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ANGLICISMOS

Buffer: solucion reguladora, amortiguadora o tampdn, que permite controlar la
concentracion libre de un determinado componente a pesar de un cambio en su
concentracion total (por ejemplo pH).
Stem-loop: estructura en tallo-bucle
Stock: lote de algun producto que se mantiene de reserva, en el presente trabajo se

refiere a semillas de un determinado genotipo




RESUMEN

Las plantas estan inevitablemente expuestas a la radiacion UV-B debido a
que son organismos sésiles y ademas necesitan absorber fotones de la luz solar
para realizar fotosintesis. Si bien el porcentaje de incidencia de la radiacién UV-B
sobre la superficie terrestre es pequefo, es el componente de mayor energia de la
luz solar no retenida en la atmdsfera y con el potencial de causar severos dafios en
todos los seres vivos. Se ha demostrado ademas, que en las plantas también puede
inducir numerosos cambios en el crecimiento y en el desarrollo, como por ejemplo
en el tiempo de floracion. El conocimiento actual de los mecanismos moleculares
que subyacen a estos cambios es muy limitado.

El presente trabajo demuestra que en estas condiciones experimentales, la
exposicion diaria de plantas de Arabidopsis thaliana a la irradiacion con luz UV-B
retrasa el tiempo de floracion. El analisis de estudios de expresion génica combinado
con tratamientos con luz UV-B sobre plantas transgénicas y mutantes en
componentes de la ruta de la edad, demostré que la irradiacion con UV-B produce
cambios que resultan en un retraso en la transicion de fase juvenil a adulta y un

retraso en la floracion.
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1 INTRODUCCION

1.1 Efectos de la radiacion UV-B

1.1.1 Laluz UV-B y sus efectos sobre las plantas

La luz solar irradia energia en un amplio rango de longitudes de onda, entre
las cuales se encuentra la radiacion ultravioleta que es una de las partes no
ionizantes del espectro electromagnético. La regidn ultravioleta (UV) comprende tres
regiones espectrales: la region UV-A (320-400 nm), la region UV-B (280-320 nm) y la
region UV-C (200-280 nm). La radiaciéon UV-C es la mas energética y letal, pero es
completamente absorbida por los gases de oxigeno y ozono atmosféricos y por lo
tanto no alcanza la superficie terrestre. La radiacion UV-A que llega a la superficie
terrestre es aproximadamente un 6% del total de la radiacion solar, siendo la menos
retenida por la capa de ozono. Sin embargo, UV-A es la menos perjudicial y ademas
es una sefal fotomorfogénica importante en el desarrollo de las plantas. Por su
parte, la radiaciéon UV-B es fuertemente retenida en la atmdsfera y representa soélo el
0.5 % de la radiacién solar total que llega a la superficie terrestre. A pesar del
pequefio porcentaje, la alta energia de la radiacion UV-B puede afectar biomoléculas
importantes causando severos dafos bioldégicos en todos los organismos vivos
(Casati y Walbot, 2003; Frohnnmeyer y Staiger, 2003; Singh y col., 2017).

La evolucién de la vida desde formas unicelulares subacuaticas a formas
multicelulares terrestres fue posible dada la formacion de la capa de ozono que
redujo cerca de 10.000 veces la cantidad de UV-B que recibia la superficie de la
Tierra. Sin embargo, en las ultimas décadas la cantidad de UV-B en la biésfera ha
aumentado significativamente como consecuencia de actividades humanas,
amenazando la vida en la Tierra. El uso extensivo de clorofluorocarbonos
(compuestos quimicos halogenados con vida media de 50 a 150 afios), la liberacion
de radicales libres como por ejemplo radicales hidroxilo (OH"), radicales 6xido nitrico
(NO"), y radicales Cloro y Bromo (CI'y Br’) han reducido sustancialmente la capa de
ozono estratosférico, con la consiguiente reduccién en la absorcion de UV-B
(Frohnmeyer y Staiger, 2003; Singh y col., 2017). El aumento de UV-B afecta
significativamente la morfologia, fisiologia, y la produccién de metabolitos
secundarios en las plantas. Incluso un pequeno incremento en la radiacién UV-B

