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1. Introduccion

La columna vertebral de la biologia ha sido y sigue siendo la evoluciéon. Es bien

sabido que Darwin fue el fundador de la teoria moderna de la evolucion.

Hoy en dia, casi sin excepciones, estamos convencidos por una vasta cantidad de
evidencia acumulada de que la Tierra tiene una larga historia y de que todos los
organismos vivos, incluidos nosotros mismos, aparecieron en el curso de esa historia a
partir de formas anteriores mas primitivas. Esta evidencia acumulada estd formada por
una trama tejida con miles y miles de datos concernientes a los organismos del pasado y
del presente, que abarca no solo la estructura anatémica, sino también procesos
fisiol6gicos y bioquimicos, patrones del desarrollo embrionario y de comportamiento y,
mas reciente, las secuencias de informacidn genética codificadas en las moléculas del DNA

de los cromosomas.

Si hay algo que todos los seres vivos comparten es una historia evolutiva ya que
son sistemas abiertos que almacenan y procesan informacidn. Esto se debe a que los seres
vivos intercambian sustancias y energia con el medio externo. Las sustancias que se
incorporan a un organismo ingresan a una red de reacciones quimicas en las que esas
sustancias se degradan o se utilizan para la construcciéon de compuestos mas complejos.
Los organismos vivos son también expertos en la conversién energética. La energia que
ingresa, ya sea en forma de luz solar o de energia quimica almacenada en los alimentos, es
transformada y usada por cada célula individual para hacer el trabajo celular. Este trabajo
incluye el dar energia no sélo para los numerosos procesos que constituyen las actividades

del organismo, sino también para la sintesis de moléculas y estructuras celulares.

Por todas estas razones podemos afirmar que la vida es un proceso ritmico en la
que los seres vivos tienen que hacer frente a variaciones regulares de la informacién que
posteriormente almacenan y procesan. De este hecho surge la cronobiologia, una
disciplina de la fisiologia que estudia los ritmos biolégicos, entendidos como una

oscilacion de un parametro biolégico dependiente de un reloj endégeno y de
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sincronizadores ambientales. Al investigar las causas de estos “relojes” se demuestra que
gran parte de ellas tienen un origen externo, como pueden ser los cambios climaticos
estacionales tales como la fotoperiodicidad o la termoperiodicidad, cambios en el ciclo
lunar, mareas, etc. De acuerdo con la duracién de estos ritmos extrinsecos se distinguen
los ritmos nictemerales o circadianos, cuando el periodo es de aproximadamente 24 horas,

los mensuales y los anuales.

La ciencia de la Genética empez6 con el trabajo del monje austriaco Gregor Mendel,
quien en 1865 publico el resultado de sus experimentos de cruces entre variedades del
guisante cultivado que tenian variantes heredables. Mendel no solo suministré los
resultados experimentales de cruces controlados, sino que también infirié la existencia de
“factores” discretos que contenian la informacién sobre el desarrollo de padres a hijos.
Cualquiera que sea la base fisica de este sistema de transmisién de informacién debe tener

las siguientes cuatro propiedades:

1. Diversidad de estructura. Las estructuras celulares que contienen la
informacién sobre el desarrollo y la funcién deben poder existir en un niimero
de formas distintas.

2. Capacidad de replicacion. Debe haber algin mecanismo de replicacion que
copie la estructura que contiene la informacién para que ésta pueda ser
transmitida de padres a hijos.

3. Mutabilidad. Todas las especies que existen han surgido de la evolucién de
especies ancestrales que diferian de ellas en varios caracteres. Asi, en algin
momento del pasado, debieron de surgir mutaciones que alteraron parte de la
informacién transmitida entre padres e hijos, y estos cambios se debieron
heredar. La acumulacién de un nimero de mutaciones puede incluso originar
la formacidn de estructuras totalmente nuevas.

4. Traduccion. No basta con la existencia de un mecanismo que transfiera la
informacién de un organismo de generacién en generacién sino que es
necesaria una maquinaria que pueda leer la informacién heredada y traducirla
a la gran diversidad de estructuras bioldgicas que constituyen la forma y la

funcién del organismo.

La clave del andlisis genético de una propiedad bioldgica consiste en examinar los

componentes de la misma asi como el sistema de control. Para ello se utiliza en muchos
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vasos variaciones en los genes que permiten inferir en su participacién con causa y/o

efecto de un proceso.

1.1. Modificacidon genética, hacia el desarrollo de variedades de plantas

ornamentales transgénicas

Las plantas ornamentales juegan un papel fundamental en la interacciéon entre
humanos y modificando el medio que nos rodea. Se ha conseguido reunir y domesticar
durante miles de afios plantas que no tienen valor alimentario inicamente por su valor
ornamental o la morfologia de sus flores (C.R. Hall & Dickson, 2011). Debido a las
continuas exploraciones se recogieron numerosas variedades ornamentales alrededor del
mundo se pudo explotar la variacién que se generaba a través de cruzamientos y
mutaciones, de esta forma, el rango y la diversidad de plantas ornamentales cultivadas
crecié exponencialmente. Ahora, miles de variedades de flor cortada, plantas en maceta,
plantas colgantes, procedentes de semillero, arbustos, gran cantidad de céspedes, arboles

ornamentales y plantas acuaticas estan disponibles al publico (Dobres, 2011).
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Flor cortada Céspedes Palmeras Maceta e Plantas de Arbustos Arboles Miscelanea
ornamentales interior semillero
Rosa Festuca spp. Palmito Phalaenopsis Petunia Rosa Cornejo Bonsai
spp
Clavel Césped verde Palmera datilera Rosa Pensamiento Hortensia Cotoneaster spp. Cactus
Rododendro
Azalea spp.
Crisantemo Deschampsia Palmera datilera Kalanchoe spp.  Impatiens spp. Abelia spp. Arce Carnosas
spp. de Canarias
Tulipan Panicum spp. Palmito sabal Campanula spp. Begonia Viburnum spp. Sauce Aéreas
Lirio Agrostis spp. Palmito sago Hiedra inglesa Torenia Lirio africano Abedul Helecho
Gerbera Miscanthus Butia Anthurium spp.  Salvia spp. Camellia spp. Ceniza Plantas con
sinensis formas
Gypsophila spp. Carex spp. Palmera pindd Dracaena spp. Calibrachoa spp.  Fuchsia spp. Eucalipto
Lirio peruano Chrysanthemum Lobelia Grevillia spp. Liquidambar spp.
Freesia spp. Ficus spp. Osteospermum Lavanda Cedro
spp.
Cymbidium spp. Spathiphyllum Verbena Ficus spp. Morera
spp.
Anthurium spp. Cyclamen spp. Pink plant Magnolia spp. Alamo
Eustoma spp. Lirio Violate africana Lagerstroemia spp.  Prunus spp.
Zantedeschia spp. Geranio Azafran Alhefia Roble
Dendrobium spp. Poinsetia Narcissus spp. Hiedra Olmo
Phalaenopsis spp. Brezo Skimmia spp. Hibisco Chamaecyparis spp.
Narcissus spp. Malamadre Eléboro Brezo Paulonia
Hortensia Bromelia Skimmia spp.
Cactus Gaultheria spp.
Bonsai
Tabla 1. Grupos y géneros mayoritarios de plantas ornamentales (Chandler & Sanchez, 2012).
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1.1.1. Valor econémico

Aunque las estadisticas son difusas y subjetivas, de acuerdo con las estimaciones
de UN COMTRADE (Naciones Unidas, http://www.un.org/) para 2010, dnicamente el

comercio de plantas de flor fue de 8 mil millones de USD.

Estudios de la US National Gardening Association (National Gardening Association,
http://www.gardenresearch.com/) estiman que los consumidores norteamericanos
destinan un total de 40 mil millones de USD por afio en el cuidado profesional de céspedes,
mantenimiento de jardines, paisajismo, y servicios especializados en cuidados de arboles.
Se ha estimado en 175 mil millones de USD las ventas totales en EE.UU. para todos los
aspectos relacionados con la horticultura, representando esta cifra el 0.76% del producto

doméstico en este pais (Charles R Hall, Hodges, & Haydu, 2006).
1.1.2. Lineas de investigacion

La modificacién genética, GM en adelante, de plantas se ha desarrollado en mayor
parte para obtener variedades resistentes a insectos y a herbicidas como maiz (Zea mays),
soja (Glycine max), colza (Brassica napus), algodén (Gossypium spp.), etc. En algunas
ornamentales, el desarrollo de nuevas variedades usando como técnicas la hibridaciéon o la
mutagénesis pueden resultar muy dificultosas y bastante prolongadas en el tiempo e,
incluso, existe la posibilidad de que no sea una opcién si las variedades son
completamente estériles, como ocurre en orquideas (Teixeira da Silva, Chin, Van, & Mii,
2011). Para estos casos la GM nos permite una via para la mejora de variedades. En otras
ornamentales existen variedades con cualidades post-cosecha, resistencia a enfermedades
y productividad excelentes. Asi, usando técnicas de GM podemos retener esas cualidades
en las lineas transgénicas mientras que podemos ir incrementando la caracteristica

principal (el color de las flores, por ejemplo).
1.1.2.1. Transformacion

Se ha conseguido que alrededor de 50 variedades de plantas ornamentales puedan
ser transformadas (Brand, 2006; Shibata, 2008). Los retos asociados con la consecucién de
poder transformar ornamentales son los mismos que ya conocemos para las demas
especies de plantas. De este modo, podemos incluir la resistencia a la infeccién por
Agrobacteriumen especies monocotiledéneas, variabilidad en la regeneracion al
transformar variedades lejanas, eficiencia de la transformacion, variaciéon somaclonal y las

dificultades asociadas con la regeneracion de tejidos maduros de plantas en lefiosas.
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Trabajos recientes desarrollados en el laboratorio han permitido obtener un
protocolo de transformacién muy reproducible para Antirrhinum majus (Manchado-Rojo,

Delgado-Benarroch, Roca, Weiss, & Egea-Cortines, 2012).

1.1.2.2. Modificacion del color floral

Los unicos productos obtenidos por GM que se han establecido bien en el mercado
son el clavel (Dianthus caryophyllus) y la rosa (Rosa x hybrida). Se ha adoptado la

nomenclatura “hybrida” para hibridos cuyo origen botanico sea incierto.

WIHIE
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Figura 1. Modificacion del color en Dianthus caryophyllus (clavel). Las flores mostradas se

al
|

corresponden con una planta control (derecha) y de una planta transgénica (izquierda)
expresando el gen flavonoide 3’5’-hidroxilasa de una Viola tricolor (pensamiento),

(Chandler & Sanchez, 2012).

Desde un punto de vista comercial, el color de las flores es uno de los caracteres
mas importantes en muchos tipos de plantas ornamentales y cabe mencionar que la
investigacién basada en esta linea tiene una larga historia. La figura 1 nos muestra un
ejemplo de la modificacién del color en flores de Dianthus caryophyllus transgénico. Se
han identificado los genes clave de biosintesis de antocianinas (Nishihara & Nakatsuka,
2011; Tanaka et al, 2010), flavonoides (Ono et al, 2006; Togami et al, 2011) y
carotenoides (Cazzonelli & Pogson, 2010; Sandmann, Rémer, & Fraser, 2006) asi como sus
rutas metabdlicas, permitiendo este hecho avanzar en la modificacién del color floral. Se

han logrado identificar los factores de transcripcion de la ruta de las antocianinas
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(Century, Reuber, & Ratcliffe, 2008) y, como ha sido mostrado recientemente, la regulaciéon

espacial de la biosintesis de flavonoides (Hichri et al., 2011).

La modificacion genética del color floral ha sido muy estudiada y repasada
recientemente. En dichos estudios se enumeran tres métodos complementarios para

manipular:

- Manipulacién de pigmentos
- Acidez de vacuolas

- Transporte de iones metalicos.

La investigacion acerca del color continta, hecho que muestra la tabla 2 en la que
se exponen los logros en la manipulacidn de la concentracion y tipos de antocianinas y

carotenoides.

Especies Cambio de color Citas

Cyclamen persicum
Purpura a rojo/rosa (Boase et al., 2010)
(ciclamen)

(Nakatsuka et al., 2010;
) ) Azul a blanco Nakatsuka, Saito, Yamada, &
(genciana japonesa) Nishihara, 2011)

Gentiana triflora

Amarillo brillante a
Lotus japonicus (Suzuki et al., 2007)
amarillo/naranja

Phalaenopsis spp.
Rosa a rosa brillante (Chenetal., 2011)
(phalaenopsis)
Torenia x hybrida
Azul/violeta a rosa (Nakamura et al., 2010)
(torenia)
Tricyrtis spp. (lirio sapo) Rojo a blanco (Kamiishi et al., 2011)

Tabla 2. Ejemplos recientes de modificacidn del color floral usando modificaciéon genética

(Chandler & Sanchez, 2012).

Las dos uUnicas plantas ornamentales modificadas genéticamente que estan
disponibles en el mercado tienen flores con colores modificados y ambas han sido

desarrolladas por Florigene Pty. Ltd./Suntory Ltd. (Dobres, 2011). El producto ofrecido
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comprende 8 variedades de D. caryophyllus y una de R. x hybrida. La modificacién del color
ha sido el resultado de la manipulacién de la ruta biosintética de antocianinas. En la
naturaleza, D. caryophyllus y de R. x hybrida no contienen delfidina dependiente de
antocianinas, debido a la ausencia del flavonoide 3’5’-hidroxilasa (Holton et al,, 1993). La
introduccién de este gen procedente de Petunia x hybrida (petunia) o Viola tricolor
(pensamiento) en conjunto con otras modificaciones enddgenas a la ruta de la biosintesis
de antocianinas (para minimizar la competicion por el sustrato) resulta en una
acumulacion de delfidina, descrita como una antocianina en flores (figura 1). La figura 2
nos muestra la produccién comercial en Sudamérica de D. caryophyllus y R. x hybrida cuyo

color floral ha sido modificado genéticamente.

Figura 2. Color floral modificado genéticamente en D. caryophyllus (clavel) y R. x hybrida
(rosa) en Sudamérica. Las placas petri muestran la seleccién anual por GM en clavel (1),
plantacién comercial de clavel GM (2,4) y rosa (3), procesado post-cosecha de diferentes
variedades de clavel GM (5) y control de la calidad post-cosecha en clavel GM (6)
(Chandler & Sanchez, 2012).
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1.1.2.3. Modificacion de la fragancia

Se han identificado los genes clave relacionados con la produccién (Colquhoun et
al,, 2010; Guterman, 2002) y la regulacién (Spitzer-Rimon et al., 2010) de fragancia y esto
representa, conceptualmente al menos, la posibilidad de transferir fragancias de unas
especies a otras. La introduccion de fragancias sin un impacto en la calidad post-cosecha ni
en la productividad de ornamentales puede resultar en nuevos productos viables ya que
muchas fragancias deseables son emitidas por en un niimero limitado de especies (Potera,
2007) y debido a que algunas flores importantes de flor cortada carecen de fragancia,
probablemente a causa de la seleccion de caracteristicas como la vida en florero por los
mejoradores (Gudin, 2010). La fragancia es también importante en ciertas macetas y en

plantas de semillero (Saxena, Banerjee, Verma, Mallavarapu, & Kumar, 2007).
1.1.2.4. Resistencia al estrés abiotico

Los agricultores y los consumidores de plantas ornamentales son conscientes de
que el calor, la intensidad de la luz, la humedad y el frio tienen un impacto en la
produccién de un producto apto o no para la venta en el mercado. La investigacién con
técnicas de GM para mejorar la resistencia al estrés abidtico en macetas estd siendo
llevada a cabo por Ornamental Biosciences (Sttutgart, Alemania), (Potera, 2007),

utilizando, en este caso, genes con una implicacién conocida en la tolerancia a la sequia.

Se puede conseguir aumentar la tolerancia al frio en Petunia x hybrida (petunia)
transfiriendo el gen CBF3 de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis; (Warner, 2011), lo que
potencialmente aumentaria el nimero de lugares en los que esta planta pueda ser

cultivada.
1.1.2.5. Resistencia a enfermedades

Los hongos, bacterias y virus patdgenos pueden acarrear efectos devastadores
durante la produccién, almacenamiento y distribucidn. Algunas plantas ornamentales o no
tienen una resistencia natural muy débil o directamente pueden no tener ninguna frente a
algunos de los patégenos que cominmente se pueden encontrar en la produccién y
posterior distribucién de las plantas ademdas de que el control quimico es un coste muy

elevado para el productor asimismo como para el consumidor final.

Las enfermedades son también un problema en los cultivos destinados a la

alimentacién por lo que las investigaciones en materia de mejora de la resistencia a
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enfermedades en la mayoria de los cultivos auin persisten. De hecho, algunos genes utiles
se han encontrado en plantas ornamentales (Hammond et al., 2006; Hsiao et al., 2011). Se
ha modificado la especie Rosa x hybrida para lograr resistencia frente a mildiu (Li, Gasic,
Cammue, Broekaert, & Korban, 2003) y se ha demostrado que la produccién de cafeina en
una variedad transgénica Dendranhema grandiflorum (crisantemo) le confiere resistencia
a levadura gris (Y.-S. Kim et al,, 2011). Se han publicado articulos informando acerca de
lineas genéticamente modificadas con resistencia a virus en la flor de maceta Euphorbia
pulcherrima (poinsetia) y en orquideas de flor cortada de los géneros Phalaenopsis spp. y
Dendrobium spp., respectivamente (Chang et al., 2005; Clarke et al., 2008; Liao et al,
2004).

1.2. Antirrhinum majus, una planta modelo

La majestuosa boca de dragén (Antirrhinum majus) no es solo popular para los
aficionados a la jardineria ya que preocupd desde bien temprano a investigadores,
incluyendo a Gregor Mendel y Charles Darwin. Proveniente de la familia Scrophularia es
nativa del oeste del Mar Mediterraneo. Desde que se le conocieran pocos usos médicos fue
mas demandada debido a su atractivo, sus flores correctamente simétricas a lo largo del

tallo, incluso desde los primeros asentamientos romanos (figura 3).

Figura 3. Diferentes plantas de Antirrhinum majus (Grupo de Genética de la UCM).

Desde mediados del siglo XIX muchas variantes en cuanto a morfologia y color de

Antirrhinum majus han estado disponibles para el deleite de amantes de la jardineria
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(incluyendo formas en las que los 6rganos reproductivos se reemplazaban por pétalos de
flores adicionales, “dobles flores”), asi como flores con simetria radial. Es su gran
variabilidad de fenotipos y su robustez, ademas que tiene un ciclo de cultivo de 3 meses y
la facilidad para crear cruces hacen de la boca de dragén una planta especialmente

atractiva para los cientificos (Schwarz-Sommer, Davies, & Hudson, 2003).

Es gracias a Erwin Baur (figura 4), el director fundador del Instituto Kaiser
Wilhelm, ubicado inicialmente en Mark Brandemburgo en 1928 siendo hoy dia el Instituto
Max Planck para la Investigacién en Mejora de Plantas situado cerca de Colonia, que la
boca de dragdn rosa llegara a ser uno de los mas importantes organismos modelo en la
primera mitad del siglo XX. Baur comenzé su trabajo en 1907 y, durante las siguientes
décadas, Antirrhinum proporcion6 profundos conocimientos en materia de genética del
desarrollo. Los hitos en esta linea de investigacién son: la primera conformaciéon de un
mapa de ligamiento, el descubrimiento de la herencia citoplasmatica, la cuantificacion de
efectos medioambientales en las tasas recombinaciéon y mutacién asi como la correlaciéon

entre la recombinacién y la formacion de quiasmas.

Figura 4. Prof. Dr. Erwin Baur, director fundador del Instituto Kaiser Wilhelm (Instituto

Max Planck para la Investigacion en Mejora de Plantas).

1.2.1. Cuando la genética molecular decide entrar en la floracion

Antirrhinum majus proporcion6 el primer acceso a todos aquellos genes que

controlan el desarrollo de 6rganos florales (estambre, pistilo, polen y estigma) asi como el
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control del desarrollo foliar, del crecimiento de organulos y del control de la asimetria
floral. Baur reconocié el potencial del campo de investigaciones de la genética de
evolucion y usé las bocas de dragoén para identificar y mapear genes causantes de
diferencias evolutivas en morfologia y color de floral. La mayoria de esta investigacion
(todos con descripciones de mas de 550 mutantes recogidos para el afio 1966) fue
completada por Hans Stubbe, fundador y director del Instituto de Genética de Plantas e
Investigacion de Cultivos para la investigacion de plantas cultivadas. Esta coleccion clasica
de Antirrhinum aun existe hoy dia. Logré sobrevivir los efectos dramaticos del siglo XX en
Europa asi como el auge y caida del Telén de Acero. Alin existen mas de 450 mutantes en
Gatersleben. Existe también una segunda colecciéon con mas de 300 mutantes en el John

Innes Centre de Norwich, Reino Unido.

Antes de 1930 el interés de los cientificos residia en otros organismos modelo,
como la mosca de la fruta Drosophila que llegd a ser la “querida del genetista”. Sin
embargo, Antirrhinum celebré su vuelta durante la fase pionera de la biologia molecular a
comienzos de los afios 80, cuando se descubrieron los llamados transposones. En la
década de los 50, Barbara McClintock, P. A. Peterson y otros genetistas realizaron
investigaciones en el maiz descubriendo que algunas secuencias de genes cambiaban su
posiciéon en el genoma muy frecuentemente y de manera completamente aleatoria.
“Saltan” de un lugar a otro y pueden ayudar a genes normalmente estables a cambiar su
posicidn. Este fenémeno se denominé transposicion y los genes pertinentes transposones

o0 “genes saltadores”.

El descubrimiento de los transposones permiti6 esclarecer los hechos por los
cuales los invernaderos del MPI de Colonia nutrian bocas de dragén con flores moteadas o
rayadas en lugar de los normales, flores de un color o varios o incluso plantas con una
division floral inusual o deforme. Entre las décadas de los 50 y 70 investigadores del John
Innes Centre lograron asignar las mutaciones implicadas en dos genes en particular:
NIVEA (NIV) y PALLIDA (PAL). La planta necesita ambos genes para la produccién de
antocianinas. Los cientificos mostraron que NIV codificaba una enzima biosintética
denominada chalcona sintasa y sus correspondientes alelos diferian en su sensibilidad a la

temperatura y a un estabilizador genético especifico.

Esta fue la primera pista de que estos genes llevaban diferentes transposones. Se
sugirié el uso de transposones como sonda para aislar elementos transponibles. Este

hecho marcé la casilla de salida para una era excitante en la investigacién de plantas que
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resultd en el aislamiento de una gran cantidad de diferentes transposones. El llamado
etiquetado de transposones fue la mayor contribucién de todos los subsecuentes estudios

moleculares en plantas.
1.2.2. Lectura del control que ejercen las proteinas

En la busqueda de aquellos genes que controlan el desarrollo floral y la morfologia,
los cientificos se encontraron con DEFICIENS (DEF), el primer miembro de una familia
entera de genes. Todas las proteinas de esta familia poseen dominio de unién al DNA. Los
cientificos lo llamaron el cajon MADS (MADS-box en adelante). Estas proteinas, que actiian
como un factor de transcripciéon encontrandose también presentes en otros organismos

eucarioéticos, controlan la transcripcion de genes diana.

Durante los siguientes afios, los cientificos han descubierto muchas propiedades de
las proteinas MADS-box en Antirrhinum majus, Arabidopsis thaliana, Petunia hybrida, etc.
La coleccién clasica contenia numerosos mutantes recesivos con defectos en genes
homedticos, por ejemplo, aquellos genes que controlan el desarrollo celular durante la
formacién floral. Todas estas investigaciones llevadas a cabo junto con las de A. thaliana
dieron lugar a las bases para crear el modelo “ABC de los genes de floracién”, publicado en
1991. Este modelo genético proporciond una explicacién acerca de como se forma el
organo floral en cada uno de los cuatro anillos, llamados verticilos en una flor (figura 5). El

modelo requiere sélo tres tipos de genes:

1. Genes tipo A. Se encuentran activos en el primer y segundo verticilo.
2. Genes tipo B. Regulan la formacion del é6rgano encontrandose activos en el segundo
y tercer verticilo.

3. Genes tipo C. Deciden el desarrollo final en el tercer y cuarto verticilo.

La pregunta que nos hacemos ahora es cdmo se desarrollan cada uno de los
organos florales y quién los promueve. Pues bien, la expresion de los genes tipo A
promueven la formacién de los sépalos; A y B expresados de forma conjunta dan lugar a
los pétalos; B y C regulan la formacién de estambres; y C solamente expresado da lugar a

los carpelos.
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Figura 5. Diagrama de la estructura floral organizada en cuatro verticilos (whorls)

(Schwarz-Sommer et al., 2003)

El éxito del modelo radica en su simplicidad y aplicabilidad a diversas especies
diferentes de plantas. Investigando sobre los detalles del desarrollo de los 6rganos florales
a nivel molecular y morfoldgico en Antirrhinum los cientificos descubrieron diferencias
significativas entre especies que podrian contribuir a la enorme diversidad ya existente en

materia de estructura floral.

1.2.3. Un mapa de recombinacion molecular para Antirrhinum majus

A. majus ha sido usada como sistema modelo para el estudio genético desde
principios del siglo XX. Pertenece a un grupo monofilético de alrededor 25 especies
originarias de la regiéon mediterranea teniendo todas ellas la misma dotacién cromosémica
(2n = 16) y son capaces de formar hibridos fértiles unas con respecto a otras. La mayoria
de las especies son alégamas, aunque algunas lineas de A. majus cultivadas y silvestres son

autocompatibles.

