como femenino (receptor de polen). Las manipulaciones de las flores
se realizaron con la ayuda de pinzas de microcirugia y una lupa binocular. Tras emascular una o
varias flores no fecundadas de un tallo inflorescente del parental femenino, se extirparon del
masculino una o dos flores maduras con estambres con polen. Se pusieron en contacto varias
anteras del donante de polen con el pistilo del parental femenino, quedando de esta forma el
polen adherido a él. Una vez que las silicuas resultantes del cruzamiento estuvieron maduras y

practicamente secas, se recogieron en un tubo eppendorf rotulado adecuadamente.

1.1.6. Conservacién de semillas de Arabidopsis

Las semillas maduras se recolectaron, se dispusieron en tubos Eppendorf de 1.5 mLy se dejaron
secar durante cinco dias a 372C. Posteriormente, las semillas se almacenaron en el invernadero

en una cdmara oscura con condiciones controladas de humedad (25%) y temperatura (102C).

1.1.7. Cultivo de N. benthamiana en invernadero

En el caso de las N. benthamiana el cultivo se realizé con una mezcla de 1:1 turba
negra:vermiculita, en macetas de 12 cm de diametro en fitotrones con luz blanca (4600Im) a una

temperatura estable de 21-23°C.
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1.2. Material bacteriano

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Cepas bacterianas utilizadas.

Escherichi li h
scherichia gllguperc arge Transformacién de bacterias Clontech
. . . TM
Escherichia coli One Shot Transformacién de bacterias Thermofisher
TOP10
Agrobacterium tumefaciens Transformacion de
K hell, 1
C58 pMP90 Arabidopsis (Konczyy Schell, 1586)

1.2.1. Cultivo de bacterias in vitro

Para el crecimiento de los cultivos bacterianos se utilizé el medio LB (Luria-Bertani medium),
compuesto por: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5.0 g/L y NaCl 1.0 g/L, pH 7.0. El medio
sélido se obtuvo afiadiendo agar 15 g/L. Los cultivos liquidos de E. coli y A. tumefaciens se
incubaron toda la noche a 37°C 0 a 28°C, respectivamente, con agitacién de 200 rpm. Los cultivos
en medio sélido se incubaron a 37°C durante una noche para E. coli, o a 28°C durante 2 dias para

A. tumefaciens.

Para la recuperacion de las E. coli One Shot™ TOP10 tras el choque térmico se utilizé un medio
liquido SOC (medio S.0.C. de Hanahan), compuesto por triptona 2g/L, extracto de levadura

0.5g/L, NaCl 10mM, KCl 2.5mM, MgCl, 20 mM, MgS0O4 10mM vy glucosa 20mM.

La seleccidn de bacterias transformadas se realizé suplementando al medio los antibiéticos que

se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Antibidticos con los que se suplementé el medio LB para la seleccién bacteriana.

- E. coliy A.
Kanamicina 100 mg/mL H,0 tumefat):liens 50 pg/mL
Espectinomicina 100 mg/mL H,0 E. coli 100 pg/mL
Rifampicina 50 mg/mL DMSO A. tumefaciens 100 pg/mL
Gentamicina 100 mg/mL H,0 A. tumefaciens 100 pg/mL

1.2.2. Conservacién de los microorganismos en glicerol
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Para la conservacion de las cepas bacterianas a largo plazo se prepararon glicerinados. Para ello,
se mezclaron dentro de tubos estériles de 2mL “Cryovial” de “Simport” 900puL del cultivo de E.
coli de A. tumefaciens crecido en medio LB durante toda la noche y 700uL de glicerol al 50%;
una vez homogeneizada la mezcla se introdujeron inmediatamente en nitrégeno liquido para su

posterior almacenaje en cajas a -802C.

2. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1. Aislamiento y purificacidon de acidos nucleicos

2.1.1. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Para las preparaciones a pequeiia escala de DNA plasmidico puro de E. coli se utilizé el kit
comercial NZYMiniprep (NZYTech) a partir de cultivos de 5 mL de medio LB liquido suplementado
con el antibidtico requerido, inoculados con colonias frescas e incubados tal y como se describe

en el apartado 1.2.1.

Para las preparaciones a mediana escala de DNA plasmidico puro de E. coli se utilizo el kit
comercial Plasmid Midi kit (Qiagen) a partir de cultivos de 100 mL crecidos en condiciones

similares que las utilizadas para las preparaciones de DNA plasmidico a pequefa escala.

Tanto para las preparaciones a pequefia escala como para las de mediana escala se siguieron las

especificaciones suministradas por los fabricantes.

2.1.2. Extraccion de ADN plasmidico de A. tumefaciens

Las preparaciones de DNA plasmidico de A. tumefaciens a pequena escala se realizaron
siguiendo el protocolo descrito por Sambrook et al., 1989. Se partié de cultivos de 5 mL de LB
suplementados con Rifampicina 100 pg/mL, Gentamicina 100 pg/mL y el antibidtico
correspondiente a la resistencia del plasmido que se quiere aislar, inoculados con colonias
frescas e incubados tal y como se describe en el apartado 1.2.1. La pureza y cantidad de ADN
extraido por dicho método no es alta, de ahi que se utilizara 1 pL de esta preparacidn de DNA
para transformar E. coliy de uno o dos de los clones transformantes de E. coli se volvid a purificar

el ADN plasmidico para su posterior analisis por digestion enzimatica.

2.1.3. Extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis

La extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis se realizé siguiendo el protocolo “Quick DNA

prep for PCR” descrito por Weigel y Glazebrook, 2009 a partir de hojas jévenes de 1cm de
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longitud recolectadas en hielo. EI ADN gendmico resultante se resuspendié finalmente en 50 plL

de agua Mili-Q y se almacené a -20°C.

2.1.4. Extraccion de ARN total de Arabidopsis

Las extracciones de ARN total de Arabidopsis llevadas a cabo en este trabajo, se realizaron a
partir de muestras recogidas e inmediatamente congeladas con nitrégeno liquido; el tejido fue
manualmente homogeneizado con un mortero y un pistilo hasta obtener un polvo fino que fue
almacenado en tubos Eppendorf de 1.5 mL a -802C hasta la extracciéon con aproximadamente

100 mg cada uno.

Para el clonaje y los andlisis de expresién de un gen por RT-gPCR se utilizo el kit “E.Z.N.A. Plant
Kit RNA kit” (Omega), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y la pureza del
RNA obtenido se evalué mediante espectrofotometria utilizando un Nanodrop ND1000
(Applied) y su integridad se analizd por electroforesis en gel de agarosa al 1%. El ARN total
extraido se almacend a -802C hasta su posterior uso. Tras la extraccion, antes de llevar a cabo la
transcripcién reversa, se trataron 3ug de ARN total con DNAsa para eliminar la contaminacién
de ADN gendmico utilizando el kit “TURBO DNA-free kit” (Invitrogen), siguiendo las instrucciones

del fabricante.

2.2. Manipulacion de acidos nucleicos

2.2.1. Sintesis de cDNA

2 ug de ARN total de Arabidopsis extraido y tratado con DNasa segln se describe en el apartado
2.1.4. se usaron como molde para la sintesis de cDNA utilizando el sistema “SuperScript IV” y
“Oligo dT12.18" (Thermo) y siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. El cDNA

obtenido se almacend a -202C hasta su uso.

2.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar fragmentos de ADN con el objetivo del genotipado de lineas mutantes o de la
clonacidn se utilizé la técnica de PCR. Se utilizaron diferentes combinaciones de cebadores
especificos detallados en el Anexo, Tabla S1 y moldes de diferente naturaleza incluyendo cDNA,
ADN gendémico, ADN plasmidico o fragmentos de PCR, asi como diferentes tipos de polimerasas

de ADN.

Para los procesos de clonacidn se utilizo la polimerasa de alta afinidad HF Phusion (Thermo),

mientras que para el genotipado se usé la GoTaq (Fermentas), siguiendo en cada caso las
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instrucciones del fabricante. Las concentraciones de cada reactivo necesarias para el correcto

funcionamiento de las reacciones de PCR, asi como los tiempos, se detallan en las Tablas 6y 7.

Tabla 6. Condiciones utilizadas para la amplificacion de ADN por PCR. Se muestran las mezclas de reaccion estandar.

MIX PCR

1X 1X
1.5mM 1.5mM
400puM 200uM
0.5uM 0.2uM
0.5uM 0.2uM
Hasta 50 pL Hasta 25 plL
0.2U/uL 0.2U/pL

Desde 1pg hasta 10ng

Desde 1pg hasta 10ng

Tabla 7. Condiciones generales utilizadas para la amplificacién de ADN por PCR.

PROGRAMA
Temperatura Tiempo
| Feocdo | Ccbr | Phuslon | Gofag | Phusion | Gorag
Desnaturalizacion inicial 1 982C 95°C 1min 2min
Desnaturalizacién 982C 95°C 10s 30s
Hibridacion 35 - - 30s 30s
Extension 722C 722C 30s/Kb 1min/Kb

Extension final 1 72°C 72°C 5min 5min

Almacenaje 1 4°C 15°C 00 00

La temperatura de hibridacion se calculd para cada pareja de cebadores mediante la

herramienta “online Tm calculator Thermo”:

https://www.thermofisher.com/es/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/tm-calculator.html

2.2.3. Purificacién de fragmentos de ADN
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La purificacidon de fragmentos de ADN se llevd a cabo tras su amplificacion por PCR con el
objetivo de generar amplicones de mayor calidad y pureza destinados a la clonacién o la
secuenciacion. Cuando la purificacion se llevé a cabo directamente sobre el producto de PCR se
utilizo el sistema “mi-PCR Purification Kit” (Metabion). Para la purificacion de una banda de gel
de agarosa conteniendo el producto de interés se utilizé el sistema “mi-Gel Extraction Kit”
(Metabion). En ambos casos, la purificacion se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del

fabricante.

2.2.4. Digestion de ADN con enzimas de restriccidon

Se utilizaron protocolos estandar (Maniatis et al., 1982) para llevar a cabo la digestién de ADN
por enzimas de restriccidn, utilizando el tampdn y las condiciones indicadas por el fabricante. El
analisis de los fragmentos de ADN resultante se analizé por electroforesis en gel de agarosa al
1% con tampon TBE 1X [Tris 44.5mM (pH 8.0), acido bdrico 44.5mM, EDTA 1.25mM].
Previamente, se simuld una digestidn in silico para determinar el nimero y el tamafio de los

fragmentos esperados.

2.2.5. Cuantificacién de acidos nucleicos

La pureza y la concentracion del ADN y del ARN total se analizd por espectrofotometria
utilizando el NanoDrop ND-1000 (Applied). La calidad de las muestras se determiné mediante

las ratios 260/230 y 260/280.

2.3. Técnicas de clonacion

2.3.1. Vectores plasmidicos utilizados

Para las clonaciones llevadas a cabo en este trabajo se han usado distintas reacciones de ligacion
dependiendo del tipo de vector y la tecnologia de clonacién en la que se basa. Los vectores

plasmidicos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8. Vectores plasmidicos utilizados.

Espectinomicina, sitio de | Clonaje de productos | Invitrogen
pCR8/GW/TOP | unién para cebadores | de PCR. Vector entrada

(0] M13 directo y reverso, | sistema Gateway.
GW1ly GW?2.
Kanamicina/Higromicina Clonaje y | Invitrogen
MDC32 .
PMDC3 Promotor 2x35S. transformacion de
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Arabidopsis. Contiene
un promotor 2x35S.
Kanamicina/Higromicina Vector de expresién. | AlejandroFerrando

Mitad C' de la YFP. Generacion de | , IBMCP
fusiones
pYFC43 traduccionales a Ia

mitad C-terminal de Ila
proteina fluorescente

YFP.
Kanamicina/Higromicina Vector de expresidn. | Alejandro
Mitad N' de la YFP. Generacion de | Ferrando, IBMCP
fusiones
pYFN43 traduccionales a la

mitad N-terminal de la
proteina fluorescente

YFP.
Kanamicina/Higromicina Clonaje y | Invitrogen
transformacion de
Nicotiana
PMDC43 benthamiana.
Contiene el promotor
35Sy la proteina GFP.
Kanamicina/Higromicina Clonaje y | Addgene (Wang et
Cas9, promotor U6. transformacion de | al., 2015)
pHEE401 Arabidopsis.
Obtencion de lineas
CRISPR.

2.3.2. Construcciones plasmidicas utilizadas

Las construcciones plasmidicas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9. Construcciones plasmidicas utilizadas.

Vector tipo Entry
Plasmido Fragmento cDNA del Este
intermediario para | gen ANAC102 desde trabajo.
pCR8/GW/TOPO-ANAC102 recombinacidn ATG a STOP
mediante tecnologia amplificado
Gateway. mediante PCR.
Plasmido Fragmento cDNA del Este
intermediario para gen MYB3 desde trabajo.
pCR8/GW/TOPO-MYB3 recombinacidn ATG a STOP
mediante tecnologia amplificado
Gateway. mediante PCR.
Plasmido Fragmento cDNA del Este
pCR8/GW/TOPO-HAI1/PP2C intermediario para gen HAI1/PP2C trabajo.
recombinacion desde ATG a STOP
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mediante tecnologia

amplificado

Gateway. mediante PCR.
Plasmido Fragmento cDNA del Garcia, C,
intermediario para | gen GBF3 desde ATG 2021
pCR8/GW/TOPO-GBF3 recombinacién a STOP amplificado
mediante tecnologia mediante PCR.
Gateway.
Vectores destino
., Obtenido mediante
Generacion de C
. recombinacion
construcciones del Gateway entre el
wocs ey | (B | LI e
pI|'neas transgénicas PCR8/GW/TOPO- a
de sobreex gresic')n ANAC102 y el vector
P ' pMDC32.
., Obtenido mediante
Generacion de L
. recombinacion
construcciones del Gateway entre el
pMDC32-MYB3 t'pg iﬁex.yff dp:ra plasmido traE;t;o
, o pCR8/GW/TOPO- o
lineas transgénicas
de sobreexpresion MYB3 y el vector
P ' pMDC32.
., Obtenido mediante
Generaciéon de .,
. recombinacién
construcciones del Gateway entre el
pMDC32-HAI1/PP2C t'ﬁ’;’ j’stsenhc'f\éi z:ra plasmido tr:;ge.o
lineas transgénicas PCR8/GW/TOPO- o
de sobreex gresién HAI1/PP2Cy el
P ’ vector pMDC32.
., Obtenido mediante
Generaciéon de .,
. recombinacién
construcciones del Gateway entre el
pMDC32-GBF3 t"ﬁg iferif f: g:ra plasmido Gazrg'z""i <
, - pCR8/GW/TOPO-
lineas transgénicas
de sobreexpresion GBF3y el vector
P ' pMDC32.
BiFC
(C')YFP-TFL1
Generaciéon de Obtenido mediante
construcciones de recombinacién ,
fusidn al fragmento Gateway del Méndez-
pYFC43-TFL1 . P Lozi, C,
C-terminal de la pldsmido 2012
proteina YFP para PCR8/GW/TOPO-
ensayos de BiFC. TFL1 con el vector
pYFC43.
Generaciéon de (C')YFP-50C1
construcciones de Obtenido mediante Méndez-
pYFC43-SOC1 ) recombinacién Lozi, C,
fusién al fragmento
. Gateway del 2012
C-terminal de la .
pldsmido
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proteina YFP para
ensayos de BiFC.

PCR8/GW/TOPO-
SOC1 con el vector
pYFC43.