incidente puede tener efectos significativos ya que es biolégicamente activa hacia
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macromoléculas y componentes celulares como los acidos nucleicos, proteinas,
lipidos y quinonas que pueden absorber la radiacién UV-B directamente. Dado su
espectro de absorcion, el ADN es particularmente sensible al dafio por UV-B ya que
se forman dimeros de pirimidinas y fotoproductos que pueden impedir la replicacién
y la transcripcidén (Casati y Walbot, 2003; Frohnnmeyer y Staiger, 2003; Kataria y col.,
2014). El ARN se une a proteinas ribosomales especificas y como consecuencia
disminuye la traduccién (Casati y col., 2005). La radiacion UV-B inhibe la fotosintesis
afectando el aparato fotosintético, por pérdida de integridad de la membrana
tilacoides, dafio extensivo al fotosistema Il, reduccion de la actividad y degradacion
proteolitica de la Rubisco (Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa) lo que
resulta en una disminucion en la fijacion de CO,, y destruccion de clorofila y
carotenoides (Frohnmeyer y Staiger, 2003; Kataria y col., 2014); también se ha
documentado que se produce una reduccién significativa en la expresion de genes
asociados a la fotosintesis en presencia de radiacion UV-B (Casati y col., 2005).
Ademas de los efectos directos de la exposiciéon a UV-B, la formacion de especies
reactivas al oxigeno (EROs) da lugar al estrés oxidativo que resulta en un aumento
de la oxidacion de lipidos y proteinas (Parihar y col., 2015). Entre los danos
morfolégicos que produce la radiacion UV-B estan la decoloracién de hojas,

reduccion de la biomasa y del rendimiento de granos (Singh y col., 2017).

1.1.2 Mecanismos de respuesta de las plantas a la radiacion UV-B

Las plantas estan inevitablemente expuestas a la radiacién UV-B debido a su
condicion sésil y a su necesidad de absorber fotones de la luz solar para la
fotosintesis. En consecuencia, han desarrollado dos tipos de respuesta, en gran
parte independientes una de la otra: respuesta al estrés producido por luz UV-B y
respuesta fotomorfogénica. El tipo de respuesta depende del tiempo de exposicion,
la longitud de onda, el grado de exposicion previa y de factores ambientales. La
exposicion a altos niveles de radiacion UV-B induce procesos fisiolégicos
relacionados al estrés como por ejemplo el dano al ADN, la producciéon de EROs y
desacoplamiento de procesos celulares. Este tipo de respuestas parecen estar
mediadas por vias que no son especificas de UV-B, sino que estimulan las
respuestas generales al estrés y por lo tanto son compartidas con otros estreses
ambientales (Kataria y col., 2014). Por otro lado, la exposicion a bajos niveles de

UV-B promueve respuestas protectoras tanto a nivel celular como a nivel bioquimico.
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Estas respuestas protectoras solo son estimuladas por la exposicion a UV-B y son
fotomorfogénicas. En los ultimos afos se ha documentado que la radiaciéon UV-B es
percibida por las plantas como una senal para este tipo de respuestas (Parihar y
col., 2015) y que estan mediadas por un amplio numero de genes cuya expresion se
ve alterada por la exposicion a la radiacion UV-B. (Casati y Walbot, 2003; Casati y
col., 2005; Morales y col., 2013). Una respuesta muy importante es la biosintesis de
compuestos secundarios, principalmente compuestos fendlicos y flavonoides, que se
acumulan en las vacuolas de las células de la epidermis y atenuan la penetracion del
UV-B en las capas celulares mas profundas (Frohnmeyer y Staiger, 2003; Singh y
col., 2017). Asimismo, las plantas responden a la exposicion a radiacion UV-B a
través de la reprogramacion de varios aspectos de su desarrollo, incluyendo la
inhibicion de la elongacion del hipocatilo, la reduccidn del area de las hojas, el
acortamiento de los internodos, la reduccion de la biomasa, la alteracién de la
floracién y de la fertilidad. Es importante destacar que en el caso particular de las
alteraciones en el proceso de floracion, el conocimiento a nivel molecular de las

rutas afectadas por la radiacion UV-B es muy limitado (Dotto y Casati, 2017).