Se ha creado una coleccion de mutantes de A. majus por algunos laboratorios a
partir de lineas de A. majus seleccionadas por su alta actividad transposénica. En muchos
casos esta caracteristica ha sido usada para clonar los genes correspondientes por
etiquetado de transposones. Ademas, hay una coleccién de aproximadamente 400
mutantes, la mayoria sobre un fondo isogénico (Sippe 50). La mayoria de estos mutantes
no muestra la inestabilidad genética caracteristica de las mutaciones inducidas por
transposones y, por lo tanto, ha limitado el uso del etiquetado de transposones. El
aislamiento de genes por clonacidn posicional es posible al contar con los mapas de
recombinacién molecular, tanto que han permitido el reciente aislamiento del gen fistulata

(fis), por ejemplo (Cartolano et al., 2007).
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El mapa de ligamiento existente para A. majus se ha conseguido mediante el cruce

de dos lineas puras, 165E y Sippe 50 (Schwarz-Sommer et al.,, 2010). La linea 165E fue

originalmente cultivada en el Reino Unido y es fenotipicamente distinta de Sippe 50, que

proviene de Alemania.

El nuevo mapa tiene ocho grupos de ligamiento y una longitud total de 562 cM
estableciéndose una cobertura del 95% del genoma. Asumiendo que el tamafio del genoma
es de 3.6 x 108 pares de bases, el intervalo de 2 cM representa un total de 1.28 Mbp
(millones de pares de bases) de DNA. El nuevo mapa de ligamiento es un 54% mayor que
el anterior mapa de A. majus x A. molle siendo la diferencia el aumento de la longitud de los

ocho grupos de ligamiento excepto el 3 y el 5, que son un poco mas cortos.
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Figura 6. Mapa molecular de ligamiento de Antirrhinum majus Sippe 50 x 165E. Los ocho
grupos de ligamiento estan orientados, numerados y nombrados tal y como se hiciera en
mapas de Antirrhinum previos. Las posiciones se han dado en centiMorgans (Kosambi).
Los loci de codificacion de proteinas se han nombrado con el nimero de accesion de EMBL

y con el nombre de su gen en letras cursivas (Schwarz-Sommer et al,, 2010).
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1.2.4.

El grupo Antirrhinum

PROYECTO FIN DE CARRERA

Las especies del grupo Antirrhinum se adaptan bastante bien al tipo de analisis

alométricos para determinar la diferenciacién de las mismas ya que sus alrededor de 25

miembros provienen de un ancestro comun, probablemente de los dltimos 4 millones de

afios (figura 7). Todas las especies tienen la capacidad para formar hibridos fértiles,

permitiendo la identificacién de los genes que desenmascaran sus diferencias como los

QTLs.
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Figura 7. Subsecciones del grupo Antirrhinum (Feng et al., 2009).

Las especies del grupo se han dividido en tres subsecciones morfoléogicas:

1. La subseccion Antirrhinum comprende las especies con hojas y flores grandes e

incluye el ancestro silvestre de cultivo de A. majus.

2. La subseccion Kickxiella comprende especies con flores y hojas pequefias

incluyendo a Antirrhinum charidemi. Esta especie es endémica del costero sureste

espafiol y, ademas, tiene las hojas y flores mas pequefias de las especies del grupo,

sobre una décima parte del area de A. majus (figura 8).

3. La subseccion Streptosepalum consiste en dos especies cuyos oOrganos se

encuentran, en tamafio, entre las subsecciones Antirrhinum y Kickxiella.
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A. charidemi A. majus

Figura 8. Comparacion entre A. charidemi (izq.) y A. majus (derecha). (A) Flores
individuales en vista lateral. (B) Hojas del nodo 4. (C) Plantas completas. Las barras de

escala son de 1 cm para las ilustraciones Ay By de 10 cm para C (Langlade etal., 2005).

Como se puede observar en la figura 7 existe una correlacién pleiotrépica positiva
entre el tamafio de pétalos y hojas. Para verificar estas observaciones se llevé a cabo un
estudio alométrico en el que se establecieron graficas de correlacion entre el tamafio de
los pétalos y de las hojas (figura 9). Inicialmente, los estudios encaminados a la
caracterizacion alométrica de especies consistian en cuantificar la variacién alométrica
midiendo los érganos (hojas y flores) por separado y comparando entre los mismos de
varias especies. La desventaja resultaba debido a las condiciones climaticas de los
invernaderos o medios en los que se hacian crecer ya que no todas las plantas se
desarrollaban de igual forma, hablando siempre en comparaciones de la misma especie y
variedad. La alternativa a este enfoque surgié de tratar los datos de estas mediciones
colectivamente, es decir, midiendo las hojas frente a las flores de cada una de las plantas
de cada especie y estableciendo asi un indice alométrico que era independiente de lo que

hubiesen crecido unas y otras (Langlade et al., 2005).
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En la figura 9A se ha establecido una grafica de correlacién entre el tamafio medio
del area del pétalo frente al tamafio medio del area de la hoja para cada una de las
especies, mientras que en la figura 9B se ha establecido la misma grafica de correlaciéon
para las mismas caracteristicas pero, esta vez, para la poblacién F2. En ambas
ilustraciones podemos observar la existencia de una fuerte correlacidn positiva que existe
entre los tamarfios de las hojas y de los pétalos para el grupo de especies de Antirrhinum,
reforzando, de esta manera, la division en tres subsecciones del grupo en funcién del

tamafio de sus 6rganos vegetativos y generativos (Feng et al., 2009).

A B

8
+
g
X

&
E-l‘
Petal area (mnv)

Patal area (mm)
5

+
E’._}

T T T T T T T T T
250 500 750 1000 1260 1500 17S0 2000 2250 o 120 240 360 480 600 720 840 960 1(80
Leaf area (mm?) Leaf area jmm?)

Figura 9. Correlaciones entre areas de pétalos y hojas. (A) medio del area del pétalo frente
al tamafio medio del area de la hoja para cada una de las especies (r = 0.65 para los
individuales). Los miembros de la subseccién Antirrhinum estdn mostrados en rojo, los de
la subseccion Kickxiella en azul, mientras que los miembros de la subseccion
Streptosepalum se encuentran en negro. aus = A. australe, bar = A. braun-blanquetii, boi = A.
boisieri, chi = A. charidemi, cir = A. cirrhigerum, gra = A. graniticum, his = A. hispanicum, lat
= A. latifolium, lin = A. linkianum, lit = A. litigiosum, lop = A. lopesianum, maj = A. majus, meo
= A. meonanthum, mic = A. microphyllum, mol = A. molle, mos = A. mollissimmum, per = A.
pertegasii, psu = A. pseudomajus, pul = A. pulverulentum, sem = A. sempervirens, sic = A.
siculum, str = A. striatum, tor = A. tortuosum, val = A. valentinum. (B) area media de los
pétalos frente al area media de las hojas de la poblacién F2. La linea de regresion del eje

mayor se encuentra en rojo, r = 0.55 (Feng et al., 2009).
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1.3. nana™", descubriendo al mutante

Como se ha comentado anteriormente, la coleccion de mutantes de Antirrhinum
majus conocida como coleccién de Gatersleben fue desarrollada a partir de los estudios del
Dr. Erwin Baur y sus colaboradores. Estos llevaron a cabo un andlisis de mutantes entre
1910 y 1972 (Baur, 1924; Stubbe, 1974), incluyendo tests de alelismos, mutagénesis y
cruzamientos con especies silvestres. Entre los mutantes identificados en el catalogo,
destaca el mutante nana por ser una mutaciéon de origen comercial, y cuya venta se ha
venido produciendo de forma ininterrumpida desde 1896 por la empresa
Vilmorin(Vilmorin, 1896). Estudios posteriores desarrollados en el grupo de Stubbe
permitieron identificar un segundo alelo llamado largifiora (Stubbe, 1974). Esto ha llevado

arenombrar los dos alelos mutantes como nananrane y nanalargiflora,

El mutante nananana de Antirrhinum majus que fue descrito originalmente en 1896
en el catdlogo de la empresa Vilmorin y hoy dia atin se sigue vendiendo como Vilmorin
nain, lo cual hace indicar que estamos frente a una de las variedades con mas éxito en el

mundo ornamental ya que cuenta con mas de 115 afios en el mercado.

En este estudio se ha trabajado con el primer mutante alélico de nana que fue
descrito, nanaGatersieben, A raiz del descubrimiento de nanalergifiora se decididé cambiar el
nombre del mutante nana por nanane para que no hubiese discrepancias a la hora de la
diferenciacion de los mismos. A partir de ahora nos vamos a referir al mutante

nanatatersieben como nana o simplemente na.

La estructura vegetativa de nana es de tipo semienano (figura 11) (Schwarz-
Sommer et al,, 2010). Sin embargo, un segundo alelo, nanalargifiera, que causaba un fenotipo
mas débil en el fondo genético de Sippe 50 (Stubbe, 1974) podria no ser distinguido del
silvestre en las poblaciones F2 producidas a raiz de los cruces entre la linea 165E. Esto
pone de relieve un problema que podria acarrear la supresiéon de un fenotipo mutante

débil en distintos fondos genéticos.
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Figura 10. Notas originales del Dr. Stubbe en aleman tal y como se guardaron en

Gatersleben (Stubbe, 1974).

Como ya se ha comentado, el crecimiento del mutante nana es mucho mas lento
pero las plantas crecen siendo fuertes y sanas. Las hojas estdn dobladas hacia abajo al
principio; luego de eso son mas cortas, mas anchas y mas ligeras que el silvestre. Las
plantas alcanzan un tamafo medio de 15 a 20 centimetros y suelen tener brotes laterales
justo debajo de las inflorescencias, siendo éstas mucho mas cortas de lo normal (tabla 3).
Las inflorescencias son ligeras y con una fertilidad y tamafio normales. La segregacion de
nana es 26:13 (Briicher, 1943; Melchers, 1939; Schick & Stubbe, 1934; Schick, 1934;
Stubbe, 1933, 1966; Vilmorin, 1896).

1.3.1. Estudios llevados a cabo en el laboratorio

Buscando la forma de entender mejor con qué tipo de mutante de Antirrhinum se
iba a trabajar en lo sucesivo en el laboratorio se determinaron una serie de estudios y
parametrizaciones que nos servirian en lo sucesivo a la hora de tratar las plantas de una

manera mas eficiente en las etapas de crecimiento y estabilizacidn en invernadero.
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1.3.1.1. Estudio de los parametros vegetativos

Para comenzar la caracterizacion del mutante nana se llevaron a cabo una serie de
medidas sobre pardmetros vegetativos de la planta frente al fenotipo silvestre. Se
descubrieron diferencias significativas aplicando el test de sensibilidad de Duncan para el

peso de la planta y la longitud y anchura de las hojas (tabla 3).

En las mediciones realizadas en mayo de 2003 y junio de 2006 que determinaban
la longitud de las plantas hubo una diferencia significativa entre el fenotipo silvestre de
mayor longitud que el mutante. El test de Duncan (Duncan, 1955), empleado para

establecer diferencias significativas entre datos, corroboré estas primeras tesituras.

En lo referente a la longitud y anchura de las hojas pudimos esclarecer que, aiin
siendo mas largas las hojas del fenotipo silvestre, no existian diferencias significativas con
respecto a nana. En contraste, el test de Duncan arrojé resultados de diferencias
significativas en la anchura de las hojas. Las del fenotipo silvestre son significativamente

mas anchas que las de na.

Mes de la
medida

Mayo 2003
(invernadero)

silvestre nana

Longitud de la planta (cm) 28,14a 21,3b

Junio 2006 Longitud de la planta (cm) 33,0a 22,0b
(cdmara de
crecimiento a Longitud de la hoja (mm) 65,1a 57,9a
baja intensidad
luminica) Anchura de la hoja (mm) 28,6a 24,3b

Tabla 3. Mediciones de diferentes pardmetros vegetativos del mutante nana frente a
silvestre (165E). Las diferentes letras indican diferencias aplicando el test de multiple
rango de Duncan (p<0.05%). Los datos se obtuvieron cuando se observo la aparicién del

primer meristemo floral.
1.3.1.2. Estudio de los parametros florales

En este estudio se decidi6 llevar a cabo un examen exhaustivo del tamafio de los
diferentes 6rganos florales entre individuos silvestres de Antirrhinum majus frente a los

del mutante nana (figura 11).
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Figura 11. Plantas de Antirrhinum majus objeto de estudio. A la derecha, uno de los

mutantes seleccionados e izquierda, planta de Antirrhinum majus nana.

Para poder ofrecer un resultado fiable se aplicd el test de multiple rango de
Duncan (al igual que en el estudio del epigrafe anterior). De esta forma se pudieron

asignar diferencias significativas para ciertas caracteristicas del 6rgano floral (tabla 4).

Al igual que ocurria con los parametros vegetativos se puede observar claramente
que los 6rganos florales del mutante nana son, por lo general, significativamente mas
pequefios que los del silvestre. Estas partes de la flor que tienen una significancia en
cuanto a menor tamafio son la longitud y anchura del tubo hasta la separacién de los
pétalos, longitud inferior de la flor, longitud de los sépalos y la longitud de los estambres
superiores. El resto de 6rganos florales no presentan diferencias significativas pero son

siempre menores con respecto al fenotipo silvestre (figura 12).
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Parametros nana silvestre
florales
1 15,54a 16,5b 1- Tubelength
2 29,4a 32,21b 2 Loner length
3 22,1a 24,47a 3 Patd height
4 10,08a 10,73b 4 Sepd length
5 9,443 10,92b 5 Tubewicth
6 36,38a 38,63a 6 Upper length
7 22,64a 24,18a 7- Lower petd expansion &
8 26,64a 28,42a 8 Upper petdl expengion ;
9 22,98,a 25,13b 9 Upper samenlengh \l /7
10 19,86a 21,01a 10- Tatd gynoediumlength 0 l / J‘i
11 13,72a 13,59a 11- Pdate il

Tabla 4. Parametros sobre el tamano floral en nana vs silvestre (165E). Las diferentes

letras indican diferencias aplicando el test de multiple rango de Duncan (p<0.05%).
Figura 12. Caracteristicas de las mediciones.
1.3.1.3. Estudio de rescate de altura mediante aplicacion de GAs

Las giberelinas son una clase de reguladores de crecimiento de las plantas con mas
de 130 variantes identificadas desde varias fuentes, todas basadas desde la misma
estructura de Gibano. La actividad de las giberelinas aplicadas exdgenamente varia segin
el tipo de giberelina y la especie en tratamiento. La giberelina usualmente utilizada en
cultivos vegetales es GAs, conocida también como acido giberélico. Aunque las giberelinas
tienen un importante papel en el ciclo de vida de las plantas (controlando por ejemplo el
largo del tallo, la floraciéon y la formacién de frutos), en un cultivo de tejidos GA3
generalmente se usa para estimular la elongacidn de los tallos o la conversién de brotes a
tallos. GAs interfiere con la iniciacion de brotes en las primeras etapas de la formacién del
meristemo, y puede también reducir la formaciéon de brotes in vitro si se aplica a cultivos
de tejido vegetal en la etapa de iniciacion. Similarmente GAs generalmente reduce la

formacién de raices y la embriogénesis in vitro (David & Vergara, 2009).

Los fenotipos del mutante nana se caracterizan por la presencia de tallos
semienanos. No obstante, tras el estudio realizado pudimos observar que el mutante nana
sufria el denominado “rescate de altura” tras la aplicacidn de giberelinas (figura 13). Este
hecho nos dio las primeras pistas para pensar que nana se trataba de una mutacién
involucrada en la respuesta a giberelinas o en su sintesis, es decir, los resultados mas
manifiestos en cuanto a los estudios con giberelinas se observan cuando se aplican
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giberelinas a plantas con enanismo debido a un solo gen mutante. Luego de esta aplicacion
dichas plantas llegan a confundirse con las normales. Este efecto tan espectacular hace
pensar que el resultado de la mutacidn, en términos bioquimicos, ha sido una pérdida de

capacidad de la planta para sintetizar sus propias giberelinas.

-GAs; +GAz -GAs; +GAs
silvestre na

Figura 13. Efecto de la aplicacion de GAs en silvestre frente a nana.

Mas si cabe son las aclaraciones que ofrecen los datos de este estudio. Se ha vuelto
a utilizar el test de Duncan como método para discernir entre diferencias significativas y
las que no lo son. A tesdén de las plantas vistas en la figura 13 podemos corroborar que
existe una diferencia significativa en lo que a la longitud de los entrenudos se refiere para
el mutante nana y su control asi como para el silvestre y su control (tabla 5). Se midieron
también las dimensiones de las flores pero no hubo diferencias significativas entre los

individuos a los que se les habia aplicado GAs y a los que no (controles).
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Control GA+
silvestre 18,8a 31,98b
Longitud de entrenudos (cm)
nana 15,9a 25,63b
silvestre 36,38a 35,43a
Longitud de la flor (mm)
nana 38,63a 38a

Tabla 5. Efecto de la aplicacién de GA en los parametros vegetales del silvestre frente al
mutante nana. Las diferentes letras indican diferencias aplicando el test de multiple rango
de Duncan (p<0.05%). La medida de la longitud de los entrenudos se corresponde con la

de los siete primeros.

Actualmente se conocen los enzimas de la ruta de biosintesis de las giberelinas, y
se han aislado y caracterizado los genes de muchos de estos enzimas. Los dos puntos clave
de la regulacién son las enzimas biosintéticas GA 20-oxidasa (GA20ox) y la GA 3-oxidasa
(GA30x) y una enzima implicada en la inactivacién de las giberelinas, GA 2-oxidasa

(GAZ20x).

1. GA 20-oxidasa. Cataliza todas las reacciones implicadas en las sucesivas etapas de
oxidacién del carbono 20 entre GAsz y GAyo, incluida la eliminacién del C-20 en
forma de CO..

2. GA 3-oxidasa. Funciona como una 3f3-hidroxilasa, afiadiendo un grupo hidroxilo al
C-3 para formar la giberelina activa, GA;.

3. GA 2-oxidasa. Inactiva GA; al catalizar la adicidn de un grupo hidroxilo al C-2 (Taiz

& Zeiger, 2006).

A raiz del estudio del rescate de altura mediante la aplicaciéon de GAs se procedid a
la determinacién de los niveles de expresion relativa de GA 2-oxidasa y GA 20-oxidasa
(tabla 6) para el mutante nana frente a las mismas de un individuo silvestre. Se pudo
comprobar entonces que, ya sea en dias largos o cortos, o en semillas, hojas y meristemos
florales, las concentraciones de estas enzimas biosintéticas que participan en las rutas de
inactivacién de GAs eran mayores en nana que en el individuo silvestre. Este estudio
revelo las causas por las cuales el mutante nana, a nivel fenotipico, tiene un crecimiento
menor (tabla 5) que el fenotipo silvestre ofreciéndonos, ademas, un nuevo camino por el

que seguir las investigaciones.
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GA 2-oxidasa GA 20-oxidasa
semillas nana sobreexpresado x nana sobreexpresado x
2,557; p=0,1785 1,147; p = 0,9515
hoias nana sobreexpresado x nana sobreexpresado x
J 6,874; p = 0,029 3,147; p = 0,4425
Dias largos
meristemos muv débil o sin broducto nana sobreexpresado x
florales y P 3,898; p = 0,001
hoias nana sobreexpresado x nana sobreexpresado x
Dias cortos (baja J 1,482; p=0,352 1,302; p = 0,501
intensidad
luminica) meristemos nana sobreexpresado x nana bajoexpresado x
florales 3,599; p = 0,502 1,211; p = 0,9465

Tabla 6. Expresion relativa de los homologos GA2 oxidasa y GA20 oxidasa de A. majus nana
frente al silvestre. Los datos se normalizaron frente a ubiquitina. Se determiné que se
estaba sobreexpresado o bajoexpresado con un valor p de 0.05 siendo los valores en color

azul significativamente diferentes.

1.3.1.4. Estudio sobre el efecto del paclobutrazol en la tasa de germinacion de

semillas

El paclobutrazol es un triazol que retarda el crecimiento vegetal debido a que
interfiere en la sintesis de giberelinas afectando también a otras hormonas, como por
ejemplo: reduce el nivel de acido abscisico, etileno y acido indolacético y aumenta el nivel

de citoquininas (Azcén-Bieto & Talon, 2003).

En este estudio se quiso averiguar si existia o no resistencia al paclobutrazol
debido a que, como ya hemos visto en el estudio anterior, la ruta de sintesis, inactivacion

y/o sefalizado de giberelinas parece estar afectada en nana.

El andlisis de resistencia a paclobutrazol muestra una ligera pero significativa

resistencia de na frente a silvestre (tabla 7).

130930
ETSIA_IA_BIO_MOL0012-13
PFC001

Pagina 43

(PAG/pag)



CONFIRMACION DE NANA COMO

UN MUTANTE AFECTADO EN EL RELOJ CIRCADIANO PROYECTO FIN DE CARRERA
Paclobutrazol (M) silvestre nana
0 100% 100%
10° 0% 15%
107 0% 5%
10° 0% 0%

Tabla 7. Efecto del paclobutrazol en la tasa de germinacion de semillas en silvestre frente a

nana.

1.3.1.5. Andlisis transcriptomico de nana indica posible funcion sobre el reloj

circadiano

Los fenotipos anteriormente estudiados (resistencia a paclobutrazol y rescate de
altura con GAs) son en principio opuestos, pues uno muestra falta de GAS (rescate de
altura) y otro exceso de GAs (resistencia a paclobutrazol). De esta forma, con el objetivo de
identificar que posible ruta o rutas existian que pudiesen dar informacién sobre tan

complejo fenotipo llevamos a cabo un estudio de nana con micromatrices.
1.3.1.5.1. Micromatrices para la cuantificacién masiva de RNAm

La metodologia clasica utilizada para la detecciéon y cuantificacion de RNAm
presente en una célula es el analisis por Northern blot donde una sonda radioactiva en
solucién se une con un RNAm inmovilizado en un soporte. Otro método usado es la RT-
PCR, donde el RNAm es copiado a cDNA (DNA complementario) y se genera un
intermediario de doble cadena por la reaccion de transcripcién reversa (RT) y posterior
amplificacién de la cadena por la reaccién de la polimerasa (PCR). En estos ensayos el
principio fundamental es la hibridizacion, que se basa en la complementariedad de las
bases, pero su debilidad es la deteccidn. En el primer caso la detecciéon de emisidon de
radioactividad requiere pasos adicionales como la autorradiografia y en el mejor de los
casos el escaneo con detectores de radiaciones 3 y Y que aumentan hasta 100 veces la
sensibilidad de la técnica. En el caso de la RT-PCR los niveles de detecciéon han aumentado
significativamente mostrando en tiempo real la duplicacion exacta del material inicial en la
reaccion de PCR por la incorporaciéon de fluoréforos a la doble cadena naciente. Esto
permite detectar cambios de dos 6rdenes de magnitud comparado con los geles de
bromuro de etidio que manifiestan cambios de diez 6rdenes de magnitud.
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Estas técnicas suplieron las necesidades durante muchos afios pero sufren la
limitacion del nimero de genes a reportar. Actualmente se requieren de reportes globales
o de miles de genes a la vez, imposibles de detectar por radioactividad, debido a que estos
ensayos soportan una cierta densidad de puntos en simultaneo, o por PCR en tiempo real,

dadas las limitaciones de realizar los ensayos de 96 muestras cada vez (una placa).

La palabra microarray (micromatriz) deriva del griego mikro (pequeiio) y del
inglés array (distribucién ordenada). Podriamos decir que las micromatrices o
microarreglos permiten el depdsito de miles de puntos conteniendo genes o parte de
genes sobre un portaobjetos para su estudio en paralelo. De esta manera es posible tener

una vision instantdnea de actividad de genomas completos o de un grupo selecto de genes.

En los estudios de microarrays se combinan las técnicas de hibridizacién de acidos
nucleicos y deteccion por fluorescencia. De esta manera, s6lo en los puntos del portaobjeto
donde haya ocurrido hibridizacidn habra fluorescencia y la intensidad de la fluorescencia

detectada sera proporcional al nivel de expresion del gen en estudio.

Una condicién indispensable es que cada uno de los genes que esté representado
sea facilmente distinguible de otros. En otras palabras la porcién del gen inmovilizada en
el portaobjeto debe llevar consigo, independientemente de su tamafio, su cédula de
identidad. Este punto es de especial importancia en el disefio de los microarrays y se basa
en busquedas exhaustivas en las bases de datos publicas (como Unigene y GenBank) y

seleccion por ensayos de prueba y error (Barrero, 2005).
1.3.1.5.2. Resultados del microarray

El andlisis transcriptémico se elabor6 sobre el mutante nana en comparaciéon con su linea
parental Sippe 50. El resultado de dicho estudio mostré cambios en una serie de genes
aparentemente no relacionados, pero que si que tienen en comun el ser genes regulados

por el reloj circadiano (tabla 8).
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Gen Expresion

putative CONSTANS-like B-box zinc finger protein 3,293 up

gibberellin 2-oxidase 3,662 up

chlorophyll a/b binding protein 4,106 down

Phenylalanine ammonia-lyase- 4,438 up

Tabla 8. Parte del andlisis transcriptomico del mutante nana frente a la linea parental
Sippe 50. Up significa que ese gen se encuentra sobreexpresado en el mutante frente a

Sippe 50 y down significa que se encuentra reprimido con respecto a Sippe 50.
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2. Elreloj circadiano

La Tierra rota sobre sus ejes cada 24 horas, con el resultado de que cada posicién
en la superficie de la tierra se de forma alternante entre el dia y la noche. Que el
metabolismo, la fisiologia y el comportamiento de la mayoria de los organismos cambian
profundamente entre el dia y la noche es obvio debido a la mayoria de observaciones que
se han realizado. Estas oscilaciones biolégicas se parecen a los ritmos diurnos. Es menos
obvio, sin embargo, que un gran nimero de organismos tenga la habilidad innata de medir
el tiempo. En efecto, la gran mayoria de los organismos no se limitan a responder a la
salida del sol pero, mas bien, anticipan la puesta de sol y ajustan su biologia acordemente.
La adaptacion de los sistemas biologicos a dichos ciclos terrestres parece haber ocurrido a
través de un grupo de genes que permiten ajustar el control interno a las condiciones
ambientales. Dicho sistema se conoce como reloj circadiano (C R McClung, 2011; Panda,

Hogenesch, & Kay, 2002).