Generaciéon de
construcciones de

(C')YFP-GBF3
Obtenido mediante
recombinacion

fusién al fragmento Gateway del Este
PYFCA43-GBF3 C-terminal de la pldsmido trabajo.
proteina YFP para PCR8/GW/TOPO-
ensayos de BiFC. GBF3 con el vector
pYFC43.
(C')YFP-TFL1
Generacion de Obtenido mediante
construcciones de recombinacion ,
fusidn al fragmento Gateway del Men.dez-
pYFCA43-TFL1 . P Lozi, C,
C-terminal de la pldsmido 2012
proteina YFP para PCR8/GW/TOPO-
ensayos de BiFC. TFL1 con el vector
pYFC43.
(N')YFP-FD
Generacion de Obtenido mediante
construcciones de recombinacion
DYEN43-FD fusion al fragmento Gatc?way del En el .
N-terminal de la pldsmido laboratorio.
proteina YFP para PCR8/GW/TOPO-FD
ensayos de BiFC. con el vector
PYFN43.
(N')YFP-AG
Generacion de Obtenido mediante
construcciones de recombinacion
fusidn al fragmento Gateway del Balanza et
PYFN43-AG N-terminal de la pldsmido al.,, 2014
proteina YFP para PCR8/GW/TOPO-AG
ensayos de BiFC. con el vector
PYFN43.
(N')YFP-GBF3
Generacion de Obtenido mediante
construcciones de recombinacion
fusion al fragmento Gateway del Este
PYFN43-GBF3 N-terminal de la plasmido trabajo.
proteina YFP para PCR8/GW/TOPO-
ensayos de BiFC. GBF3 con el vector
PYFN43.
Generacion de (N")YFP-TFL1
construcciones de Obtenido mediante
fusion al fragmento recombinacion Zamk?rano—
pYFN43-TFL1 . Rodriguez,
N-terminal de la Gateway del
, L A, 2013
proteina YFP para plasmido
ensayos de BiFC. PCR8/GW/TOPO-
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TFL1 con el vector
pYFN43.
GFP
Obtenido mediante
recombinacion
Generacion de Gateway entre el Este
pMDC43-GBF3 construcciones de pldsmido trabajo
fusion al gen GFP. pCR8/GW/TOPO- )
GBF3 vy el vector
pMDC43.
Obtenido mediante
recombinacion
Generacion de Gateway entre el En el
pMDC43-TFL1 construcciones de pldsmido laboratorio
fusion al gen GFP. pCR8/GW/TOPO- )
TFL1y el vector
pMDC43.
Vector que contiene el Carmen
pMOGS800 gen GFP bajo el control | Herrandez,
del promotor 35S IBMCP
CRISPR
Obtencioén de lineas Obterndo mediante
. clonaje Golden Gate
Knock-Out mediante L
pHEE401_3sgRNA_gbfl_gbf2 tecnologia CRISPR siguiendo el . Estg
para el gen GBF1 y protocolo descrito trabajo.
GBE2. por Wang et al.,
2015

2.3.3..Obtencién de construcciones

Todas las construcciones de sobreexpresion generadas en este trabajo se obtuvieron mediante
la utilizacién del sistema de clonacidon comercial basado en la tecnologia Gateway (Thermo), con
excepcion de la construccion de sobreexpresidon del gen MYB3 para la que se utilizo la tecnologia
In-Fusion (Takara). En todos los casos se siguieron las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Las construcciones realizadas para la generacidon de mutantes CRISPR se obtuvieron
mediante el sistema de clonacidon Golden Gate segln el protocolo descrito por (Wang et al.,

2015).

2.3.3.1. Sistema de clonacion basado en la tecnhologia Gateway

La tecnologia Gateway es un método de clonacidn universal que aprovecha las propiedades de
recombinacion especificas de sitito del fago lambda (Landy, 1989) y que permite mover el gen
de interés a multiples vectores. Los vectores de clonacién Gateway tienen sitios especificos de

recombinacion (att). En los vectores entry, como el vector pCR8/GW/TOPO, el inserto se
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introduce entre los sitios attL. Una vez se ha generado el clon entry y, se ha verificado que el
inserto se ha insertado en la orientacién correcta, se lleva a cabo una reaccién de recombinacién
usando la enzima LR Clonasa Il de Gateway (Invitrogen) para transferir el gen de interés desde
el clon entry a cualquier vector de destino Gateway con extremos attR (Ver Tabla 8; pMDC32,

pMDC43, pYFN43 y pYFC43).

Esta tecnologia se utilizé para generar las construcciones de sobreexpresién utilizadas en este
trabajo, tanto para generar lineas de sobreexpresion de Arabidopsis, como para las de los

ensayos de expresion transitoria en N. benthamiana.

2.3.3.2. Sistema de clonacion basado en la tecnologia In-Phusion

La tecnologia de clonacién In-Phusion esta disefiada para la clonacidn rapida y direccional de
uno o mas fragmentos de DNA en cualquier vector. Se basa en la capacidad del enzima In-
Phusion para fusionar fragmentos de ADN de manera eficiente y precisa (por ejemplo, insertos
generados por PCR y vectores linearizados) mediante el reconocimiento de 15-pb solapantes en
sus extremos los cuales pueden ser generados durante el disefio de los cebadores para la
amplificacidn de las secuencias deseadas. Esta tecnologia se utilizé concretamente para generar

la construccidn pMDC32-MYB3 para la obtencién de lineas transgénicas de sobreexpresion.

2.3.3.3. Sistema de clonacion Golden Gate

La tecnologia Golden Gate es un sistema de clonacion molecular que permite ensamblar
multiples fragmentos de ADN de forma simultdnea y direccionalmente. Se basa en el uso de
enzimas de restriccion del tipo 1IS que cortan fuera de la regidn que reconocen vy, por tanto,
generan extremos no palindromicos y el uso de una T4 ADN ligasa. La generacién de sitios no
palindrémicos fuera de la regién reconocida por las enzimas de restriccion permite el disefio de
cebadores especificos que introduzcan el sitio de unién del enzima seguido por la region que se
desea utilizar como punto de unidn para el siguiente fragmento. Debido a la cantidad de
combinacion posibles hace que este sistema sea especifico. Ademas, debido a que estas enzimas

cortan fuera del sitio de unién hacen que este sistema sea irreversible.

El sistema de clonacién Golden Gate se ha usado para la obtencion de los pHEE401 que
contienen los gRNA necesarias para la modificacién genética de GBF1 y GBF2 por el sistema
CRISPR-Cas9 siguiendo el protocolo descrito en Wang et al. (Ver Tabla 8, pHEE401_sgRNA; ver
Anexo, Tabla S1, cebadores CRISPR/Cas9).

2.4. Secuenciacién
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La secuenciacion de fragmentos de DNA obtenidos por PCR para ser utilizados en el clonaje, asi
como en la seleccién de mutantes CRISPR/Cas9, se llevaron a cabo en el “Servicio de
Secuenciacion de ADN” del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC,
Valencia) con el secuenciador capilar basado en la tecnologia Sanger “ABI 3130 XL” (Applied). La
preparacion de las muestras de ADN se llevo a cabo siguiendo las indicaciones especificadas en

www.ibmcp.upv.es.

Para la secuenciacidn se utilizaron tanto cebadores especificos de los vectores plasmidicos como

de los fragmentos de ADN sometidos al andlisis (ver Anexo, Tabla S1).

2.5. Estudios de expresion

2.5.1. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR)

La técnica de la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) se utilizd para determinar el nivel
relativo de expresion génica. Para ello se disefiaron cebadores especificos para cada gen (Anexo,

Tabla S1) por medio del software Primer 3 Plus (https://primer3plus.com/cgi-

bin/dev/primer3plus.cgi) y Primer designing tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). Los parametros se ajustaron a las siguientes condiciones: amplicones de 180-300pb,

temperatura de hibridacion entre 58-629C y contenido en GC entre 40-60%.

El calculo de la eficiencia de las parejas de cebadores se realizé mediante RT-gPCR usando como
molde diluciones seriadas (1, 1/5, 1/25 y 1/125) de cDNA. Se consideraron vilidas aquellas
parejas de cebadores cuya eficiencia de amplificacion estuvo entre 90-110% y, también se tuvo
en cuenta para la seleccidn de las parejas de cebadores, que en el ensayo no se generaran
dimeros de cebadores o amplicones inespecificos Las reacciones de PCR cuantitativa se
prepararon en placas “MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode” (Applied
Biosystems) en un volumen final de 10 pL, que incluia 2 pL de cDNA molde, 2ulL de “Premix
PyroTaq Eva Green gPCR Mix Plus” (GMC) (5X), y 0,4 uL de cada cebador (5uM). Las reacciones
se realizaron en un termociclador “QuantStudio™ 3 — 96-Well 0.1 mL Block” (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) y el amplicon del gen de interés se cuantificé durante la fase
exponencial de la reaccion de PCR, en funcién del nimero de ciclos necesarios para superar un
umbral de florescencia determinado (Ct). A partir de este valor, se calcularon los niveles de

expresion relativa del gen de interés en las distintas muestras respecto a la muestra control,
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normalizados con el nivel de expresidn del gen constitutivo TIP41-like (AT4G34270; Czechowski
et al., 2005) en esas mismas muestras, segun el método “AAthreshold cycle (Ct)” (Livak y

Schmittgen, 2001) mediante la siguiente formula:

- [Ct genA - Ctgenconstitutivo __ Ctgena - Ctgen constitutivo}

(muestra problema) (muestra control)

2.6. Transformacion de cepas bacterianas

El método utilizado para transformar tanto E. coli como A. tumefaciens fue la electroporacion
con un “GenePulser™” (Bio-Rad) usando células electrocompetentes y siguiendo las
instrucciones del fabricante. La preparacion de estas células electrocompetentes se llevod a cabo
siguiendo el protocolo “Pulse controller, operation instructions and applications guide, accesory
for bacterial and fungal electro-transformation” (Bio-Rad Laboratories, 1992), para E. coli y
segln Wen-Jun y Forde (1989) para A. tumefacienss. El pulso utilizado fue de 200Q, 25uF, 1.7kV
para E. coliy 400Q), 25uF, 1.7kV para A. tumefaciens.

Como sistema alternativo a la transformacion de E. coli por electroporacion, el sistema utilizado
fue el de choque térmico con células de E.coli de la cepa One Shot™ TOP10 (Invitrogen),

siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

2.7. Transformacion genética de plantas

2.7.1. Transformacion de Arabidopsis

2.7.1.1. Transformacién genética mediante inmersidn floral

Para generar plantas transgénicas de Arabidopsis, se utilizaron plantas del ecotipo silvestre Col-
0 para obtener las lineas de sobreexpresidn de los genes HAI1/PP2Cy MYB3, y para la generacién
de los mutantes CRISPR también plantas mutantes gbf3. La transformacién se llevd a cabo segln
el protocolo de inmersidn floral con las construcciones detalladas en la Tabla 9 y siguiendo el

protocolo descrito por Clough y Bent, 1998.

2.7.1.2. Seleccidn de plantas transgénicas

La seleccion de los transformantes primarios (T1) se realizé mediante la siembra de las semillas
procedentes de las plantas infiltradas en medio sélido MS suplementado con Higromicina y
Timentina en cajas Petri de 15 cm. Se dejaron 4 dias a 42C y oscuridad para su estratificacion, se

pusieron en camaras de cultivo in vitro a 232C durante 8 horas, se taparon durante 3 dias para
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dejarlas en oscuridad y se destaparon, dejandolas de 7 a 10 dias en cultivo in vitro.
Posteriormente las plantas T1 resistentes, verdes y con las raices desarrolladas, se transfirieron

al invernadero y se cultivaron segun las condiciones indicadas en el apartado 1.1.3.

Para llevar a cabo la estimacidn del nimero de inserciones de T-DNA en las lineas transgénicas
T1, se realizé una siembra de 60 semillas T2 por linea en cajas Petri de 9cm de didmetro en
medio MS con Higromicina, se dejaron crecer durante 15 dias y se cuantificé el porcentaje de
plantas T2 resistentes al antibiético. Se consideré como lineas portadoras de una Unica insercion

aquellas lineas T1 cuya progenie T2 segregd de acuerdo a una ratio 3:1.

2.7.2. Transformacion transitoria de Nicotiana benthamiana

La transformacion transitoria de Nicotiana benthamiana se utilizé para los ensayos de
Complementacién Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC) y para los de localizacién subcelular
utilizando cepas de A. tumefaciens con las construcciones descritas en la Tabla 9 siguiendo el

protocolo descrito por Belda-Palazén et al. (2012), con algunas modificaciones.

2.7.2.1. Ensayo de complementacidon bimolecular de la fluorescencia (BiFC)

El ensayo de BiFC se utilizd para testar in planta la interaccidén proteina-proteina de GFB3 con
TFL1. Para este ensayo, se generaron las construcciones detalladas en la Tabla 9 que consisten
en fusiones traduccionales de las secuencias codificantes de los genes de interés a una de las
dos mitades de la proteina YFP. Para ello se utilizaron los plasmidos Gateway pYFC43 y pYFN43
(Tabla 8; Belda-Palazén et al., 2012) que contienen la mitad C-terminal (pYFP®) y N-terminal de
la proteina YFP  (pYFPN). Para mé&s informacién sobre los  plasmidos:
https://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php. Tras obtener las construcciones se

introdujeron en A. tumefaciens para llevar a cabo la transformacidn de hojas de N. benthamiana.

Para el ensayo de BIFC se prepararon diferentes mezclas incluyendo combinaciones de las cepas
de A. tumefaciens con las construcciones de las fusiones traduccionales fluorescentes cuya
interaccion se quiere a testar, junto a células de A. tumefaciens expresando la proteina P19
(supresor viral del silenciamiento génico post-transcripcional; Voinet et al., 2003) y células de A.
tumefaciens que expresan un marcador viral nuclear fusionado a la proteina mRFP (Genovés et
al., 2009). Estas mezclas se utilizaron para infiltrar hojas de N. benthamiana siguiendo el
protocolo descrito en Belda-Palazén et al., (2012) aunque con modificaciones en la OD600 final

de cada A. tumefaciens en las mezclas, siendo en este caso de 0.4:0.4:0.1:0.05 (fusidn
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PYFPC:fusién pYFPN:P19:mRFP). Transcurridos 3 dias tras la infiltracidn, se tomaron secciones de

las hojas transformadas y se observaron al microscopio confocal.

2.7.2.2. Ensayo de localizacién subcelular

El ensayo de localizacién subcelular se utilizdé para analizar si GFB3 y TFL1 comparten la misma
localizacidn a nivel subcelular. Para ello, se utilizaron las construcciones detalladas en Tabla 9
que contienen la proteina verde fluorescente (GFP) fusionada a la regidon N-terminal de la region

codificante de GBF3 y de TFL1, expresadas bajo el control del promotor constitutivo 35S.

El protocolo de agroinfiltracién en N. benthamiana utilizado en el ensayo de la localizaciéon
subcelular se llevé a cabo tal como se describe para los ensayos de BIFC (seccion 2.6.2.1) siendo
la OD600 final de cada A. tumefaciens en las mezclas para este ensayo de 0.8:0.1:0.05 de la
proteina:P19:mRFP. Transcurridos 3 dias tras la infiltracidn, se tomaron secciones de las hojas

transformadas y se observaron al microscopio confocal.

3._GENERACION Y GENOTIPADO DE LINEAS MUTANTES GBF1GBF2 MEDIANTE EL SISTEMA

CRISPR/CAS9

Se disefid¢ una construccion con las guias seleccionadas con la herramienta

(http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/) y, que se detallan en la Tabla 10, y se sigui6 el protocolo

descrito por Wang et al. (2015) para la obtencidon de las construcciones a partir de los cebadores

descritos en el Anexo, Tabla S1.

Las plantas de Arabidopsis del ecotipo silvestre Col-0 y el alo mutante gbf3 se agroinfiltraron, tal
y como se detalla en el apartado 2.6.1.1., y se seleccionaron las plantas que contenian el inserto
como se detalla en el apartado 2.6.1.2. Por ultimo, se procedié a coger muestras de hojas
jévenes, sobre las que se realizd PCRs con los cebadores descritos en Anexo, Tabla S1 y se
procedid a su secuenciacion, asi como su analisis bioinformatico para seleccionar las plantas
mutantes con la ayuda de la herramienta bioinformatica ICE CRISPR Analysis Tool, Synthego:

(https://www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-analysis).

La limpieza de las PCRs, previa a la secuenciacidn, se realizdé poniendo 15 plL de lareacciéony 13.5
pL de isopropanol al 90%, se invirtié varias veces el tubo y se centrifugd a 13.800 rpm durante
15 min a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante y se hizo un lavado con 200 pL de
etanol al 70% en frio. Se dejo secar durante 2 horas y se resuspendié finalmente en 10 pL de

H.0.

33


http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/
https://www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-analysis

MATERIALES Y METODOS

Tabla 10. Guias de ARN disefiadas para dirigir la Cas-9 a los loci GBF1 y GBF2.