1.2 Rutas genéticas de regulacion de la floracién

Las plantas perciben multiples sefiales ambientales y enddgenas que le
permiten determinar cuando florecer. Para ello han desarrollado una compleja red de
rutas genéticas que integran esa informacion, de manera de asegurar su éxito
reproductivo floreciendo soélo cuando las condiciones son las idoneas en tiempo y
espacio. (Yamaguchi y Abe, 2012). En Arabidopsis, las rutas genéticas principales
que regulan la transicion de la fase vegetativa a la fase reproductiva son: la ruta del
fotoperiodo, la ruta de la vernalizacion, la ruta auténoma, la ruta de las
giberelinas y la ruta de la edad. La ruta del fotoperiodo reconoce la cantidad de
horas de luz percibidas por la planta y la ruta de la vernalizacion media la respuesta
a la exposicion a un periodo prolongado de bajas temperaturas. De este modo, la
planta percibe un aumento en la longitud del dia y el paso por un prolongado periodo
de bajas temperaturas, como el invierno, lo cual le permite reconocer el comienzo de
la primavera. Paralelamente, la ruta autonoma recibe informacion acerca del
momento de desarrollo en el que se encuentra la planta y de la temperatura
ambiental; la ruta de las giberelinas integra distintas sehales ambientales y

endégenas, y es necesaria para la floracion en condiciones de dia corto. La ultima
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ruta reguladora que se ha descrito es la ruta de la edad, que integra informacion de
la edad de la planta e implica la accion de los microARNs miR156 y miR172. Si bien
la floracién se halla regulada por estas cinco rutas genéticas diferentes, se ha
demostrado que existe un elevado nivel de comunicacion entre las mismas (Srikanth
y Schmid, 2011). Asi, distintas rutas regulan la expresion de un numero
relativamente pequefio de genes integradores: FLOWERING LOCUS T (FT) y
SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1), aunque también se
incluyen en este grupo a FLOWERING LOCUS C (FLC)y a LEAFY (LFY).

Auténoma Vernalizacion
Fotoperiodo
FLC /
— Integrad
ET sOC1 ? egfra ores

miR156  miR172 \l/ florales
) ) | AP1 Genes de Identidad
Giberelinas & del meristema floral

’ :. Floracién

Figura 1: Rutas genéticas de control de la floracion. Las rutas principales de regulacion de la
floracion convergen en un numero pequefio de genes integradores: FLC, FT y SOCI. Las flechas

indican induccion y las flechas truncas indican inhibicion. Adaptado de Yamaguchi y col, 2012

Las rutas de vernalizacion y auténoma reprimen la expresion de FLC, que
codifica para un factor de transcripcion que actua como represor de la floracién a
través de FT y SOCA1, (Figura 1); a su vez FTy SOC1 estan regulados positivamente
por la ruta del fotoperiodo y la ruta de las giberelinas afecta la expresion de FT,
SOC1y LFY. La activaciéon de FT es crucial para el inicio de la floracion: después de
la transcripcion de FT en las hojas en respuesta a estimulos ambientales y
endogenos, FT circula a través del floema hasta el meristema apical donde inicia el
desarrollo floral. Los integradores florales, a su vez, activan los llamados genes de
identidad del meristema floral, entre los que se encuentran LFY'y AP1 (Figura 1).
Los principales componentes de la ruta de la edad, miR156 y miR172, actuan
secuencialmente para regular el inicio de la competencia reproductiva. La actividad

de esta ruta resulta en la regulacion de la expresion de los integradores florales FT y
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SOC1 como asi también en la activacion directa de LFY (Yamaguchi y Abe, 2012;
Spanudakis y Jackson, 2014). El tiempo de floracién puede ser afectado ademas,
por la calidad de la luz, la temperatura ambiente y estreses biodticos y abidticos a

través de una o mas de estas rutas (Cho y col., 2017).