Cuando se priva de sefiales exdgenas a un organismo vivo, muchos de estos ritmos
persisten, indicando esto que existe un control bioldgico endégeno. Durante los ultimos 30
afios, las investigaciones en materia de biologia molecular han revelado los fundamentos
moleculares de un reloj circadiano tan complicado como espectacular (De Montaigu, Téth,

& Coupland, 2010).
2.1. Caracteristicas del reloj circadiano

Los ritmos circadianos son los subconjuntos de los ritmos bioldgicos descritos en

periodos definidos como el tiempo en completar un ciclo de aproximadamente 24 horas.
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Figura 14. Nomenclatura usada para describir los ritmos circadianos (C.R. McClung,

2006).

Esta definicién caracteristica fue la que inspir6 a Franz Halberg en 1959 para
acufiar el término circadiano, del latin “circa” (acerca de) y diez (dia). Un segundo atributo
de los ritmos circadianos es que se generan de forma endogena y se sustentan de manera
auténoma, pudiendo de esta forma persistir bajo las condiciones ambientales como lo
pueden ser una iluminaciéon (u oscuridad) y temperatura indeterminadas. Bajo estas
condiciones controladas los organismos al verse privados de las condiciones externas se
ha observado que los organismos tienden a seguir con ciclos de 24 horas. Una tercera
caracteristica de todos los ritmos circadianos es la compensaciéon de la temperatura; el
periodo permanece relativamente constante en un amplio abanico de temperaturas

ambiente (Pittendrigh, 1954).

Sélo en circunstancias especiales, como ocurre en laboratorios, si a un organismo
se priva de sefiales ambientales como luz y temperatura propios de la rotacion terrestre y
se le aplican bajo camaras de cultivo unos nuevos (denominados zeitgebers) tienen la
capacidad de resetear el reloj cada vez que recibe un estimulo atin no especificado, ya sea
luz, temperatura, humedad... Esta capacidad para resetear el reloj biologico se describe en
la ilustraciéon 5 como la fase del ciclo circadiano. Por ejemplo, un pulso de luz después de la
puesta de sol puede hacer incrementar la fase del reloj, sin embargo, un pulso de luz antes
del amanecer también puede incrementarla. Si ese mismo pulso se da a mediodia no
tendra ninguan efecto. De todo esto deducimos que, aparentemente, el reloj regula su
propia sensibilidad a los estimulos ambientales. Esta variacion de la sensibilidad puede ser
cuantificada y graficada como una curva de respuesta en la que apareceria la variacion de
la fase en respuesta a los estimulos aplicados a diferentes momentos durante el ciclo

circadiano (Dunlap, Loros, & DeCoursey, 2004).
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2.2. El paradigma actual del reloj: bucles entrelazados retroalimentados

Con la clonacion del gen Per de Drosophila, que codifica una nueva proteina de
funciones desconocidas surgié inmediatamente la pregunta en materia de investigaciéon
cronobioldgica “;cémo puede el producto de este gen generar un ritmo circadiano?” Se
sospechaba de la retroalimentacion de los bucles para explicar una de las caracteristicas
mas importantes de los ritmos circadianos y, de hecho, muchas observaciones sobre per
sugirieron que se estaba en lo cierto. La cantidad de RNAm de per mostraba una oscilacién
circadiana que era seguida de oscilacion desfasada en 4 horas en la concentracién de la
proteina PER (Hardin, Hall, & Rosbash, 1990). Tan pronto como la proteina PER se
acumulaba, el RNAm de Per decrecia abundantemente. Esto reafirm6 la sospecha de que
los bucles se retroalimentaban: el gen del reloj es transcrito y mas tarde el transcrito es
traducido a una proteina que se acumula en el ndcleo para inhibir, ademas, su propia

transcripcidn. La degradacién de ambos servia para renovar el ciclo.

2.2.1. El paradigma actual aplicado a plantas: el modelo del oscilador

Como se ha visto en el anterior apartado, la actual propuesta para definir la
estructura del reloj circadiano consiste en bucles entrelazados y retroalimentados.
Concretamente, la propuesta habla de 3 bucles entrelazados y retroalimentados de genes
que actuan por activacién y represion mutuas (figura 15). Estos bucles retroalimentados
forman un oscilador que cicla de forma eficaz cada dia a una fase y amplitud determinadas
(figura 14). Como en muchos otros procesos bioldgicos de regulacién existen, al menos,
dos niveles de interacciéon dentro del reloj. Uno de estos es el nivel transcripcional en el
que la activacion y represion de genes juega un papel fundamental. El segundo nivel de
interaccion son los cambios post-traduccionales en los que las proteinas forman complejos
que son degradados o modificados selectivamente mediante la fosforilacién. Sin embargo,
el reloj en plantas tiene un grado adicional de complejidad ya que existen diversos genes
que forman parte del reloj y son fotorreceptores. Esto produce cambios en la

conformacion y actividad del reloj como resultado de la sefial de entrada de luz.

En el genoma de Arabidopsis existen cinco genes PSEUDORESPONSE REGULATOR,
PRRY, 7, 5, 3, y PRR1, conocido mas tarde como TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1)
(Takata, Saito, Saito, & Uemura, 2010). Todos ellos son componentes del reloj circadiano.
Tomando la mafiana como el principio del ciclo diario, los primeros genes que muestran
actividad en el reloj son PRRS5, 7y 9. Estos genes actiian reprimiendo el siguiente bucle del

reloj de tal manera que causan un retraso de la activacién del reloj (Nakamichi et al.,
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2009). Los factores de transcripcion del dominio Myb LATE ELONGATED HYPOCOTYL
(LHY) y CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED (CCA1) forman el bucle central, por lo que se
expresan durante el dia. La expresion de CCA1 y LHY esta reprimida por PRR5, 7y 9 desde
la manana hasta la noche. Esta interaccién de reprimir una funciéon que luego se reactiva
crea una especie de marcapasos temporal. Un segundo componente del bucle intermedio
es TOC1. Se ha descubierto en trabajos recientes que TOC1 y el resto de la familia de PRR
son proteinas de unién al DNA (Gendron et al., 2012). Este hecho indica que su funcién en
el control transcripcional ocurre mediante la unién directa a secuencias reguladoras de los
genes diana. Recientemente se ha descubierto que el gen REVEILLES/LIKE CCA1 LHY 5 es
un factor de transcripcién Myb que, ademads, activa a TOC1 de tal forma que se crea una
conexién entre los bucles de la mafiana y la tarde (Farinas & Mas, 2011). La proteina REV8
interactda fisicamente con la regién reguladora de TOCI activando la hiperacetilacién de
las histonas. Esta hiperacetilacion de las histonas produce una pérdida local de la

cromatina permitiendo, a su vez, una mayor accesibilidad a la maquinaria transcripcional.

El reloj de la tarde comprende los genes EARLY FLOWERING 3 y 4 (ELF3 y ELF4),
LUX ARRHYTHMO (LUX), GIGANTEA (GI) y la proteina ZEITLUPE (ZTL) con actividad
fotorreceptora. Un trabajo publicado recientemente mostraba que las proteinas ELF3,
ELF4 y LUX forman el complejo proteico denominado “Complejo de la Tarde” (Nusinow et
al,, 2011). Se ha demostrado que este complejo se puede unir al DNA via ZTL (Helfer et al.,
2011) provocando su propia represion y la del gen de la mafiana PRR9 (Dixon et al., 2011).
Esta represion del bucle de la mafiana mediante el bucle de la tarde cierra el circulo. Dos
trabajos publicados recientemente han mostrado que TOCI es un represor transcripcional
de los genes de la tarde (Huang, Pérez-Garcia, et al., 2012; Pokhilko et al,, 2012). Esta
activacion y represion mutuas de los genes del reloj crean ondas de activaciéon y represion
que regulan de manera efectiva el ritmo de la célula vegetal. De hecho, la parte del reloj de
la tarde adn no es conocida completamente. Un nimero de componentes esta por

determinar y las rutas de salida del reloj casi no se conocen.

Como resumen, el reloj circadiano de plantas tiene la arquitectura de maultiples
bucles retroalimentados e interconectados con cada uno. Estos bucles se han definido
como el reloj de la mafiana, del mediodia y de la tarde basado en el momento del dia en

que esos genes muestran un maximo en su expresion.
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Figura 15. Modelo molecular del Oscilador Circadiano de Arabidopsis thaliana. Los genes
estan indicados mediante cajas sélidas con los nombres indicados a la izquierda. Las
proteinas estdn indicadas mediante formas ovaladas y oblongas, con el nombre de la
proteina indicado en el interior de las formas. La transcripciéon y traducciéon estan
sefialadas mediante lineas discontinuas. La actividad de las proteinas estd descrita
mediante lineas solidas, con lineas que terminan en punta de flecha y lineas acabando en
discontinuas perpendiculares indican accion positiva y negativa respectivamente. El bucle
principal retroalimentado CCA1/LHY/TOC1 esta subrayado en verde con lineas marcadas
y formas cerradas. La fosforilacion de LHY y CCA1 por CK2 esta indicada mediante fosforos
circulados P. El area sombreada marca las actividades que alcanzan un maximo durante la
subjetiva noche, y el area de color blanco indica las actividades que alcanzan ese maximo

durante el subjetivo dia (C.R. McClung, 2006).
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Fenotipo en el reloj circadiano

Gen

CCAl

CKB3

CRY1

CRY2

DET1

ELF3
ELF4

Gl

LHY

LUX

PHYA

PHYB

PIF3

PRR3

PRR5

PRR7

PRR9
SRR1

TIC

TOC1
ZTL

Locus ID

At2g46830

At3g60250

At4g08920

At1g04400

At4g10180

At2g25930
At2g40080

At1g22770

At1g01060

At3g46640

At1g09570

At2g18790

At1g09530

At5g60100

At5g24470

At5g02810

At2g46790

At5g59560

At5g61380

At5g57360

Funcion
Factor de transcripcion
del dominio Myb

Subunidad reguladora
de la caseina kinasa Il

Fotoreceptor de luz
azul

Fotoreceptor de luz
azul

Represor de la
fotomorfogénesis

Desconocido
Desconocido
Desconocido

Factor de transcripcion
del dominio Myb
Factor de transcripcion
Myb
Fotoreceptor de
infrarrojo

Fotoreceptor de
infrarrojo

Factor de transcripcion
basico de hélice-bucle-
hélice
Regulador de pseudo-
respuesta
Regulador de pseudo-
respuesta
Regulador de pseudo-
respuesta

Regulador de pseudo-
respuesta

Desconocido
Gen no identificado aun

Regulador de pseudo-
respuesta

Proteina de F-box

Pérdida de funcion
Periodo corto

No conocido (familia
del gen)
Periodo largo en luz
azul

Periodo largo en luz
azul

Periodo corto

Arritmico en luz
continua

Arritmico

Periodo corto, baja
amplitud

Periodo corto

Arritmico

Periodo largo en
infrarrojo lejano

Periodo largo en
infrarrojo

Silvestre

Periodo corto
Periodo corto
Periodo largo

Periodo largo

Baja amplitud
Periodo corto, baja
amplitud

Periodo corto

Periodo largo

Sobreexpresion

Arritmico

Periodo corto

Periodo corto en luz
azul

Periodo corto en luz
azul

Desconocido

Periodo largo

Desconocido

Periodo corto, baja
amplitud

Arritmico

Arritmico

Periodo corto en
infrarrojo lejano

Periodo corto en
infrarrojo

Silvestre

Silvestre

Baja amplitud,
periodo largo

Desconocido

Periodo corto
Desconocido

Desconocido

Arritmico

Arritmico

Tabla 9. Genes conocidos en Arabidopsis con funciones circadianas (C.R. McClung, 2006).
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2.3. Seiializacion ambiental y ritmo circadiano
2.3.1. Luz

La luz tiene dos efectos inmediatos sobre las plantas. El primero se debe a que es la
fuente de energia para la fotosintesis y, el segundo y no menos sorprendente es que
funciona como una sefal que controla las reacciones de la planta con el medio que le
rodea. La mayoria de los procesos fisiologicos en las plantas estan controlados por la luz
tal y como reflejan varios articulos basados en el estudio del fotoperiodo, fotoreceptores y
desarrollo publicados en los ultimos afios (Fankhauser & Staiger, 2002; Franklin & Quail,
2010; Jarillo & Pifieiro, 2006; Jiao, Lau, & Deng, 2007). Gran parte de nuestro conocimiento
se basa en Arabidopsis thaliana siendo muy escasas o practicamente nulas investigaciones

en materia de ritmos circadianos en otras plantas de importancia horticola.

La luz se percibe en las plantas por al menos cuatro tipos de receptores,
fototropinas, fitocromos, criptocromos y miembros de la familia de genes ZEITLUPE
(ZTL)/LOVKELCHPROTEIN 2 (LKP2)/FLAVIN BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1 (FKF1).
Algunas proteinas circadianas (ZTL y FKF1) son fotorreceptores y, otras como ELF3,
pueden formar complejos con ZTL. La distincién entre sefial luminica y reloj circadiano no
siempre es posible y podria ser incluso algo artificial. Primero el infrarrojo activa la
transcripcién de los genes CCA1 y LHY del reloj de la mafiana (Alabadi et al., 2001), pero
esta activacion requiere en cierta medida la funcidén del gen TOC1 del reloj de la tarde
(Mas, 2002). La activacién de la transcripcién de CCAI por la luz hace que se una
directamente a los promotores de los genes CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN (CAB)

anticipdndose asi a la mafiana (Wang et al.,, 1997).

El primer gen descubierto que actia como “zeitnehmer” (ver listado de
definiciones) es ELF3 (McWatters, Bastow, Hall, & Millar, 2000). En efecto, a los mutantes
elf3 no se les ha detectado ninglin ritmo circadiano en luz continua, pero muestra ritmos
circadianos en la noche (Hicks et al., 1996). La proteina ELF3 interactda con la proteina
PHYTOCHROME B (Liu, Covington, Fankhauser, Chory, & Wagner, 2001) estableciendo un
puente entre los receptores de sefiales de luz azul e infrarroja (Covington et al., 2001). El
alelo nulo elf3-1 muestra defectos en el bloqueo de la represion de las rutas de la luz
durante la noche. Por ejemplo, CAB es activado por la luz durante la noche subjetiva de elf3
pero no ocurre asi en las plantas silvestres (Covington et al., 2001; McWatters et al., 2000).

El concepto mas importante es que los genes que son inducidos por la luz y sus
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correspondientes procesos no mantienen niveles similares durante el transcurso del dia y
la noche porque hay una represién ritmica de la ruta de sefializacién de luz durante los

periodos nocturnos, parcialmente controlada por ELF3.

Dos proteinas, ZEITLUPE (ZTL) y LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2), regulan TOC1
mediante degradacién (Mas, Kim, Somers, & Kay, 2003). Como la proteina LKP2 tiene
propiedades para la deteccion de luz (Imaizumi, Tran, Swartz, Briggs, & Kay, 2003), el
complejo diagrama llega a ser algo mas facil de interpretar. La luz entra en el reloj por la
activacion y degradacion de varios componentes, logrando asi una especie de input
ritmico originado parcialmente por el hecho de que los componentes del reloj de la
manana y de la tarde son afectados de forma diferente; por ejemplo, la sintesis de los
elementos del reloj de la mafiana CCA y LHY RNAm est4 activada por la luz mientras que a

proteina TOC1 esta destinada a la degradacion.

Resulta que ZTL es un receptor de luz azul ya que cuenta con el dominio LOV (luz,
oxigeno, tension) en su proteina que es un dominio de unidn a flavinas. Cuando la luz esta
presente, la proteina ZTL se une a Gl y la estabiliza, pero es selectivamente degradada en
la noche. Las mutaciones en el dominio LOV hacen que la unién entre ZTL y GI sea débil
(W.-Y. Kim et al., 2007). La estabilidad de ZTL es importante pues controla los niveles de
proteina de TOC1 (Fujiwara et al., 2008).

La conclusidon es que hay al menos tres lugares en los que el reloj circadiano
interactia con las rutas de sefalizacién de luz: la primera mediante la interaccién
CCA1/PHYB, la segunda también depende de PHYB; por ejemplo ELF3/PHYB y, la tercera,
mediante ZTL y FKF1 como fotorreceptores y genes del reloj. Las sefiales de luz por la
mafilana mejoran la transcripciéon de otros genes mientras que la luz de la tarde es

interpretada como la degradacion de las proteinas de los componentes del reloj.
2.3.2. Temperatura

Como las plantas no controlan la temperatura de sus érganos de una manera
activa, los cambios en la temperatura del medio que les rodea tienen varios efectos
paralelos en las plantas. Primeramente, muchas reacciones bioquimicas tienen una
dependencia lineal en la temperatura. El asi llamado Q10 o coeficiente de temperatura
mide la tasa de cambio en las reacciones como resultado del incremento de la temperatura
en 102C. De hecho, las reacciones bioquimicas tienen una cierta temperatura 6ptima, que

casi nunca se mantiene durante largos periodos en las plantas ya que la temperatura del
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dia fluctia siendo, para un dia determinado, de tres o cuatro horas el tiempo durante el
cual la temperatura se mantiene constante. Por otra parte, las temperaturas extremas
causan dafios y la aclimataciéon al frio o al calor produce la activacién de los también
llamados procesos genéticos de aclimatacion. Finalmente la temperatura juega un papel
importante como sefial en procesos de desarrollo que incluyen la germinacién de semillas,
crecimiento, dormancia invernal y floracion. De esta forma se describen podrian ser vistos
los periodos cortos (horas), periodos medios (dias-semanas) y periodos largos (semanas-

meses) provocados por la respuesta a la temperatura.

Estudios realizados en Drosophila y Neurospora, dos organismos que, como las
plantas son poikilotérmicos (ellos no controlan la temperatura del cuerpo), lo que indica
que un aspecto intrinseco de los relojes biol6gicos es la compensacion de temperatura que
permite procesos bioldgicos para mantener un ritmo tan auténomo como les sea posible.
La identificacién de los mutantes de compensacion de temperatura en Arabidopsis thaliana
se realizaron por analisis de las variaciones en la accesion especifica en el patrén de
compensacion de temperatura para los ritmos de movimientos de hojas entre los ecotipos
Columbia (Col) y Landsberg erecta (Ler) y entre Ler y las Islas Cabo Verde (Cvi). Este
estudio identific6 varios loci de rasgos cuantitativos (QTL) y algunos de ellos se
correspondian a genes circadianos ya conocidos (Edwards, Lynn, Gyula, Nagy, & Millar,
2005). Un QTL estaba emparejado al Flowering Locus C (Edwards et al., 2006). Tal es que a
27°C, una temperatura bastante alta para A. thaliana, FLC alarga el periodo circadiano
compensando, de esta forma, la excesiva velocidad de los procesos metabdlicos. En
cambio, el gen GIGANTEA (GI) era necesario para mantener la ritmicidad a 122C y a 27°C
(Gould et al, 2006), indicando que varios genes del reloj son responsables de la
compensacidon de temperatura. Los genes PRR3, PRR5 y PRR9 forman el bucle de la
manana y PRR7 y PRR9 estan involucrados en la compensacién a altas temperaturas, como
el mutante prr7, el mutante prr9 sobrecompensa a 302C indicando que estan involucrados
en la represién de un reloj de otro modo acelerado en estas condiciones (Salomé, Weigel,

& McClung, 2010).
2.4. Floracidn y ritmo circadiano

La floracién en plantas se encuentra entre los rasgos mas importantes en la
horticultura. Varios trabajos en Arabidopsis thaliana han mostrado que existen muchas
rutas que pueden promover la floracidn incluyendo la rutas metabdlicas de las giberelinas,

el fotoperiodo, temperatura o incluso el mismo crecimiento vegetativo (Simpson, Gendall,
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& Dean, 1999). Como resultado de anteriores estudios, hoy dia, el conocimiento sobre la
floracién se encuentra dividido entre las rutas “dependiente”, por ejemplo: GAs-
dependiente, luz-dependiente y temperatura-dependiente asi como de una ruta auténoma
para la floracién. Una de las hipoétesis actuales es la de que estas diferencias entre las
plantas relatan el grado de importancia que tienen esas rutas en la floracion. Esta hipdtesis
se basa en los estudios realizados en muchas de las plantas conocidas como el tomate, una
planta de dia neutro que sigue una ruta auténoma (Lifschitz & Eshed, 2006; Lifschitz et al.,
2006). Por otra parte, el arroz es una planta de dia corto y florece de una manera diferente

a Arabidopsis (Tsuji, Taoka, & Shimamoto, 2011).

Tal y como muestran algunos mutantes de Arabidopsis afectados en la ruta
fotoperiodo-dependiente se demuestra que son genes del reloj, quedando claro que, al
menos, esta ruta esta regulada por el reloj circadiano (Hayama & Coupland, 2003). De
entre los genes involucrados en la floracién de Arabidopsis se encuentran ELF3, ELF4,
CCA1, LHY y GI. Existe pues una fuerte evidencia de que el reloj circadiano se encuentra
involucrado en la floracién. La identificacion de PDD-H1, el ort6logo de PRR7 en la cebada,
como factor determinante en la floracién y, parcialmente, responsable de los genotipos de
verano e invierno, indican asi que los genes del reloj juegan un papel fundamental en la
floracién de las monocotileddneas. Se han logrado identificar ortélogos de GIGANTEA, un
gen del bucle de la mafiana, en guisante y soja (Hecht et al., 2007; Watanabe et al.,, 2011)
indicando que esta parte del bucle podria haberse conservado entre Arabidopsis y
leguminosas. El gen del bucle de la tarde ELF3 también tiene una serie de funciones
conservadas en Arabidopsis, cebada y arroz en las que muestra cambios en la respuesta al
fotoperiodo (Fu et al, 2009; Saito et al., 2012). Finalmente, GHD7, un gen con una
secuencia homdloga a la familia PRR, ha sido encontrado en arroz incrementando su
rendimiento y provocando fenotipos adicionales (Xue et al., 2008). Estos datos muestran
que un gran numero de genes del reloj circadiano juegan un papel fundamental en
floracién y, en algunos casos, tienen ciertas funciones adicionales relacionadas con el

crecimiento y la productividad.

Uno de los outputs del reloj circadiano mejor conocidos es la activacién de la
floracién mediante el gen CONSTANS (CO). Durante la tarde de los dias largos se produce
un incrementeo en los niveles de RNAm de CO resultado de la inhibicién de CYCLING DOF
FACTOR por GIGANTEA. Esto permite la formacién de la proteina de CO que activa el gen
FLOWERING TIME (FT).
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El gen CO activa la transcripcion de FT, creyéndose actualmente que se trata de la
senal de la floracion (Samach, 2000; Suarez-Lopez et al.,, 2001a). El gen FT de Arabidopsis
estd expresado en el tejido vascular pero la proteina se exporta fuera y viaja hasta el SAM
donde activa el programa de la floracion. Ha quedado empiricamente demostrado como la
sefial de FT puede ser transmitida desde las raices hasta los brotes en tomate, una planta
de dia neutro (Lifschitz et al., 2006), y en Arabidopsis, una planta de dia largo (Corbesier et
al, 2007). Aunque el arroz es una planta de dia corto, FT es la senal de floracién
conservada (Tamaki, Matsuo, Wong, Yokoi, & Shimamoto, 2007). Ademas, la
sobreexpresion de FT en manzana (MdFT1) y alamo tiene como efecto una floraciéon
extratemprana, tal y como las mananas que florecen directamente en cultivos in vitro
(Trankner et al,, 2010). La proteina FT activa, entre otros genes, el gen SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS (SOC1) que estd involucrado junto con otros genes en la

activacion de los procesos de floracion (Lee & Lee, 2010; Samach et al., 2000).

Los experimentos que se estan realizando alrededor de estos procesos estan
brindando nuevas vias para conocer mejor fendmenos como la alternancia de produccién
en arboles frutales (Monselise & Goldschmidt, 1982). Un trabajo reciente realizado en
mandarinas de la variedad Moncada ha demostrado que el periodo de cosecha de la fruta
asi como la produccidn afectan directamente a la expresién de SOC1 (Mufioz-Fambuena et
al,, 2011). Esto nos ofrece de primera mano una explicacién mecanistica de cémo el medio
ambiente influye en los arboles frutales abriendo, asi, un nuevo enfoque para mejorar y
homogeneizar los rendimientos. La evidencia acumulada de que el reloj circadiano juega
un papel importante en la regulacién de la floracién y los demas procesos relacionados
para los cultivos, especialmente en arboles, tiene unas implicaciones significativas en el

mundo de la horticultura y la fruticultura.