Guia 25 GTACCCAGCAATGTATCCCCCGG GBF1 Exon 5
Guia 8 GCTTCTGGCAAGAAGTCAAAGGG GBF1 Exon 6
Guia 4 GGAGACGCCCACATATAAGGCGG GBF2 Intrén 7

4. ENSAYOS DE SOBREEXPRESION EN ARABIDOPSIS

La secuencia codificante (CDS) de los genes HAI1/PP2C y MYB3 se amplifico desde cDNA de
plantulas de Arabidopsis de 12 dias usando la polimerasa de alta fidelidad HF Phusion (Thermo)
tal y como se describe en el apartado 2.2.2. Las distintas parejas de cebadores empleadas se
detallan en el (Anexo, Tabla S1). Para la construcciéon de sobreexpresion de HAI1/PP2C el
producto de PCR se clond en el vector pCR8/GW/TOPO (Invitrogen). Como la ADN polimerasa
Phusion genera extremos romos en los productos de PCR y este vector funciona con el sistema
“TA” de clonacién se llevé a cabo un paso previo de adicidon de colas A a los amplicones, tal y
como se describe en la guia de uso del fabricante. Después se llevd a cabo una reaccidn de
recombinacion LR (ver 2.3.3.1) usando pMDC32 como vector destino. Para la construccion de
sobreexpresion de MYB3 el producto de PCR se cloné directamente en el vector pMDC32,
previamente linearizado, mediante el uso del enzima in-Phusion (ver 2.3.3.2). Tras verificar en
E.coli las construcciones finales de HAI1 y de MYB3, se introdujeron después en A. tumefaciens
para proceder a transformar plantas de Arabidopsis segun el procedimiento de inmersion floral
como se describe en el apartado 2.7.1.1. La seleccidn de los transformantes primarios se llevo a
cabo, tal y como se describe en el apartado 2..1.2 y tras ser trasplantados a tierra se procedio a

su caracterizacion fenotipica.

5. ANALISIS FENOTIPICO DE LAS PLANTAS MUTANTES Y LINEAS TRANSGENICAS

5.1. Fotografia a bajo aumento

Las imagenes obtenidas de los fenotipos de lineas transgénicas y mutantes se realizaron a bajo
aumento con una camara Leica V-LUX1 y de mayor aumento con una Lupa binocular (Olympus

S$Z60) con un Software de analisis de imagen Leica Application Suite (Leica).

5.2. Técnicas de microscopia

5.2.1. Microscopia confocal




MATERIALES Y METODOS

Las imagenes de microscopia confocal se realizaron en el Servicio de Microscopia del IBMCP
(Valencia) donde se utilizé un Microscopio confocal LSM 780 (Zeiss) con 7 lineas de laser (405,
458, 488,514,561, 594 y 633) acoplado a un microscopio éptico invertido con contraste de fases
(Nikon Diaphot-TMD). Se utilizaron muestras frescas de hojas de N. benthamiana tres dias tras
la infiltracién puestas sobre un portaobjetos de vidrio y cubiertas con un cubreobjetos usando
como medio de montaje y de inclusidon agua destilada. Las imagenes se montaron y analizaron

usando el software Zen (Zeiss) e Fitji (https://fiji.sc/).

5.3. Caracterizacion del tiempo de floracién

En este trabajo el tiempo de floracién en los experimentos llevados a cabo bajo condiciones de
fotoperiodo de dia largo (LD) y de dia corto (SD) se determiné como el nimero total de hojas

producidas por la inflorescencia principal (Koornneef et al., 1991).

6. TRATAMIENTOS CON ACIDO ABSCiSICO (ABA)

El tratamiento con ABA se realiz en condiciones de dia corto pulverizando a las plantas una vez
por semanas tras la aparicion de los 2 primeros pares de hojas verdaderas con una solucion de
ABA al 10 uM en 10 mM de MES a pH 5,7 y 0,02% Silwet. A la tercera semana la concentracion
de ABA se subid a 25 uM hasta el momento en el que las plantas hicieron el “bolting” cuando se
procedio al conteo del nimero de hojas y se finalizd el tratamiento. Para el Mock se pulverizd
una vez por semana con una disolucién sin ABA que contenia 10 mM de MES pH 5,7 y 0,02% de
Silwet. Se sembraron como minimo 24 plantas por genotipo (anac102 y myb3) y por condicidon
(ABA'y Mock) y se utilizo el parental silvestre Col-0 como referencia. El control Col-0 fue el mismo

para ambos experimentos.

7. ANALISIS BIOINFORMATICOS

7.1. Andlisis de secuencias obtenidas por secuenciacién Sanger

El andlisis de las secuencias obtenidas por secuenciacion Sanger se llevd a cabo a través de varias
paginas web. En la Tabla 11 se describen las paginas web y los programas usados rutinariamente

para el analisis de secuencias durante la realizacidn de este trabajo.

Tabla 11. Programas utilizados para el analisis de secuencias obtenidas por Sanger.
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MATERIALES Y METODOS
|
European Alineamiento de

www.ebi.ac.uk Bioinformatics Clustal Omega secuencias

Institute (EMBL)

National Center for Busqueda de
www.ncbi.nlm.nih.gov
Biotechnology BLAST homologias

Information (NCBI)

Generar secuencias
Reverse
reversas v
complement
complementarias
Bioinformatic
www.bioinformatics.org Generar mapa con
Organization, Inc

los sitios de corte de
Restriction map
las endonucleasas

de restriccion

Visualizacién de
Mapa de la
sitios de corte por
secuencia
endonucleasas.

Visualizacién de los
fragmentos de
restriccion
Digestidn virtual
obtenidos tras una
www.benchling.com Benchling digestidn

enzimatica.

Generacion de la
secuencia proteica
Traduccidn
codificada por una

secuencia.

Alineamiento de
Alineamiento
secuencias.

7.2. Andlisis de las secuencias de la comparacion de los ChIP-seq

Tabla 12. Programas utilizados para el andlisis de las secuencias obtenidas de los ChIP-seq.



http://www.ebi.ac.uk/

MATERIALES Y METODOS

Centro Nacional de
Biotecnologia -

Consejo Superior de

Comparacién de
listas para

obtener genes

bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ Venny 2.1.0
Investigaciones comunes y nho
Cientificas (CNB- comunes.
CsIC)
Anotacion de
string-db.org Consorcio STRING STRING
genes.
Analisis del
enriguecimiento
National Human GO
de términos de
geneontology.org Genome Research | Enrichment
Ontologia
Institute (NHGRI) Analysis
Genética de un
listado de genes.
Obtencion  del
National Resource
Cytoscape - | mapa de
cytoscape.org for Network Biology
BiINGO Ontologia
(NRNB)
Genética.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos de significancia en los diferentes experimentos se realizaron utilizando

la plataforma virtual Astatsa (https://astatsa.com/OneWay Anova with TukeyHSD/) vy el

modulo solver de Excel (Microsoft).



https://astatsa.com/OneWay_Anova_with_TukeyHSD/
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1. CARACTERIZACION DEL GEN NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 102 (ANAC102)

1.1. Analisis del patron de expresion de ANAC102

Para llevar a cabo la caracterizacién del gen ANAC102 procedimos en primer lugar a analizar su
patrdén de expresion. Para ello, inicialmente recurrimos a la informacién disponible en las bases
de datos publicas y, posteriormente, se analizd su patrén de expresion mediante RT-qPCR,
utilizando muestras del genotipo silvestre Col-0, asi como de lineas con niveles de expresidn de

TFL1 alterados, mutantes de pérdida de funcidn y lineas de sobreexpresion.

1.1.1. Andlisis del patron de expresion de ANAC102 en bases de datos de transcriptoma

En primer lugar, analizamos el patrén de expresién de ANAC102 utilizando las bases de datos
publicas disponibles. Pudimos observar cdmo ANAC102 se expresa con mayor intensidad en
sépalos, hojas senescentes y sobre todo en el peciolo de éstas. Ademas, al igual que TFL1, se
expresa en semilla, en los entrenudos del dpice de inflorescencia, raiz y hojas de roseta (Figuras

9y 10).

Arabidopsis eFP Browser at bar utoronto.ca
Winter et al_, 2007. PLoS One 2(8). e718

Absolute
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70061
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467.07
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tasked

Figura 9. Patron de expresion de ANAC102 en Arabidopsis. Figura tomada del Bio-Analytic Resource (BAR)
www.bar.utoronto.ca; resultado del analisis por microarrays del patrén de expresion de ANAC102 en diferentes

drganos de Arabidopsis thaliana.
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Figura 10. Patrén de expresion de ANAC102 en Arabidopsis. Atlas Klepikova Arabidopsis extraido del Bio-Analytic
Resource (BAR) www.bar.utoronto.ca. Los datos fueron tomados de un mapa de alta resolucién del transcriptoma

durante el desarrollo de A. thaliana basado en perfiles de RNA-seq realizados por Klepikova et al., 2016.

1.1.2. Andlisis del patron de expresion de ANAC102 mediante RT-qPCR

Para profundizar en el estudio del patrén de expresién de ANAC102 se analizd, mediante RT-
gPCR, cédmo varia su expresion en relacion con cambios en los niveles de TFL1, y para ello se
llevaron a cabo dos experimentos. Por un lado, se analizaron los niveles de expresion de
ANAC102 en diferentes tejidos durante el desarrollo vegetativo y, por otro, se analizaron los

niveles de expresién en el dpice del tallo en diferentes fases del desarrollo.

1.1.2.1. Patrdn de expresion de ANAC102 en diferentes tejidos

El estudio del nivel de expresién de ANAC102 en diferentes tejidos durante el desarrollo
vegetativo se llevé a cabo sobre muestras de plantulas recogidas a los 7 dias tras la germinacién;
muestras de tallo, sin hoja caulinar ni yemas axilares; hojas de roseta recogidas a los 12 dias tras

la germinacién y muestras de raices recogidas a los 21 dias tras la germinacion. Las muestras

e
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provenian de plantas cultivadas in vitro de diferentes lineas: una linea de pérdida de funcidn, el
mutante tf/1-1, una linea de sobreexpresién 35S::TFL1 y el genotipo silvestre Col-0, que se utilizé

como control.

En Col-0, se observé una expresion de ANAC102 mas elevada en raiz, seguida de hoja, plantula
y en menor medida en tallo. En los fondos genéticos tfl1-1 y 35S::TFL1 este patron se mantuvo
para hoja, tallo y plantula, sin embargo se observd un notable descenso en el nivel de expresidon

en raiz en ambos genotipos (Figura 11).
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Figura 11. Expresion relativa de ANAC102 en diferentes tejidos. Las muestras fueron recogidas de plantas crecidas
en cultivo in vitro en condiciones de dia largo. Se analizé el nivel de expresién de ANAC102 por RT-qPCR en las
muestras de los distintos tejidos de cada genotipo. El gen TIP41 fue utilizado como gen de referencia y la muestra de
tallo de Col-0 fue utilizado como muestra de referencia. Se analizaron 3 réplicas bioldgicas por tejido y genotipo, asi
como 3 réplicas técnicas de cada réplica bioldgica. La representacion grafica se obtuvo a partir del calculo de la media
de expresion de cada muestra, y la desviacion estdndar se representa con las barras de error. Significancia estadistica

de t-student *p<0.05 y **p<0.01.

1.1.2.2. Patrén de expresiéon de ANACI102 en el apice del tallo durante distintas fases del

desarrollo

El nivel de expresion de TFL1 en el SAM es débil en el meristemo vegetativo, pero éste aumenta
considerablemente en el meristemo inflorescente con la transicidn floral. Se decidié analizar el
nivel de expresion de ANAC102 en el apice del tallo de plantas mutantes tfl1-1 y de plantas del
genotipo silvestre durante distintas fases del desarrollo. Para ello, se sembraron las semillas en

tierra y se mantuvieron durante 3 dias a 49C para que tuviera lugar la estratificacion.

40



RESULTADOS

Posteriormente, tras ser cultivadas durante 3 semanas bajo condiciones de dia corto, se
transfirieron a dia largo, para inducir la floracidn, la cual ocurre de 4 a 7 dias en LD (Silvestre, M,
2020). Se tomdé como tiempo cero, TO, el momento en el que fueron pasadas a LD y se

recolectaron los apices del talloa 0, 4, 6, 8 y 10 dias.

El nivel de expresion de ANAC102 en apices de Col-0 parece exhibir una cierta tendencia a
disminuir una vez tiene lugar la transicion floral mientras que en fondo tfl1-1 ocurre lo contrario,

sube el nivel de expresidén conforme se alcanza la fase reproductiva (Figura 12).
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Figura 12. Expresion relativa de ANAC102 en el apice del tallo en distintas fases del desarrollo en Col-0 y mutante
tfl1-1. Las muestras de apices fueron recogidas de plantas crecidas en tierra durante 3 semanas en condiciones no
inductivas de dia corto y transferidas posteriormente a dia largo, TO, momento en el que se recogieron las muestras
durante un periodo de 10 dias. Se analizd el nivel de expresion de ANAC102 por RT-gPCR en las muestras recogidas a
los distintos tiempos (TO, T4, T6, T8 y T10) para cada genotipo. El gen TIP41 fue utilizado como gen de referenciay la
muestra de 4pices a TO de Col-0 fue utilizada como muestra de referencia. Se analizaron 3 réplicas bioldgicas por
genotipo y tiempo de recogida, asi como 3 réplicas técnicas de cada réplica bioldgica. La representacion grafica se
obtuvo a partir del calculo de la media de expresién de cada muestra, y la desviacion estandar se representa con las

barras de error.

1.2. Identificacidn y caracterizacion fenotipica del mutante anac102

Se llevd a cabo la caracterizacion fenotipica de mutantes de pérdida de funcion de ANAC102
para poder inferir en su funcidén y su posible participacion en la regulacidn del desarrollo y la

arquitectura de Arabidopsis.

Para ello, a partir de colecciones publicas se identificaron y obtuvieron semillas de la linea de
insercion de T-DNA SALK_030702C, a la cual denominamos anac102, con una insercién de T-

DNA en el segundo exén de ANAC102 (Figura 13). Plantas de la linea mutante se cultivaron en

e
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condiciones de dia largo para posteriormente analizar la presencia del T-DNA mediante PCR,
usando cebadores especificos para el T-DNA y el gen (Anexo 1, Tabla S1). De esta forma, se
seleccionaron plantas que presentaban la insercién de T-DNA en homocigosis.

anac102
AT5G63790 100 pb

TAA ATG

Figura 13. Esquema del gen ANAC102 mostrando la posicion del T-DNA en la linea SALK_030702C. Los rectangulos
negros representan los exones, los rectangulos grises representan las regiones 3’ y 5" UTR vy, los intrones estan
representados por las lineas negras. El triangulo blanco representa la posicion de la insercion de T-DNA. Se indica el

coddn ATG de inicio y el coddn TAA de parada de la traduccidn. La barra de escala representa 100 pb.

Para llevar a cabo la caracterizacion fenotipica del mutante se cultivaron un minimo de 40
plantas de cada genotipo (Col-0 como parental silvestre y el mutante homocigoto anac102) en
condiciones de dia largo y en condiciones de dia corto y se determiné el tiempo de floraciéon
como el numero de hojas de roseta y hojas caulinares que genera el dpice principal hasta que
tiene lugar la formacion de la primera flor. También se analizé la arquitectura de la planta, asi

como la inflorescencia, en busqueda de alteraciones fenotipicas.

Se pudo observar la existencia de diferencias significativas en el tiempo de floracidon bajo
condiciones de LD, mostrando el mutante anac102 un fenotipo de floracién temprana respecto
al parental silvestre (Figura 14, A y C); sin embargo, no se observaron alteraciones en la
arquitectura de la planta ni en la inflorescencia. Ademds, no se pudo observar diferencias

fenotipicas con respecto al parental silvestre Col-0 bajo condiciones de SD. (Figura 14, B).