1.3 Los microARNs y sus funciones regulatorias en plantas

Los microARNs (miARNs) son ARNs pequefios que tienen tipicamente entre 20
y 22 nucledtidos de largo y actuan como reguladores maestros de la expresion
génica, induciendo el silenciamiento de genes especificos, y en plantas, actuan
generalmente a nivel post-transcripcional. Los miARNs maduros reconocen sitios de
unién que son secuencias complementarias en los transcriptos de sus genes blanco.
En plantas, estos sitios de union exhiben complementariedad de bases perfectas o
casi perfectas y se encuentran en regiones codificantes o en las regiones 50 3" no
traducidas (Aung y col, 2015). EI mecanismo de biogénesis de los miARNs en
plantas ha sido bien estudiado en Arabidopsis (Figura 2). Brevemente, el proceso
comienza en el nucleo con la transcripcion de un gen MIR por la ARN polimerasa Il.
El miARN primario (pri-miARN) corresponde al ARN mensajero (ARNm) con sus
caracteristicas: la caperuza 5°, la cola poliadenilada 3" e intrones que se escinden.
Sin embargo, la caracteristica distintiva del pri-miARN es la estructura de tallo-
burbuja que lo distingue de otros ARNs pequefios. El procesamiento del pri-miARN
se produce en dos pasos: primero se produce la liberacion de la estructura de tallo-
burbuja para formar el pre-miARN, el cual es cortado en un segundo paso para
formar el duplex de miARN/miARN*, que consiste en la hebra guia (miARN) y la
hebra pasajera (miARN*). La enzima DICER-LIKE 1 (DCL1), una ARNasa tipo llI,
cataliza ambos cortes para el procesamiento de pri-miARN y pre-miARN. El duplex
MiIARN/mIiARN*, es modificado antes de ser exportado al citoplasma, donde pasa a
formar parte del Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN (RISC, por sus siglas
en inglés) que contiene la proteina ARGONAUTA (AGO). En el complejo RISC, el
duplex de miARN se disocia y la hebra guia es retenida, mientras que la hebra

pasajera es degradada.
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Gen MIR Poro
nuclear
| é\ Pri-miARN Duplex de miARN E Duplex de miARN
‘k’ j‘ I S

AGO1
Pre-miARN

RISC

y

AGO1
Inhibicion de la traduccion

Escision del transcrito

Figura 2: Biogénesis de miRNAs en plantas. Se representa la via canodnica de produccion de
miRNAs y su modo de accion. ARN pol II: ARN polimerasa II; AGOIl: ARGONAUTAI; RISC
Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN

Finalmente, la hebra seleccionada conduce el complejo RISC hacia el ARNm
blanco que tiene complementariedad de bases con el miARN. Generalmente se
produce la rotura endonucleolitica del ARNm por accion de la actividad de AGO,
aunque también hay ejemplos que demuestran que los miARNs causan represion

traduccional (Yamaguchi y Abe, 2012; Spanudakis y Jackson, 2014).

1.3.1 El rol de los microARNs en la requlacion de la expresion génica.

En las plantas, los genes blanco de los miARNs codifican mayormente para
factores de transcripcion, por lo que los miARNs ocupan un rol central en varias
redes regulatorias. Estos factores de transcripcion estan involucrados en la
diferenciacion celular, el desarrollo y morfologia de la planta, las transiciones de fase
durante el ciclo de vida de la planta y en los procesos que involucran senalizacion
por hormonas. Ademas, diversos estudios han demostrado que los miARNs estan
involucrados en la respuesta a estreses abidticos (Sunkar, 2009; Sun, 2012)

1.3.2 El rol de los microARNs en el desarrollo

Las plantas superiores sufren una serie discreta de transiciones de fase a lo
largo de su vida. A medida que la planta crece, experimenta la transicién de fase

juvenil a fase adulta durante el crecimiento vegetativo y entonces atraviesa otro
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cambio a fase reproductiva, que en angiospermas esta caracterizada por la
produccion de flores. En Arabidopsis, el cambio de fase vegetativo esta
caracterizado por varios cambios morfologicos, entre ellos la forma y tamafo de la
hoja y la produccion de tricomas abaxiales; de hecho, la produccion de tricomas en
la superficie abaxial de la hoja se usa frecuentemente como marcador del cambio de
fase vegetativo. Sin embargo, los cambios mas prominentes ocurren durante la
transicion de fase vegetativa a reproductiva con la produccién de flores (Wu y col.,
2009; Zhu y Helliwell, 2011).