El efecto de la ganancia o pérdida de funcién de los genes centrales del reloj
circadiano y sus ortélogos en relacién a la floracién de plantas de una determinada
importancia agricola esta emergiendo a una gran velocidad en cultivos como los cereales,
leguminosos y frutales. Claramente existe un enorme vacio entre lo que conocemos de
Arabidopsis y 1o que es conocido de otras plantas pero, la evidencia del papel fundamental

del reloj circadiano en la floracién parece ser universal.
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3. Objetivo del proyecto

3.1. El mutante nana como paradigma de producto agricola exitoso

El interés del grupo de investigacion por el mutante nana en un principio radicaba
en su fenotipo floral que provocaba una disminucién relativamente débil del tamano en el
alelo largiflora. Sin embargo, el nimero de fenotipos adicionales identificados en diversos
trabajos fin de carrera desarrollados en el grupo nos hicieron pensar en la importancia de
dicho mutante para entender el proceso de floracién. Entre los fenotipos de nana (epigrafe

1.3.1.) se encuentran:

- Tamafio de flor ligeramente modificado

- Floracion temprana independiente de fotoperiodo

- Velocidad de germinacion superior al silvestre

- Tamafio de tallo semienano

- Capacidad de producir tallos de longitud silvestres tras aplicacién de giberelinas

- Alta velocidad de germinacién resistente a paclobutrazol en comparacién con

silvestre.

Figura 16. Fenotipos de Antirrhinum majus. En la imagen de la izquierda, de izquierda a
derecha: cuatro Antirrhinum majus de una de las lineas silvestres y cuatro mutantes nana.
En la imagen de la derecha, de izquierda a derecha: cuatro Antirrhinum majus de una de las

lineas silvestres y cuatro mutantes nana nuevamente.
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3.2. Elreloj circadiano de Antirrhinum majus

Como objetivo secundario del trabajo, pero no menos importante en su trasfondo
cientifico, se pretende dar una primera visiéon acerca del funcionamiento circadiano
Antirrhinum majus. Para ello contamos con un gen integrado en el reloj TOC1, y dos que

actiian aguas abajo del mismo, CAB'y CO.
3.3. Antirrhinum majus nanay el reloj circadiano

Los fenotipos descritos en el punto anterior y que hacen referencia a los estudios
del laboratorio ya abordados (epigrafe 1.3.1.) nos hicieron sospechar que el mutante nana
era pleiotrépico. Asi que, para poder discernir cudl seria el camino a tomar para continuar
las investigaciones con este mutante, decidimos llevar a cabo un estudio con
micromatrices (tabla 8). Dicho estudio revel6 la existencia de niveles significativamente
diferentes con respecto a la linea parental Sippe 50 en relacién a unos genes identificados

en Arabidopsis thaliana como regulados por el reloj circadiano.

El objetivo del proyecto radica, a partir de entonces, en verificar si el mutante nana
de Antirrhinum majus esti afectado realmente (0 no) en los genes del reloj circadiano
mediante la utilizacion técnicas de biologia molecular y una serie herramientas
matematicas para poder tratar los datos obtenidos de una manera objetiva. El hecho de
que el mutante nana pudiese estar afectado en el ritmo circadiano nos daria una primera
explicacion acerca de por qué presenta tales fenotipos diferentes de los del silvestre ya
que, como hemos visto también en puntos anteriores, los genes reguladores del reloj

circadiano intervienen en la mayoria de los procesos fisioldgicos.

Ademas del proyecto en su esencia, el proyecto fin de carrera constituye el tltimo
elemento de la formacidn universitaria de un estudiante de ingenieria agronémica en este
caso. Ocurre que, partiendo de la premisa formativa, podemos hablar de que los objetivos
del proyecto radican en la familiarizacidn de las técnicas de biologia molecular que se van
a describir en puntos posteriores para la obtenciéon de los datos que luego van a ser
manejados por programas de cardcter matematico y que, en una segunda etapa del
proyecto, nos ofreceran los resultados para poder confirmar que el principal objetivo del

proyecto se ha cumplido.
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4. Materiales y métodos

4.1. Material vegetal

El material vegetal con el que se realiz6 el estudio tuvo como protagonistas a la
linea Antirrhinum majus Nana y a la linea que va a ser objeto de estudio, el mutante

Antirrhinum majus nana. La plantacion se realizé el 20 de noviembre de 2010.

El recipiente contenedor de las semillas constaba de 20 habitaculos de 5x5x5

(largo, ancho, alto) y, en cada uno de ellos, se vertieron dos o tres semillas de A. majus.

La plantacién de ambas lineas se realiz6 en uno de los dos invernaderos que tiene
asignado el Area de Genética del departamento de Ciencia y Tecnologia Agraria de la
Escuela de Ingenieria Agronémica, dependiente, a su vez, de la Universidad Politécnica de

Cartagena en la Estacion Experimental Tomds Ferro de La Palma, en el municipio de

Cartagena (figura 17).

T ! 2 ; G |

Figura 17. Invernaderos del laboratorio. Estacion Experimental Tomas Ferro.
4.1.1. Descripcion taxonémica

El nombre de Antirrhinum majus deriva del griego anti = “como”, y rhinon= “nariz”,

a causa de que las flores de esta planta parecen que tienen forma de nariz y majus del
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epiteto latino que significa “mayor.” Antirrhinum majus fue descrita por Carlos Linneo y

por primera vez publicada su descripcion en su obra Species Plantarum (figura 18).

i
DIDYNAMIA 'ANGIOSPERMIA. 617

* Linaria odorata monfpeflulana. Bauh. bift. 3. p. 459.
Habitat in (allia, '

+ 230 ANTIRRHINUM foliis lineari-lanceolatis alternis, chalcpenfe,
fioribus racemolfis, calycibus corojla longioribus,
caule erecto. Koy, lagdb. 206. Hort. upf. 174. -
. Linaria chalepenfis minor ereéta, flore albo lineis vio-
laceis. Morif. hifio 3. .p.-s02. [. 5. £.35. f. 9.
i Lm;u-ia anoua anguititolia, tlofeulis aibis longis cauda-
S, Lrigmf, obf. 87. 2. 87. . 2. Raj. biff. 1583.
~dabirat jn ltalia..¢) %) ¢ '
.24 ANTIRRHINUM foliis lanceolatis obtufis  alter- minus,

. is, caule ramofiflimo diffufo. Here. cliff. 324. 1.
fzec, §03. Roy lngdb. 295.

' Ann‘rrhx.n,um arvenfe minus. Bazh. pin. 212. ’

E Auntirthinum tertjum. Cam. epit. 922.

Habitat in glareqfis Europz @ . ——

* Corollis biantibus aut ecaudatis, foliis alternis
L T inregris. e
25. ANTIRRHINUM corollis “ecaudatis, calycibus majns.
rotundatis, Horz, upf. 175. Mag. wned. 312. ol
Autirrhinum foliis lanceolatis petiolatis , calycibus bre- ol

viffimis, racemo terminali, Vir. cliff. 61. Hort. chlf.
324. #. 4. Roy. lugdb. 294, =~
Antirrhinum majus alterum, tolio longiore. Bawb, pin.
211. : ot X
Antirrhivum liteo: flore. Banh. pin. 211.
Antirrhinum., Dod, pempe. 182 Lob, ic. 404.
Habizat in Europx anfiralis maceriis, [epibns &

.26 ANTIRRHIN UM corollis ecaudatis, calycibug co- orontinm,
rolla longioribus Horz. #pf. 176. '
Antirrhinum fol¥s lanceolatis petiolatis , "calycibus flo-
res fuperantibus, . Hort, cliff. 324. Roy. lugdb. 294.
Antirrhinum arvenfe majus. Bazh. piu, 212.
A”.ti,“himlm fylvefkre, Phyteuma. Dod. pempt. 212.
Habitat in ‘Eurepz agris & aruvis, .
37. ANTIRRHINUM foliis ovatis ferratis, corollis bellidifolinm
patalis. Hart. cliff 498. Roy. bugdb. 295. : ;s
Antirrhinum foljis unis {pathulatis, fummis digitacis.
Sanv. moufp. 67. ‘ ;
ngré:a bellidis folio, Bawh. pin. 212. prodr. 100. 2.
108 i
Linaria odorata. Dod. pempt. 184
" Qg Har

S

Figura 18. Primera descripcién publicada de Antirrhinum majus (Linneo, 1753).
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Hay 5 subespecies:
- Antirrhinum majus subsp. majus. Sur de Francia, noreste de Espafia.

- Antirrhinum majus subsp. cirrhigerum (Ficalho) Franco. Sur de Portugal, sudoeste
de Espaiia.

- Antirrhinum majus subsp. linkianum (Boiss. & Reut.) Rothm. Oeste de Portugal
(endémica).

- Antirrhinum majus subsp. litigiosum (Pau) Rothm. Sudeste de Espafia aunque
también se han encontrado en el oeste del mismo pais.

- Antirrhinum majus subsp. tortuosum (Bosc) Rouy.
4.1.2. Descripcion botanica

En cuanto a su descripcidn botanica podemos decir que esta planta es bienal hasta
perenne, con un porte de unos 1,5-2 m de altura. La base o tallo es algo lefiosa y mas o
menos ramificada se prolonga ascendente hasta recta. En cuanto a su textura es
desigualmente vellosa y glandulosa. Las hojas inferiores se encuentran opuestas, mientras
que las superiores se alternan a lo largo del tallo siendo, ademas, lineares, con un tamafio
de 1-7 cm de largo y 1-25 mm de ancho. Las mismas son sésiles, de margenes enteros y de
base acufiada. Las inflorescencias se encuentran en racimos terminales cuyo caliz, de hasta
8 mm de largo, cuenta con sépalos de igual longitud, desde oblongos hasta anchos. La
corola es rojo purpura, con unas dimensiones de hasta casi 5 cm de largo asi como un labio
superior bilobado y uno inferior dividido en tres partes. El tubo corolino se encuentra
cerrado por 2 prominencias abultadas conteniendo también 4 estambres. La capsula se
extiende hasta los 14 mm de largo, de textura glandulosa hasta glabra, oblonga y con tres

poros (figura 19).

130930

ETSIA_IA_BIO_MOL0012-13
(PAG/pag) PFC001

Pagina 62



CONFIRMACION DE NANA COMO
UN MUTANTE AFECTADO EN EL RELOJ CIRCADIANO PROYECTO FIN DE CARRERA

Figura 19. Descripcién botanica de Antirrhinum majus (Thomé, 1885).

130930
ETSIA_IA_BIO_MOL0012-13
(PAG/pag) PFC001

Pagina 63



CONFIRMACION DE NANA COMO
UN MUTANTE AFECTADO EN EL RELOJ CIRCADIANO PROYECTO FIN DE CARRERA

4.2. Condiciones de crecimiento

El invernadero en el que tuvo lugar la plantacién y posteriores fases fenoldgicas de
las plantas es de tipo tinel. Cuenta con una superficie total de 240 m2 de los cudles 40 m?
corresponden a zonas de pasillos y puertas de entrada por lo que el area funcional del
invernadero se reduce a 200 m2 Dispone de sistemas de refrigeracién por paneles
evaporantes controlados mediante termostatos regulables, sistema de riego por goteo y

aspersion, film de polietileno y 2 ventilaciones cenitales de apertura manual.

Tras cuatro semanas de crecimiento y enraizamiento se procedié al trasplante
individual de las plantas, tanto silvestres como mutantes, a macetas de policloruro de
vinilo (PVC) que cuentan con 144 cm? de superficie y un volumen de 1250 cm3 que, a la

postre, serian las que soportarian el restante ciclo de cultivo.

Se utiliz6 en ambos casos un sustrato compuesto por turba, perlita y fibra de coco,

al 75, 15 y 10 por ciento respectivamente.

En lo referente al control climatico, el termostato del panel evaporante se fijé a 25
2C aunque no fue necesario ya que en ningun dia se sobrepasé dicha temperatura. Fue
necesaria la apertura de las ventanas cenitales de forma periédica para renovar el aire del

interior del invernadero.

En cuanto al disefio agronémico, es decir, al calculo de las necesidades hidricas del
cultivo, se llevé a cabo una recopilacion de datos climaticos obtenidos mediante el Sistema
de Informacién Agraria de Murcia (SIAM), dependiente del Instituto Murciano de
Investigacion y Desarrollo Agrario (IMIDA). Dichos datos, que fueron obtenidos con
caracter diario, en formato de media semanal durante el transcurso del establecimiento
del cultivo (tabla 10). De esta forma se calcularon las necesidades hidricas del material

vegetal para cada semana pudiendo variar el correspondiente volumen de riego.

El establecimiento del ciclo del cultivo hasta el traslado a las cdmaras de cultivo
tuvo una duracion total de 12 semanas. Momento en que las plantas contaban con un porte
de unos 25 cm. Tamafio suficiente para no producir demasiados dafios a las plantas a la

hora de la tomar las muestras.
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. HRMED RDNAETA VVMED
ESTACION MUNICIPIO PARAIJE FECHA TMAX (eC TMED (eC TMIN (eC
(%) (MJ/m2) (=) (=) G mys)

CA12 Cartagena La Palma 22 semana 75,19 2,21 11,77 7,19 3,24 1,49

CA12 Cartagena La Palma 42 semana 77,25 2,04 12,29 7,22 2,97 1,56

CA12 Cartagena La Palma 62 semana 80,76 2,24 14,33 8,25 3,20 1,12

CA12 Cartagena La Palma 82 semana 73,51 2,56 17,30 11,22 5,26 1,38

CA12 Cartagena La Palma 102 semana 77,12 3,08 12,32 8,50 5,18 2,06

CAl12 Cartagena La Palma 122 semana 75,50 4,70 15,75 8,83 2,88 1,52

Tabla 10. Datos climaticos obtenidos semanalmente durante el periodo de crecimiento de las plantas necesarios para el calculo de las necesidades

hidricas del cultivo. Estos datos fueron obtenidos de la estaciéon agrometeorolégica del SIAM en La Palma, Cartagena.
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Con los datos obtenidos semanalmente de la estacién agrometeorolégica del SIAM
en La Palma, Cartagena (tabla 10), procedemos al cidlculo de los valores de la
evapotranspiracion de referencia (ETo) y la evapotranspiracion real del cultivo (ETc).
Estos valores nos indican cual es la tasa transpirativa de un cultivo de césped bajo y de

nuestras plantas en concreto, respectivamente (tabla 11).

La FAO propuso en 1998 calcular la ETo con la féormula de Penman-Monteith,
aplicada a una superficie ficticia de cultivo de 0,12 m de altura, con una resistencia de
superficie de 70 m/s! y un albedo de 0,23. En este caso se ha realizado el calculo con dicha

férmula (ecuacion 1).

T (mm) _ 0,408ARn + y%uz (eg —eq) (1)
dia A+y(1+0,34u,)

ESTACION  MUNICIPIO PARAIJE FECHA ETO(:\:;;:AO (m:1-;iiia)
CA12 Cartagena La Palma 12 semana 0,72 0,07
CA12 Cartagena La Palma 22 semana 0,59 0,10
CA12 Cartagena La Palma 32 semana 0,71 0,19
CA12 Cartagena La Palma 42 semana 0,56 0,24
CA12 Cartagena La Palma 52 semana 0,69 0,43
CA12 Cartagena La Palma 62 semana 0,60 0,41
CA12 Cartagena La Palma 72 semana 0,67 0,48
CA12 Cartagena La Palma 82 semana 0,75 0,54
CA12 Cartagena La Palma 92 semana 0,71 0,62
CAl12 Cartagena La Palma 102 semana 0,80 0,72
CAl12 Cartagena La Palma 112 semana 1,09 0,99
CAl12 Cartagena La Palma 122 semana 1,25 1,28

Tabla 11. Evapotranspiracién de referencia (ETo) y evapotranspiracion del cultivo

calculada semanalmente para el ciclo de cultivo (ETc).
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Siendo u, la velocidad del viento medido a 2 m, en m/s};e, — e,, el déficit de
saturacion en kPa; A, la pendiente de la curva de saturacion en kPa/2C-1; y, la constante

psicrométrica en kPa/9C-! y; Rn, la radiacién neta expresada en M]/m?2.

Los datos que se muestran para la velocidad del viento (VWVMED) se corresponden
con los tomados en el exterior por lo que, atendiendo a la baja estanqueidad del
invernadero, se optd por una reduccién del 85 por ciento. El rango medio de velocidades
que nos encontramos en un invernadero de caracteristicas similares al nuestro se
encuentran entre 0,3 y 0,6 m/s (Guzman & Rodriguez, 2010). Asi que atendiendo a los
valores diarios de velocidades medias del viento e identificando el mayor valor, se pudo

comprobar que existia un rango de reduccion entre el 90 y el 80 por ciento.

Una vez obtenidos los valores de la ETo (ecuacién 1), se adaptaron a las
condiciones de nuestro cultivo (ecuacién 2). En las figuras 20 y 21 se muestran los

distintos factores que influyen en el calculo de la ET¢.

mm
ETC(EEE)==ET0KCKiKa (2)

Siendo ETo, la evapotranspiracién potencial del cultivo en mmm/dial; K., el
coeficiente de cultivo (figura 20); K;, el coeficiente de localizacién (figura 21) y; K,, el

coeficiente de adveccidn, fijado en un 95 por ciento.

Coeficiente de cultivo

1,10

1,00

0,90
0,80

0,70

0,60

0 2 4 6 8 10 12 14

Semana de cultivo

Figura 20. Coeficiente de cultivo (K¢) inicial y medio obtenidos en funcién de la ETo y la

profundidad de infiltracién.
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Coeficiente de localizacion
1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

0 2 4 6 8 10 12 14

Semana de cultivo

Figura 21. Coeficiente de localizacién (Ki) a partir del porcentaje de cobertura media a
partir de la media de los resultados de las formulas propuestas por los autores Aljibury et

al,, Decroix, Hoare et al., Keller y Sharples et al.

Una vez obtenidos los valores medios semanales de la evapotranspiracién del
cultivo se procedi6 al calculo de la dosis de riego. Esta dosis venia influenciada por los
desplazamientos realizados a la Finca Tomas Ferro, por lo que se opt6 por aplicar un riego
cada 3 dias. De esta forma, la programacién de los riegos queda tal y como se puede

apreciar en la tabla 3.
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Dosis . .
ESTACION MUNICIPIO  PARAJE FECHA  deriego D°S‘S(Sa°eta D"S‘s({n “;)aceta
(mm)

CA12 Cartagena La Palma 22 semana 0,29 0,03 3,35E-05

CA12 Cartagena La Palma 42 semana 0,73 0,08 8,35E-05

CA12 Cartagena La Palma 62 semana 1,24 0,14 1,42E-04

CA12 Cartagena La Palma 82 semana 1,62 0,18 1,84E-04

CA12 Cartagena La Palma 102 semana 2,17 0,25 2,48E-04

CA12 Cartagena La Palma 122 semana 3,84 0,44 4,38E-04

Tabla 12. Dosis de riego aplicada a cada maceta con un intervalo de 3 dias con los volimenes especificados para cada semana.
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4.3. Sistema de muestreo circadiano en camaras de cultivo

Tras las 12 semanas de crecimiento se trasladaron 12 plantas de cada linea a las
dos camaras de cultivo de que dispone el Area de Genética en el Instituto de Biotecnologia
Vegetal (IBV) perteneciente, de igual forma, a la Universidad Politécnica de Cartagena

(UPCT).

Las camaras de cultivo utilizadas fueron dos Sanyo MLR-350® (Panasonic,
http://www.panasonic-biomedical.co.uk/ProdMLR-351_Plant_Growth_Chamber.htm). Se
realizé una programacion de las camaras de cultivo tal que estuviesen sincronizadas el

periodo nocturno y diurno coincidente con las horas de trabajo en el laboratorio.

Sincronizacion y radiacion media

35

30

25

~, 20
E
~

= 15

10

5

0

1 5 9 13 17 21
Hora
—@—Cémaral ——Camara 2

Figura 22. Programaciéon diaria de las camaras de cultivo durante el transcurso del
establecimiento y acondicionamiento de las plantas. La radiacién media durante el

periodo diurno fue de 30 W/m2.

Esta programacidn rotativa de las cdmaras de cultivo nos permitié que durante la
jornada de trabajo se recogiesen tanto muestras correspondientes al periodo diurno de la
planta asi como del nocturno. La programacion, especifica de dias largos, tenia una

duracidn ininterrumpida de 16 horas, 252C de temperatura y 30 W/m?2 de radiacién para
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el periodo diurno y de 8 horas de duracién y 16°C de temperatura para el periodo

nocturno (figura 22).

Las 24 plantas de A. majus estuvieron una semana en dichas condiciones
denominada fase de establecimiento y acondicionamiento. Esto es asi debido a que los
ritmos bioldgicos de las plantas deben adaptarse a las nuevas condiciones climaticas
impuestas mediante las cAmaras de cultivo. Tal es el caso que debemos esperar en torno a

una semana para poder realizar la toma de muestras.
4.3.1. Toma de muestras

La toma de muestras se realizé en cuatro intervalos de tiempo del dia laboral tal
que se correspondian, debido a la rotaciéon de las cAmaras de cultivo, con seis intervalos
horarios del ciclo biolégico real de las plantas (figura 23). Estos intervalos se
correspondian con muestras tomadas a las 01.00, 05.00, 09.00, 13.00, 17.00 y 21.00 horas

del periodo circadiano.

El material vegetal extraido se correspondia de hoja y peciolo por cada planta a
estudio. Se tomaron muestras de tres plantas de cada linea (mutante y silvestre) en los
cuatro horarios de los que constaba la programacidn para la toma de pruebas, de tal forma
que se obtuvieron muestras de todas y cada una de las plantas. Se precis6 la toma de una
Unica muestra por planta para que las reacciones bioquimicas posteriores a la escision del
material vegetal de cada una de las plantas no provocasen un efecto desestabilizador en

las mismas y pudiese alterar el resultado de nuestros experimentos.

ci11 2 3 4 5 6 7 8|9 10 11 12(13 14 15 16|17 18 19 20|21 22 23 24
C2 17 18 19 20 21 22 23 24|1 2 3 4|5 6 7 8|9 10 11 12|13 14 15 16
Hora real | 0950 | | 13.50 | 17.50 | 21.50 |

Figura 23. Sincronizacion de las cdmaras de cultivo. El color de fondo gris indica el periodo
nocturno y el color amarillo el diurno. C1 se corresponde con la camara de cultivo 1 y C2
con la cAmara de cultivo 2. La hora real hace referencia a la hora del dia en que se tomaron

las muestras (elaboracion propia).
4.4. Extracciones de DNA

Las extracciones de DNA gendmico se realiz6 a partir de 100mg de material vegetal
correspondiente con hojas y sus respectivos peciolos hasta llegar al peso acordado. Se

realizaron extracciones tanto de ejemplares del mutante nana como del silvestre. El kit de
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extraccion utilizado fue el NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel, http://www.mn-
net.com/tabid/1365/default.aspx). Las concentraciones finales de DNA gen6mico
oscilaron entre 25 y 30 ng/pug para cada una de las muestras trabajadas. La concentracion
de gDNA se midi6 con un espectrofotdbmetro microvolumétrico NanoDrop 2000
(NanoDrop, http://www.nanodrop.com/Productnd2000overview.aspx). El volumen a

aportar para cada medicion fue de 1puL.
4.5. Extracciones de RNA

Las extracciones de RNA se realizaron con NucleoSpin® RNA Plant (Macherey-
Nagel, http://www.mn-net.com/tabid/1327/default.aspx) incluyendo un tratamiento
DNasa. Una vez trituradas las muestras con nitrégeno liquido se pesaron y se procedi6 al
calculo de la cantidad correspondiente de reactivos del kit necesarios para la extraccién en
proporcion a los 100mg especificados en el protocolo. Los pesos medios se encontraban
entre los 100mg para las muestras recogidas de Antirrhinum majus Nana y 250mg para las

extraidas de los individuos de Antirrhinum majus Nana.
4.6. Sintesis de cDNA

Para conocer qué genes y en qué cantidad se estan expresando en las células
vegetales (en nuestro caso) recurrimos al dogma central de la biologia molecular que dicta
lo siguiente: “durante la sintesis de proteinas, el DNA es transcrito en RNAm, que a su vez
es traducido a proteinas”. Por tanto, para saber en cada instante como estan trabajando las
células y hacia dénde van encaminados sus esfuerzos recurrimos a extracciones de RNAm.
Este RNAm como tal no nos sirve por lo que aplicando tecnologias del DNA recombinante
logramos una transcripcidn inversa a DNA o lo que se conoce como cDNA mediante una
transcriptasa inversa. El cDNA o ADN complementario se sintetiza a partir de una hebra
simple de RNAm maduro y se trata de un DNA que va a ser nuestro producto final con el
cual vamos a trabajar para realizar los experimentos que se describirdn en epigrafes

posteriores.