1.2.1. Efecto de la aplicacién exdgena de ABA sobre el mutante anac102

Para testar si la aplicacion exdgena de ABA intensifica las diferencias observadas en el tiempo
de floracion del mutante anac102 con respecto al parental silvestre, se procedidé a sembrar un
minimo de 24 plantas por genotipo y condicidn las cuales se cultivaron bajo condiciones de dia
corto y se trataron con acido abscisico (ABA) o Mock. El tiempo de floracion se contabilizé como
el nimero total de hojas producidas por el tallo principal. Se observé como la aplicacion
exogena del ABA produjo un adelanto en el tiempo de floracion en el caso de Col-0 pero no se

observaron diferencias significativas en el caso del mutante anacl02, indicando que no
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responde al tratamiento de ABA al producir el mismo nimero de hojas que con el tratamiento

Mock (Figura 15, Ay B).
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Figura 14. Fenotipo asociado al mutante anac102. (A y B) Tiempo de floracién medido como el nimero de hojas
totales producidas por el tallo principal en condiciones de dia largo y dia corto, respectivamente. Representacion de
la media aritmética de hojas de roseta y hojas caulinares (n>40). Las barras de error representan la desviacion
estandar. (C) Plantas del parental silvestre Col-0 y del mutante anac102 tras 3 semanas creciendo en condiciones de

dia largo. Significancia estadistica de t-student **p<0.01.
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Figura 15. Efecto de la aplicacion exdgena de ABA sobre el mutante anac102. (A) Tiempo de floracién medido como
el nimero de hojas totales producidas por el tallo principal de las distintas plantas cultivadas en condiciones dia corto
a las que se les aplicé un tratamiento con ABA o Mock. Representacion de la media aritmética del nimero de hojas
totales (n>20). Las barras de error representan la desviacidén estandar. (B) Plantas del parental silvestre Col-0 y del
mutante anacl02 tras 14 semanas creciendo en condiciones de dia corto a las que se les ha aplicado ABA o Mock.

Significancia estadistica de t-student *p<0.05.

2. CARACTERIZACION DEL GEN HIGHLY ABA-INDUCED1 (HAI1)

2.1. Analisis del patrén de expresion de HAI1

Para llevar a cabo la caracterizacién del gen HAI1 procedimos, en primer lugar, a analizar su
patron de expresion. Para ello recurrimos inicialmente a la informacién disponible en las bases
de datos publicas y, posteriormente, se analizd su patrén de expresién mediante RT-gPCR
utilizando muestras del genotipo Col-0, asi como, de lineas con niveles alterados de expresion

de TFL1, mutantes de pérdida de funcién y lineas de sobreexpresion.

2.1.1. Andlisis del patrén de expresidn de HA/1 en bases de datos de transcriptoma

Para empezar, analizamos el patron de expresion de HAI1 utilizando las bases de datos
disponibles. Pudimos observar como HAI1 se expresa con mayor intensidad en semilla, silicua,
hoja senescente y en los sépalos de flores maduras. Ademas, al igual que TFL1, su expresidn en
el SAM aumenta con la transicién floral, al adquirir éste la identidad de meristemo inflorescente,
aunque el nivel de expresién que se alcanza en el meristemo inflorescente es menor que el de

TFL1 (Figura 16). También coincide con TFL1 en su expresidn en semilla y silicua (Figura 17).

2.1.2. Andlisis del patron de expresion de HA/1 mediante RT-gPCR

Para profundizar en el estudio del patron de expresion de HAI1 se analizd, mediante RT-qPCR,
como varia su expresion en funcidon de cambios en los niveles de TFL1 y, para ello, se llevaron a
cabo dos experimentos. Por un lado, se analizaron los niveles de expresion en diferentes tejidos
durante el desarrollo vegetativo y, por otra se analizaron los niveles de expresion en el apice del

tallo en diferentes fases del desarrollo.

2.1.2.1. Patron de expresidon de HAI1 en diferentes tejidos

El estudio del nivel de expresion de HAI1 en diferentes tejidos durante el desarrollo vegetativo
se llevd a cabo sobre muestras de plantula recogidas a los 7 dias tras la germinacién, muestras

de tallo sin hoja caulinar ni yemas axilares, hojas de roseta recogidas a los 12 dias tras la
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germinacidn y muestras de raices recogidas a los 21 dias las tras la germinacidn. Las muestras
provenian plantas de diferentes lineas cultivadas in vitro: una linea de pérdida de funcion,
mutante tfl1-1, una linea de sobreexpresién, 35S::TFL1, y el genotipo silvestre Col-0, que se

utilizé6 como control.
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Figura 16. Patron de expresion de HAI1 en Arabidopsis. Figura tomada del Bio-Analytic Resource (BAR)
www.bar.utoronto.ca; resultado del analisis por microarrays del patréon de expresion de HAI1 en diferentes 6rganos

de Arabidopsis thaliana.

La expresion de HA/1 fue mas elevada en raiz y en la plantula, siendo mas baja en hoja y en tallo.
Este patrén se mantenia en los diferentes fondos genéticos analizados, sin observarse

diferencias significativas en los diferentes fondos genéticos (Figura 18).

2.1.2.2. Patron de expresidon de HAI1 en el dpice del tallo durante distintas fases del desarrollo

El nivel de expresion de TFL1 en el SAM es débil durante la etapa vegetativa, pero aumenta
considerablemente en el meristemo inflorescente con la transicidn floral. Se decidié analizar el

nivel de expresién de HAI1 en el apice del tallo de plantas mutantes tfl1-1 y de plantas del
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genotipo silvestre durante distintas fases del desarrollo. Para ello, se sembraron las semillas en
tierra y se mantuvieron durante 3 dias a 42C para que tuviera lugar la estratificacidn.
Posteriormente, tras ser cultivadas durante 3 semanas bajo condiciones de dia corto se
transfirieron a dia largo, para inducir la floracidn, que tiene lugar de 4 a 7 dias en LD (Silvestre,
2020). Se tomo como tiempo cero, TO, el momento en el que se pasaron a LD y se recolectaron

los apices del talloa 0, 4, 6, 8 y 10 dias.
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Figura 17. Patron de expresion de HAI1 en Arabidopsis. Atlas Klepikova Arabidopsis extraido del Bio-Analytic
Resource (BAR) www.bar.utoronto.ca. Los datos fueron tomados de un mapa de alta resoluciéon del transcriptoma

durante el desarrollo de A. thaliana basado en perfiles de RNA-seq realizados por Klepikova et al., 2016.

Se observé que el nivel de expresion de HA/1 en el fondo mutante tfl1-1 parece mostrar cierta
tendencia opuesta con respecto al que se observa en fondo silvestre Col-0. En fondo Col-0, el
nivel de expresidn en la fase vegetativa es mds bajo que en tfl1-1, pero a T6, coincidiendo con la

transicion floral, se incrementa ligeramente para luego disminuir una vez alcanzada la fase
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reproductiva. Por el contrario, la expresion de HAI1 en el mutante tf/l1-1 parece disminuir
notablemente coincidiendo con la transicién floral para incrementarse una vez alcanzada la fase

reproductiva. (Figura 19)
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Figura 18. Expresion relativa de HAI1 en diferentes tejidos. Las muestras fueron recogidas de plantas crecidas en
cultivo in vitro en condiciones de dia largo. Se analiz6 el valor de expresion relativa de HAI1 por RT-gPCR en las
muestras de los distintos tejidos de cada genotipo. El gen TIP41 fue utilizado como gen de referencia y la muestra de
tallo de Col-0 fue utilizado como muestra de referencia. Se analizaron 2 réplicas bioldgicas por tejido y genotipo, asi
como, 3 réplicas técnicas de cada réplica bioldgica. La representacidn grafica se obtuvo a partir del calculo de la media

de expresion de cada muestra, y la desviacidn estandar se representa con las barras de error.
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Figura 19. Expresion relativa de HAI1 en el apice del tallo en distintas fases del desarrollo en Col-0 y mutante tfi1-
1. Las muestras de apices fueron recogidas de plantas cultivadas en tierra durante 3 semanas en condiciones no
inductivas de dia corto vy, transferidas posteriormente a dia largo, TO, momento en el que se recogieron las muestras
durante un periodo de 10 dias. Se analizé el nivel de expresidén de HAI1 por RT-gPCR en las muestras recogidas a los
distintos tiempos (TO, T4, T6, T8 y T10) para cada genotipo. El gen TIP41 fue utilizado como gen de referencia y la
muestra de apices a TO de Col-0 fue utilizada como muestra de referencia. Se analizaron 3 réplicas biolégicas por
genotipo y tiempo de recogida, asi como 3 réplicas técnicas de cada réplica bioldgica. La representacion grafica se
obtuvo a partir del calculo de la media de expresidén de cada muestra, y la desviacion estandar se representa con las

barras de error. Significancia estadistica de t-student **p<0.01.

2.2. Identificacion y caracterizacion fenotipica de los mutantes hail-1, hail-2 y el triple mutante

hail-2aipl1-1hai3-1

Para poder inferir sobre la funcidon de HAI1 y sobre su posible participacidn en la regulacién del
desarrollo y la arquitectura de Arabidopsis se llevd a cabo la caracterizacion fenotipica de
mutantes de pérdida de funcién de HA/1 y de otros genes homdlogos, HAI3 y AIP1. Las semillas
de las lineas mutantes hail-1 (SALK_142672), hail-2 (SALK_108282) (Figura 20, A) y del triple
mutante hail-2aip1-1hai3-1 (Figura 20, A, B y C) que presentaban las inserciones de T-DNA en

homocigosis fueron cedidos por el Dr. José Leén (IBMCP).

hai1-1
A AT5G59220 hai1-2

B TAG ATG 100 pb
AT1G07430 aip1-1
TGA ATG 100 pb
C )
AT2G29380 hai3-1
TAA ATG 100 pb

Figura 20. Esquema del gen HAI1, AIP1, HAI3 mostrando la posicion del T-DNA. (A) Esquema del gen HAI1 con las
inserciones de T-DNA en la linea SALK_108282 (hail-2) y SALK_142672 (hail-1). (B y C) Esquema del gen AIP1y HAI3
con las inserciones de T-DNA de los alelos presentes en el triple mutante hail-2aip1-1hai3-1. Los rectangulos negros
representan los exones, los rectangulos grises representan las regiones 3’ y 5’ UTR y los intrones estan representados
por las lineas negras. Los tridngulos blancos representan la posicidn de las inserciones de T-DNA. Se indica el codon

ATG de inicio y los codones TAG, TGA y TAA de para de la traduccidn. La barra de escala representa 100 pb.
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La caracterizacién fenotipica del mutante se llevé a cabo sembrando un minimo de 40 plantas
por cada genotipo en condiciones de dia largo y en condiciones de dia corto. Se realizé un
experimento en condiciones de dia largo con los mutantes simple hail-1, hail-2 y hail-2aip1-1
hai3-1. Por otro lado, se realizé otro experimento independiente con los mutantes hail-1y hail-
2. Se midié el tiempo de floracion como el nimero de hojas de roseta y hojas caulinares que
genera el tallo principal hasta que tiene lugar la formacién de la primera flor. También se analizé

la arquitectura de la planta, asi como la inflorescencia, en busqueda de alteraciones fenotipicas.

Los mutantes hail-1 y hail-2 no presentaron diferencias fenotipicas con respecto al parental
silvestre Col-0 cuando se crecieron bajo condiciones de SD (Figura 21, E). Sin embargo, ambos
mutantes mostraron un fenotipo de floracién temprana cuando se crecieron en condiciones de
LD (Figura 21, A, B, C). Ademas, el triple mutante hail-2aip1-1hai3-1 mostré un fenotipo de

adelanto del tiempo de floracién mas acusado que el de los mutantes simples (Figura 21, C, D).
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Figura 21. Fenotipo asociado a los mutantes hail-1, hail-2 y hail-2aip1-1hai3-1. (Ay C) Tiempo de floracién medido
como el nimero de hojas totales producidas por el tallo principal en condiciones de dia largo en dos experimentos
independientes. (B) Plantas cultivadas 3 semanas en dia largo. (D) Plantas cultivadas 2 semanas en dia largo. (E)
Tiempo de floracién medido como el nimero de hojas totales producidas por el tallo principal en condiciones de dia
corto. Representacion de la media aritmética de hojas de roseta y hojas caulinares (n>40). Las barras de error

representan la desviacion estandar. Significancia estadistica de t-student **p<0.01.

2.3. Generacidén de lineas de sobreexpresion de HAI1 en Arabidopsis

La sobreexpresion de un gen es una herramienta que permite estudiar su funcion, basandonos
en los fenotipos asociados a la ganancia de su funcién, y complementa la informacién de datos

fenotipicos obtenidos de los mutantes de pérdida de funcién.

Se procedidé, por tanto, a la generacidn de una construccién 35S::HAI1 donde la regién
codificante del gen HAI1 se clond en el vector de expresion en plantas pMDC32 bajo el control
del promotor 2x35S vy, posteriormente, se procedid a su transformacién por infiltracion en
plantas del genotipo silvestre Col-0. Como resultado de la transformacién de Col-0 con la
construcciéon 35S::HAI1 se obtuvieron 47 plantas T1 independientes capaces de crecer en medio
de seleccién con Higromicina que se transplantaron a tierra y se cultivaron bajo condiciones de
LD. Se realizé un primer andlisis en esta poblacion de plantas transgénicas T1 en busca de
fenotipos relacionados con el tiempo de floracién y/o la arquitectura de la planta. Esta
caracterizacién fenotipica permitid identificar dos lineas, la#16 y la#17, que mostraron floracion
tardia en comparacién con el parental silvestre Col-0 (Figura 22, A y B), aunque no mostraron
alteraciones en la arquitectura de la planta ni en la inflorescencia. Para poder continuar con el
proceso de caracterizacidn se recogieron sus semillas, asi como la de otras lineas transgénicas
T1 que no mostraron diferencias fenotipicas significativas con respecto al parental silvestre Col-

0 para posteriores estudios.
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Con el fin de determinar el nimero de loci en los que se habia producido la insercién del T-DNA,
se realizo el andlisis de segregacidn de las dos lineas transgénicas con floraciéon tardia mediante
la siembra de su progenie T2 en medio de seleccidon con Higromicina. De las dos lineas T1
35S::HAI1 con fenotipo de floracidn tardia, sélo la #16 presentd una Unica insercién del transgén
mientras que la otra mostré una segregacion que correspondia a la esperada para dos o mas

inserciones.

m Col-0 B
@ 35S::HAI

>

Ne de plantas
O P N W H UL O N 0 O

9 10 11 12 13 14 15 16 35S::HAIT #16 35S::HAIT #17

N¢ de hojas totales

Figura 22. Fenotipo asociado a la sobrexpresion de HAI1. (A) Tiempo de floracién medido como el nimero de hojas
totales producidas por el tallo principal en la poblacién de lineas transgénicas T1 35S::HA/1 y en el parental silvestre
Col-0 crecidas en condiciones de dia largo. Se marca con una flecha negra las dos plantas con retraso en la floracidn.
(B) Imagenes de plantas Col y T1 35S::HA/1 (#16 y #17 con floracién tardia) tras 3 semanas creciendo en condiciones

de dia largo.

3. CARACTERIZACION DEL GEN MYB DOMAIN PROTEIN 3 (MYB3)

3.1. Andlisis del patron de expresion de MYB3

Para analizar el patron de expresion de MYB3 recurrimos, en primer lugar, a la informacion
disponible en las bases de datos publicas y, posteriormente, se analizd su patrén de expresion
mediante RT-gPCR utilizando muestras del genotipo Col-0, asi como de lineas con niveles

alterados de TFL1, mutantes de pérdida de funcidon y lineas de sobreexpresion.

3.1.1. Andlisis del patrén de expresién de MYB3 en bases de datos de transcriptoma

En primer lugar, analizamos el patrén de expresion de MYB3 utilizando las bases de datos
publicas disponibles. Pudimos observar cdmo éste se expresa en la flor madura, en todos los
organos florales, principalmente en pétalos y estambres. Ademas, al igual que TFL1, se expresa

en semilla. (Figuras 23 y 24).
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3.1.2. Andlisis del patréon de expresion de MYB3 mediante RT-qPCR

Para profundizar en el estudio del patréon de expresién de MYB3 se analizd, mediante RT-qPCR,
como varia su expresion en funcién de cambios en los niveles de TFL1 y para ello se llevaron a
cabo dos experimentos. Por un lado, se analizaron los niveles de expresion en diferentes tejidos
durante el desarrollo vegetativo y, por otra se analizaron los niveles de expresidon en el apice del

tallo en diferentes fases del desarrollo.

