4™ Workshop on Agri-food Research - WiA.15. Cartagena, Murcia, Spain. 11-12
May 2015

Genetic analysis of the Antirrhinum majus circadian clock
M.L. Terry®, J. Weiss (1), M. Egea-Cortines @

(M Universidad Politécnica de Cartagena, Instituto de Biologia Vegetal, Genética Molecular.
Plaza del Hospital s/n, 30202, Cartagena. mitl0@alu.upct.es

Resumen

El reloj circadiano esta presente en los reinos bacteria, archea y eucariota. Se considera un
mecanismo adaptativo resultante de la alternancia del dia y la noche debido a la rotacién terrestre.
Se encarga de regular los procesos biolégicos de los organismos en relacién con las condiciones
ambientales. En plantas, segin el modelo descrito en la crucifera Arabidopsis (Arabidopsis thaliana,
(L.) Heynh, 1842), este reloj consta de una compleja red de genes regulados entre si y se divide en
tres bucles: central, de la mafiana y de la tarde. Las principales vias de entrada a este reloj son la luz,
la temperatura y los nutrientes. Se conocen diversos mutantes que han permitido el estudio y
caracterizacién de estos genes, asi mismo es posible reducir o incrementar la expresién de dichos
genes para su investigacion. Nuestro objetivo es estudiar este reloj bioldgico en la especie boca de
dragon (Antirrhinum majus, L. 1753) en lineas mutantes y transgénicas, asi como la influencia de los
genes reloj en desarrollo vegetativo, reproductivo y emisidn de volatiles.
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Abstract

The circadian clock is present in all living kingdoms. It is considered a mechanism of adaptation to
the alternance of day and night due to the rotation of the earth, it regulates biological processes of
organisms, and coordinates their physiology with the environment. In plants, according to the model
described in the crucifer Arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, 1842), this clock has a
complex network of genes regulated and divided into three loops: central, morning and evening.The
main entrainment to the clock are light, nutrients and temperature. Various mutants that have
allowed the study and characterization of these genes are known, so it is possible to reduce
or increase the expression of these genes for investigation. Our goal is to study the biological clock
in the specie snapdragon (Antirrhinum majus, L. 1753) in mutant and transgenic lines as well as the
influence of clock genes in specific biological processes.
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1. Introduccion

El reloj circadiano es un mecanismo
autorregulado y enddgeno presente en los seres
vivos, desde bacterias hasta seres humanos, éste
interviene en procesos metabdlicos, de
desarrollo y proporciona una serie de ventajas
adaptativas, o dicho de otro modo, permite a un
organismo  “anticiparse” a los cambios
periédicos en el ambiente. Este mecanismo es el
resultado de la alternancia del dia y la noche
como consecuencia de la rotacién de la Tierra,
“circadiano” hace referencia a aquéllos ciclos
que ocurren con una periodicidad aproximada
de 24 horas.

Las bases moleculares de este reloj han sido
sobre todo estudiadas en un hongo (Neurospora
crassa) y en la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster), pero también en plantas, en
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), el reloj
consiste en una red formada por varios genes

regulados a nivel transcripcional y post-
translacional cuyas principales vias de entrada
son la temperatura y la luz, mediante fitocromos
y criptocromos [1, 2]; segin el modelo descrito
en Arabidopsis distinguimos tres bucles. El bucle
central estd formado, principalmente por los
genes CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1),
LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) y TIMING OF
CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN (TOC1),
TOC1 es responsable de reducir la expresion de
CCAl1 y LHY y éstos a su vez, redundantes y
homologos de los factores de transcripcion tipo
Myb, se acumulan y se unen al promotor de
TOC1, reduciendo asi su expresion [3, 4], y
reprimiendo de este mismo modo a LUX
ARRYHTHMO (LUX) [5], componente del bucle
de la tarde. CCA1 y LHY tienen su pico de
expresion durante el dia e inducen la expresién
de los genes PSEUDO RESPONSE REGULATOR 7'y
9 (PRR7, PRRY) que junto a PPR5 inhiben a CCA1
y LHY; esta unidén formada por CCA1/LHY y
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PPR7/9/5 constituyen el bucle de la mafiana [6,
4]. Finalmente, el bucle de la tarde esta formado
por EARLY FLOWERING 3 y 4 (ELF3, ELF4), en
ocasiones llamado complejo de la tarde (EC), y
LUX que reprimen a PPR9, ademds LUX se
reprime asi mismo. ZEITLUPE (ZTL), una proteina
F-Box estabilizada por GIGANTEA (Gl), controla
la degradacidon de TOC1 [7]. En la Figura 1 se
resumen estos bucles [4].

