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Abstract

Organisms can anticipate periodic changes in their environment thanks to the circadian
clock, a complex network of genes that form interlocked loops. Circadian clocks are also
active in plants, regulating processes such as growth, development, flowering or scent
emission in response to environmental cues. However, the role of the circadian clock in
flower rhythms remains poorly understood. Here we analyzed the function of the clock
gene LATE ELONGATED HYPOCOYL (LHY) concerning scent emission and profile in
snapdragon (Antirrhinum majus). Silencing LHY modified the scent profile of snapdragon
flowers.
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Resumen

Los organismos son capaces de anticipar los cambios periédicos en su ambiente gracias al
reloj biolégico, una compleja red de genes que establecen bucles interconectados. Los
relojes circadianos también estan activos en plantas, regulando procesos como el
crecimiento, desarrollo, floracion o la emision de aromas en repuesta al ambiente. Sin
embargo, el papel del reloj circadiano en los ritmos de las flores es poco conocido. En el
presente trabajo, analizamos la funcién del gen de reloj LATE ELONGATED HYPOCOTYL
(LHY) en la emision y el perfil de aromas en boca de dragén (Antirrhinum majus). El
silenciamiento de LHY modifico el perfil aromatico de la flor de boca de dragoén.

Palabras clave: Antirrhinum majus; ARN de interferencia; compuestos organicos volatiles; LHY.

1. INTRODUCCION

Los organismos estan sujetos a cambios periddicos en el ambiente, tales como la alternancia
dia-noche o las estaciones. Los seres vivos son capaces de anticiparse a estos cambios gracias al
reloj bioldgico, el cual se compone de diversos genes que establecen una serie de bucles
interconectados. El reloj circadiano juega un papel fundamental en el control de caracteres
agron6micos como resistencia al frio, floracion o acumulacién de metabolitos de olor y sabor [1].
La generacion de mutantes o transgénicas en plantas modelo permite identificar el papel del gen
de interés en el desarrollo, floracién o emisiéon de aromas, entre otros. La emisiéon de compuestos
organicos volatiles (VOCs por sus siglas en inglés) tiene un papel importante ya que éstos pueden
actuar como repelentes de herbivoros, antimicrobianos o como atrayentes de polinizadores,
siendo los componentes principales del sabor. Ademas, su emisién varia a lo largo del dia,
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coincidiendo con la actividad de sus polinizadores [2]. Pese a que se conocen las rutas
biosintéticas de estos compuestos, se desconoce qué papel desempeifian los genes del reloj en la
regulacion de la sintesis y emisiéon de aromas.

Por ello, el presente trabajo se centra en los efectos del gen reloj LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY) en la emision de aromas en la planta modelo boca de dragén (A. majus).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Transformacién de Antirrhinum

Para silenciar el gen AmLHY se cloné un fragmento de 156 pares de bases del mismo,
empleando el vector pHELLSGATE12 [3]. Para la transformacion se usé la linea silvestre (o wild-
type, WT) Sippe50 de boca de dragon.

2.2 Material vegetal v condiciones de cultivo

Se utilizaron cuatro grupos de plantas: silvestre y tres lineas transgénicas independientes
de generacion 2 (T2), denominadas RNAi:AmLHY14, RNAi:AmLHY26 y RNAi:AmLHYZ27. Las lineas
se cultivaron en los invernaderos de la Finca Experimental Tomas Ferro. Las plantas transgénicas
se identificaron mediante PCR con cebadores especificos (NPTIl, sentido:
CCTGCTTGCCGAATATCATGGTGG, antisentido: CGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGG) y de acorde al
protocolo de la polimerasa (KAPABIOSYSTEMS). Las plantas se trasladaron a una camara de
cultivo dias antes de la toma de muestras, donde fueron aclimatadas a un ciclo de 12 horas de luz
a232Cy 12 horas de oscuridad a 182C. El inicio del dia se definié como ZTO (Zeitgeber time).