Los microARNs regulan directamente tanto la sincronizacion de estas
transiciones como la expresion de ciertos rasgos morfologicos a través de la
expresion de factores de transcripcion. Se ha demostrado que varias familias de
mMiARNSs tienen un papel importante en las rutas que regulan la floracién, ya sea para
reprimir o promover la transicion a fase reproductiva. De gran importancia son los
microARNs miR156 y miR172 ya que sus actividades controlan ambos cambios de
fase, de juvenil a adulto durante el crecimiento vegetativo y el cambio de fase

vegetativa a reproductiva (Yamaguchi y Abe, 2012; Spanudakis y Jackson, 2014).

1.3.3 La familia de miR156 y sus genes blanco

miR156 es uno de los miARNs evolutivamente mas conservados en plantas
(Wang, 2014). En Arabidopsis, la familia de miR156 esta compuesta por 10 miARNs
(miR156a-j); miR156a-f tienen secuencias de nucledtidos idénticas, mientras que las
secuencias nucleotidicas de miR156g-j difieren en uno o dos nucledtidos respecto
de los anteriores (Figura 3A). Sin embargo, todos los miembros de la familia se unen
al mismo sitio de unién, especifico de miR156, en sus ARNm blanco y disminuyen
los niveles de expresion por escision del transcripto (Bari y col, 2013; Wang, 2014).
Los genes blanco de miR156 en Arabidopsis codifican 10 factores de transcripcion,
pertenecientes a una familia de 16 miembros, denominados SQUAMOSA
PROMOTER BINDING LIKEs (SPLs) (Wang, 2014; Xu y col, 2016). La
caracteristica distintiva de esta familia génica es la caja SBP (Figura 3A), que
codifica un dominio conservado de 76 aminoacidos denominado dominio SBP,
responsable de la interaccion con el ADN (Sunkar, 2009). Tanto SPL9 como SPL10
son genes que codifican para factores de transcripcidon y son blancos de miR156,
cuyo sitio de union se localiza corriente abajo de la caja SBP dentro de una region

codificante poco conservada (Rhoades y col., 2002; Gandikota y col., 2007).
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A B
Familia miR156 Familia miR172
miR156a-f UGACAGAAGAGAGUGAGCAC miR172a,b AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
miR156g CGACAGAAGAGAGUGAGCAC miR172¢,d AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG
miR156h UGACAGAAGAAAGAGAGCAC miR172e GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
miR156i UGACAGAAGAGAGAGAGCAG
miR156j UGACAGAAGAGAGAGAGCAC
Blancos de la familia miR156 Blancos de la familia miR172
] caja SBP ] [ 1 |1 dominios | | tipo AP2 | [ ] |
SPL13 UGU GCU CUC UCU CUU CUG UCA
SPL15 UGU GCU CUC UCU CUU CUG UCA AP2 CUG CAG CAU CAU CAG GAU UCU
SPL9 UGU GCU CUC UCU CUU CUG UCA TOE1 CAG CAG CAU CAU CAG GAU UCU
SPL10 AGU GCU CUC UCU CUU CUG UCA ) ||| TOE2 AUG CAG CAU CAU CAG GAU UCU
SPL11 CGU GCU CUC UCU CUU CUG UCA =
SPL2 GGU GCU CUC UCU CUU CUG UCA TOE3 mG (:Acf CAU' QAU CA(? (?AU ucy
SPL6 CGU GCU CUC UCU CUU CUG UCA SMZ UUG CAG CAU CAU CAG GAU UCC
SPL3 3'UTR  UUU GCU UAC UCU CUU CUG UCA SNZ UUG UAG CAU CAU CAG GAU UCC
SPL4 3'UTR  UCU GCU CUC UCU CUU CUG UCA
SPL5 3'UTR  CCCGCU CUC UCU CUU CUG UCA