Arabidopsis eFP Browser at bar utoronto.ca
winter et al., 2007. PLoS One 2(8): e718

Ahsalute

75412
B7E.71
B03.3

527 .88
452 47

37706
301 .65
226.24
150082
754

1}
asked

Figura 23. Patron de expresion de MYB3 en Arabidopsis. Figura tomada del Bio-Analytic Resource (BAR)
www.bar.utoronto.ca; resultado del analisis por microarrays del patrén de expresidon de MYB3 en diferentes 6rganos

de Arabidopsis thaliana.

3.1.2.1. Patrén de expresién de MYB3 en diferentes tejidos

El estudio del nivel de expresidon de MYB3 en diferentes tejidos durante el desarrollo vegetativo
se llevd a cabo con muestras de plantula recogidas a los 7 dias tras la germinacién, muestras de
tallo sin hoja caulinar ni yemas axilares, de hojas de roseta recogidas a los 12 dias tras la

germinacidn, y muestras de raices recogidas a los 21 dias las tras la germinacién. Las muestras
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provenian de plantas cultivadas in vitro de diferentes lineas: una linea de pérdida de funcién de
TFL1, mutante tfl1-1, una linea de sobreexpresidn, 35S::TFL1 y el genotipo silvestre Col-0, que

se utiliz6 como como control.

En la RT-gPCR, se detecté una elevada variabilidad entre resultados de las réplicas bioldgicas
para cada tejido y genotipo probablemente debido a una amplificacidon inespecifica de los
cebadores en los distintos tejidos utilizados, variabilidad que no fue detectada durante el andlisis
previo de la eficiencia de los cebadores que se realizd sobre muestras de apice del tallo, donde
no se observd esa amplificacidn inespecifica. Esta alta variabilidad no nos permitié extraer

conclusiones sobre el nivel de expresién de MYB3 en distintos tejidos.
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Figura 24. Patron de expresion de MYB3 en Arabidopsis. Atlas Klepikova Arabidopsis extraido del Bio-Analytic
Resource (BAR) www.bar.utoronto.ca. Los datos fueron tomados de un mapa de alta resolucién del transcriptoma

durante el desarrollo de A. thaliana basado en perfiles de RNA-seq realizados por Klepikova et al., 2016.
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3.1.2.2. Patron de expresion de MYB3 en el apice del tallo durante distintas fases del desarrollo

Se analizé el nivel de expresién de MYB3 en el apice del tallo de plantas mutantes tfl1-1 y de
plantas de genotipo silvestre durante distintas fases del desarrollo. Para ello, se sembraron las
semillas en tierra y se mantuvieron durante 3 dias a 42C para que tuviera lugar la estratificacion.
Posteriormente, tras ser cultivadas durante 3 semanas bajo condiciones de dia corto, se
transfirieron a dia largo, para inducir la floracidn, que tiene lugar de 4 a 7 dias en LD (Silvestre,
2020). Se tomo como tiempo cero, TO, el momento en el fueron pasadas a LD y se recolectaron

los apices del talloa 0, 4, 6, 8 y 10 dias.

Pudimos observar que en el fondo silvestre Col-0 el nivel de expresién de MYB3 aumenta con la
transicion floral hasta alcanzar su maximo a T6 y luego va decreciendo paulatinamente hasta
estabilizarse en niveles similares a los de su expresion durante la fase vegetativa. Sin embargo,
en tfl1-1 los niveles de expresién de MYB3 variaron poco y fueron inferiores a los observados en

fondo Col-0, tanto a lo largo de la fase de desarrollo vegetativa como en la reproductiva (Figura

25).
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Figura 25. Expresion relativa de MYB3 en el apice del tallo en distintas fases del desarrollo en Col-0 y mutante tf/1-
1. Las muestras de apices fueron recogidas de plantas cultivadas en tierra durante 3 semanas en condiciones no
inductivas de dia corto y transferidas posteriormente a dia largo, TO, momento en el que se recogieron las muestras
durante un periodo de 10 dias. Se analizé el nivel de expresién de MYB3 por RT-qPCR en las muestras recogidas a los
distintos tiempos (TO, T4, T6, T8 y T10) para cada genotipo. El gen TIP41 se utilizé como gen de referencia y la muestra

de apices a TO de Col-0 se utilizé como muestra de referencia. Se analizaron 3 réplicas bioldgicas por genotipo y
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tiempo de recogida, asi como 3 réplicas técnicas de cada réplica bioldgica. La representacion grafica se obtuvo a partir

del célculo de la media de expresion de cada muestra, y la desviacion estandar se representa con las barras de error.

3.2. Identificacidon y caracterizacidon fenotipica del mutante myb3

Se llevé a cabo la caracterizacidn fenotipica de mutantes de pérdida de funciéon de MYB3 para
poder inferir su funcién y su posible participacién en el control del desarrollo y la arquitectura

de Arabidopsis.

Para ello, a partir de colecciones publicas se selecciond y se obtuvieron semillas de la linea de
insercion de T-DNA GK-815G05, a la cual denominamos myb3 (Figura 26). Plantas de la linea
mutante se cultivaron en condiciones de dia largo para posteriormente analizar la presencia del
T-DNA, mediante PCR con cebadores especificos para el gen (Anexo I, Tabla S1). De esta forma,

se seleccionaron las plantas que presentaban la insercién de T-DNA en homocigosis.

myb3
100 pb AT2G29380

ATG TAA

Figura 26. Esquema del gen MYB3 mostrando la posicion del T-DNA en la linea GK-815G05. Los rectangulos negros
representan los exones, los rectangulos grises representan las regiones 3’ y 5’ UTR y los intrones estan representados
por las lineas negras. El tridngulo blanco representa la posicidn de la insercidon de T-DNA. Se indica el codén ATG de

inicio y el coddn TAA de parada de la traduccidn. La barra de escala representa 100 pb.

Para la caracterizacién fenotipica del mutante, se sembraron un minimo de 40 plantas por cada
genotipo (Col-0 como parental silvestre y mutante myb3), que se cultivaron en condiciones de
dia largo, y en condiciones de dia corto, y se cuantificd el tiempo de floracion como el nimero
de hojas, de roseta y caulinares, que genera el apice principal hasta que tiene lugar la formacion
de la primera flor. También se analizé la arquitectura de la planta, asi como la inflorescencia, en

busqueda de alteraciones fenotipicas.

Se pudo observar la existencia de diferencias significativas en relacién al tiempo de floracidn,
tanto bajo condiciones de LD (Figura 27, A Y B) como de SD (Figura 27, C y D), mostrando en

ambos casos el mutante myb3 un retraso en la floracion respecto al parental silvestre; sin

e
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embargo, no se observaron alteraciones en la arquitectura de la planta ni de la inflorescencia en

ninguna de las condiciones estudiadas.
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Figura 27. Fenotipo asociado al mutante myb3. (A y C) Tiempo de floracion medido como el nimero de hojas totales
producidas por el tallo principal en condiciones de dia largo y dia corto, respectivamente. (B) Plantas crecidas 3
semanas en dia largo. (D) Plantas crecidas 5 semanas en dia corto. Representacidn de la media aritmética de hojas de
roseta y hojas caulinares (n>40). Las barras de error representan la desviacion estandar. Significancia estadistica de

t-student **p<0.01.

3.2.1. Efecto de la aplicacion exdgena de ABA sobre el mutante myb3

Para testar si la aplicacién exdgena de ABA intensificaba las diferencias observadas en el tiempo
de floracién del mutante myb3 con respecto al parental silvestre se procedié a sembrar un
minimo de 24 plantas por genotipo y condicién, que se cultivaron bajo condiciones de dia corto
y se trataron con ABA o Mock. El tiempo de floracion se contabilizé como el nimero total de

hojas producidas por el apice principal.
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La aplicacidn exégena del ABA promueve un pequefio adelanto del tiempo de floracién sobre el
parental silvestre, sin embargo, el mutante myb3 no responde al tratamiento con ABA,
floreciendo tras producir un nimero equivalente de hojas que con el tratamiento Mock (Figura

28).
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Figura 28. Efecto de la aplicacion exégena de ABA sobre el mutante myb3. (A) Tiempo de floracién medido como el
numero de hojas totales producidas por el tallo principal de las distintas plantas, que se cultivaron en condiciones dia
corto y a las que se les aplicé un tratamiento con ABA o Mock. Representacion de la media aritmética del nimero de
hojas totales (n>20). Las barras de erros representan la desviacion estandar. (B) Plantas de Col-0 y myb3 tras 14
semanas creciendo en condiciones de dia corto a las que se les ha aplicado ABA o Mock. Significancia estadistica de

t-student *p<0.05.

3.3. Generacidén de lineas de sobreexpresion de MYB3 en Arabidopsis

Para generar lineas de sobreexpresion de MYB3 en Arabidopsis procedimos, en primer lugar, a
la generacidon de una construccidon 35S::MYB3 donde la region codificante del gen MYB3 se clond
en el vector de expresion en plantas pMDC32 bajo el control del promotor 2x35S.
Posteriormente, se procedié transformar esa construccién, por infiltracién, en plantas del
genotipo silvestre Col-0. Como resultado de la transformacién con la construccion 35S::MYB3 se
obtuvieron 36 plantas transgénicas T1 independientes, capaces de crecer en medio de seleccidon
con Higromicina, que se transplantaron a tierra y se cultivaron bajo condiciones de LD. Se realizo
un primer analisis en esta poblacién de plantas transgénicas T1 en busca de fenotipos
relacionados con el tiempo de floracién y/o la arquitectura de la planta. Esta caracterizacion
fenotipica permitié identificar cinco plantas transgénicas T1 que mostraron alteraciones

morfoldgicas evidentes respecto del parental silvestre, tales como, un crecimiento ralentizado
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de la planta y una menor envergadura (Figura 29, C), asi como, la presencia de hojas de roseta
y caulinares curvadas hacia arriba (Figura 29, E), y un apice principal de menor tamario (Figura
29, D). Sin embargo, estas plantas no mostraron diferencias significativas con el parental

silvestre Col-0 en relacién al tiempo de floracidn (Figura 29, A).

Con el fin de determinar el nimero de loci en los que se habia producido la insercién del T-DNA
en las distintas transgénicas, se realizd el analisis de segregacion de las cinco lineas T1 que
mostraron las alteraciones morfoldgicas descritas en el parrafo anterior mediante la siembra de
su progenie T2 en medio de seleccidon con Higromicina. De las cinco lineas T1 sélo la #5 y la #18
presentaron una Unica insercion del transgén, mientras que las otras tres mostraron una

segregacion que se correspondia a la esperada para dos o mds inserciones.

Puesto que la linea #5 tenia una sola copia y fue la que mostré un fenotipo mas severo decidimos
cuantificar por gRT-PCR los niveles de expresién de MYB3 en plantulas de la progenie T2 de esta
linea y del parental silvestre Col-0 recogidas tras 20 dias desde su siembra en placas Petri con
MS. Se analizé también el nivel de expresidn de MYB3 en el parental Col-0 y en la progenie T2
de dos lineas 35S::MYB3, la #9 y la #13, que no mostraron diferencias con las plantas control
crecidas en las mismas condiciones. El andlisis mostré que el nivel de expresién de MYB3 en la
linea #5, que exhibia las alteraciones morfolégicas mds severas, es de unas catorce veces la
expresion enddgena de MYB3 detectada en el parental silvestre (Figura 29, B). El nivel de
expresion en las lineas transgénicas que no mostraron fenotipo duplicaban el del parental

silvestre Col-0, indicando que estas lineas también sobreexpresaban el transgén (Figura 29, B).
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Figura 29. Fenotipo asociado a la sobrexpresion de MYB3. (A) Tiempo de floracion medido como el nimero de hojas
totales producidas por el tallo principal en la poblacién de lineas transgénicas T1 35S::MYB3 y en el parental silvestre
Col-0 cultivadas en condiciones dia largo. (B) Niveles de expresion de MYB3 de lineas T2 35S::MYB3 con una sola copia
del transgén. El gen TIP41 se utilizd como gen de referencia y la muestra de Col-0 se utilizd como muestra de
referencia. Se analizé 1 réplica bioldgica por linea, asi como 3 réplicas técnicas de cada réplica bioldgica. (C) Imagenes
de plantas Col y T1 35S::MYB3 tras 4 semanas en condiciones de dia largo. (D) Detalle del apice principal (E) Detalle

de hojas caulinares. La barra representa 1 mm.
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4. ESTUDIO DE GBF3 COMO MEDIADOR DE LA FUNCION DE TFL1

TFL1 pertenece a la familia de las PEBPs, actuando como un regulador transcripcional por medio
de interacciones con el factor de transcripcion FD, de tipo bZIP (Goretti et al., 2020; Zhu et al.,
2020). Resultados previos de nuestro grupo identificaron a GBF3 como diana transcripcional
directa de TFL1 (Goretti et al., 2020). El mutante gbf3 y las plantas que sobreexpresan GBF3y
muestran defectos en el tiempo de floracidn, floracién temprana vy tardia, respectivamente, que
recuerdan al efecto causado por la mutacidon y la sobreexpresion de TFL1 (Garcia, C, 2021).
Asimismo, el patrén de expresion espacio-temporal de GBF3 es similar en algunos aspectos al
de TFL1, por ejemplo su expresidon en semillas y el aumento de expresién en el dpice de
inflorescencia durante la transicién floral (Garcia-Garcia; 2021). Estos datos sugieren a GBF3

como un buen candidato de ser un mediador de la funcién de TFL1.

Para profundizar en el estudio de esta posible funcidn, en primer lugar, se procedié a generar el
triple mutante gbf1gbf2gbf3, se continud analizando los genes dianas compartidos por TFL1 y
GBF3, se estudio la localizacion subcelular de ambas proteinas y se testé la posible interaccion
entre las proteinas TFL1 y GBF3. Finalmente, se estudio el posible papel de TFL1 y GBF3 en el
control de la floracidn, para ello se obtuvieron los dobles mutantes tfl1-1 gbf3 y se sobrexpreso

GBF3 en el fondo genético Col-0 vy tfl1-1.

4.1. Obtencién de mutantes triples gbflgbf2gbf3 por CRISPR-Cas9

GBF3 forma parte de la superfamilia de factores de transcripcion de tipo bZIP de la que se han
identificado 78 miembros en A. thaliana que se clasifican en 13 grupos, A-S (Jakoby et al., 2002).
GBF3 pertenece al grupo G, distinto al grupo que incluye a FD, el grupo A. El grupo G también
incluye a GBF1y GBF2 con los que comparte una mayor homologia, y otros dos bZIPs mas (Figura
30). Ya que el fenotipo del adelanto de floracidon del mutante simple gbf3 era poco severo, y
pensando en una posible redundancia genética entre GBF1, GBF2 y GBF3, nos propusimos

generar un triple mutante gbf1gbf2gbf3.
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GBF3

GBF2

GBF1

bZIP16

bZIP68

Figura 30. Arbol filogenético de bZIPs que componen el grupo G. Obtenido a partir de un alineamiento y arbol
filogenético consenso generado por el método de uniéon de vecinos utilizando el programa MEGA:

https://www.megasoftware.net/

En primer lugar, identificamos lineas de insercidn de T-DNA para GBF1 y GBF2 disponibles en las
colecciones publicas SALK y Gabi-KAT, sin embargo no conseguimos corroborar su genotipo. Por
ello, se procedid a generar nuevos alelos mutantes utilizando para ello la tecnologia de edicion
genética CRISPR-Cas9, segun el protocolo de Wang et al. (2005). Se disefiaron 3 guias de gRNA,
dos para GBF1 y una para GBF2 que se encontraban antes del dominio bZIP. Estas guias se
subclonaron segun el sistema de tres guias en el plasmido pHEE401, que contiene un promotor
U6 especifico de la célula huevo, y que contiene, ademas, las secuencias necesarias para
expresar la proteina Cas9. Al utilizar dos guias para GBF1 se esperaba encontrar una delecion de

196 pb y para GBF2 se esperaba la aparicion de mutaciones puntuales (Figura 31).
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AAAAAGGCTGAAGGAGGTGATAAAGCGCTCTC
TTTTTTTTCCGACTTCCTCCACTATTTCGCGAG

Guia 8
s
cDNA

GCATATTATGGGCCTAGAGTTGGTATACCTCAATATTACAACTCAAATTTGGCGCCTGGTCATGCTCCACCGCCTTATATGTGGGCGTCTCCATCGGTACTTATATTAAACTTGTTGAATGTATATCTGTTACTTTGG
CGTATAATACCCGGATCTCAACCATATGGAGTTATAATGTTGAGT TTAAACCGCGGACCAGTACGAGGTGGLGGAATATACACCCGCAGAGGTAGCCATGAATATAATTTGAACAACTTACATATAGACAATGAAACC
| Guia 4

cDNA
s

T T T T T T T
1,880 1,820 1,848 1,860 1,880 1,900 1,320

Figura 31. Esquema de las guias de sgRNA diseiiadas para CRISPR-Cas9. Se muestran las sgRNA disefiadas, asi como

la CDS y el cDNA. El cuadro naranja marca la delecidn esperada. (A) Secuencia de GBF1 y (B) secuencia de GBF2.