2.3 Expresién génica

Se tomaron hojas completamente desarrolladas de los cuatro grupos de plantas. Cada grupo
se componia de 3-4 plantas. El tejido fue congelado en nitrégeno liquido y almacenado a -802C
hasta la posterior extracciéon de ARN. La extraccion de ARN total se realizé segin [4]. Para la
sintesis de ADN complementario se procedié segin lo indicado por el fabricante (Maxima Reverse
Transcriptase, Thermo Scientific). Para la PCR a tiempo real o cuantitativa (QPCR) se empled el
sistema Mx3000P (Agilent Technologies) y SYBR Green Master Mix (Takara, Clontech), segtn los
respectivos manuales. Como gen de referencia se us6é UBIQUITIN (AmUBI, sentido
CCGATGGAAGTATATGTTTG y antisentido CCAGTCTTACAAGACCTAGAAGCTC), los cebadores de
AmLHY fueron TTACTTGCTCTCCGGCAACT (sentido) y TTGAAGTCACAAGCTGATTGC
(antisentido). La expresion génica se calculé con el método AACt [5].

2.4 Emision de volatiles

La recoleccion de volatiles se realizé segun lo descrito por [6], utilizando un desecador de
vidrio. Cada réplica bioldgica constaba de una flor cortada de 2-3 dias de edad. Se muestrearon 3-
4 flores de los grupos de plantas silvestres y transgénicas. El muestreo se llevo a cabo cada 6 horas
durante un ciclo de 24 horas. La cuantificacién se desarroll6 en base a protocolos publicados [7].

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La expresion de AmLHY fue significativamente inferior en las lineas transgénicas (t de
Student p < 0,05, Fig. 1). El perfil, definido como el nimero de compuestos detectados y la
contribucién de cada uno de ellos, varié entre los distintos grupos de plantas. Las flores de las
lineas de RNAi mostraron un perfil mas complejo (datos no mostrados). En este trabajo se
muestran cuatro VOCs comunes a todos los grupos de plantas: 3,5-dimetoxitolueno, acetofenona,
metil benzoato y ocimeno. En la linea silvestre, la emisiéon de ocimeno y 3,5-dimetoxitolueno
aument6 durante el dia, la de metil benzoato aument6é durante la noche y la acetofenona se
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mantuvo con pocas variaciones (Fig. 2A). Sin embargo, observamos una serie de diferencias entre
silvestres y lineas RNAi. Primero, la emision total, expresada como area/peso fresco, disminuyé
en las lineas transgénicas. La contribucion del 3,5-dimetoxitolueno disminuyé en las lineas
RNAi:AmLHY14y RNAi:AmLHYZ26 mientras que la proporcién de acetofenona y ocimeno fue mayor
en dichas lineas (Fig. 2B-2C). Por otro lado, la linea RNAi:AmLHY27 mostré un perfil distinto, la
proporcion de 3,5-dimetoxitolueno y metil benzoato fue mayor mientras que present6 los niveles
mas bajos de acetofenona y ocimeno. Estudios previos sobre el silenciamiento de genes del reloj
mostraron una alteracion en la emisién de VOCs, incluyendo cambios en la cantidad emitida [8] y
en el perfil aromatico [9]. Estos cambios podrian alterar las interacciones con polinizadores,
herbivoros e incluso planta-planta.

4. CONCLUSIONES

El silenciamiento de AmLHY modifica la complejidad del perfil aromatico en las flores de
boca de dragén asi como la contribuciéon de cada volatil al aroma.
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Figura 1.Expresion del gen AmLHY en plantas silvestres (WT) y lineas transgénicas
(RNAi:AmLHY14, RNAi:AmLHY26, RNAi:AmLHY27).
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Figura 2. Perfil aromatico a lo largo de 24 h en flores silvestres (A) y transgénicas de las lineas
RNAi:AmLHY14 (B), RNAi:AmLHY26 (C), RNAi:AmLHY27 (D).
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