Figura 3: Familias miR156 y miR172 y sus sitios de union. A) Variabilidad de secuencia de
miR156 y sus sitios de unién en SPLs. B) Variabilidad de secuencia de miR172 y sus sitios de union
en genes tipo AP2. Los nucleotidos subrayados representan variaciones respecto de la primera
secuencia. La barra solida representa el ORF de los genes blanco, la barra sin colorear representa el
sitio de union del miRNA. Los genes blanco destacados son los que se analizan en el presente trabajo.

Las secuencias se indican en direccion 5 —3’

1.3.4 La familia de miR172 y sus genes blanco

De la misma manera que miR156, miR172 constituye una familia altamente
conservada en plantas. EI genoma de Arabidopsis contiene 5 loci que generan
especies de miR172, MIR172A-MIR172E. Las variaciones de secuencia se localizan
en los nucledtidos terminales, tanto el par miR172c y d, idéntico entre si, como
miR172e difieren en un solo nucleétido respecto del par miR172a y b, también
idéntico entre si (Figura 3B). En Arabidopsis, los blancos de miR172 son los
transcriptos de 6 genes tipo APETALA2 (AP2): AP2, TARGET OF EAT1 (TOE1),
TOE2, TOE3, SCHLAFMUTZE (SMZ) y SCHNARCHZAPFEN (SNZ). El sitio de
unién de miR172 esta localizado en la regién codificante cercano al extremo 3,
corriente abajo de dos dominios AP2. ElI dominio AP2 es un motivo de
aproximadamente 60 aminoacidos que se une al ADN preferentemente en motivos
ricos en GC (Sunkar, 2009; Zhu y Helliwell, 2011). Estos blancos actuan como
represores y son silenciados por miR172 principalmente por inhibicion de la
traduccion, aunque también se ha visto que puede escindir el transcrito (Aukerman y
Sakai, 2003).
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1.3.5 El rol de miR156 y miR172 en las transiciones de fase del desarrollo

Mientras que los niveles de miR156 disminuyen a medida que la planta
envejece, la expresion de miR172 aumenta progresivamente (Figura 4). Este patrén
de expresion temporal opuesto es la base de dos cambios de fase: de juvenil a
adulto durante el crecimiento vegetativo y el cambio de fase vegetativa a
reproductiva (Huijser y Schmid, 2011; Yamaguchi y Abe, 2012; Spanudakis y
Jackson, 2014).

Cambio de fase
P vegetativo f
78 T

Plantula Roseta juvenil

.'%
% ]

Figura 4: Cambios de fase en el desarrollo de Arabidopsis. en las fases tempranas de desarrollo los
niveles de miR156 son elevados, lo que promueve el crecimiento vegetativo juvenil en las plantulas. A
medida que la planta madura los niveles de miR156 disminuyen y aumenta el de miR172 lo que

resulta en la floracion. Las figuras no se representan a escala.

En Arabidopsis, la expresiéon de miR156 es alta en estadios tempranos del
desarrollo, lo cual es necesario y suficiente para que ocurra la fase juvenil. La
disminucién de los niveles de miR156 dependiente de la edad es acomparada por el
aumento en la expresion de un grupo de SPLs, los cuales tienen distintas funciones
necesarias para el cambio de fase vegetativo (Wu y col., 2009; Zhu y Helliwell,
2011). Se ha demostrado que SPL9 y SPL10 promueven muchos de los atributos
asociados con la fase adulta. Por otro lado, SPL9 aumenta el nivel de FT y
promueve la expresion de SOC1, y de dos de los genes de identidad del meristema
floral, AP1y LFY (Wang y col, 2009; Aung y col, 2015) .