La sintesis de cDNA se llev6 a cabo con Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit
for  RT-qPCR (Thermo Scientific, http://www.thermoscientificbio.com/reverse-
transcription-rtpcr-rtqpcr/maxima-first-strand-cdna-synthesis-kit/). Un kit para la

sintesis de la primera hebra de cDNA a partir de RNAm.
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4.7. PCR atiempo final

El término PCR, del inglés “Polymerase Chain Reaction” y, traducido al castellano,
“reaccién en cadena de la polimerasa” hace referencia a una técnica de biologia molecular
cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de DNA. En teoria
basta con partir de una copia de este fragmento original o molde (Saiki et al., 1988). Esta
técnica se fundamenta en la propiedad natural de los DNA polimerasas para replicar
hebras de DNA, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas
para separar las hebras de DNA recién formadas entre si tras cada fase de replicacién y, a
continuacion, dejar que las hebras de DNA vuelvan a unirse para poder duplicarlas

nuevamente.

La herramienta con la que actualmente cuentan los investigadores para llevar a
cabo esta serie de reacciones se denomina termociclador. Trabajamos con dos

termocicladores:

- GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems,
http://www lifetechnologies.com/us/en/home/brands/applied-biosystems.html),
cuya principal caracteristica es la de que solamente se puede programar una
temperatura de reaccién, es decir, no se pueden usar cebadores con distintas
temperaturas de alineamiento. De esta forma, el paso de una fase de la PCR a otra
(paso de una temperatura determinada a otra) se realiza en el mismo bloque por lo
que existe una rampa de temperatura entre una fase y la siguiente.

- Stratagene Robocycler® 96 PCR Thermal Cycler (Agilent Technologies,
http://www.genomics.agilent.com/en/PCR-RT-PCR/?pgid=AG-PG-
10&navAction=pop). Este termociclador usa 4 bloques separados de diferentes
temperaturas (3 bloques calientes y uno frio) programables. Los tubos de PCR se
mueven de un bloque a otro gracias a un brazo robético, eliminando los tiempos
que transcurren de una fase a otra (rampa de temperaturas) reduciendo el tiempo
alrededor de un 30%. Ademas, tiene como ventaja con respecto al primer
termociclador descrito que es programable para realizar un gradiente de
temperaturas en el bloque destinado a la fase de alineamiento por lo que se puede
trabajar con cebadores cuya temperatura de alineamiento sea diferente e incluso
para realizar comprobaciones acerca de cuadl es la mejor temperatura de

alineamiento para uno o varios cebadores iguales.
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4.8. PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa (QPCR o Q-PCR) o PCR en tiempo real (en inglés “real time
PCR”; RT-qPCR o RT-Q-PCR) es una variante de la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el
producto de la amplificacién de DNA. Para ello emplea, del mismo modo que la PCR
convencional, un molde de DNA, al menos un par de cebadores especificos, dNTPs
(desoxirribonucleétidos), un tampén de reacciéon adecuado, y una DNA polimerasa
termoestable. A dicha mezcla se le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que,
en un termociclador que albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el
fluoréforo a la longitud de onda apropiada, permita medir la tasa de generacién de uno o
mas productos especificos (Watson et al.,, 2008). Dicha medicion, se realiza luego de cada
ciclo de amplificacién y es por esto que también se le denomina PCR en tiempo real (es
decir, PCR inmediata, simultdnea). En muchos casos el molde que se emplea para la PCR
cuantitativa no es desde el principio DNA, sino que puede ser DNA complementario
(cDNA), de hebra simple; en este caso, la técnica es una RT-PCR cuantitativa o en tiempo
real, o RT-Q-PCR. Debe evitarse la confusién con la técnica denominada «PCR tras
transcripcién inversa» (RT-PCR, del inglés “reverse transcriptase PCR”), en la cual existe
un paso de retrotranscripcion de RNA a DNA pero que no necesariamente cuantifica el

producto a tiempo real.

El equipo usado de PCR a tiempo real o cuantitativa en el laboratorio para este
estudio fue el termociclador Stratagene® Mx3000P qPCR Systems (Agilent Technologies,
http://www.genomics.agilent.com/en/qPCR-Instruments-Software/Mx3005P-qPCR-
System/?cid=AG-PT-169&tabld=AG-PR-1127). Un termociclador a tiempo real que incluye
un bloque de 96 pocillos para tubos de 0,2 ml con tapa en domo o bien, strips de 8 tubos o
placas de 96 pocillos. Los equipos cuentan con una ldmpara de luz blanca, como fuente de
excitacion y un sensible fotomutiplicador de 16 bits para la deteccién de emision, logrando
un rango dindmico de 10 unidades logaritmicas y capacidad de deteccién de una sola copia

de DNA.

Los datos adquiridos son analizados por el software MXPro®, que cuenta con
funciones de cuantificaciéon absoluta y relativa segin reglamento MIQE, pero ademas,
incluye una funcién de discriminaciéon alélica y SNPs por sondas diagndsticas y una

funcién de lectura fluorométrica para cuantificar DNA o RNA total.
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El software ademas cuenta con una funciéon de experimentos multiples, que le

permite asociar distintas carreras dentro de un solo experimento.
4.9. Andlisis de estructura y filogenia

La realizacion de ClustalX (alineamientos o apilamientos) y arboles filogenéticos para
la comparacién genética los llevamos a cabo con CLC Sequence Viewer® (CLC Bio,

http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer/).
4.9.1. Realizacién de arboles filogenéticos

Un arbol filogenético entendido como tal es un tipo de grafico que muestra las
relaciones evolutivas entre varias especies u otras entidades (como en este caso se trata
de secuencias de nucleétidos) que se cree tienen una ascendencia o comdn aunque

también, para determinar si existe o no esa ascendencia.

El software CLC Sequence Viewer® nos provee de una herramienta capaz de lograr
arboles filogenéticos utilizando varios métodos para la construccién y diferentes medidas

de evaluacion de los mismos.

El método utilizado en nuestras creaciones es el de Neighbor-joining que emplea
técnicas generales de aglomeracion de datos para el andlisis de secuencias y se sirve de la
distancia genética como un medidor de aglomeracion. El método Neighbor-joining simple
produce arboles no enraizados, pero no asume una tasa constante de evolucidn entre los

linajes (Saitou & Nei, 1987).

Bootstrap es el método mas utilizado para parsimonia y maxima verosimilitud a la
hora de realizar arboles filogenéticos. Consiste en crear una matriz de datos cuyas
columnas se van cambiado de forma aleatoria, e incluso se repiten en una misma matriz, y
de cada una de las matrices resultantes crear un arbol filogenético, contando al final en
cuantos de ellos aparece el clado a estudiar. Este proceso se repite varias veces, siendo lo
mas comun repetirlo 1000 veces. Al final se indica el porcentaje de veces en que cada nodo
del arbol se presentd en las matrices remuestreadas. Al final todos estos arboles se
representan en uno consenso donde aparecen los porcentajes de la proporcion de cada

réplica. Asi, si una rama presenta mas del 50% quiere decir que ésta es fiable.
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4.10. Normalizado de datos de Q-PCR

Para la obtencién de los Ct (del inglés “cycle threshold”, cuya traduccién al
castellano es “ciclo umbral”) usamos MxPro® QPCR software (Agilent Technologies,
http://www.genomics.agilent.com/en/qPCR-Instruments-Software/Mx3005P-qPCR-
System/?cid=AG-PT-169&tabld=AG-PR-1127). Una herramienta informatica facilitada por

el proveedor del equipo de PCR cuantitativa.

Emplear los valores de Ct como valor matematico permite obtener resultados
fiables, pero este hecho puede no ser explotado directamente. A fin de conocer la cantidad
de DNA inicial, es preciso pues realizar nuevas transformaciones matematicas que
requieren conocer la eficiencia de PCR, que suele determinarse gracias a una recta de
calibrado. Las eficiencia de amplificacién de la PCR la conseguimos gracias al software
estadistico R® y sus paquetes bioinformaticos (The R Project for Statistical Computing,

http://www.r-project.org/).

La medida de la expresion génica por medio de Q-PCR es una cuantificaciéon
relativa, en la que se compara entre las diferentes muestras la expresion del gen objeto de
estudio respecto a la expresion de un gen constitutivo cuya expresion no varia en las
condiciones del experimento (control enddgeno), en nuestro caso el gen UBIQUITINE
PROTEIN LIGASE (UBI). Es lo que se denomina como normalizacion de la expresién del gen
especifico, o normalizar respecto a la diferente concentracion de RNA total de las
muestras, ya que si la cantidad de control endégeno varia es debido a cambios en la
cantidad de RNA total empleada en la sintesis de cDNA, no a cambios en su expresion. No
existe ningin gen cuya expresion no varie en ninguna de las condiciones, por lo que el
usuario debe valorar cudl seria el mejor control enddgeno para su experimento. Se
recomienda testar varios genes para seleccionar el mas adecuado. Nos surtimos del
software bioinformatico Qbase+® (Biogazelle, http://www.biogazelle.com/gbaseplus)
para testar el mejor de los genes para el control enddgeno (Mallona, Lischewski, Weiss,
Hause, & Egea-Cortines, 2010) y para el posterior normalizado de datos relativos a la
expresion génica en resultados posibles para su comparaciéon absoluta (Hellemans,

Mortier, De Paepe, Speleman, & Vandesompele, 2007; Vandesompele et al., 2002).
4.11. Analisis de datos de ritmo circadiano

Excel® (Microsoft, http://www.microsoft.com/) para la realizacién de graficos

relativos a la expresion circadiana de los genes estudiados.
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Mystat® (Cranes Software International Ltd., http://www.systat.com/), version

académica del software Systat. Esta herramienta nos provee de soluciones estadisticas y

graficas para comprender de un simple vistazo cuales son las principales caracteristicas de

las funciones circadianas.

Para asignar la mejor funcién matematica trabajamos con el paquete informatico
XLfit® (ID Business Solutions, http://www.excelcurvefitting.com/index.html), un
complemento para Excel® que nos permite, para un rango determinado de datos y sus
réplicas, asignar la funcién matematica que mejor ajuste tenga. Para la determinacién de
una funcién matematica en el ambito del estudio de los ritmos circadianos y, debido a las

peculiaridades de éstos, trabajamos con funciones sinusoidales (ecuacion 3).
. (2mx
y=M+Asm(T+(p> (3)

Siendo M, el valor de mesor; A,la amplitud de la curva; 7, el periodo y; ¢,la fase.

De los Ct obtenidos de MxPro® y de las eficiencias obtenidas a partir del analisis de
R® realizamos trabajos de comparacion referente a las expresiones relativas de cada uno
de los genes utilizando el software Rest® (Gene Quantification, http://www.gene-
quantification.de/rest.html). Este software, denominado asi por sus siglas en inglés
“Relative Expression Software Tool” (en castellano, herramienta informatica de expresion
relativa), usa un modelo matematico basado en la eficiencia de amplificacién de la PCR y la
media de los Ct entre la muestra a estudio y la muestra control. Subsecuentemente, el ratio
de expresiones de los transcritos a estudio son testados por significancia mediante el
denominado Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test® y graficado con un error
estandar (SE) estimado mediante un complejo algoritmo de Taylor (Pfaffl, Horgan, &

Dempfle, 2002).
4.12. Desarrollo de cebadores para Q-PCR

El primer paso a realizar para el disefio de los cebadores consiste en la bisqueda
de genes homologos a al gen diana (gen de Antirrhinum majus) en especies cuyo genoma
ya ha sido secuenciado o estudiado casi hasta la totalidad de su secuenciamiento

mediante el estudio de numerosas bases de datos.

- Antirrhinum majus Genetic and Genomic Database (http://www.Antirrhinum.net/).
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- The Arabidopsis Information Resource (http://www.Arabidopsis.org/).
- The European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/).

- National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Mediante la utilizacidn de estas bases de datos utilizadas para el estudio, consulta y
realizacion de ClustalX, Blast (Basic Local Alignment Search Tool) y traducciones de
secuencias de nucledtidos a proteinas para su mejor comparacién evitando asi la
degeneracién del c6digo genético, determinamos cuales eran nuestros genes diana y qué
cebadores eran los mejores para nuestros experimentos teniendo en cuenta la existencia
de intrones y de cémo de conservados se encuentran nuestros genes con respecto a sus

homologos en Arabidopsis thaliana, entre otras.

Los cebadores disefiados son de aproximadamente 25 nucleétidos, porque es la
cantidad necesaria para que de manera probable se una a un sitio especifico de la cadena

de ADN (tabla 13).

Cebadores Secuencias

AmTOC1-for 5-AGGGCAGTTTCCGTAGTCAG-3'
AmTOCl1-rev  5-GCGCTTCATTTCCCATTAAG-3'
AmCAB-for 5'-CGATGGATCGTAAGTCCCTTT-3'
AmCAB-rev 5'-GCCTGCATTTCAAAATTTCATTA-3'
AmCO-for 5'-CCAAAATTCGATAATCTAGGTCAGCAT-3'
AmCO-rev 5'-CTACCATTTCCCCACTGAAACACCTCC-3
AmUBI-for 5'-CCGATGGAAGTATATGTTTG-3'

AmUBI-rev 5'-CAAGTCTTACAAGACCTAGAAGCTC-3'

Tabla 13. Cebadores utilizados en nuestros experimentos. La nomenclatura seguida es la
siguiente: primero las siglas del material vegetal (Am, Antirrhinum majus) seguido del gen
para el cual esta disefiado el cebador y finalmente si se trata del cebador directo (-for,

forward) o del cebador inverso (-rev, reverse).

Del buen disefio de los cebadores va a depender en gran medida el éxito y rapidez

con la que se obtengan los resultados en cualquier investigaciéon en materia de biologia

molecular.
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4.12.1. Cebadores del gen TIMING OF CAB 1 (TOC1)

El gen TIMING OF CAB 1 (TOC1), cuya accesién en Antirrhinum majus Genetic and
Genomic Database es AJ809068, fue el primer gen para el cual disefiamos cebadores. Los
cebadores con los que contamos (tabla 13) para este gen amplifican un tamafio de 234bp

en cDNA (figuras 24 y 36) y 549bp para el DNA gendmico (figura 25).

La diferencia de tamafios entre el amplicon de cDNA y el de gDNA se debe a la

existencia de un intrén.

20 40 GD
| |
AmTOC1 IGGIIIGIGIGIGIIIIIIIIIIGGIIIIIGGIIIGGGIIGIIIIIGIIGIIIGIGGGII =
AMTOCTfOr == -verermmrmer e r s BecccBRGTTTEEGTHEGTEAG- - - - - -
AMTOCTIEY == e s e s meenmesensenamessenensmsossnssssassasmsnmenmnssonsnsesns -
80 100 120

AmTOC1 IIIIIIIIIGIIIGIIGIIIIGIIIGGIIIIIIIIIIGIGIIIIIIIIGIIGIGIGIIGI 120

AMTOCTfOr = e ecccecccncacncsccncacnansanncasssacsanansasssanacsanssansnscsansnssnas
AMTOCT-TEY = = = = = = = = = = = = = = = m = 2= === === == 2 === =smmeemo === mmmmm=om=momm=== -

AmTOC1 IllGlIlIlIlGGlIllIIIllGlllIlGlllllIlllGGIGGIIGIIGII!GGIIIIII 180
AMTOCTfOr = = = = 2 s e s e s e e e e e i e ce e e e e e eeeceeecceecccemeeceeeeme e meeeoe==o=-
AMTOCIT@Y = == === o2 ccemcemenccceosomsneoaneesensnseanssensnsssncsoansreasssssoasessascssss=s 2

AmMTOC1 lllGlIGlllIIGIIGIGIIGIIIIIIIIIGGIIIIIGIGIIGlllllllllllelllll 240

AMTOCT-fOr = = = = = = = s = m e e e e e e e e e e e e s e e s e a s s e e s e e e e e ae s
AMTOCT-TEY = = = = = = = = = s = s e s e s e e e e e mm e s s e s e s e s e e e e -

AmTOC1 GIIGIIIIIIIIIIGGGIIIIGIIGIGIGIIIIIIIGIGIIIIIIIIIIGIGIIIIIIII 300

AMTOCTFOr = = = = = = = = @ = e m e e m e e m m m e m s s e s e s ssassss s msse e

AMTOCT-ev = - - - - = - - NENERRGGCHENNCHNCNEN - - - - - - - - - - e %
320
AmTOC1 GIIIIGIIIIIIGIIIIIIGIIIIIIIIIIIG 332
AMTOCTfOr = ===sescseccccnsacnaanaanmannnans
AMTOCT-TEY = = = = = = = = = == = = == == e = mm === m==== 20

Figura 24. ClustalX de AmTOC1 frente a sus cebadores AmTOC1-for y AMTOCI1-rev.
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1000bp
700bp
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200bp

Figura 25. De izquierda a derecha: Ladder; AmTOC1; 1 gDNA Sippe50, 2 gDNana, 3
gDNanana, 4 gDNA 165E, 5 H20. Para cada una de las muestras: el primer nimero indica el
orden en que se encuentra justo después del Ladder, el segundo nimero indica la hora del
dia circadiano de la muestra y por ultimo la especificacion de qué tipo de producto

hablamos pudiendo ser cDNA, DNA gendémico (gDNA) o RNA.
4.12.2. Cebadores del gen CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN (CAB)

Los cebadores disefiados para el gen CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN (CAB)
amplifican un tamafo de 298bp en cDNA (figuras 26 y 27) y también 298bp en DNA
genomico (figura 26). La accesion de CAB en Antirrhinum majus Genetic and Genomic

Database es A]J802243.
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20 40 60

AMCAB IIIGIlllllGIIIIIIIIIIIGIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIGllllIGGlGGGIGII 60

AMCABfOr = === s seceeecesmecsmessserssecemesmesesasssesacs e am==nn=-=

AMCAB-TEY = = = = = = = = s s - s e s s s e e e e s s s s e s ms s s s s -
alo 1?0 12|a
AmcAB HGHGATATGGETTETARATEAGEAGETGEATTCCTTANTCCETTAGGATETCTETTETTG 120
AMCAB-fOr = = = = = = = m s e m e e e e e e e e e e e e e e s e s e s e s s e s s msmm s e e -
AMCAB-TBY = = = = = = @ & @ & e e e d e m e dm e cm e mm e e s ma e e me ... -

| |
AmcAB FlTcciccEANCENGACEEAcGRETTCETRTETCEERRART TcEBECEARANCREGGTGGR 180

AMCABAOr = = = = = = = s s e e e e m s e st s s i s ittt st s s s s s s s a s =

AMCAB-TEY = = = = = = = = s s s s s s s e s e e e s m s s m s s s s mssmmm s e -
200 220 240
| | |
AmcAB GEEGTTGETEERARGHccETTcTEcTTclEccEAcEGGETCREBECARCGARGTRETTGGATE 240
AMCAB-Or = = = = 5 s e e e e e e m e e m e e e e e e e e e e e e e e s e meam - -
AMCAB-TEY = = = = = = = @ = = s s e s s m e m s s e m e s c e e e e e s e e e e e ... -
260 230 300
AmCAB IIGGIIGIIIIGGGIGGIGGIIIIIIIIIIGIIIIIGIGIGGIIIGIIGGIIIGIIIGII 300
AMCABAOr = =« s semmsssseseeosesaunneooannnnesosenennsns BcGATGGATEGTARGTE 16
AMCAB-TEY = = = = = = @ & o & & 4 e s e s e e s e s emeeme e smesme e e eeeaa ... -
afo 31,0 36|o
AmcAB BETTTTETTTETcTTETATACANARARTTcTTTTEEACANTECTTcENNCATCATATTGT 360
AmcCABfor I ---------------f-cr-rm e s s e e 21
AMCAB-TEY = = = = = = = = s e s e e e e m e e e e e e e e e e e e e ee e ee e e -
3?0 4?0 42|u
AmcAs EEBGTEAETTECATTAETErTETTATGGTcGATTGTTANGATCARATEATGEGATCTTTA 420
AMCABAfOr = = = = = s e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e me e 21
AMCAB-TBY = = = = = = s e e m e e e e e m e e m e e e m e e e e e e e e e e m ... -
4?0 4?0 4e|o
AmcAB ETETEETAETECETENCANAEATCACATTETAATTCATTcCTTCEACTATATTATEATCE 480
AMCAB-fOr = = = = = = = = = s = e s s s e s e m s e m s e s s mm s s s e s s s e m s m s s m s m o m s 21
AMCAB-TEY = = = = = = s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e esesseeseee -
5?0 5%0 54|n
AmcAe HEEcGETTcTATGAEATEEATTTETET T cTTcATERATAT TCABAETTTTEATT TTEATGE 540
AMCAB-fOr = = = = = = m e e e e e e o e o e e e e e e e e e e e s e e e mmmmsmmmeens s 21
AMCAB-TEBY = == = = = @ s @ e s s e s s e e e e e e e e e eae e co e o msam e -
5?‘0 5?0 eolo
AmcAB EETETTTAAETATTTTcTTTAATCARETTTTcARETcERCCETERETCGTGEETNTGGRT 600
AMCAB-fOr = = = = = & @ = & e e e e e e e e e e e e e e e s es e e ee e e s e me e 21
AMCAB-EY =« = s s esssmnanans TENTcHARTTTWcHNATGEMGGE------------------ 23
szo
AmCAB llGllllllllGGIIIIGGIIIGGI 625
AMCAB-fOr = = = = = = = = = e e s e e e e e e m e - -
AmMCAB-rev = = = = = = = o s s s s e e e e e e e 23

Figura 26. ClustalX de AmCAB frente a sus cebadores AmCAB-for y AmCAB-rev.
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1000bp
700bp
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Figura 27. De izquierda a derecha: Ladder; AmCAB; 1 0900 cDNAwt, 2 0900 cDNana, 3
1300 cDNAwt, 4 1300 cDNana, 5 1700 cDNAwt, 6 1700 cDNana, 7 2100 cDNAwt, 8 2100
cDNana, 9 0100 cDNAwt, 10 0100 cDNana, 11 0500 cDNAwt, 12 0500 cDNana, 13 H20, 14
gDNAwt, 15 gDNana, 16 RNA.

4.12.3. Cebadores del gen CONSTANS (CO)

Los cebadores disefiados para el gen CONSTANS (CO) amplifican un tamafio de
603bp en DNA gendémico (figura 28) y también 603bp en cDNA (figura 29). La accesién de

CAB en Antirrhinum majus Genetic and Genomic Database es A]J802160.

1000bp
700bp

400bp

200bp

Figura 28. De izquierda a derecha: Ladder; AmCDF (CICLING DOF FACTOR); AmCO; 1 gDNA
Sippe50, 2 gDNana, 3 gDNanana, 4 gDNA 165E, 5 H:0.
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20 40 eo
I
Amco BEABEATTECATAATETAGGTEAG IIIIIGIGIIllllGllllGlllllllIIIlllGII60
Amco-for MENAAETTECATEATETAGGTEAGER
AMCO-TEY = = = = = & = & = & 2 2 o 2 o e = m s === =cm=c=sc=2c2=52c2=2%2&2=2=2=2=2=252====2=2===2=5=2=25=5=25=2 -

AmCO IIGIIIIIIIGGlGlllIllGlllllllIIIIGIGIIIIGGIGIIIGIGIIGllIlIIIG 120
AMCO-fOr = = = = = = 2@ @ @ s e s e e e e c e et s e e e e e eceee e e e =o==o-
AMCOTEY = = = @ & & e e e h e e e e h e e e i d s m e e e e e e e e e eee e mmem.naa -

AmCO GIGIIIIIIGIIIIIIIIGIIIIGIGIIIIIIIIIIIGIGIIGIIIIIIIGGIGIIIIII 180

AMCO-fOr = = @ = = @ s e cc et i dd e i m e s e e e me e e e s e a e e
AMCO-TEY = = = = = = m s s e e e e m e e e e e e e e e e e e e heemmmssssemsemene e =

AmCO IGIIIIGGIGIIGGIIGIIGIGIGIGIIIlllGllllGlllGlGIGGlGGIGIIIIIIIG 240
AMCO-fOr = = = = = = = c m c e d e d e e e s e s e s e e s s cc e m e s e s se e
AMCO-TeV = = = = = = = = = = = = s s s s m s s s s e s s e s emm s s s mm s .= -

AmCO IIGIGIIGIIIIGGIIIIGIIIIGIIIGIIIIGIGIIIIGIIIGIGIIIIIIGIIIIIGI:mo
AMCO-fOr = = = = = = = s = s m m m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AMCO-TEY = = = = = = = = = = m e s e e e e e e e e e e e e e s e e e -

AmCO GIIIIIGIIIIIGIIIIIIIGGlllllGllllGIGIIIIIIGIGIIGIIGIIIIGGIGGI 360
AMCO-fOr = = = = = = = & s m e e e e h et i e m e e e e d e e e e s e e e
Fa 1[0 = B i T I i -

AmCO IGIGIGIIGIGIIIIIGIIIIIIIIGIGIIGIGIIIIGIIIGIGIIIIIGIIGIGIIIGG 420
AMCO-fOr = = = = = = = s s mm e e e e e e e e e e e e e e e e e m s s smesseeme e
AMCO-TBY = = = = = = e = e e e e e m e e e e e e e e e e e s e s e e ... =

AmCO IGGIIGIGIGIIIIIIGIIIIGIIIGIIIGGIGIIIIGIIIIGGIIGGIIIIIIIGGIIG 480
AMCO-fOr = = = = = = = = = = = = s s = e s e o s e s e h s e m e s s s e s s s e s s e mmmm .
AMCO-TEY = = = = = = = = = m = = s s m s m e s e s s s s m e s e s mmmmsmsmm s mm e -

AmMCO IIIGIIGGllllGGllIlGGIIIIGGIIIGGGGIIIGGIGIIIGG]GGIGIGGIGIIGII 540
AMCO-fOr = = = = = = = = s e e e e e m e e e e e e e e e s s e s s s m e s e e s e e
AMCO-TEY = = = = = = = = = & = & e o e e s e et e se e s s e s s s -

| |
pNivetole] | (el [.{e] [ [e].1 [ [ehulel | [cle] ele] [elel Celehbialel il [elel (elehdehufid | [ehdelelele] ] ilele] 600
AMCO-fOr = = = = = # = e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e s e e e

AMCO-TEY = = === s eamcoacemammeacsaneenemanenanon= GGHAGGTGTTTEAGTGGGGHRATGG 24

AmcO [THG 603
AmCO-for - - - 27
AmCO-rev THG 27

Figura 29. ClustalX de AmCO frente a sus cebadores AmCO-for y AmCO-rev.