Estas construcciones se infiltraron en plantas Col-0 y gbf3 y se seleccionaron plantas
transformantes creciéndolas con el agente selectivo Higromicina. Se realizé una amplificacidon
de GBF1 y GBF2 en estas plantas T1 utilizando cebadores especificos con el fin de comprobar si
habian sufrido una delecién de 196 pb sobre GBF1, pero no se encontrd en ningln caso y, por
ello, se procedio a la secuenciacién de los fragmentos de PCR obtenidos de los genes GBF1 y
GBF2. Se seleccionando las lineas en fondo Col-0 que presentaban inserciones o deleciones que
tuvieran un cambio en la pauta de lectura y que produjeran un codén de STOP prematuro lo que
se detallan a continuacion. La linea #1 homocigota con una delecién de 2 nucleétidos para GBF1
y quimera para GBF2 con una insercién de un nucleétido, una delecién de un nucledtido y un
alelo silvestre, aunque los porcentajes sugieren que realmente pudiera ser heterocigota con una
insercidn de un nucleétido (Figura 32, A); la linea #7 es bialélica para GBF1 con un alelo con una
insercidon de un nucledtido, y el otro con una delecidn de dos nucledtidos y es silvestre para
GBF2 (Figura 32, B); la linea #14 es bialélica para GBF1 con un alelo con una insercidon de un
nucledtido y el otro alelo con una delecidn de dos nucledtidos y homocigota para GBF2 con una
delecién de un nucledtido (Figura 32, C); la linea #28 es homocigota para GBF1 con una insercion

de dos nucleétidos y heterocigota para GBF2 con una insercion de un nucleétido (Figura 32, D).

En el caso del fondo genético gbf3 se selecciond la linea #12 que presenta una delecién de 3
nucledtidos para GBF1 pero que no cambia la pauta de lectura y es bialélica para GBF2 con una

insercidn y una delecidn (Figura 33).
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Se han seleccionado estas lineas del fondo genético Col-0 y gbf3, se han recogido las semillas y
se ha sembrado la T2 en tierra con el objetivo de volver a secuenciar para GBF1 y GBF2 y

comprobar que se mantiene el genotipo.

4.2. Genes diana de TFL1 y GBF3

Debido a que TFL1 no es un factor de transcripcion y no puede unirse directamente a DNA, su
funcidn como represor transcripcional la ejerce actuando en un complejo con el factor de
transcripcién FD, de tipo bZIP (Goretti et al., 2020; Hanano y Goto, 2011; Ratcliffe et al., 1999).
Para testar si TFL1 podria estar formando complejos con otros bZIPs como GBF3 comparamos el
los resultados del andlisis ChIP-seq de TFL1 (Goretti et al., 2020; Zhu et al., 2020a) con los del
ChlP-seq de GBF3 (Song et al., 2016). En el ChIP-Seq de TFL1 se identificaron 3698 genes diana,
y en el de GBF3 se encontraron 8996 genes diana. Al analizar los genes a los que se unen TFL1y
GBF3 se determind un total de 2409 comunes, correspondiendo estos al 26,8% de los genes
diana de GBF3 y al 65,1% de los genes diana de TFL1 (Figura 34, A). Ese nimero tan elevado de
dianas comunes sugiere la posibilidad de que TFL1 y GBF3 puedan unirse a una parte de sus

genes dianas formando un complejo transcripcional para regular su expresion.

Se procedid, por tanto, al andlisis de Ontologia Genética (GO, por sus siglas en ingles) de los
genes diana comunes de TFL1 y GBF3 (Figura 34-B). Tal y como se pudo observar, hay un
enriquecimiento de términos relacionados con la regulacion bioldgica tales como: regulacion de
la expresién génica, regulacion de factores de transcripcién, regulacién de procesos
metabdlicos, asi como la biosintesis de trehalosa, aztcar que participa en la regulacién de la
floracion (Wahl et al., 2013). Por otro lado, a nivel de respuesta a estimulos aparece un
enriguecimiento de términos relacionados con respuesta a estrés, entre ellos el osmético y el
frio, estimulos abidticos, como luz y radiacidn, y respuesta a sefiales enddgenas, tales como el
acido abscisico. Finalmente, se observa un enriquecimiento en términos relacionados con
procesos del desarrollo como son: desarrollo de érganos, entre ellos érganos post-embrionarios,

como son las flores y los frutos, asi como en el desarrollo apical del tallo.
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Figura 32. Resultados del genotipado de las plantas T1 modificadas por CRISPR-Cas9 en fondo silvestre Col-0.
Imégenes del analisis de las secuencias utilizando la herramienta online Synthego, que se utiliza para analizar las
mutaciones realizadas por CRISPR, para GBF1y GBF2 de las plantas T1 obtenidas de plantas transformadas con las
construcciones de CRISPR-Cas9. Se resalta en linea continua sobre el electroferograma la guia utilizada y en
discontinua roja la secuencia PAM; la linea discontinua vertical muestra la posicidén en la que ha habido una edicidn;
se representa también el INDEL (Contraccidn de insercidn y delecion), el porcentaje de contribucion y la secuencia de
cada alelo. Para cada linea el electroferograma de la parte superior corresponde a los cambios detectados en la misma

y, el de la parte inferior al del parental silvestre Col-0.
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Figura 33. Resultados del genotipado de las plantas T1 modificadas por CRISPR-Cas9 en fondo mutante gbf3.
Imégenes del andlisis de las secuencias utilizando la herramienta online Synthego, que se utiliza para analizar las
mutaciones realizadas por CRISPR, para GBF1 y GBF2 de las plantas T1 obtenidas de plantas transformadas con las
construcciones de CRISPR-Cas9. Se resalta en linea continua sobre el electroferograma la guia utilizada y en
discontinua roja la secuencia PAM; la linea discontinua vertical muestra la posicidén en la que ha habido una edicion;
se representa también el INDEL (Contraccidn de insercidn y delecidn), el porcentaje de contribucion y la secuencia de
cada alelo. El electroferograma de la parte superior corresponde a los cambios detectados en la linea #12 vy, el de la

parte inferior al del parental silvestre Col-0.
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Figura 34. Genes diana comunes de TFL1 y GBF3 con los términos de Ontologia Genética asociados. (A) Diagrama
de Venn donde se representa el nimero de genes dianas de TFL1 y GBF3, comunes y no comunes. (B) Grafico con los

términos de Ontologia Genética asociados a los genes diana que comparten TFL1 y GBF3.
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4.3. Analisis de la localizacion subcelular de GBF3 y TFL1

Se ha descrito que la proteina TFL1 se localiza tanto en citoplasma como en nucleo (Hanano y
Goto, 2011). Por otra parte, aunque generalmente los factores de transcripcidn se encuentran
en el nucleo, dénde se unen a sus genes diana, se ha descrito que algunos bZIP se encuentran
tanto en el nucleo como en el citoplasma (Silvestre, M, 2021). Con el objetivo de testar si las
proteinas GBF3 y TFL1 co-localizan, decidimos estudiar la localizacién subcelular de estas
proteinas expresion transitoria de las mismas en hojas de N. benthamiana. Para ello, se
generaron construcciones para ambos genes utilizando la tecnologia Gateway, a partir de
plasmidos derivados del vector pCR8/GW/TOPO (Invitrogen) que contenian las regiones
codificantes de GBF3 y TFL1, respectivamente, que se transfirieron al vector pMDC43 (Curtis y
Grossniklaus, 2003), el cual permite fusionar la proteina GFP al extremo N-terminal de la
proteina de interés, obteniendo finalmente las construcciones 35S:GFP-TFL1 y 35S:GFP-GBF3
(Figura 35). Estas construcciones fueron agroinfiltradas en hojas de N. benthamiana utilizando
cuatro plantas para cada construccidn, con el objetivo de analizar la localizacion subcelular de

estas proteinas de fusién in planta.

NOS
2x35S pro GFP term

pvocsoo  — S S —

NOS
2x35S pro GFP GBF3(1,1kb) term
pMDC43+GBF3
TFL1 (0,5 kb)  NOS
2x35S pro GFP term
pMDC43+TFL1

Figura 35. Esquema de las construcciones para ensayo de localizacion subcelular en N. benthamiana. Estructura de
las construcciones realizadas para el ensayo de localizacidon subcelular, se incluye el promotor 2x35, la region

codificante de la GFP, las CDS de AG, FD, GBF3, TFL1 y SOC1, y el terminador NOS.

Utilizando el microscopio confocal para visualizar el tejido epidérmico de las hojas de las plantas
agroinfiltradas, fuimos capaces de detectar la proteina de fusion GFP-TFL1 en citoplasma, en

nucleo y también en nucléolo, observandose a veces su presencia en “speckles” nucleares, que
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se visualizan como puntos de mayor intensidad mas brillantes. Por otra parte, la proteina de
fusiéon GFP-GBF3 se localizé en nucleo, nucléolo y también algo en citoplasma, pudiendo
detectarse formando ”speckles” nucleares (Figura 36). Nuestros datos sugieren que las
proteinas TFL1 y GBF3 comparten la misma localizacion subcelular principalmente en nuicleo y

nucléolo y en menor medida en citoplasma.

4.4, Ensayo de Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC) entre TFL1 y GBF3.

El alto nimero de genes diana comunes entre TFL1 y GBF3, y que ambas proteinas co-localicen
a nivel subcelular en nucleo, nucleolo y citoplasma, sugiere que las proteinas TFL1 y GBF3
podrian interaccionar para actuar. Para analizar la posible interaccion en planta de las proteinas
TFL1 y GBF3 llevamos a cabo un ensayo de Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia
(BiFC) en hojas de Nicotiana benthamiana. Este ensayo se basa en dividir la proteina YFC en dos
mitades que deben interaccionar para que se reconstituya la proteina y pueda emitirse
fluorescencia. La interaccion de ambas partes no tiene lugar de forma espontanea, sino que para
gue pueda tener lugar la complementacion es necesario que estén fusionadas a proteinas que
interaccionan entre si. Por tanto, se procedid a fusionar a las proteinas TFL1 y GBF3 los extremos
C vy N terminal de la proteina YFP. Las distintas construcciones se realizaron utilizando la
tecnologia Gateway a partir de un pldsmido pCR8 que contenia la regidén codificante de GBF3 o
de TFL1,y que posteriormente se subclonaron en los plasmidos pYFC43 o pYFN43 (Belda-Palazon
et al., 2012): YFPN-TFL1, YFPN-TFL1, YFP-GBF3 y YFPN-TFL1 (Figura 37). Estas construcciones se
infiltraron en hojas de N. benthamina y a los tres dias tras la infiltracién se procedio a analizar la

fluorescencia en un microscopio confocal observando las células de la epidermis.

Se incluyé como control negativo de la interaccion AGAMOUS (AG) y SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), pareja de factores de transcripcidn tipo MADS cuya
interaccion se ha probado que no ocurre “in vivo” (Balanza et al., 2014). También se infiltraron
como control las construcciones YFPN-GBF3 y YFPN-TFL1 con el fin de comprobar si estas
construcciones por si solas eran capaces de emitir autoflorescencia ya que contienen la region
de mayor tamafio de la YFP. Finalmente, como control positivo, se incluyé también la pareja de
proteinas TFL1 y FD, siendo este ultimo factor de transcripcion también de tipo bZIP, cuya

interaccion, en el nucleo, ha sido descrita en trabajos previos (Figura 37; Hanano y Goto, 2011).
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Figura 36. Localizacion subcelular de las proteinas de fusion GFP-TFL1 y GFP-GBF3. Imagenes de microscopio
confocal de células de la epidermis de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con las construcciones 35S:GFP,
35S:GFP-TFL1 y 355:GFP-GBF3. Se muestra de izquierda a derecha la YFP, la superposicion YFP + Campo claro y la
superposicion de RFP + Campo claro. La construccion pMOGS800 (35S:GFP) se usé como control positivo. Se utilizé la

fusion SV40 -mRFP como marcador de localizacion nuclear nuclear.
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NOS
2x358S pro YFP N-term AG (3,2 kb) term
— |
NOS
2x35S pro YFP N-term  FD (0,9 kb) term
——:A-—
NOS
2x358S pro YFP N-term GBF3 (1,1 kb) term

TFL1 (0,5 kb) NOS
2x358S pro YFP N-term term

S0C7 (0,6 kb)YOS
2x35S pro YFP C-term term
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TFL71(0,5kb) NOS
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Figura 37. Esquema de las construcciones para ensayo de BiFC en N. benthamiana. Estructura de las construcciones
realizadas para el ensayo de BiFC, se incluye el promotor 2x35, la regiéon codificante del fragmento N o C terminal de

la YFP, las CDS de AG, FD, GBF3, TFL1 y SOC1, y el terminador NOS.

Como cabria esperar no se observo fluorescencia cuando se agroinfiltré con las construcciones
individuales, YFPN-GBF3 o YFPN-TFL1, y tampoco con la combinaciéon YFPN-AG + YFPS-SOC1. Por
el contrario, se detectd fluorescencia en el ndcleo cuando se infiltré la combinacién YFPN-FD +
YFPC-TFL1, utilizada en este ensayo como control positivo. Por tanto, el comportamiento de los
controles positivo y negativos fue el esperado. Por ultimo, cuando se infiltraron las
combinaciones YFPN-GBF3 + YFPS-TFL1 y YFPN-TFL1 + YFPS-GBF3 se observd fluorescencia
Unicamente en el nucleo, indicando que las proteinas TFL1 y GBF3 son capaces de interaccionar
in planta. Ademas, observamos que mientras que la proteina TFL1 se localiza en nucleo y
citoplasma, su interaccidon con GBF3 ocurre Unicamente en el nucleo, tal y como ocurre en la

interaccion de TFL1 con FD (Figura 38).
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Figura 38. Andlisis de interaccion proteina-proteina entre TFL1 y GBF3 mediante ensayos de BiFC. Imagenes de
microscopio confocal de células de la epidermis de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con las construcciones
sefialas a la izquierda. Se muestra de izquierda a derecha la YFP, YFP + Campo claro y mRFP + Campo claro. Se utilizd

la fusion SV40 -mRFP como marcador de localizacion nuclear nuclear.

4.5. Analisis de la interaccion genética entre TFL1 y GBF3 mediante la caracterizacidon del doble

mutante gbf3 tfll

Con el fin de profundizar mds en el posible papel conjunto de TFL1 y GBF3, y teniendo en cuenta
la interaccidn in planta de las proteinas entre TFL1 y GBF3, testada en el experimento de BiFC
mediante expresidon transitoria en hojas de N. benthamiana, se procedié a analizar la interaccion

genética mediante la generacidn del doble mutante gbf3tfi1-1.

Para ello, se realizé el cruce, en ambos sentidos, de los mutantes simples gbf3 y tfl1-1. Las 8
plantas F1 resultantes de los cruces mostraron un fenotipo idéntico al del parental silvestre Col-
0. Se recogieron individualmente las progenies F2 de cada una de las plantas F1 vy
posteriormente se cultivaron bajo condiciones de dia largo 24 plantas F2 procedentes de las
plantas F1 #6 y #8, que fueron las que produjeron mds semillas. De estas poblaciones T2 se
seleccionaron las plantas #6.8 y #8.6 que mostraron un fenotipo similar al del mutante tfl1-1vy
que eran genotipicamente homocigotas para la mutacidon gbf3, a la espera de poder ser

genotipadas para tfl1-1.