Para el estudio de estos genes, se utilizan lineas
de plantas mutantes o plantas en las que se ha
silenciado o sobreexpresado el gen objeto del
estudio. La unidn de una construccion que actua
como marcador, por ejemplo luciferasa, al
promotor del gen CAB2, que codifica la proteina
de uniéon a la clorofila, permite identificar
mutantes comparando los picos de expresion
con plantas silvestres [8]; por ejemplo, plantas
mutantes [hy-1 muestran una floracion
independiente del fotoperiodo [9], los dobles
mutantes /hy,ccal aceleran o retrasan la
floracion, segun el fotoperiodo [10]; elf3-1 se
comporta de manera similar a /hy-1 en cuanto a
tiempo de floracién o elongacién del hipocédtilo
se refiere [11], y finalmente, el mutante toc1-1
puso de manifiesto la importancia de este
elemento en la regulacion del reloj circadiano en
Arabidopsis [12].

Por otro lado, es posible silenciar o
sobreexpresar un gen. Para silenciar la expresion
de un determinado gen, se utiliza ARN de doble
cadena e interferencia (RNAI, en inglés), [13, 14],
la construccién con este RNAI se introduce en la
planta a través un protocolo de infeccidn con
Agrobacterium tumefaciens; este mecanismo de
silenciamiento se basa en que la enzima Dicer
detecta y corta este ARN, estos fragmentos son
incorporados al complejo RISC (RNA-induced
silencing complex) que se enfrentan al ARN
mensajero (RNAm) complementario, éste es
cortado y degradado posteriormente. Asi entre
otros, se ha silenciado LHY en Arabidopsis
mostrando que este gen es indispensable, junto
a CCA1, para mantener la ritmicidad [15]. La
sobreexpresién de un gen se lleva a cabo, entre
otros, a través del promotor del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV-35S) [16]; se ha
descrito que la sobreexpresion de algunos de los
genes que forman parte del reloj circadiano,
producen alteraciones en el resto de
componentes del reloj [17, 18].

Entre otras plantas modelos, cabe mencionar a
la boca de dragdn (Antirrhinum majus) especie
perteneciente a la familia de las escrofulariaceas
y distribuida por la cuenca mediterranea.

Muchos de sus fenotipos son altamente
inestables lo que hace a esta planta
especialmente interesante, esta inestabilidad se
debe a los transposones, por ejemplo, pueden
modificar la coloracion de las flores [19];
ademas, existen al menos, 750 lineas mutantes
disponibles [20], tales como Deficiens,
Centroradialis, Divaricata, compacta dhnlich,
Nitida o Grandiflora, en las que se ha estudiado
el desarrollo floral [21, 22, 23, 24, 25]. Ademas
de estos trabajos sobre el desarrollo floral y la
asimetria de las flores, también es objeto de
estudio en cuanto a emision de compuestos
organicos volatiles (VOCs) que tienen entre otras
funcionas, atraer a polinizadores, actuar como
repelentes de herbivoros [26] e incluso pueden
resultar toxicos para otras especies de plantas
[27]. La emision de estos compuestos esta
regulada y varia a lo largo del dia, en el caso de
la boca de dragon, estos volatiles se liberan
sobre todo durante el dia y atraen a
polinizadores, como abejas [28], en cambio, para
otras especies como la petunia (Petunia spp.)
este maximo en la emisién se produce durante
la noche y es polinizada por polillas [28, 29].

2. Objetivos

En el presente trabajo, se estudiard el reloj
circadiano en la especie Antirrhinum majus, para
ello disponemos de varias lineas mutantes
(Figura 2), una de éstas es especialmente
interesante ya que presenta un fenotipo y otras
caracteristicas, como la floracién, claramente
distintos comparado con lineas silvestres, como
los descritos en otros mutantes (por ejemplo,
Arabidopsis /hy;ccal) y tenemos como objetivo
identificar el gen o los genes responsables; asi
mismo, también contamos con lineas en las que
se han silenciado elementos de este reloj
biolégico. Otro trabajo a realizar, ademas de
cuantificar las diferencias de expresién de los
genes reloj en plantas mutantes, transgénicas y
silvestres, es estudiar la emision de volatiles y su
variacion en distintas condiciones de luz y
temperatura en las lineas mencionadas con
anterioridad.
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Figura 1. Bucles del reloj de Arabidopsis. La linea
sélida indica bucles de retroalimentacion
transcripcional, la linea discontinua indica

regulacion post- translacional. El color verde
indica activacion, el color rojo, represion. [4]

Figura 2. Flores de Antithirrinum majus. A: flor
tipica. B: mutante compacta. C: mutante
deficiens.
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