4.12.4. Cebadores del gen UBIQUITIN PROTEIN LIGASE (UBI)

El gen UBIQUITIN PROTEIN LIGASE (UBI) se ha utilizado en este estudio como
“housekeeping gene”, en castellano gen constitutivo. Se refiere a que es el gen que se
expresa de manera constitutiva (o sea, que se expresa siempre) en todos los tejidos. Se
trata de los genes encargados del metabolismo basico de la célula involucrados en el buen

funcionamiento celular.
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Los cebadores disefiados para Ubiquitina amplifican para un tamafio de 319bp

tanto en cDNA como en DNA gendmico (figura 30). La accesién de CAB en Antirrhinum

majus Genetic and Genomic Database es A]792039.

20

40
| | |
AmuBl TETGGETTGTTTEGECATGTTERTERARATATTTATGEEGATGGARGTATATGTTTGGAME oo

60

AMUBIAOF = = =m s p = = sm = mem 2 finm = mm = = s mime mmm momm = omm EEcATGGEEGTATATGTITTIG- - - 20
AMUBI-rey = = = = = = @ s c s s st s s s sttt s s st s st s st s s 5
slo 1c|30 1z|0
Amusl ETEETTESABATEACTGCACREREATATATGATGTTCRACETATARTEARATETGTTENG 120
AMUBI-fOr = = = = @ @ @ s s s s e e s e e s e e e eeeeeeeeeeseseesesseeemose=smmoe=n==o== 20
AMUBI-rey = = = = = = @ s s s s s s s s e s st s sttt st s s s sttt s s —
ulto 1e|;0 1s|0
Amusl TEEETcETcTcECAERECANEEREAATTETEETCRANATTETCARCETCETREGCTTATAT 180
AMUBIOr = = = = = = = s s s m e e m e e e e e e m e e s s m s s e m s s s mmmesmemm e m i m s 20
AMUBI-TeY = = = = @ e e e e e e h e e e e e e s e et e e e e e e e s e -
200 220 240
| | |
AmuBl HeTGEGARTAREECHECATTATAREECEARACTTEGGGARGTAGTGGHGEANAGETGCARE 240
AMUBIOr = = = = = s e e e e e e e e e et e e et e e e e e e e s st e et e e s e e 20
AMUBI-T@Y = = = = = = = @ @ s e e s e e e e e e e e s e s s s s e st 2
zalao 2elan 3o|u
Amusl GEEGEETEEEETTccTcTTccTCANTEARARAGCEARETECARCERTAAERTCETANATT 300
AMUBI-fOr = = = = = e e e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e et e e e 20
AMUBI-T@Y = = = = = = = s e e e e e e e m e e e e e e e e e e s 3
320 340 360
| | |
Amusl FeTTTECTAABRETREEACTTATGCTTITECCTRERETCTTGACETTETACGTETTCTANGART 360
F =] (o S i R T 20
BRI sl et a5 o IR 5 SR cHCETTETAGCTRTTCTAACART 23
380 400 420
| | |
AmuBl FeTTEREETCGTATREETGTATATTACGAGTTTTTTATCEATGGTTTGREGTCGGARTTGTART 420
AMUBIOr = = = = s s m e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i i i ieisma s 20
AmUBLeV - = = v e e mmia e m e e e e e e e s e e e e e e e e e e s 25
440 460 480
| | |
AmuBl GHGTGATGARTTARETTGTTTcTANTGTTGATTTcCARRTTGETTRANGTGAATGGEATT <80
AMUBIOr = = = = = e e m e m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e h s iesae e 20
AMUBI-TEY = = = = = @ & @ e e e et e e e e e e et e et ce et s mm st 25
500 520 540

I | |
Amusl FTETGTTcETcGTGTCARTTATARETTTCTTETATCTTTTCETAAANAASNARANANARR 510
AMUBI-IOr = = = = m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeeseeeee. 20
AMUBI-TEY = = = = = = m o m e m e e m e e e e m e s m e m s s s s s s s s s mmssmms e 25

AmuBl HESNENASAENANAGGTE 558
AmUBI-for = = = = = = = e e e e e e 20
AmUBI-rev = = = = == = = = = s s mm e mm - 25

Figura 30. ClustalX de AmUBI frente a sus cebadores AmUBI-for y AmUBI-rev.
4.13. Optimizado y mejora del procedimiento de extraccion de RNA

El proceso de extracciéon de ARN total se lleva a cabo con un kit que incluye el
tratamiento con DNasa. Esto permite evitar la presencia de DNA gendmico, ya que
provocaria un amplificado directo de dianas en cualquier extraccidén. El andlisis preliminar
de la expresion de los genes utilizando cDNA tuvo como resultado un artefacto
consecuencia de la contaminacién de DNA gendmico presente en el RNAm.
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Se detecto6 el artefacto en la PCR a tiempo final que se realiza cada vez que se hace
primera hebra de cDNA (figura 31). En esta figura podemos observar que la amplificaciéon
de cDNA coincide con la de DNA gen6émico. Esto no supondria ningdn problema si el gen
que queremos amplificar o incluso, la regién del gen que queremos amplificar, no contase
con uno o varios intrones ya que el tamafio del amplicén seria el mismo. Esto se pudo
comprobar porque los cebadores para amplificar el gen TOC1 estaban disefiados de tal
forma que amplifican un intrén segun la estructura del clon genémico de Arabidopsis

thaliana. En las figuras 31 y 32 podemos comprobar que los amplicones correspondientes

a AmTOC1 mostraban dos tamafios diferentes.

Figura 31. De izquierda a derecha: Ladder; TOC1; 1 0900wt, 2 0900na, 3 1300wt, 4
1300na, 5 1700wt, 6 1700na, 7 2100wt, 8 2100na, 9 0100wt, 10 0100na, 11 0500wt, 12
0500na, 14 H»0, 16 gDNAwt (silvestre), 18 gDNana.

Una vez detectado el artefacto procedimos a estudiar déonde se habia producido.
Para ello realizamos una PCR a tiempo final tanto con muestras de cDNA de las
extracciones de RNA asi como con RNA (figura 32). En una PCR a tiempo final en la que se
utiliza RNA no debe aparecer ninglin producto amplificado ya que la DNA polimerasa es
especifica del DNA y no del RNA. En nuestro caso pudimos observar que el artefacto

detectado en el estudio previo provenia de las muestras de RNA.
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Figura 32. De izquierda a derecha: Ladder; TOC1; 1 0900wt, 2 0900na, 3 1300wt, 4
1300na, 5 1700wt, 6 1700na, 7 2100wt, 8 2100na, 9 0100wt, 10 0100na, 11 0500wt, 12
0500na, 13 H20, 14 2100 gDNAwt, 15 0500 gDNana, 16 0900 RNAwt, 17 0900 RNana.

La prueba final para confirmar si el artefacto provenia o no del procedimiento de
extraccion de RNA se procedié a realizar una nueva PCR a tiempo final con varias de las

muestras extraidas de RNA (figura 33).

1000bp
700bp

400bp

200bp

Figura 33. De izquierda a derecha: Ladder; TOC1; 1 0900 RNAwt, 2 0900 RNana, 3 1300
RNAwt, 4 1300 RNana, 5 1700 RNAwt, 6 1700 RNana, 7 2100 RNAwt, 8 2100 RNana, 9
0100 RNAwt, 10 0100 RNana, 11 0500 RNAwt, 12 0500 RNana, 14 H,0, 16 gDNAwt, 18

gDNana.

El tamafio esperado en la primera hebra de cDNA es de 234bp (pares de bases
nitrogenadas) y para el gDNA es de 549bp (figuras 31, 32 y 33). Esto se debe que los
cebadores disefiados para TOC1 amplifican un intrén de A. majus. Como consecuencia de
dichos resultados, llegamos a la conclusion de que la DNasa del kit que utilizamos se habia

desnaturalizado debido a los continuos usos que ésta habia tenido por el personal del
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laboratorio. De hecho, modificamos el procedimiento de extracciéon de RNA incluyendo un

tratamiento con DNasa externa.
4.13.1. Tratamiento DNasa

Se realiz6 un tratamiento con DNase [, RNase-free (Thermo Scientific,
http://www.thermoscientifichio.com/dna-and-rna-modifying-enzymes/dnase-i-rnase-
free/). El tratamiento con DNasa se realiz6 tal y como se describia en el protocolo del
fabricante y se introdujo en el protocolo de extraccion de RNA que se usaria para

posteriores trabajos.

Una vez realizado el tratamiento enzimatico se midieron las concentraciones de las
muestras digeridas en NanoDrop resultando una media de 75ng/uL de RNA. De acuerdo
con estos resultados de espectrofotometria se realiz6 una PCR a tiempo final con el

producto de la reaccién descrita anteriormente (figura 34).

1000bp
700bp

400bp
200bp

Figura 34. De izquierda a derecha: Ladder; TOC1; 1 0900 RNAwt, 2 0900 RNana, 3 1300
RNAwt, 4 1300 RNana, 5 1700 RNAwt, 6 1700 RNana, 7 2100 RNAwt, 8 2100 RNana, 9
0100 RNAwt, 10 0100 RNana, 11 0500 RNAwt, 12 0500 RNana, 13 H:0, 14 gDNA

En la figura 34 se puede observar que el RNA est4 totalmente limpio y sélo es el

gDNA el que amplifica para el tamafio de amplicén anteriormente especificado (549bp).

4.13.2. Primera hebra de cDNA

Una vez descontaminado el RNAm con el que se iba a trabajar y una vez realizada
la primera hebra de cDNA se realizé una PCR a tiempo final para comprobar que la
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reaccion habia transcurrido satisfactoriamente. Una vez realizada la electroforesis con los
productos de la PCR a tiempo final deducimos que habia un exceso de EDTA tras la
reaccion DNasa del RNA, lo que habia provocado una quelatacion del magnesio que se usa

en los protocolos de PCRs. Se modificé el protocolo de las PCRs en el que aumentamos la

concentracion de cloruro de magnesio. Obtuvimos el mismo resultado (figura 35).

1000bp
700bp

400bp
200bp

Figura 35. De izquierda a derecha: Ladder; TOC1; 1 0900 cDNAwt, 2 0900 cDNana, 3 1300
cDNAwt, 4 1300 cDNana, 5 1700 cDNAwt, 6 1700 cDNana, 7 2100 cDNAwt, 8 2100
cDNana, 9 0100 cDNAwt, 10 0100 cDNana, 11 0500 cDNAwt, 12 0500 cDNana, 13
gDNAwt, 14 gDNana, 15 H;0.

En la figura 35 podemos observar que los tamafios de AmTOC1 se ven claramente
difusos por lo que decidimos precipitar el RNA y realizar una purificacién con fenol-

cloroformo (descripcion del protocolo en el epigrafe 4.12.3.).

4.13.3. Fin de la contaminacion

Una vez realizada la digestion, precipitacidn y purificacion del RNA procedimos
nuevamente a la realizacidn de la primera hebra de cDNA y a su posterior PCR. Tras estos

pasos obtuvimos unas muestras limpias y descontaminadas.

En la figura 36 podemos observar que efectivamente los tamafios de AmTOC1 se
corresponden con los esperados a partir de la secuencia de cDNA. Se observan también en
dicha figura una serie de manchas borrosas en la parte inferior de la electroforesis que se
corresponden a la formacién de dimeros, ya que la temperatura de fusién de ambos

cebadores y la temperatura de alineamiento es préxima entre ellos.

130930

ETSIA_IA_BIO_MOL0012-13
(PAG/pag) PFC001

Pagina 88



CONFIRMACION DE NANA COMO
UN MUTANTE AFECTADO EN EL RELOJ CIRCADIANO PROYECTO FIN DE CARRERA

Figura 36. De derecha a izquierda: Ladder; AmTOC1; 1 0900 cDNAwt, 2 0900 cDNana, 3
1300 cDNAwt, 4 1300 cDNana, 5 1700 cDNAwt, 6 1700 cDNana, 7 2100 cDNAwt, 8 2100
cDNana, 9 0100 cDNAwt, 10 0100 cDNana, 11 0500 cDNAwt, 12 0500 cDNana, 13 H20, 14
gDNAwt, 15 gDNana, 16 RNA.

4.13.4. Digestion, precipitacion y purificacion de RNA
4.13.4.1. Reactivos

Para llevar a cabo el protocolo de digestion, precipitacién y purificacion del RNA

necesitamos tener preparados antes de empezar los siguientes reactivos:

- Acetato de sodio 3M (3 molar)

- Agua con DEPC (dietilpirocarbonato)
- Cloroformo

- Etanolal 70% y al 100%

- Fenol

El agua con DEPC debe usarse a la hora de lavar el material que va a estar en
contacto con el RNA asi como en la preparaciéon de los reactivos que intervienen en el
protocolo. El dietilpirocarbonato tiene un efecto anti-RNasa y su método de preparacion es

el que acontece:

1. Autoclavar 1L de agua destilada.

2. Poner 1mL en 1L del agua autoclavada.
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3.

4,

Poner en fuerte agitacién durante al menos 12 horas ya que es muy toéxico y de
esta forma se inactiva su potencial peligroso para el ser humano.

Autoclavar dos veces.

4.13.4.2. Protocolo de digestion, precipitacion y purificacion de RNA

oS oW

10.

11.

12.
13.
14.
15.

Partiendo de 90pL de RNA se procede a la digestién del mismo con DNAse I,
RNase-free (Thermo Scientific, http://www.thermoscientificbio.com/dna-and-rna-
modifying-enzymes/dnase-i-rnase-free/).

Después de la desnaturalizacion de la DNasa (dltimo paso del kit DNasa I, RNasa-
free) tenemos en cada eppendorf 110uL. Afiadimos 12pL de acetato de sodio 3M.
Afiadir 250uL de etanol al 100% y dar un vortex.

Centrifugar durante 45 minutos a 11.000 rpm (revoluciones por minuto).

Quitar el sobrenadante con una pipeta pasteur y coleccionar el pellet.

Afiadir 100pL de etanol al 70%, centrifugar durante 10 minutos a 11.000rpm y
volver a coleccionar el pellet.

Afiadir 200uL de agua con DEPC (dietilpirocarbonato).

Afiadir 100puL de fenol y 100uL de cloroformo a cada una de las muestras.

Agitar vigorosamente con un vortex durante 1 minuto aproximadamente.
Centrifugar durante 5 minutos a 11.000rpm y extraer la fase superior en un nuevo
eppendorf.

A este nuevo eppendorf afladimos 20uL de acetato de sodio 3M y 500uL de etanol
al 100% y centrifugamos durante 45 minutos a 11.000rpm.

Extraer el sobrenadante y coleccionar el pellet.

Afiadir 100uL de etanol al 70% y centrifugar durante 10 minutos y 11.000rpm.
Retirar el sobrenadante y coleccionar el pellet.

Resuspender en 100pL de agua con DEPC.
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5. Resultados

Los resultados del andlisis de micromatrices de nana mostraron genes con
expresiones contrastantes con funciones diversas. Pero todos tenian en comun el ser
genes involucrados en el reloj circadiano o ser genes aguas debajo de dicho sistema de
control. Por tanto, con el objeto de verificar si nana era efectivamente un gen involucrado
en el control del ritmo circadiano, llevamos a cabo un estudio de tres genes diferentes. El
gen CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN (CAB), fue identificado como un gen cuya
expresién es circadiana (Piechulla, Kellmann, Pichersky, Schwartz, & Forster, 1991) y se
ha utilizado como marcador en estudios de mutantes relacionados con el reloj. El gen
AmCAB (AJ802243) aparecié como un gen reprimido unas 10 veces sobre los niveles de
silvestre. Otro gen expresion diferencial fue CONSTANS (CO), que es un factor de
transcripcidn tipo B-BOX que actiia aguas abajo del reloj activando floracién (Samach et
al,, 2000). El gen AmCO (AJ802160) se encuentra sobreexpresado unas 4 en nana lo que
podria explicar su floraciéon temprana independiente de fotoperiodo (Tabla 8). El tercer
gen en cuestion fue AmTOC1 (A]J809068), TIMING OF CAB 1 (TOC1), pues tanto si na fuese
alélico como si estuviese afectado en otro de los genes del reloj, deberiamos de encontrar

efectos sobre su expresion (Alabadi et al.,, 2001; Huang, Perez-Garcia, et al,, 2012).
5.1. Estudio del gen de referencia UBIQUITIN PROTEIN LIGASE (UBI)

La ubiquitina (o ubicuitina) es una pequefia proteina reguladora que ha sido
encontrada en la mayoria de los tejidos de los organismos eucariotas. Su funcién es dirigir
el reciclaje de proteinas, pudiendo asociarse a proteinas y marcarlas para su destruccion

(Hershko & Ciechanover, 1998).

Los genes que codifican ubiquitina han sido catalogados como genes constitutivos,
es decir, que se trata de genes que se expresan en todas las células del organismo y
codifican proteinas que son esenciales para su funcionamiento general (tal y como se
especificO en anteriores epigrafes). Es por esto que hemos escogido este gen como

referencia de nuestros estudios.
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Ademas, para cerciorarnos de que el gen UBI se expresa de manera constitutiva y

en la misma concentracion realizamos un estudio con Qbase+® (datos no mostrados). Este

analisis arrojo los resultados esperados en los que los niveles de expresién del gen AmUBI

(AJ792688) se encontraron constantes para cualquier hora del dia.
5.2. Estudio del gen TIMING OF CAB 1 (TOC1)

El gen TIMING OF CAB 1 (TOC1), pertenece a una familia pequefia de genes del tipo
PSEUDO RESPONSE REGULATOR (PRR), que en Arabidopsis tiene cinco miembros, PRR1
(TOC1), PRR3, PRR5, PRR7 y PRR9.Todos ellos forman parte del reloj circadiano (Alabadi et
al, 2001). El gen TOC1 es el responsable del comienzo del bucle de la noche y parece
actuar como un represor de transcripciéon de otros genes del reloj, asi como de genes
estructurales blanco del reloj (Huang, Perez-Garcia, et al, 2012), asi como de genes
estructurales blanco del reloj. Es el caso de CAB, de ahi su nombre. El gen TOC1 es un

elemento central del oscilador (Somers, Webb, Pearson, & Kay, 1998).
5.2.1. Estructuray filogenia del gen AmTOC1

En este apartado presentamos los resultados obtenidos a partir del estudio de la
estructura y filogenia del gen TOC1 para Antirrhinum majus en comparaciéon con diversos
genes ortologos que componen la familia de TIMING OF CAB 1 en plantas (figuras 37 y 38).
La realizacion de ClustalX con secuencias proteicas reside en conseguir apilamientos mas
homogéneos, en el caso de que sea posible. Como todos sabemos, el c6digo genético esta
degenerado por lo que varias triadas de nucleétidos podrian dar como producto un mismo
aminoacido. Por este motivo, y para eliminar diferencias evolutivas de genes con
productos similares (entiéndase proteinas), trabajamos con apilamientos de secuencias

proteicas con ClustalX.

En el estudio de nuestro gen diana frente a su ortélogo en Arabidopsis thaliana
TOC1 y el resto de paralogos que conforman la familia PRR hemos encontrado parecidos
estructurales significativos (figura 37). Dichos paralogos pertenecen a una familia de
genes denominados PSEUDO RESPONSE REGULATOR 'y fueron descritos como integrantes
del reloj circadiano de A. thaliana (Nakamichi et al., 2009; Takata et al., 2010). Asi, AtTOC1,
AtPRR3, AtPRR5, AtPRR7 y AtPRR9 son paralogos entre siy ortélogos, a su vez, de AmTOC1.

Cifiéndonos al apilamiento, se puede observar que la homologia entre las proteinas

tanto de Antirrhinum como de Arabidopsis es alta debido al grado de conservacién de las

130930

ETSIA_IA_BIO_MOL0012-13
(PAG/pag) PFC001

Pagina 92



CONFIRMACION DE NANA COMO
UN MUTANTE AFECTADO EN EL RELOJ CIRCADIANO PROYECTO FIN DE CARRERA

secuencias de aminodcidos transcritos. De la misma forma, podemos notar que la proteina
codificada por el EST que tenemos parece estar completa en la zona 5 al coincidir la
metionina con la de AtTOC1. Por otro lado, carecemos de la zona 3’, lo que indica la
necesidad de clonar dicho fragmento por RACE o llevando a cabo un experimento de
transcriptémica de Next-Generation Sequencing que permita desarrollar herramientas

exhaustivas de trabajo.

AmTOC1
ALTOC1
AtPRR3
AtPRR5
AtPRR7
AtPRRS

AmTOC1
AtTOC1
AtPRR3 CS
AtPRR5
AtPRR7
AtPRRY

el B 111
ATOC1
AtPRR3
AtPRR5 l lllulluillllmslAPlslPIleleaalA

APRR7 SSHESMUEVEKCESNGANBEEVKPERENEERNEWQHUWRRCHSVRVENWEPVMEQKEECHE 205
AtPRRe SsaBsHEVUEKcVERGAABNENKPVRENEEENEWCHVWRRETERBBP TAHAQSEPASQGHN 178

3%0 3?0 36|0
L 1 111
AtTOC1 STNPOQRGNESHOQENEWSUATAPUMHARBGGEGABGTA 220
APRR3 - - - - - - E . KPESTQGSEND GSSGGHSNQE - - 236
APRR5 B l QVEcCAKSQENET 360
AtPRR7 _ SGSSGGHESNQH - - 263
AtPRRY ” e e Sy 213

3?0 4?0 42|0
e R T R N 111
attoct TSSEANTANEPPEBHEAGSHHEPVERNSNPAQESSAPKKSRERNGESSAEETRURS THER 280
MBEBRT @ & € craimre & & hsiand o & Shsitid & & SRS & & mrlbid & 0 Sk § & RieTe S § eWeTeNE § § &EieE & & s 236
L I REEAN 365
MMPRR7 = = s cmsssacecseeacenonsnascenassesnsanonacaacasnasscascosssseaseasss==s 263
F s B T I I L 213

Figura 37. ClustalX de TIMING OF CAB1. Am, Antirrhinum majus y; At, Arabidopsis thaliana.
PRR3, PRR5, PRR7 y PRR9 forman, junto con TOC1, el grupo multigénico PRR en el genoma
de Arabidopsis.

Como apilamiento alternativo, hemos escogido una serie de proteinas cuyas
secuencias presentan una mayor homologia con AmTOC1 que las mostradas

anteriormente por los de Arabidopsis (figura 38). En este nuevo apilamiento podemos
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observar que efectivamente la metionina conservada en todos los ORFs se encuentra
presente en nuestro clon. Sin embargo, corroboramos el alto grado de homologia que
existe entre los diversos paralogos para los cuales se les grafica el producto proteico. Esto

nos hace concluir que efectivamente el clon manejado es el correspondiente a AmTOC1.

20 40 60

1 I y |
PITOC! =« eww== VMEESGNGEsSNcGGGAGHGEVBRSKURNEECBNBAKSSQEVETEEERCcSHQMTSH 54
wToC1 - - - -MEMARNENGcSGGSNSKSSBSE EEcBNBTEsSBENETEEcGcsHalTsH 56
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Figura 38. ClustalX de diversas ortologas a TIMING OF CAB1. Pt, Populus trichocarpa; Vv,
Vitis vinifera; Fv, Fragaria vesca; Na, Nicotiana attenuata; Mc, Mesembryanthemum

crystallinum y; Am, Antirrhinum majus.

Para conocer el grado de divergencia entre AmTOC1 y sus diversos paralogos
optamos por realizar un estudio filogenético mediante la inclusién de diversos genes TOC1
en un arbol filogenético (figura 39). En dicho arbol podemos observar clados muy
diferenciados correspondientes a genes cuya secuencia se encuentra en un grado de

conservacion muy parecido. No obstante, fijAndonos en Antirrhinum vemos como en su
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mismo clado se encuentra Jatropha curcas, especie cuyo gen paralogo para CAB se situaba
en el mismo clado filogenético que AmCAB. Fuera del mismo clado, nuevos paralogos como
Thlaspi arvense (carraspique, Brassicaceae) o Chrysanthemum seticuspe (crisantemo,
Asteraceae) y, a mayor distancia Solanum lycopersicum (tomate, Solanaceae) o Nicotiana
attenuata (tabaco silvestre, Solanaceae) presentan también altos grados de homologia,
reforzando la hipétesis de que nuestro gen es ortélogo del clado correspondiente a TO(C1

de esta familia multigénica.