Estas dos plantas dobles mutantes, mostraron un fenotipo mas extremo que el del mutante
simple tfl1-1. En comparacidon con el parental silvestre Col-0, el mutante tfl1-1 presenta floracién
temprana (Figura 39, A). Ademas, a diferencia del parental silvestre Col-0, donde todas las
estructuras inflorescentes tienen un crecimiento indeterminado, la inflorescencia principal del
mutante tfl1-1, tras producir una o dos hojas caulinares que sustentan o una flor axilar o una
inflorescencia determinada de arquitectura muy simple, forma unas 4 flores antes de que el
meristemo apical se determine formando una estructura terminal (Figura 39, B). Sin embargo,
los presuntos dobles mutantes tfl1-1gbf3 solo producian 1 o 2 flores antes de la estructura
terminal (Figura 39, B). Por cuestiones de tiempo analizamos en estas poblaciones F2 el tiempo

de floracién en comparacion con los parentales silvestre Col-0 y mutante tfl1-1.
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e i

Figura 39. Fenotipo asociado a los presuntos dobles mutantes tfl1-1gbf3. (A) Imagenes de las plantas silvestre Col-
0, mutante tfl1-1 y de los presuntos dobles mutantes tfl1-1gbf3 #6.8 y #8.6 crecidas en condiciones de dia largo. (B)
Detalle de apice de la inflorescencia principal de cada uno de los genotipos, marcado con puntas de flecha. Escala de

2cm.

4.6. Efecto de la mutacidn tfl1-1 sobre la actividad de GBF3 en el tiempo de floracion

Para poder dilucidar cémo afecta la mutacién tfl1-1 a la actividad de GBF3 en la floracion
procedimos a comparar los fenotipos resultantes de la sobreexpresidon de GBF3 en un fondo
silvestre Col-0 y en fondo tf/1-1. Tras infiltrar la construccidn 35S::GBF3, generada previamente
en el laboratorio (Garcia, C, 2021) en plantas de los genotipos Col-0 y tfl1-1, se recogieron las
semillas y se sembraron en placas con MS suplementadas con Higromicina para identificar los
transformantes primarios. Posteriormente se pasaron a tierra y se midio el tiempo de floracion
como el nimero total de hojas que genera el apice principal hasta que tiene lugar la formacion
de la primera flor. El nimero de plantas analizadas fue como minimo de 20 plantas para cada
genotipo, menos en las T1 tfl1-1 35S::GBF3 que fue de 11. Teniendo en cuenta que sabemos por
resultados previos en el laboratorio (Garcia, C, 2021) que la sobreexpresiéon de GBF3 produce
retraso en el tiempo de floracidn, procedimos a comparar los porcentajes de plantas con
floracion tardia entre la poblacion de plantas T1 35S::GBF3 en fondo Col-0 y en fondo tfl1-1.
Observamos que éste era del 30% en fondo Col-0 mientras que en fondo tfl1-1 fue del 27%

(Figura 40, Ay B). Ademas, la diferencia entre el nimero de hojas de las plantas que mostraron
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retraso del tiempo de floracién y las que se encontraban dentro de la distribucidn del plantas T1
Col-0 35S::GBF3 o T1 tfl1-1 35S::GBF3 fue de 12 y 4 hojas, respectivamente (Tabla 13 y Figura
40).

A 14
12 Col-0 355::GBF3

9 1113151719212325272931333537394143
mCol-0 mCol-0 35S::GBF3

10 tfi1-1 35S::GBF3

.....................................

9 1113151719212325272931333537394143
= {ff1-1 m ifl1-1 35S::GBF3

Figura 40. Fenotipos asociados a la sobrexpresion de GBF3 en fondo Col-0 y tfi1-1. (A) Distribucion del nimero de
plantas en fondo Col-0 segun el nimero de hojas totales que genera el tallo hasta la formacion de la primera flor. (B)
Distribucion del numero de plantas en fondo tfl1-1 segin el nimero de hojas totales que genera el tallo hasta la
formacion de la primera flor. (C) Imagenes de plantas Col-0 y plantas transgénicas T1 35S::GBF3 en fondo Col-0
cultivadas en condiciones de LD. (D) Imagenes del mutante tfl1-1 y plantas transgénicas T1 35S:GBF3 en fondo

mutante tfl1-1 cultivadas en condiciones de LD.

Tabla 13. Tiempo de floracién medido como el nimero de hojas producidas por el tallo principal en plantas T1 Col-0

35S::GBF3 o plantas T1 tfl1-1 35S::GBF3, con y sin fenotipo de floracién tardia.
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En este trabajo hemos intentado analizar cdmo la ruta de sefializacién de ABA media la actividad
de TFL1 mediante la caracterizacion de los genes ANAC102, HAI1 y MYB3. Para ello se han
analizado los patrones de expresién de estos genes, asi como el fenotipo de los mutantes de
pérdida y ganancia de funcién, observando en la mayoria de los casos fenotipos relacionados
con el tiempo de floracién y/o alteraciones en la arquitectura de la planta. Con respecto a GBF3
se ha estudiado la posible interacciéon con TFL1 y se ha analizado el papel conjunto que tienen
estos dos genes en la floracién por medio de la obtencién de dobles mutantes tfl1-1gbf3 vy

sobrexpresiones de GBF3 en fondo Col-0 y tf/1-1.

1. NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 102 (ANAC102)

ANACI102 presenta un patron de expresion relativamente similar al que presenta TFLI. Los
niveles de expresion de ANAC102 son elevados en semilla, donde se ha mostrado recientemente
que TFL1 juega un papel importante en el desarrollo del endospermo regulando la celularizacion
a través de interacciones con un factor de transcripcion de tipo bZIP de la ruta de sefalizacidon
por ABA, ABI5 (Cheng et al., 2014; Zhang et al., 2019). Tal y como se observa en la informacién
de las bases de datos publicas, el nivel de expresién de ANAC102 y de TFL1 en raiz es elevada, lo
que concuerda con los datos obtenidos de los experimentos de RT-gqPCR en tejido. Esos datos
sugieren que TFL1 podria estar regulando de manera positiva la expresidn de ANAC102 en raiz,
al observarse una reduccién en su expresion en un fondo tf/1-1. Se ha visto que ANAC102 parece
no tener un papel importante en el crecimiento de la raiz ya que no se han visto diferencias
fenotipicas en las raices del mutantes anac102 ni en lineas de sobrexpresion 35S::ANAC102,
aunque si se expresa en el cortex y en los extremos de la raiz (Christianson et al., 2009). TFL1 si

parece tener un papel como represor del crecimiento radicular (Lachowiec et al., 2015).

Por otro lado los datos de expresion ANAC102 en al apice del tallo por RT-PCR en distintas fases
del desarrollo muestran que el patrén de expresidon de ANAC102 en fondo Col-0y tfl1-1 parecen
exhibir una tendencia opuesta una vez tiene lugar la transicién floral, produciéndose una
disminucién o un incremento del nivel de expresion de ANAC102 en fondo Col-0 o tfl1-1,
respectivamente. Esto sugiere que TFL1 reprime la expresion de ANAC102 durante la transicion
floral lo que concuerda con las observaciones del experimento de ChIP-seq (Goretti et al., 2020).
No obstante, nos hemos enfrentado a una gran variabilidad entre las muestras bioldgicas
atribuible a las propias condiciones de cultivo y a la recogida de los apices a determinados

tiempos donde la heterogeneidad de la muestra es elevada.
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Finalmente, los fenotipos obtenidos en el mutante anac102 en relacidn al tiempo de floracion
sugieren que ANAC102 puede estar regulando negativamente la transicién floral en condiciones
de dia largo al presentar un fenotipo de floracidn temprana, pero que este podria ser
dependiente del fotoperiodo al no observarse estas diferencias en condiciones de dia corto. La
falta de alteraciones fenotipicas mas acusadas podria atribuirse a una posible redundancia

genética con genes homoélogos.

Por otro lado, estudios previos han mostrado que el mutante anac102 es insensible a ABA en la
germinacion de la semilla (Christianson et al., 2009). Los resultados de los experimentos de
aplicacion exdgena de ABA para testar si se intensificaban los fenotipos relacionados con la
floracién muestran que el mutante anac102 también parece ser insensible a ABA en cuanto al
proceso de floracidn, al no observarse diferencias significativas tras la aplicacidon exdgena de
ABA en comparacién con el tratamiento con la solucién Mock, mientras que este mismo

tratamiento fue capaz de provocar adelanto de la floracién en el parental silvestre Col-0.

Este adelanto en la floracién a causa de la aplicacion exdgena de ABA puede ser algo
contradictorio a lo visto en estudios previos. Aplicaciones exégenas ABA por pulverizacién sobre
las hojas parece provocar un retraso en la floracion mientras que la aplicacion de ABA en el riego
favorece la floracién debido a que se asemeja mas al ABA enddgeno (Riboni et al., 2016).
Nuestros datos pueden haberse visto afectados por el tipo de condiciones en las que se han
crecido las plantas, asi como el tipo de ABA utilizado, que pueda asemejarse en mayor medida
al ABA enddgeno, a las concentraciones siendo las nuestras de 10-25 M mientras que en otros
trabajos se han utilizado hasta 100 uM vy a la solucién en la que se disuelve ABA que en nuestro
caso es en MES mientras que en otros es sobre EtOH (Wang et al., 2013). Por tanto, habria que
redisefiar el experimento testando otras condiciones de crecimiento y tratamiento con el fin de

comprobar los resultados.

Durante este trabajo también se ha generado la construccién pMDC32-ANAC102 y en trabajos
proximos se procederd a su infiltracion en plantas de Arabidopsis del parental silvestre para
analizar el efecto de la sobreexpresion del gen ANAC102 en el tiempo de floracion, asi como en

la arquitectura de la inflorescencia
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2. HIGHLY ABA-INDUCED1 (HAI1)

De los datos obtenidos del anadlisis del patrén de expresion de HAI1 observamos una elevada
expresion en raiz, la cual también se ha documentado previamente para TFL1 (Lachowiec et al.,
2015). Ademas, el nivel de expresion de HAI en los distintos genotipos no muestra variaciones,
lo que sugiere que TFL1 no es necesario para la correcta expresion de HAI1 en los tejidos que
hemos analizado. Como hemos dicho observamos una elevada expresién de HA/1 en raiz. Se ha
descrito que mutantes dobles hail-2aip1-1y hail-2hai3-1 asi como triples hail-2aip1-1hai3-1
presenta fenotipos de menor elongacién radicular, lo que sugiere que pueden actuar como
reguladores positivos del crecimiento de la raiz (Bhaskara et al., 2012) ejerciendo un papel
contrario al de TFL1, para el que se ha sugerido un papel represor del crecimiento radicular
(Lachowiec et al., 2015). Cabria estudiar en mas detalle la funcion de ambos genes a nivel
radicular, por ejemplo, realizando un mutante cuddruple mutante tfl1-1hail-2aip1-1hai3-1y

viendo el fenotipo radicular asociado para ver si actdan sobre la misma ruta.

Por otro lado, en el 4pice del tallo vemos una caida de la expresién de HA/1 durante las primeras
etapas de la transicion floral en el fondo tfl1-1, lo que puede indicar que TFL1 esté regulando
positivamente su expresion en las primeras etapas pero, conforme avanza el desarrollo, los
niveles de expresién de HA/1 son mayores en el fondo tfl1-1 que en el Col-0, donde TFL1 podria
estar funcionando como un represor de la expresién. En experimentos de RNA-seq de TFL1-GR
+ DEXA, se ha visto que TFL1 es capaz de activar la expresion de HA/1 (Silvestre, M. 2021), pero
en nuestro caso vemos lo contrario. Puede ser debido a que en nuestro experimento no
llevamos a cabo la induccidon de TFL1 sino que trabajamos con el endégeno, lo que puede

mostrar diferencias si realizamos una induccién de la expresion.

La caracterizacién fenotipica de los dos mutantes alélicos hail-1y hail-2 se observé que estos
mutantes florecian temprano en comparacién al parental silvestre bajo condiciones de LD y que
este adelanto de la floracion era mas acusado en el triple mutante hail-2aip1-1hai3-1, lo que
sugiere un posible papel de HAI1 como represor de la floracidn, al igual TFL1 (Bradley et al.,
1997.). Estos resultados también sugieren la existencia de redundancia genética de HAI1 con
AIP1 y HAI3. Cabria profundizar en ello estudiando el tiempo de floraciéon en los mutantes
simples aip1-1y hai3-1, con el fin de comprobar si también presentan fenotipos relacionados
con el tiempo de floracién y, en el caso de presentar adelanto, determinar cudl podria estar
contribuyendo mas al fenotipo del triple mutante. Por otra parte, la sobrexpresiéon de HAI1 en
plantas de Arabidopsis provoca retraso en el tiempo de floracién, similar al que muestran las

plantas 35S::TFL1 (Ratcliffe et al., 1998) lo que también apoya la hipdtesis de un posible papel
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de HAI1 como represor floral. Ademas, puesto que TFL1 induce de manera directa la expresion
de HAI1 (Goretti et al., 2020), nuestros resultados apoyarian que este gen podria estar mediando

la accion de TFL1 para reprimir la floracién.

3. MYB DOMAIN PROTEIN 3 (MYB3)

En el caso de MYB3 observamos un alto nivel de expresién en semilla, lo que coincide con lo
mencionado con anterioridad para TFL1 en este érgano de la planta (Cheng et al., 2014; Zhang
et al., 2019). Del estudio de expresién llevado a cabo en diferentes tejidos, aunque se observo
una relativa disminucidn en los niveles de expresién de MYB3 en fondo tfl1-1 con respecto a Col-
0, lo cual podria sugerir un posible papel de TFL1 como regulador positivo de MYB3, la
variabilidad de los datos fue muy elevada, quizas atribuible a insuficiente especificidad de los
cebadores de MYB3 en tejido, donde aparecia una segunda Tm posiblemente correspondiente
a algun otro gen, segunda Tm que no se observd en apice, donde se originalmente se analizé la
eficiencia de los cebadores. Por tanto, habria que disefar nuevos cebadores de RT-gPCR mas

especificos para MYB3.

Por otro lado, el andlisis del nivel de expresiéon de MYB3 en el apice del tallo en distintas fases
del desarrollo mostrd niveles inferiores de MYB3 en fondo tfl1-1 con respecto al fondo silvestre
Col-0, indicando por tanto un posible papel como activador transcripcional de TFL1 sobre MYB3

(Goretti et al., 2020).

Los fenotipos de los mutantes myb3 parecen indicar un papel de MYB3 como promotor de la
transicion floral al presentar un retraso en la floracién tanto en condiciones de dia largo como
de dia corto y tendria, por tanto, un papel opuesto al que lleva a cabo TFL1. La aplicacion
exogena de ABA al mutante myb3 bajo condiciones de dia corto no causd ninguna alteracion
fenotipica con respecto al parental silvestre lo que sugiere que este mutante pueda ser

insensible a ABA.

Por otra parte, la sobreexpresién de MYB3 no causo diferencias significativas en el tiempo de
floracién con respecto al parental silvestre, pero si que se observaron cambios en la arquitectura
de la planta, tales como un menor crecimiento, una ralentizaciéon de desarrollo global de la

planta y un fenotipo de hojas curvadas tanto a nivel de roseta como de hojas caulinares.

Se ha descrito que la sobreexpresidon en plantas de A. thaliana del gen de maiz MYB31,

perteneciente al subgrupo 4, al igual que AtMYB3, afecta al contenido total de lignina y regula a
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la baja la expresion de varios genes implicados en la biosintesis de monolignol. El tamafio de las
plantas de Arabidopsis que expresan constitutivamente ZmMYB31 es de solo un tercio del
tamafio de las plantas control, mostrando ademads reduccién del tamafio de la hoja, del tallo y
de la flor y también muestran retraso en el tiempo de floracidn. Ademas las plantas
35S::ZmMYB31 muestran lesiones blancas en las hojas maduras que se curvan hacia arriba

siendo mas evidente en las hojas mas viejas (Fornalé et al., 2010).