Populus trichocarpa
545 Brassica rapa

917 Arabidopsis thaliana

1000 Camelina sativa

i Arabidopsis lyrata

1000 Antirrhinum majus
464 1000|—-{: Jatropha curcas
_ Thlaspi arvense
Chrysanthemum seticuspe

r— Solanum lycopersicum
505L——— Nicotiana attenuata

99_9: Phaseolus vulgaris
2 Glycine max
898 Cucumis sativus

731 Castanea sativa
962 Mesembryanthemum crystallinum
730 =37 Fragaria vesca
Cicer arietinum
Ricinus communis
Vitis vinifera

539

Figura 39. Arbol filogenético del gen TIMING OF CAB 1. El 4rbol filogenético se ha llevado a
cabo con CLC Sequence Viewer® utilizando el método Neighbor-joining. En los nodos

aparecen los valores de Bootstrap (valores calculados a partir de 1.000 repeticiones).
5.2.2. Control de AmTOCI1 en el reloj circadiano

Se ha asociado a TIMING OF CAB 1 en Arabidopsis thaliana como un gen clave en el
modelo del oscilador y numerosos son los estudios que se han llevado a cabo sobre su
funcién e implicacién el reloj circadiano. Con el estudio que se presenta a continuacion
tratamos de dar a conocer el comportamiento de TOCI en Antirrhinum majus para dos

genotipos diferentes, el silvestre y el mutante nana.

Para la determinaciéon y asignacion de un ciclo circadiano al gen AmTOC1
estudiamos el grado de expresion en la planta para diferentes horas del dia. Una vez
realizadas las extracciones de RNAm y su posterior transcripcién inversa para trabajar con

secuencias de DNA procedimos a realizar una PCR cuantitativa que nos proporcionaria los
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7

datos necesarios para estimar, en condiciones de laboratorio, cual seria su

comportamiento.

Una vez recolectados los datos del software MxPro® y traducidos a valores de
“Eficiencia de amplificacién” y “Ct” por parte del software R® bifurcamos nuestro estudio
para obtener mas enfoques del mismo resultado. La primera via que escogemos es la de
normalizar los datos obtenidos de R® con el software Qbase+® (Vandesompele et al., 2002)
para su posterior analisis con XLfit®, un paquete informatico para Excel® especialmente
disefiado para el ajuste de curvas a series de datos. La segunda via de estudio consiste en
trabajar los datos obtenidos a partir de R® con el software Rest® una herramienta
informatica para el andlisis estadistico sobre la expresion relativa de la concentracién de
nuestro gen diana para una determinada hora del dia con respecto a la expresiéon del
mismo gen a una hora diferente del dia (Pfaffl et al., 2002). Con este software hemos
determinado si uno o varios puntos del ciclo circadiano son significativamente diferentes
tanto por sobreexpresién como por infraexpresion con respecto a los demas valores que

componen la funcién circadiana.

5.2.2.1. AmTOCI1, genotipo silvestre

Siguiendo las pautas establecidas en el anterior estudio del gen AmCAB hemos
llevado a cabo la representacion grafica de los datos referentes a concentraciones de
RNAm de AmTOC1 normalizados frente al gen de referencia AmUBI. Los datos han sido
normalizados utilizando scripts estadisticos de R® y herramientas matematicas de

Qbase+® para luego ser graficados con Excel® y XLfit®(figura 40).

Observando los datos representados en la figura 40 apreciamos que el
comportamiento de AmTOC1 sigue un patrén determinado para diferentes réplicas
biol6gicas. De esta forma, tenemos maximos de expresiéon durante el periodo nocturno (0
a 8 horas en las que llega a ser de 30 veces la expresién de AmUBI) y una caida bastante
pronunciada en cuanto sale el sol (valores medios en torno a -10 veces la expresién
normal de AmUBI), lo que nos da una primera idea acerca de la contundencia con que el
reloj sobreexpresa o reprime sus productos génicos. A finales del dia vemos unos
pequefios picos de expresion que podrian corroborar la hipétesis de que TOC1 forme parte
del reloj central también de Antirrhinum, hecho que discutiremos mas adelante. Cabe
destacar la gran oscilaciéon en lo referente a la concentracion de RNAm de AmTOC1

durante las diferentes horas del dia.
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Figura 40. Representacion grafica de la expresion absoluta del gen TIMING OF CAB 1
(TOC1) para el genotipo silvestre Antirrhinum majus Nana en los que se han tenido en
cuenta 3 individuos con dos repeticiones técnicas para cada una (formas redondeadas). La
parte sombreada indica el periodo nocturno (0 a 8 horas) mientras que la no sombreada
indica el periodo diurno (8 a 24 horas). Ademas, se presenta una funcién de tendencia de

la serie de datos ajustada a un modelo sinusoidal (linea roja).

En el analisis realizado con XLfit® hemos obtenido la funcién mas representativa
del gen AmTOC1 en silvestre. La bondad r2 del ajuste de la funcién con respecto a los datos
obtenidos es de 0.50. Un valor de mesor de 1.82, una amplitud A de 9.03, un periodo T
estimado de 24 horas y, una fase ¢ de -0.57 horas definen los parametros de la funcién

(ecuacion 4, figura 40).

y = 1.82 + 9.03 sin(0.26x — 0.57) (4)

Observando la funcién modelo propuesta para describir el funcionamiento
circadiano de AmTOC1 debemos hacer especial hincapié en la gran amplitud de oscilacion

con respecto a AmUBI (+9.03 veces, o lo que es lo mismo, una sobre e infraexpresion del
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903%). La transcripcion del gen comienza por la tarde-noche para dar su maxima

concentracion de expresion al final del periodo nocturno (o primera hora de la mafiana).

Del analisis llevado a cabo mediante el software Rest® hemos obtenido unos
resultados que requieren nuestra atencion apreciar. La sobreexpresion que apreciamos
(figura 40) a las 8 horas ha sido calificada como diferencia significativa (valor p < 0.05)
mediante el analisis estadistico realizado en todas sus variantes, es decir, comparando
contra cualquier punto de la curva. Por otra parte, los valores correspondientes con las 12
y 16 horas arrojaron diferencias significativas en relacién a la infraexpresién que

muestran frente a los demas valores que tenemos para diferentes horas.

Los resultados obtenidos por las diferentes metodologias escogidas para el analisis
de los datos referentes a la expresion de RNAm de AmTOC1 en silvestre nos han
proporcionado un dnico enfoque para describir el comportamiento de este gen y su
implicacién en el reloj circadiano. Dichas metodologias, fundamentadas en el analisis
bioinformatico, han corroborado las primeras incertidumbres que teniamos sobre el
comportamiento circadiano de este gen en Antirrhinum majus y, a su vez, hemos logrado

que sean coherentes entre si diversos enfoques de manejar los datos obtenidos.
5.2.2.2. AmTOCI1, genotipo mutante

El analisis de la expresion de AmTOC1 y su implicacion en el reloj circadiano de
Antirrhinum majus Nana nos lleva al principal objetivo de nuestro proyecto, determinar si
el mutante nana esta realmente afectado en el reloj circadiano. Para ello hemos graficado,
nuevamente, los datos obtenidos a partir de las herramientas informaticas ya citadas
referentes a la expresion de AmTOC1 en na a lo largo de un periodo de 24 horas (figura
41). En este caso, podemos observar como el comportamiento de TOCI no se asemeja, en

principio, a ningln patrén circadiano establecido.

En la figura 41 apreciamos que existen réplicas bioldgicas cuyos méaximos y
minimos de expresion coinciden en las mismas horas del dia creando una nube de puntos
difusa y dificil de observar en ella algin patrén de ritmicidad. El rango de datos nos lleva a
tener sobreexpresiones del 600% e infraexpresiones del -900%, incluso, en determinados
puntos del dia como las 16 horas tenemos puntos situados con una sobreexpresion de 5

veces y una infraexpresion de 9 veces con respecto a AmUBI.
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Figura 41. Representacion grafica de la expresion absoluta del gen TIMING OF CAB 1
(TOC1) para el genotipo mutante Antirrhinum majus nana en los que se han tenido en
cuenta 3 individuos con dos repeticiones técnicas para cada una (formas redondeadas). La
parte sombreada indica el periodo nocturno (0 a 8 horas) mientras que la no sombreada
indica el periodo diurno (8 a 24 horas). Ademas, se presenta una funcién de tendencia de

la serie de datos ajustada a un modelo sinusoidal (linea roja).

No obstante, no se trata de un asunto banal el intento de asignar una funcién de
comportamiento a la nube de puntos de AmTOCI1 (figura 41) ya que muchas veces un
analisis estadistico nos revela datos que a simple vista no somos capaces de apreciar. Por
esta razon y, para asegurar que nuestro clon es aciclico calculamos la funcién sinusoidal
que mejor se ajusta a AmTOC1. Dicha funcién arroj6é una bondad r2 del ajuste de 0.11. Del
analisis realizado con XLfit® hemos obtenido la funcién mas representativa con un valor
de mesor de 0.16, una amplitud A4 de 2.27, un periodo 7 estimado de 8-9 horas y, una fase

¢ de 2.67 horas (ecuacion 5, figura 41).

y =0.16 + 2.67sin(0.67x + 2.27) (5)
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En el analisis realizado con Rest® qued6 patente la arritmia de nuestro clon ya que,

por ejemplo, para las 4 horas de la noche tenemos diferencias significativas referentes a

sobreexpresion e infraexpresion.

La observacion de los datos expuestos en la figura 41, la funcién de ajuste y los
resultados obtenidos de Rest® dejan en especial evidencia la posibilidad de que se trate de
un comportamiento inadecuado en el sistema interno de Antirrhinum majus nana ya que la

expresion del gen TOC1 parece seguir un comportamiento aciclico.

5.3. Estudio del gen marcador CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN
(CAB)

Dependiendo de cémo reciban la luz, se ha dividido tradicionalmente a los
organismos eucarioticos fotosintéticos en tres grupos principales. Los Clordfitos (algas
verdes y plantas superiores) tienen antenas receptoras de clorofila a/b, los Cromdfitos
tienen antenas receptoras de clorofila a/c, y los Roddfitos (algas rojas) solamente tienen

receptores de clorofila a.

La funcién principal de los complejos de absorciéon fotosintética (LHC en lo
sucesivo) es la absorcién de luz y transferir la energia de excitacién a los centros de
reaccion fotoquimica (Heddad & Adamska, 2000). Durante la fotosintesis, la energia de la
luz es capturada por pigmentos en las proteinas de los LHC y son transferidos
posteriormente (como ya se ha citado) a los centros de reaccidn ubicados en los tilacoides
de las membranas de las “plantas verdes”. Estos complejos (LHC) estdn asociados a los
fotosistemas 1 y I (PSI y PSII en lo sucesivo). La mayoria de los LHC pertenecen al PSI],
unos pocos al PSI y menos numerosos son los que pertenecen a ambos fotosistemas

(Ganeteg, Strand, Gustafsson, & Jansson, 2001).

5.3.1. Estructuray filogenia del gen AmCAB

La familia CAB en Arabidopsis thaliana contiene al menos 30 miembros, asociados
a PSIy PSIL. Con el objeto de identificar si el gen de Antirrhinum majus se corresponde con
el de Arabidopsis thaliana llevamos a cabo un apilamiento con ClustalX entre varias
proteinas LHC (figura 42). Comparamos con A. thaliana debido a que la anotacién del
genoma de Arabidopsis se considera el estandar de oro para los estudios que se lleven a

cabo en plantas.
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|

120
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AtCAB1
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AmMCAB

140 160 180
| |
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200 220 240

| I |
AtcAB1 GPHEGEAEBEENPGGSEBPEGEATEPEAFEAEERVKEEENGREAVESVEGEENQANNTGEGP 240
AtCAB2 GPEGEAEBEENPGGSEBPEGEATHBPEAEAEERVKEERNGREAMESVEGEEYQANNMTGEGP 240
AtCAB3 GPEGEAEBEENPGGSEBPEGEATEPEAEAERKVKEERKNGREAMESMEGEENMQANNMTGKGP 240
AmCAB PAMKGGGNENBPEGSVBRKS EEEVENRNNCETESEaBBlNasIREEEEWWIVEVES - - - - 121

260

|
AtcAB1 HENBABHEABPUNNNAWAEATNEMPGE 267
AtCAB2 ==NlA|g|A|PlNNNAlAlAmllpG| 267

N
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AMCAB: = = wiw = wim womie wims = wim = st = wie wmi wim 121

Figura 42. ClustalX de varias proteinas CAB. Am, Antirrhinum majus y; At, Arabidopsis

thaliana.

Segun la figura 42 podemos observar que la proteina AmCAB se encuentra
bastante diferenciada de sus posibles homoélogas en Arabidopsis. Esto se puede deber a la
gran variedad de genes receptores de actividad fotosintética que existen en la naturaleza

(solamente en A. thaliana hay 30 diferentes).

Por otra parte, si no tuviésemos estudios alternativos podriamos estar hablando de
que el clon que tenemos para A. majus no corresponde a CAB, por lo que recurrimos a los
estudios realizados con micromatrices (tabla 8) y comprobamos nuevamente la accesion
de nuestro clon en “The Antirrhinum majus genetic and genomic database”. De todas
formas, volvimos a optar por realizar un nuevo alineamiento de la proteina AmCAB con
respecto a otras especies conocidas (figura 43). Con este apilamiento podemos confirmar
que nuestro gen se trata definitivamente del CAB de Antirrhinum majus debido al grado de

homologia que presentan las proteinas comparadas.
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2[0 4|0 6[0
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FVCAB 112
AmcaS KKSWilP AMKGGONENBPEGSWBRKSEEEWERRNNCETESEQDDNNQS I REEREWWEURMK 120
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| | |
vicAB BGHENGQAWSGUPWEEAGABPNANAPESEGSEEGTQENEVGWEESKRWUBEENPBSQSHE 173
emcAB1 MGEENGcaAWSGUMPWEEAGABPNANAPESEGSERGTQEEEVMGWEESKRWUBEENPBSQSNE 173
NtCAB EGHENMGQAWSGHIPWEEAGABPGANAPESEGSEEGTOEEEMGWEESKRWUBEENPESQSHE 172
FVCAB lslllGnAlselPIIoAGAlPsAlAPIsIGslle‘mlllme'llsllllllluPlsnsll 172

Nl e g g R N el e e e e e e S 121

113
113

VrCAB IATPIslTAlNIANATGIaGlPGGllIlPlGIAGTIllGIllPlTlllIllllAllllAl 233
GmCAB1 WATPWSKTAENEGNSTGEQGEPGGKEEBPEGEAGANKBGUENPBABK EAEBKHAR 233
NtCAB WATPWSKTAENEANETGEQGEPGGKEEBPESEAGTEQBGUENPBTER VWAENKHAR 232
FvCAB WATPWSKTAENESNETGEQGNPGGKERBPEGEAGTIKBECUNNPETEKEEREQEAENKHSR 232

KAGAE & wrers wmin weone sveie oo $reiw 6 6 6 5 w0 w W50 RN Y @S @ WD 8 IR N WU 6 RS 6 I § W & RIRE 121

vricaB HAMBAVENEREEAGQGETPEGARGHE 258
GmcAB1 MAMEAMENENEEAGQGKTPEGAEGHE 258
NtcAB EAMBAMENEXEEAGQGKTPEGANGHE 257
FvcAB BAMEAMENENEEAGQGKTPEGAEGHE 257

AMCAB =~ - s s v e ce e s s e m e 121

Figura 43. ClustalX de varias proteinas producto de CAB de varias especies. Vr, Vigna
radiata; Gm, Glycine max; Nt, Nicotiana tabacum; Fv, Fragaria vesca; Am, Antirrhinum

majus.

Llevamos a cabo un segundo filogenético recolectando una serie de ortologos de
LHC y realizamos un arbol filogenético para, de esta forma, corroborar las primeras

impresiones deducidas tras observar los resultados del ClustalX (figura 44).
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Anathallis graveolens

818 Nicotiana tabacum
417 Lycopersicon esculentum

263 Solanum nigrum
379 { Petunia hybrida

802 Solanum lycopersicum
Gardenia jasminoides
ggg: Tagetes erecta
Artemisia annua

— 998 Fragaria vesca
245 994 Vigna radiata
591 Anthirrinum majus
Glycine max
Solanum tuberosum
Hevea brasiliensis
Fagus sylvatica
969 Chrysanthemum japonicum
445 780 652 Jatropha curcas
515 Arabidopsis thaliana
Ankistrodesmus convolutus
Hyacinthus orientalis
Euphorbia esula

1000 Pisum sativum
653 Spinacia oleracea
534 Ricinus communis
Panax ginseng
755 Mesembryanthemum crystallinum
Fagus crenata

420 277
329

175

288

530

Figura 44. Arbol filogenético del gen CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN. El arbol
filogenético se ha llevado a cabo con CLC Sequence Viewer® utilizando el método
Neighbor-joining. En los nodos aparecen los valores de Bootstrap (valores calculados a

partir de 1.000 repeticiones).

Podemos comprobar visualizando la figura 44 que el gen de Antirrhinum majus se
encuentra dentro de un clado que incluye Fragaria vesca (fresa salvaje; familia Rosaceae),
Vigna radiata (poroto chino; familia Fabaceae), Glycine max (soja, Fabaceae) y algunas
plantas méas alejadas filogenéticamente como Hevea brasiliensis (4rbol del caucho,
Euphorbiaceae). El clado de mayor cercania incluye a especies como Arabidopsis thaliana
(especie de crucifera, Brassicaceae) o Jatropha curcas (jatrofa, Euphorbiaceae). Fuera del
mismo se encuentran ya en otras ramas genes de Pisum sativum (guisante, Fabaceae) lo
que indica que las diferencias observadas se corresponden con diferentes paralogos de la
familia multigénica de CAB. Podemos concluir, por tanto, que el gen AmCAB que hemos

utilizado es uno de los paralogos de esta familia multigénica.
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5.3.2. Control de AmCAB por el reloj circadiano

En este estudio presentamos los resultados obtenidos de analizar la expresion
circadiana de CAB tanto en el genotipo mutante como en el silvestre. Este gen es
comunmente utilizado como marcador aguas abajo del reloj circadiano y nos da una visién
externa de lo que podria estar ocurriendo dentro del reloj (Millar & Kay, 1996; Somers et

al,, 1998).
5.3.2.1. AmCAB, genotipo silvestre

En el primer andlisis trabajamos con el genotipo silvestre de AmCAB. Asi, tenemos
en la figura 45 los datos referentes a las concentraciones de RNAm de AmCAB en silvestre
para diferentes horas del dia normalizados frente a la expresiéon de AmUBI. Para poder
explicar de forma clara lo que esta pasando hemos calculado una funcién sinusoidal que
describe el comportamiento circadiano de este clon, cuya estructura ya comentamos en

apartados anteriores.

Observando la funcién adoptada para el ajuste de AmCAB apreciamos que el
maximo de expresidn se produce por la noche justo antes de la salida del sol (8 horas) con
una sobreexpresion del 400% sobre el gen de referencia y durante el dia disminuye
paulatinamente su expresién (valores situados entre -200 y -400%) para volver, esta vez a
finales de la tarde, a reactivar la transcripcion del locus CAB y a la traduccién de proteinas
CAB para comenzar un nuevo ciclo (en torno a una sobreexpresion de 150%). Este
comportamiento nos muestra una primera implicacién de CAB con los relojes de la noche

y de la mafiana (figura 45).
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Figura 45. Representacion grafica de la expresion absoluta del gen CHLOROPHYLL A/B
BINDING PROTEIN (CAB) para el genotipo silvestre Antirrhinum majus Nana en los que se
han tenido en cuenta 3 individuos (réplicas bioldgicas en lo sucesivo) con dos repeticiones
técnicas para cada una (formas redondeadas). La parte sombreada indica el periodo
nocturno (0 a 8 horas) mientras que la no sombreada indica el periodo diurno (8 a 24
horas). Ademas, se presenta una funcién de tendencia de la serie de datos ajustada a un

modelo sinusoidal (linea roja).

En el analisis realizado con XLfit® hemos obtenido la funcién mas representativa
del gen AmCAB con una bondad r? de 0.45. Con un valor de mesor de -0.27, una amplitud
A de 1.76, un periodo 7 estimado de 24 horas y, una fase ¢ de 1.03 horas (ecuacién 6,

figura 45).

y = —0.27 + 1.76 sin(0.25x + 1.03) (6)

De la funcién matematica propuesta podemos extraer diversos datos. La amplitud
de la curva (1.76) se refiere a los niveles de oscilacién de AmCAB con respecto a AmUBI.
Asi, en el maximo de expresién tenemos una sobreexpresion de nuestro clon frente al de

UBI de un 176% mientras que en el minimo tenemos una infraexpresion, del mismo modo,
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del 176%, esto quiere decir, frente a una expresion determinada como constante durante

todas las horas del dia y en cualquier tejido (AmUBI como gen constitutivo).

Del analisis de expresion relativa obtenido mediante el software Rest® hemos
observado que existen significancias relativas (valor p < 0.05) para poder afirmar que
tanto los valores de expresion de AmCAB entre las 8 horas y las 20 horas se encuentran
significativamente bajos con respecto al maximo y, a su vez, los valores comprendidos
entre las 0 y las 8 horas se encuentran sobreexpresados hasta encontrar un maximo con
resultado significativamente diferente del resto en torno a las horas centrales de periodo
nocturno (4 horas). Coincidiendo asi con el modelo propuesto en la figura 45 a raiz de

datos normalizados por Qbase+® para el comportamiento circadiano del gen AmCAB.

Observando el modelo matematico propuesto para el comportamiento de AmCAR
vemos que los resultados obtenidos a raiz de Rest®, Qbase+® son coherentes con este
ultimo método de andlisis (XLfit®). Por tanto, podemos afirmar que AmCARB se cifie a una
funcién sinusoidal (ecuacién 4) en los que tenemos dos picos cuya expresién es
significativamente diferente del resto, un minimo que se sitia durante el periodo diurno y

un maximo durante el periodo nocturno.

5.3.2.2. AmCAB, genotipo mutante

En este segundo andlisis trabajamos con AmCAB en na (figura 46). Para este caso
no tenemos bibliografia a la que podamos comparar nuestros datos, ya que es un estudio

novedoso.

Los datos de las tres réplicas biolégicas aparecen en la figura 46 como una nube de
puntos cuyo rango de variaciones de sobreexpresion e infraexpresion de AmCAB frente a
AmUBI se sitta en valores definidos entre 400 y -800% (datos minimos no mostrados en el
grafico debido a su gran dispersién). Estos resultados coinciden con los del andlisis de

micromatrices en los que se establecié que AmCAB se encontraba reprimido en na frente al

silvestre.
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Figura 46. Representacion grafica de la expresion absoluta del gen CHLOROPHYLL A/B
BINDING PROTEIN (CAB) para el genotipo mutante Antirrhinum majus nana en los que se
han tenido en cuenta 3 individuos con dos repeticiones técnicas para cada una (formas
redondeadas). La parte sombreada indica el periodo nocturno (0 a 8 horas) mientras que
la no sombreada indica el periodo diurno (8 a 24 horas). Ademas, se presenta una funcién

de tendencia de la serie de datos ajustada a un modelo sinusoidal (linea roja).

Ademas, observando la tendencia de los datos apreciamos que no se sigue un
patron de expresion circadiano determinado, no obstante, se realizaron analisis

matematicos para corroborar nuestras primeras impresiones.

Atendiendo a la funcién que intenta explicar el comportamiento de nuestro clon en
el genotipo mutante cabe mencionar que la bondad r2 del ajuste es de 0.12. Debido a esta
variacion en los datos obtenidos nos ha sido imposible asignar una funcién que explique el
comportamiento del clon AmCAB con la certidumbre necesaria. No obstante, del analisis
realizado con XLfit® hemos obtenido la funcién mas representativa del gen AmCAB con un
valor de mesor de -0.33, una amplitud A de 1.56, un periodo 7 estimado de 12 horas y, una

fase ¢ de -0.4 horas (ecuacion 7, figura 46).
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y = —0.33 + 1.56 sin(0.48x — 0.4) (7)

Los resultados obtenidos en Rest® arrojan diferencias significativas para las
diferentes réplicas bioldgicas. Dichas significancias se sitllan en diferentes horas del dia y
en puntos diferentes, es decir, para la misma hora del dia podemos tener significancias
relativas a sobreexpresion, infraexpresion o no variaciéon. Estos resultados nos ofrecen la
certeza suficiente para que, con el andlisis anterior (figura 46) podamos afirmar que

AmCAB en na es aciclico.
5.4. Estudio del gen CONSTANS (CO)

El gen CONSTANS pertenece a una familia de genes que tiene mas de 10 miembros
en Arabidopsis thaliana y Oryza sativa (Griffiths, Dunford, Coupland, & Laurie, 2003). De
todos ellos el Unico cuya funcién genética se ha estudiado con detalle es CO. Cumple una
funcién de activacion del gen FLOWERING TIME (FT) en plantas provocando la floracién
(Samach et al.,, 2000).

La familia de proteinas B-BOX representan un subgrupo de las proteinas ZINC
FINGER que contienen uno o mas dominios B-BOX con estructuras terciarias
especializadas que se encuentran estables mediante la unién a iones de zinc. Estos
dominios estan involucrados en las interacciones a nivel de proteina y ain no es muy
conocida cudl es su comportamiento a nivel bioquimico (Khanna et al.,, 2009). CONSTANS
(CO) fue la primera proteina en ser identificada como B-BOX en Arabidopsis (Putterill,
Robson, Lee, Simon, & Coupland, 1995). Ademas de CO, se ha publicado que otras 16
proteinas denominadas sido CO-Like (COL) poseen uno o dos dominios B-BOX en la zona
N-terminal (Strayer, 2000) y un dominio CCT (CO, COL, TOC1) en la zona C-terminal
(Ledger, Strayer, Ashton, Kay, & Putterill, 2001).

5.4.1. Estructuray filogenia del gen AmCO

Con el objeto de identificar si el gen AmCO se corresponde con el de A. thaliana

llevamos a cabo un apilamiento con ClustalX entre AmCO y AtCO (figura 47).
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Figura 47. ClustalX de CONSTANS. Am, Antirrhinum majus y; At, Arabidopsis thaliana. BBX,
proteinas B-BOX denominadas también como COL; COL, CONSTANS-LIKE denominadas

también como proteinas B-BOX.

Observamos que el grado de homologia de nuestra proteina con sus ortélogas es
alto y resaltamos que el clon de que disponemos se corresponde con la zona 5° (N-

terminal) de la proteina debido a que coincide con las metioninas del resto.

Para comprobar si nuestro clon realmente carecia de la zona 3’ (C-terminal)
realizamos un ClustalX con varias ort6logas (figura 48).
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MBRPKPQSKERVPCBECSEQNAVENCRABSAKECEECBQHYHSANEESREHMRSQUEICBNC 60
miisPKsGcGEEGcNPcBEcsBarPAlllNcRABSAKECEEcBaHMHS ANBESREHNERSlicBNC 60

ENRREE¥PAMUAACBECSBRAAVENCRABTAKECEECBQHUHSANAESHKHERSQlCBNC 60

80 100 120
|

| |
STEPMSNRCATBNENECQECBWBAHGSCSUSSAHBRNP -VEGESGCPSANEEASAWGEBE 119
skcPlMTURcGTENENECcQECBWBAHGSCSUSASHBRTP -UEGESGCPSARERASEIWGEBE 119
SSEANSVRCSTONEVECQECBWBAHGSCSUTAAHBRTP - BEGESGCPSABEEASEEGEDBE 119
AAAPAANRCUTBNENECTBCBEBAHGGCANSHSHBRCcPAMEGESGCPSHEBEASAWGHEN 120

140 160 180
|

|
EEEEPEAEKSWNGCHOBEMMPAMESWENKESSEQEMM - - - - - - - - - - - - - UPNECETCEET 165
EDENEBEsSErPEsiBBviEvallErscsWlENKEsscHaBElNMPNBEGHIEGNMSEGGEMEMGS 179
QBKNEPARPBPQEQNWEMGEPSHBPSWNGEGMaBEvEPaNcUBETGBVERAQNSGGISG 179
GGEEKKKKKEMTEAENMDSEMEQWGNGX - - - - - - - - - - - s o m e e e e e e o 147

200 220 240

| |
MEKQSHGSGKCKQNNEKQEUEEVKRDEVAGE - - - - - - - - - - - - - - MABGGRGAGENENPN 211
KRKQsPsccKBKaUWUNKQEVERRKRNEVSABGGGESGGNENPETPIKSGWAGBNNAEGGH 239
KaKQ- - - -GllcKoEEEEEKRBEGGGRGGGGSGSENEMPGTQTRNGWQEENGKGNGBUEGHE 235

------------------------------------------------------------ 147

I |
NMEAKGSGEARGEENQrPararPaTQTPETSEEVMATRESERTNBGGBUEWNGNPNNQTPQW 271
EGNGNHGGUNUNPQQQENGETSEETVP SQVBEKSHARGEES TEBHEMWENNASARGTQW 299
ASHIBURNENGGNGGUNAARAASEETHEGQQTPESTMEMMPEENRBEGBVEWBSNPHGQTQEW 295
------------------------------------------------------------ 147

| |
BENEGRERGHEECSQEEBVGHGGSBAGEMIENEGEEVEETSESNARMEGEMCHINETP PG 331
BENEGQERTHBESBQEE - HANG TNGAGEMIENEGEEVEBTSESNEKEEGBVERESCPNAH 358
BENEGRERBHEESGPEK - UTHGSNUSGEVIKBESEEVKESSETETEMERBUMQVNSPHGH 354
------------------------------------------------------------ 147

llMAsINNSSNlAAsqcpATs|suulplAlPsslSA|G|P|Gsssslllﬁlllipnmls 391
BEMTEEN - - - - - - - - - GPATSESNNEPNARASEGSTEGKMKRTCGSKBVMEEPQQRNNNRG 409

DBNEENETSNNPEGSEGPATSESNNUPHcaPESGSUEGBBEGSGASNBSEVEQSEEvVRG 414
------------------------------------------------------------ 147

ISISMITIGTIAIMIIIAQNIGNAMIIII KETRREBKHIRNESRKARABTRERVKGRE 474

------------------------------------------------------------ 147

MUEATEAPBH - 459
MEASBAPBB - 477
VMEATTESPBG 484
---------- 147

Figura 48. ClustalX de CONSTANS. Tc, Theobrama cacao; Rc, Ricinus communis; Md, Malus

domestica; Am, Antirrhinum majus. BBX, B-BOX.

Para determinar si el clon AmCO es un ortélogo a AtCO, entre otros, llevamos a cabo

un arbol filogenético (figura 49) con varios genes de la familia CO incluyendo el gen de

Chlamydomonas reinhardtii CrCo (Serrano et al., 2009).
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Chlamydomonas reinhardtii
1000 Arabidopsis thaliana
576 Chrysanthemum morifolium

839 Arabidopsis lyrata
Camelina sativa
999 Sinapis alba

1000 Brassica oleracea
998 1oool—|:| Brassica napus
] Brassica nigra

1000 Zea mays
a70 L—— Mangifera indica

774 Cardamine alpina

- 1000 Cardamine resedifolia
854 Cardamine bellidifolia
349 Antirrhinum majus
Thlaspi arvense
Phaseolus vulgaris
1000 Ricinus communis
L Malus domestica

448

Figura 49. Arbol filogenético del gen CONSTANS. El arbol filogenético se ha llevado a cabo
con CLC Sequence Viewer® utilizando el método Neighbor-joining. En los nodos aparecen

los valores de Bootstrap (valores calculados a partir de 1.000 repeticiones).

Del arbol filogenético que hemos realizado para una serie de ortdlogos a AmCO
observamos que nuestro clon se encuentra dentro de un clado con varios genes
pertenecientes al género de plantas Cardamine L. (berro amargo, familia Brassicaceae). El
clado de mayor cercania incluye a especies como Thlaspi arvense (carraspique, familia
Brassicaceae) o Phaseolus vulgaris (judia, familia Fabaceae). En clados mas lejanos se
encuentran especies como Zea mays (maiz, familia Poaceae) o Mangifera indica (mango,
familia Anacardiaceae). Finalmente, estas observaciones nos indican que las diferencias
observadas se corresponden con diferentes paralogos de la familia multigénica de CO y

que el clon de que disponemos, AmCO, pertenece a esta familia multigénica.
5.4.2. Control de AmCO por el reloj circadiano

CO acttia aguas debajo de una cascada de sefiales que incluye procede a través del
reloj circadiano y de GIGANTEA. Bajo condiciones de dias largos, se ha publicado que el
RNAm de CO muestra una expresion bifasica en los que los niveles de productos
transcritos sufren un aumento justo después del RNAm de GI al final del dia, mientras las
plantas estén expuestas a la luz y, un segundo pico de expresion de los transcritos durante
la noche (Suarez-Lopez et al.,, 2001b). Es importante resaltar que la expresion del gen CO

no sigue un patron sinusoidal como ocurre con otros genes que se encuentran aguas abajo

del reloj.
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5.4.2.1. AmCO, genotipo silvestre

Al igual que en los estudios genéticos anteriores, se ha realizado un andlisis de
expresion génica para el gen AmCO en silvestre (figura 50) para determinar si existe algin
patron en su expresion a lo largo del dia y poder corroborar nuestros datos otros estudios

realizados sobre CO en otras especies.

AmCOwt
10,00 - - 10,00
3 $
5,00 5,00
=
[+4]
S
€
g 0,00 0,00
Q
€
Y
-5,00 -5,00
&
-10,00 ' hd ' ' ' -10,00
0 4 8 12 16 20 24

Hora circadiana

Figura 50. Representacion grafica de la expresion absoluta del gen CONSTANS (CO) para el
genotipo silvestre Antirrhinum majus Nana en los que se han tenido en cuenta 3 individuos
con dos repeticiones técnicas para cada una (formas redondeadas). La parte sombreada
indica el periodo nocturno (0 a 8 horas) mientras que la no sombreada indica el periodo
diurno (8 a 24 horas). Ademas, se presenta una funcién de tendencia de la serie de datos

ajustada a un modelo sinusoidal (linea roja).

El estudio llevado a cabo representa los valores de RNAm para nuestro clon a lo
largo de un dia de 24 horas. Dichos valores han sido recolectados y normalizados a través

del software MxPro®, R®, Qbase+®, Excel®, XLfit® y Rest®.

Los datos representados referentes a la expresion absoluta de los transcritos de
AmCO siguen un patroén establecido. Dicho patréon muestra dos zonas horarias del dia con

picos de sobreexpresion y otras dos zonas con picos de infraexpresion, dando la sensacion
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de que se ajusta a un periodo circadiano de 12 horas de duracién. La concentracién
maxima de RNAm de CO se sitia a las 12 horas con una sobreexpresion de 3.5 veces la de
AmUBI, no obstante, el segundo pico de expresién que observamos esta comprendido
entre las 20 horas y pocos instantes antes de las 4 de las horas con niveles de
sobreexpresion cercanos a 7 veces los de UBI Sin embargo, los niveles absolutos de
represion de CO han demostrado ser bastante inferiores a los de sobreexpresién llegando
a ser 10 veces inferiores a UBI a las 4 y 8 horas respectivamente. El segundo pico de
infraexpresion se sitia en torno a las 16 horas con alrededor de un 25% (4 veces inferior)

la expresién para esos instantes de AmUBI.

El modelo matematico que propuesto para el comportamiento circadiano de
nuestro clon se corresponde, de igual forma, a una funcién sinusoidal cuya bondad r2 del
ajuste ha sido de 0.47. Un valor de mesor de -0.13, una amplitud 4 de 3.98, un periodo 7
estimado de 12 horas y, una fase ¢ de 1.37 horas definen los parametros de la funcién

(ecuacion 8, figura 50).

y = —0.13 + 3.985in(0.52x + 1.37) (8)

Atendiendo a las caracteristicas de la funcién, apreciamos que esta vez no tenemos
un ajuste de un periodo de 24 horas sino que el mejor ajuste para el comportamiento de
nuestros datos se corresponde con una funcién cuyo periodo sea de 12 horas, hecho que
viene a corroborar las primeras impresiones obtenidas a raiz de la discusién de los datos
graficados (figura 50). La idoneidad del analisis ha arrojado un valor de amplitud de 3.98,
o0 lo que es lo mismo, que nuestro clon sigue una funcién periddica con valores cercanos a

4 veces superiores e inferiores los de AmUBI.

En el andlisis estadistico llevado a cabo con Rest® hemos tenido valores con
diferencias significativas (valor p < 0.05) coherentes a lo descrito para la figura 50. De este
modo, para todos los puntos analizados entre las 4 y las 8 horas tenemos infraexpresiones
significativas, asi como para los puntos comparados a las 16 horas con el resto de
maximos. Por otra parte, hemos obtenido diferencias significativas también para los dos
maximos de expresidon que vemos en los datos de expresion de los transcritos asi como en
la funciéon modelo. Esto es, para las 12 horas y para el periodo comprendido entre las 20 y

las 2 horas del dia siguiente tenemos valores significativamente altos.
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Por tanto, podemos afirmar que nuestro clon se comporta de acuerdo a un periodo
circadiano de 12 horas de duracién con maximos de expresion a las 12 horas y entre el
periodo 20-2 horas, situando los minimos entre los periodos 4-8 horas y 16 horas del dia

circadiano.
5.4.2.2. AmCO, genotipo mutante

En este epigrafe pasamos a realizar el andlisis de los transcritos de RNAm de AmCO

en na y su funcion de ajuste (figura 51).

AmCOna
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Figura 51. Representacion grafica de la expresion absoluta del gen CONSTANS (CO) para el
genotipo mutante Antirrhinum majus nana en los que se han tenido en cuenta 3 individuos
con dos repeticiones técnicas para cada una (formas redondeadas). La parte sombreada
indica el periodo nocturno (0 a 8 horas) mientras que la no sombreada indica el periodo
diurno (8 a 24 horas). Ademas, se presenta una funcién de tendencia de la serie de datos

ajustada a un modelo sinusoidal (linea roja).

En analisis llevado a cabo sobre la expresion de AmTOC1, AmCAB y sus
implicaciones en el reloj circadiano de Antirrhinum majus Nana nos llevo al principal
objetivo de nuestro proyecto, determinar si el mutante nana est4 realmente afectado en el

reloj circadiano. Pues bien, de aquellos estudio observamos que tanto AmCAB como
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AmTOC1 presentaban claros signos de arritmia en na, lo que unidos a que CO es un gen que
se sitlla aguas abajo del reloj circadiano el Unico resultado posible seria que a AmCO no se
le pudiese asignar un patrén circadiano. Tal es el caso que, observando el grafico referente
a la figura 51 observamos que los datos de RNAm de CO se presentan en una nube difusa
de puntos alrededor del eje central sin apariencia de ritmicidad. No obstante, y para salir
de dudas realizamos un ajuste con XLfit® del mismo modo en que lo hicimos para los
estudios anteriores. Dicha funcién arrojé una bondad r2 del ajuste de 0.48, muy similar al
valor obtenido para el ajuste de AmCO en silvestre. Sin embargo, y a pesar de que la
bondad del ajuste sea considerada como para tenerla en cuenta el elemento que
finalmente nos hace desestimar un posible ritmo circadiano para AmCO en na es el
periodo al cual se ajusta el modelo (~40 horas). La funcién mas representativa, con un
valor de mesor de 2.17, una amplitud 4 de 4.20, un periodo T estimado de 40 horas y, una

fase ¢ de -3.18 horas (ecuacién 9, figura 51) queda de la siguiente forma:

y=2.17+4.20sin(0.15x — 3.18) (9)

Los valores obtenidos de Rest® han corroborado el ajuste propuesto ya que existen
diferencias significativas relativas en na al periodo comprendido entre las 4 y las 16 horas

en los que la represion de AmCO se hace patente (valor p < 0.05).
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6. Discusion

Cada vez se van publicando mas y mas articulos cientificos tratando de explicar el
como, cudndo y por qué del reloj circadiano y los elementos que lo integran. Dado el gran
auge que estd experimentando este proceso aun un tanto desconocido se debe al gran
numero de procesos con el que se relaciona. Por tanto, resulta crucial el entender cémo
funciona el reloj circadiano para poder comprender mejor procesos fisiolégicos de las

plantas como las respuestas a estreses ambientales, la subida a flor o incluso la muerte.

Para cerciorarnos de que los clones que disponiamos en el laboratorio se
correspondian con los genes de Antirrhinum con los que en realidad queriamos trabajar
realizamos estudios de comparativa estructural y filogenia para determinar el grado de

homologia de sus secuencias con las de otras plantas cuyo genoma es conocido.

Posteriormente tratamos de demostrar si la mutacién que afecta a Antirrhinum
majus Nana altera los procesos relacionados con el reloj circadiano y para ello hemos
considerado estudiar la ritmicidad o no de tres genes implicados de forma directa e
indirecta en el reloj. Para comparar los resultados obtenidos de Antirrhinum majus nana
escogimos trabajar con Antirrhinum majus Nana como control silvestre al mutante. De esta
forma, pudimos establecer comparaciones entre el funcionamiento correcto del reloj

circadiano para los genes a estudio frente al reloj de nana.
6.1. TIMING OF CAB 1, la arritmia de un gen fundamental

El primer gen que estudiamos fue TOCI. Un gen fundamental para el correcto
funcionamiento del reloj circadiano ya que interviene moderando tanto el reloj de la
mafiana como el de la noche situdndose en la zona central del reloj (De Montaigu et al.,

2010).

Los resultados obtenidos a partir del estudio de filogenia y comparativa
estructural nos dieron la certeza de que el clon de que disponemos se trataba realmente

de un paralogo de una gran familia multigénica. Sin embargo, atendiendo al estudio
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llevado a cabo de comparativa estructural (figuras 38 y 39) pudimos apreciar que el clon
de AmTOC1 de que disponemos estd completo en la zona 5’ (N-terminal) ya que coincide
con las metioninas de los demas paralogos puestos a escena y, por otra parte, apreciamos
también que careciamos de la zona 3’ (C-terminal). Esta caracteristica de nuestro
fragmento no nos impide el llevar a cabo nuestros estudios pero seria conveniente la
clonacion completa del gen para desarrollar trabajos posteriores que incluyan estudios en
el area incompleta. Estudios acerca de la proteina TOC1 en Antirrhinum ya que con el

fragmento completo se podrian desarrollar trabajos hasta ahora inexplorados.

El estudio que llevamos a cabo sobre TOCI y el control que ejerce sobre el reloj
circadiano en el genotipo silvestre nos reporté un ajuste relacionado a una funcién
sinusoidal de periodo T de 24 horas y una amplitud A de 9.03 (figura 40). Este modelo
propuesto para el comportamiento de AmTOC]1 en silvestre nos revela que forma parte del
reloj central modulando tanto los relojes de la mafiana como los de la tarde. Esto es asi
porque, aunque veamos el pico de expresion de RNAm de AmTOCI a las 8 horas de la
mafana se puede dar por sentado que el producto proteico TOC1 se pueda dar en torno a
las 10-12 de la mafana y entonces, llevar a cabo numerosos procesos ya descritos para
dicha proteina. Los datos obtenidos para la expresion de TOCI y la funcién matematica
propuesta para su comportamiento son coherentes con estudios llevados a cabo por otros
investigadores para el comportamiento del mismo gen en Arabidopsis (Somers et al,

1998).

Hemos demostrado también como el genotipo mutante Antirrhinum majus nana
tiene una clara alteracién en la funcién circadiana de TOCI1 (figura 41). Los datos que
hemos obtenidos después de diversos andlisis estadisticos nos revelan que nuestro clon
no se ajusta a ninguna funcién periédica y menos a algin patrén de comportamiento ya
establecido, confirmado posteriormente por el pésimo ajuste de la funciéon sinusoidal

propuesta (r2de 0.11) y por los resultados referentes a la expresidn relativa del gen.
6.2. CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN, un gen controlado por el reloj

El segundo gen que llevamos a estudio fue CAB. Este gen que funciona aguas abajo
del reloj ha sido utilizado en numerosos estudios como un gen marcador del reloj
circadiano al reflejar su expresién el estado del reloj (Kolmos, Schoof, Pliimer, & Davis,

2008; McWatters et al,, 2000; Somers et al., 1998).
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El estudio sobre comparativa estructural nos puso de manifiesto la gran
variabilidad de transcritos de CAB que existen. Del ClustalX de AtCAB y sus ortélogas
frente a la paraloga AmCAB llegamos a la conclusién de que el grado de homologia es
bastante bajo (figura 42), por lo que decidimos llevar a cabo otro estudio de comparativa
para cerciorarnos de que nuestro clon pertenecia al gen AmCAB (figura 43). El ClustalX de
AmCAB con varias proteinas de especies como Vigna radiata, Nicotiana tabacum o
Fragaria vesca, entre otras, mostraron un alto grado de homologia estructural. Al igual que
ocurria para AmTOC1 el clon de que disponemos esta completo en la zona 5’ (N-terminal)
e incompleto en la zona 3’ (C-terminal) por lo que también seria necesario una clonacién

para este gen si en un futuro se quiere trabajar en esta linea.

Lo que finalmente nos hizo pensar que nos encontramos frente al verdadero CAB
de Antirrhinum majus y de que también se trataba una familia multigénica fue el estudio

sobre la filogenia del gen llevado a cabo (figura 44).

Hemos visto que en el estudio realizado sobre la expresién circadiana de AmCAB
en silvestre se ajusta a un patrén cuyo comportamiento parece ser periédico. La funcién
sinusoidal que ha reportado un ajuste r2 de 0.45 de periodo T de 24 horas y una amplitud
A de 1.76 (figura 45) tiene su maximo de expresidon durante la noche. Tratando estos
resultados conjuntamente con los obtenidos para AmTOC1 podemos afirmar que el reloj
activa a TOC1 al final del periodo nocturno y sus posteriores transcritos al final de un ciclo
del reloj circadiano hacen que el gen AmCAB tenga su maxima expresion entre finales del
dia y primeras horas del dia siguiente ya que como hemos dicho anteriormente, se trata
de un producto del propio reloj. Esta primera afirmacién coincide con trabajos publicados

anteriormente (Somers et al., 1998).

El estudio en el que el gen de referencia era el clon AmCAB nos ofrecié los
resultados esperados atendiendo a los vistos para el comportamiento de AmTOCI1. La
funcién de ajuste para los datos obtenidos a raiz del RNAm de CAB arroj6 una bondad r?
del ajuste lo que nos invita a afirmar que desde que el reloj se encuentra distorsionado por
el origen de la mutacion de Antirrhinum majus nana todos los transcritos aguas abajo lo
estaran igualmente. Por tanto, llegamos a la conclusién de que el comportamiento de

AmCAB es arritmico.
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6.3. CONSTANS, el ultimo paso hacia la floracion

Se ha demostrado que el gen CONSTANS se encuentra aguas abajo del reloj
circadiano de Arabidopsis y que tiene como funcién, modulado por GIGANTEA (GI), de
promover el FLOWERING LOCUS T (FT), es decir, su expresion en dias largos promueve los

procesos de floraciéon en plantas (Boss, Bastow, Mylne, & Dean, 2004; Samach et al., 2000).

Esta vez, para el estudio relativo a la comparativa estructural entre AtCO y AmCO
pudimos observar un alto grado de homologia en la conservacién de las cadenas de
aminodcidos apiladas (figura 47). Por otra parte, el ClustalX llevado a cabo con parélogas
de AmCO de otras especies diferentes de Arabidopsis también reportaron un alto grado de
homologia (figura 48). Pudimos determinar mediante el estudio del arbol filogenético que
el gen CO, aunque presentaba claras divergencias entre unas especies y otras la
diferenciacion que ha sufrido a lo largo de la evolucién ha sido mucho menor que la que
han sufrido los otros genes puestos a estudio (TOCI1 y CAB). Por otra parte, podemos
afirmar que CO pertenece a una familia multigénica aiin mayor que las familias
multigénicas a las que pertenecen tanto TOC1 como CAB. Estas observaciones nos llevan a
poder afirmar que el mecanismo de floracién es un proceso bastante conservado a nivel de

redes de genes.

La expresion circadiana del gen AmCO no es tan importante como lo son sus
proteinas ya que su funcién es fundamental. CONSTANS estd regulada por numerosos
procesos de represion en la célula vegetal que hace que el estudio acerca de la expresion
génica de su secuencia-origen pase a un plano secundario. De todas formas, casi toda la
bibliografia estudia el comportamiento de los represores de CO y su principal output, FT.
No obstante, hemos determinado una funcién peridédica cuyo periodo 7 circadiano se ha
estimado en 12 horas y una amplitud A de 3.98 y un ajuste r2 de 0.47 (figura 50). La
expresion del gen CO tiene dos maximos situados a las 12 horas y en el periodo 20-2 horas

coincidiendo con publicaciones realizadas por otros autores (Fornara et al., 2009).

El andlisis estadistico llevado a cabo para determinar una funcién periédica a
AmCO en na nos llevé a asignarle una funcién de periodo t de 40 horas y una amplitud 4
de 3.98 y un ajuste r2 de 0.47 (figura 50). Claramente no se ajusta a una funcién circadiana

por lo que, seglin cabia de esperar, AmCO no sigue ninglin patrén de expresion circadiana

en nda.
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7. Conclusiones

La regulacion del reloj circadiano en plantas es un proceso del que no conocemos
mucho, incluso en Arabidopsis lo que ayer se publicaba como cierto hoy se publica como
falso. Esta es la gran riqueza de la investigacién y, dicho de esta forma, parece un tanto

catastrofico.

Pongamonos en situacion. Cuando se publica un trabajo cientifico las conclusiones
a las que llega el investigador no se deben a incertidumbres infundadas que le surgen
como inspiracién a la hora de escribir sino que son los datos crudos obtenidos a partir de
su trabajo los que, tratados de una forma u otra, son los que le llevan a explicar un evento.
Esto es asi desde que la ciencia tiene razon de existir y no nos quepa duda de que, aunque
se empezase a entender la ciencia como la entendemos a dia de hoy con la revolucién
cientifica originada en el siglo XVII, ésta existe desde que cualquier ser de nuestro planeta

mostrase un apice de curiosidad por el entorno que le rodea.

Por tanto y, atendiendo a lo que nos muestran los datos obtenidos, podemos
afirmar que el mutante Antirrhinum majus nana esta afectado en el reloj circadiano debido

a que tras el estudio de tres genes uno de ellos asi lo ha demostrado.

Por otra parte, hemos establecido unas primeras pautas acerca del
comportamiento del reloj en Antirrhinum majus con el estudio de la expresién circadiana
de genes involucrados en los procesos del reloj como TIMING OF CAB 1, CHLOROPHYLL
A/B BINDING PROTEIN y CONSTANS. Llegamos pues a la conclusion de que AmTOC1 juega
un papel fundamental en el control del reloj y que tanto CAB como CO han mostrado

comportamientos circadianos coherentes con publicaciones de otros autores.
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