Por otra parte, la sobrexpresién de MdMYB3 en tabaco, un gen homologo a MYB3 en manzano,
mostrd fenotipos relacionados con la arquitectura de la flor como un mayor tamafo de las
mismas presentando pistilos que sobresalian por encima de las anteras, asi como un cambio en
los patrones de expresién de genes relacionados con la ruta de los flavonoides y
fenilpropanoides (Vimolmangkang et al., 2013). Sin embargo, en la sobreexpresién de
ZmMYB31, del mismo subgrupo, se observé una reduccion en el tamafio de la flor (Fornalé et
al., 2010). Todo esto pone de manifiesto un posible papel de MYB3 en la arquitectura de la flor
y, por tanto, podria ser interesante estudiar mas en detalle posibles cambios en el desarrollo de
la flor de Arabidopsis, aunque a simple vista no se hayan observado defectos. Respecto a la ruta
de biosintesis de los fenilpropanoides la participacién de MYB3 en la misma también ha sido

propuesta en Arabidopsis (Zhou et al., 2017).

4. ESTUDIO DE GBF3 COMO MEDIADOR DE LA FUNCION DE TFL1

GBF3 parece tener un papel en la floracidon apoyado por los datos de su patrén de expresion
similar al de TFL1, asi como los fenotipos de adelanto y retraso de la floracién mostrados por los
mutantes simples gbf3 y las lineas de sobreexpresion 35S::GBF3, respectivamente. Ademas de
participar en el control del tiempo de floracién, la sobrexpresién de GBF3 afecta también a otros
aspectos del desarrollo como la arquitectura de la inflorescencia y el desarrollo de la semilla,
gue son procesos en los que también participa TFL1, lo que sustenta la idea de que TFL1 actue

a través de GBF3 (Garcia, C, 2021).

En este trabajo hemos podido profundizar en el papel de GBF3 como mediador de la accidn de
TFL1, mediante la comparacion de los datos del andlisis de ChipSeq de GBF3 y TFL1, asi como el
desarrollo de los ensayos, de localizacion subcelular y de BiFC (interaccién proteina-proteina),
utilizando expresion transitoria en N. benthamiana. En cuanto al ChIP-seq han aparecido genes
relacionados con la floracion, como por ejemplo la sintesis de trehalosa, un azucar involucrado

en la induccién de la floracion (Wahl et al., 2013), asi como con la sefializacion del acido
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abscisico, lo que puede indicar un posible nexo entre TFL1, floracién y ABA. En cuanto a la
interaccion proteina-proteina, los resultados de estos analisis sugieren que GBF3 y TFL1 podrian
actuar formando un complejo transcripcional en el nucleo, quizas junto a otros bZIPs con los que
GBF3 también interacciona, como son GBF1 y GBF2 (Goretti et al., 2020; Schindler et al., 1992;
Zhu et al., 2020)

Podria ser interesante profundizar en el estudio de GBF1 y GBF2 y su posible funcién en el
proceso de floracién a través de TFL1, asi como testar sus posibles interacciones con TFL1 . TFL1
parece tener cierta tendencia a formar heterodimeros con otros bZIPs como FD, FDP, bZIP30 y
bZIP52, participando en procesos de desarrollo como son la formacién de la semilla y la hoja

(Wigge et al., 2005; Abe et al., 2005; Silvestre, M, 2021).

Finalmente, la caracterizacion fenotipica del doble mutante gbf3tfl1-1, asi como el analisis de
los fenotipos resultantes de la sobrexpresion de GBF3 en fondo Col-0 y tfl1-1 nos ha permitido
comprobar como, aunque TFL1 y GBF3 parecen regular la floracién actuando como represores
florales en la misma ruta, la funcion de GBF3 no seria totalmente dependiente de la activacién
por TFL1. La caracterizacidn del fenotipo de las semillas de las plantas T1 35S::GBF3 en un fondo
tfl1-1 también nos permitird conocer mejor implicacion de GBF3 y TFL1 a nivel del desarrollo de

la semilla.

Seria interesante comparar la severidad del efecto en el tiempo de floracidn y en la arquitectura
de la planta mostrado por lineas transgénicas T1 de Col-0 35S::TFL1y 35S::GBF3, asi como con
plantas doble heterocigotas 35S::TFL1 35S::GBF3 con el fin de analizar la implicacidn de GBF3
en el proceso de floracidn. La sobrexpresion de ambos genes permitiria estudiar si existe algin
fenotipo sinérgico en la floracién a causa de la sobrexpresién del complejo TFL1-GBF3,

corroborando asi la interaccidon de ambas proteinas y su papel en la floracion.

También podria ser interesante comparar los efectos fenotipicos de la sobreexpresiéon de TFL1
en un fondo silvestre Col-0 con respecto a la sobreexpresion en un fondo mutante gbf3 para

analizar en qué medida GBF3 se requiere para la actividad de TFL1.

En este trabajo se ha estudiado la relacién entre TFL1 y los genes de respuesta a ABA, ANAC102,
HAI1 y MYB3. Se han encontrado que estos genes comparten patrones de expresion
parcialmente solapantes con TFL1 y se han identificado fenotipos relacionados con el tiempo de

floracion tanto en mutantes de pérdida de funcidn como en lineas de sobrexpresién de estos
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genes. Ademas, se ha profundizado en la posible interaccién de GBF3 con TFL1, encontrando
gue posiblemente siendo TFL1 sea un activador de GBF3, y la posibilidad de que ambos formen

un complejo proteina-proteina.
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Los resultados obtenidos permiten extraer las siguientes conclusiones:

1. Por una parte, el andlisis del patrén de expresion de ANAC102 y MYB3, que solapan
parcialmente con el de TFL1, los resultados de los experimentos de RT-qPCR en tejidos y
apices del tallo, y, por otra, con los datos de unién in vivo de TFL1 a sus regiones
promotoras indican un posible papel de TFL1 como represor de ANAC102 y activador de
MYB3. En el caso de HAI1 no se han podido obtener conclusiones sobre si TFL1 funciona

como un activador o como un represor.

2. Los fenotipos observados en los mutantes de ANAC102 y HAI1, asi como en lineas de
sobrexpresiéon de los mismos sugieren que estos genes participan en la transicion floral
de forma similar a TFL1, observdndose un adelanto de la floracién en los mutantes,
similar a tfl1-1, y un retraso en las lineas de sobrexpresién, similar al de 35S::TFL1. Por
tanto, estos genes podrian mediar la regulacién de la floracién por TFL1. Sin embargo,
esto no se ve de forma tan clara para MYB3, donde los mutantes muestran retraso de
floraciéon y no se observd efecto en el tiempo de floracion como consecuencia de su

sobreexpresion.

3. El andlisis de los datos de ChIP-seq de GBF3 y de TFL1, asi como los resultados de los
anadlisis de localizacion subcelular y de interaccién entre las proteinas GBF3 y TFL1,
mediante BiFC, sugieren que estas dos proteinas formen un complejo transcripcional que
juegue un papel en la regulacion de la floracidn. Sin embargo, la funcién de GBF3 en dicho

proceso no parece que sea totalmente dependiente de TFL1.
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ANEXO

Tabla S1. Lista de cebadores utilizados en este TFM.

NOMBRE

SECUENCIA 5' > 3'

uUso

Cebadores para clonacion Gateway

IP10-ANAC102-ATG

IP11-ANAC102-STOP

IP14-MYB3-ATG

IP15-MYB3-STOP

IP17-HAI1/PP2C-ATG

ATGGACTTTGCTCTCTTCTCCTC

TTATTACCCTTG AGG AGCAAAATTC

ATG GGAAGATCACCATGCT

TTA CTA ATG AGT TCT AACATCAGA A

ATG GCT GAG ATT TGT TAC GAG AACG

Primer  directo
para amplificar el
CDS de ANAC102.
Primer reverso
para amplificar el
CDS de ANAC102.
Primer  directo
para amplificar el
CDS de MYBS3.

Primer reverso
para amplificar el
CDS de MYBS3.

Primer  directo
para amplificar el

CDS de
HAI1/PP2C.
IP18-HAI1/PP2C- TTA CTACGT GTCTCG TCG Primer reverso
STOP para amplificar el
CDS de
HAI1/PP2C.
Genotipado

LBb1.3

Primer  directo
para  genotipar
alelos mutantes
de lineas Salk con
insercion de T-
DNA.

Secuenciacidn en plasmidos

M13 directo

M13 reverso

IP12-ANAC102-Mid

TGT AAA ACG ACG GCC AGT

CAG GAA ACA GCT ATG AC

GCACTCGTCTTCTACGCAGG

99

Primer  directo
para la
secuenciacion de
las inserciones en
pCR8/GW/TOPO
y pMDC32.

Primer reverso
para la
secuenciacion de
las inserciones en
pCR8/GW/TOPO
y pMDC32.

Primer directo
para la
secuenciacion del
interior de la
insercion de
ANAC102 en




IP16-MYB3-Mid

IP20-HAI1/PP2C-Mid

CGG19_GBF3int.rev

CCG GTG CGT GAA GAG ATT GG

GTG TCT GTC CTT ACG CCG GAG

TAGATTTAGTAGGAGTGTCGATG

ANEXO

pCR8/GW/TOPO
y pMDC32.

Primer  directo
para la
secuenciacién del
interior de la

insercion de
MYB3 en
pCR8/GW/TOPO
y pMDC32.
Primer  directo
para la

secuenciacion del
interior de la

insercidn de
HAI1/PP2C en
pCR8/GW/TOPO
y pMDC32.
Primer reverso
para la

secuenciacion de
las inserciones de

CRISPR/Cas9

IP24_DT1-BsF_GBF1

IP25_DT1-FO_GBF1

IP26_DTO-BsR2

ATATATGGTCTCGATTGTACCCAGCAATGTATCCCC

GTT

TGTACCCAGCAATGTATCCCCGTTTTAGAGCTAGA

AATAGC

ATATTATTGGTCTCAATCTCTTAGTCGACTCTACCA

AT

100

GBF3 en
pCR8/GW/TOPO,
pYFC43y pYFN43.
|

Primer para
realizar las
construcciones
de CRISPR
siguiendo el
protocolo
descrito por

Wang et al., 2015
Genome Biology

Primer para
realizar las
construcciones
de CRISPR
siguiendo el
protocolo
descrito por

Wang et al., 2015
Genome Biology

Primer para
realizar las
construcciones
de CRISPR
siguiendo el
protocolo




IP27_DT2-

BsF2_GBF1

IP28_DT2-FO_GBF1

IP29_DT3-RO_GBF2

IP30_DT3-BsR_GBF2

ANEXO

ATATTATTGGTCTCAAGATTGCTTCTGGCAAGAAG
TCAAAGTT

TGCTTCTGGCAAGAAGTCAAAGTTTTAGAGCTAGA
AATAGC

AACCCTTATATGTGGGCGTCTCCAATCACTACTTCG
TCTCTAACCAT

ATTATTGGTCTCGAAACCCTTATATGTGGGCGTCTC
C

descrito por
Wang et al., 2015
Genome Biology

Primer para
realizar las
construcciones
de CRISPR
siguiendo el
protocolo
descrito por

Wang et al., 2015
Genome Biology

Primer para
realizar las
construcciones
de CRISPR
siguiendo el
protocolo
descrito por

Wang et al., 2015
Genome Biology

Primer para
realizar las
construcciones
de CRISPR
siguiendo el
protocolo
descrito por

Wang et al., 2015
Genome Biology

Primer para
realizar las
construcciones
de CRISPR
siguiendo el
protocolo
descrito por

Wang et al., 2015
Genome Biology

Cebadores qRT-PCR

gAtTIP41.Fwil

gAtTIP41.Rvl

ATCAGGGTAGGGTGGATTGG

GGTTTGGCTTTTGGGTCGTT

Primer  directo
para cuantificar la

expresion
endogena de
TIP41 mediante
RT-qPCR.

Primer  reverso
para cuantificar la
expresion

endogena de
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IP-gAT-ANAC102-
Fwl

IP-gAT-ANAC102-Rv1

IP-gAT-ANAC102-
Fw2

IP-gAT-ANAC102-Rv2

IP-gAT-ANAC102-

Fw3

IP-gAT-ANAC102-Rv3

IP-gAT-MYB3-Fw1l

ANEXO

TTA ACG TTC CGG TTATCG CAG AG

CGT ACAACG CCATTT CTG GAA GC

GTT CCG GTT ATC GCA GAG ATT GAC

CGT ACAACG CCATTT CTG GAA GC

ATT AAC GTT CCG GTT ATC GCA GAG

CGT ACAACG CCATTT CTG GAAGC

AGT GAT GCG GTG TGT TTG TG

102

TIP41 mediante
RT-qPCR.

Primer  directo
para cuantificar la

expresion
endégena de
ANAC102
mediante RT-
qPCR.

Primer  reverso
para cuantificar la

expresion
enddgena de
ANAC102
mediante RT-
qPCR.

Primer  directo
para cuantificar la

expresion
enddgena de
ANAC102
mediante RT-
qPCR.

Primer reverso
para cuantificar la

expresion
endogena de
ANAC102
mediante RT-
qPCR.

Primer  directo
para cuantificar la

expresion
endogena de
ANAC102
mediante RT-
qPCR.

Primer reverso
para cuantificar la

expresion
endogena de
ANAC102
mediante RT-
gPCR.

Primer  directo
para cuantificar la
expresion
enddgena de
TIP41 mediante
RT-qPCR.
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IP-gAT-MYB3-Rv1 AAA CCC GAC AAT TCCGACAC Primer reverso
para cuantificar la
expresion
endégena de
MYB3 mediante
RT-gPCR.

IP-gAT-MYB3-Fw2 TGCGGT GTGTTITGTGTTGTC Primer directo
para cuantificar la
expresion
endégena de
MYB3 mediante
RT-qPCR.

IP-gAT-MYB3-Rv2 CAT CAG AAACCCGACAATTCCG Primer reverso
para cuantificar la
expresion
enddgena de
MYB3 mediante
RT-gPCR.

IP-gAT-MYB3-Fw3 AGT CGA CTC GGA AAG TGA GTG Primer  directo
para cuantificar la
expresion
endégena de
MYB3 mediante
RT-qPCR.

IP-gAT-MYB3-Rv3 ACA CAA ACACACCGCATCAC Primer reverso
para cuantificar la
expresion
endogena de
MYB3 mediante
RT-gPCR.

IP-gAT-MYB3-Fw4 TCG ACT CGG AAAGTG AGTGTT G Primer  directo
para cuantificar la
expresion
endogena de
MYB3 mediante
RT-gPCR.

IP-gAT-MYB3-Rv4 TCC GAC AACACA AACACACC Primer reverso
para cuantificar la
expresion
endogena de
MYB3 mediante
RT-qPCR.

IP-qAT-HAI1-Fwl ATG GCC ATG GCT GTT CCC ATG TAG Primer  directo
para cuantificar la
expresion
endogena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
gPCR.
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IP-gAT-HAI-Rv1 TCC CAG TCA GCATCA GCTTCA AAC Primer reverso
para cuantificar la
expresion
endégena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
qPCR.

IP-gAT-HAI1-Fw2 TCC TCC GAT CAT AAGCCAGACC Primer directo
para cuantificar la
expresion
enddgena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
qPCR.

IP-gAT-HAI-Rv2 GCT CGT GAC ATT GCA AGT ACT CC Primer reverso
para cuantificar la
expresion
enddgena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
qPCR.

IP-gAT-HAI1-Fw3 TCC TCC GAT CAT AAGCCAGACC Primer directo
para cuantificar la
expresion
endogena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
qPCR.

IP-gAT-HAI-Rv3 GGC CAT CCC AGT AGATAA CACGAC Primer reverso
para cuantificar la
expresion
endogena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
qPCR.

IP-gAT-HAI1-Fw4 TCC TCC GAT CAT AAG CCAGACC Primer  directo
para cuantificar la
expresion
endogena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
gPCR.

IP-qAT-HAI-Rv4 GTG GGC CAT CCC AGT AGA TAA CAC Primer reverso
para cuantificar la
expresion
endogena de
HAI1/PP2C
mediante RT-
gPCR.
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