Sucesivamente, MIR172B es activado por SPL9 y SPL10 quienes se unen
directamente a su region reguladora e inducen su expresiéon (Wu y col., 2009).
miR172 promueve la transicién de fase juvenil a adulta reprimiendo a sus blancos,

los cuales regulan transcripcionalmente a los genes SPL3/4/5 independientemente
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de miR156 (Jung y col., 2011). Ademas, a medida que pasa el tiempo y se acumula
miR172, disminuye el nivel de las proteinas AP2-like, lo que resulta en la induccion

de la floracion (Aukerman y Sakai, 2003; Spanudakis y Jackson, 2014).

1.3.6 El rol de la ruta de la edad en la respuesta a UV-B

Como se ha mencionado previamente, altos niveles de radiacion UV-B
inducen respuestas a estrés inespecificas en plantas no aclimatadas, mientras que
bajos niveles dan lugar a respuestas fotomorfogénicas aclimatando a la planta sin
ningun signo de estrés (Vanhaelewyn y col., 2016). Estas respuestas incluyen
cambios en los niveles de expresion génica (Casati y col., 2005; Casati, 2013). Se
ha visto que la radiacion UV-B afecta los niveles de multiples miARNs en
Arabidopsis y en Populus tremula (Sunkar, 2009; Casati, 2013) y existen evidencias
que sugieren que los miARNs podrian ejercer un rol regulatorio importante en la
respuesta morfogénica (Casadevall y col., 2013). En Arabidopsis, se ha observado
que los niveles miR156 y miR172 son afectados por la exposicion a UV-B (Zhou y
col., 2007). En maiz, luego de la exposicion a UV-B, miR172 disminuye su
expresion, con un correspondiente aumento de sus genes blanco, sugiriendo un
retraso en la transicion entre crecimiento vegetativo y reproductivo, probablemente
para permitir la reparacion de dafios al ADN inducidos por UV-B, o para permitir la
aclimatacion a condiciones de crecimiento bajo mayor irradiaciéon UV-B (Casati,
2013). Sin embargo, aun se desconoce como los cambios inducidos por UV-B en la
expresion de estos dos miARNSs afectan los procesos bioldgicos regulados por ellos.

El proyecto del cual forma parte este trabajo de tesina tiene como finalidad
avanzar en el conocimiento a nivel molecular de los cambios inducidos por UV-B en
el tiempo de floracion de Arabidopsis. Dada la escasa informacién disponible acerca
de este aspecto de la regulacion del tiempo de floracidon, se ha propuesto
caracterizar la influencia de la luz UV-B sobre las diversas rutas genéticas que
determinan el tiempo de floracién en Arabidopsis. En particular, este trabajo se
enfoco sobre la ruta de la edad y la posible influencia de la luz UV-B sobre sus
principales componentes. Con este fin, se analizé la influencia de la luz UV-B sobre
la expresion de miR156, miR172 y de sus correspondientes blancos; y estos
resultados se complementaron con ensayos para estudiar el tiempo de floracion en
plantas de Arabidopsis salvajes y en plantas transgénicas o mutantes en
componentes de esta ruta, expuestas a dosis diarias de luz UV-B.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Estudiar la influencia de la radiacion UV-B sobre el tiempo de floracion en
Arabidopsis. Determinar si la ruta de la edad participa en la respuesta a radiacion
UV-B.

2.2 Objetivos Especificos

» Determinar si la radiaciéon UV-B modifica el tiempo de floracion de plantas de
Arabidopsis en las condiciones de trabajo.

» Analizar el efecto de la radiacion UV-B sobre los niveles de expresion de
miR156 y miR172 y de sus genes blanco SPL9/SPL10y TOE1/TOE2/AP2.

» Comprobar los fenotipos y genotipos de las lineas sobreexpresantes vy
mutantes en componentes de la ruta de la edad, para su utilizacion en
estudios posteriores.

» Analizar el efecto de la radiacién UV-B sobre el tiempo de floracion en plantas
mutantes sp/9-4, dobles mutantes toe7-2/toe2-1 y sobreexpresantes de
miR156 y miR172.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Se utilizaron plantas salvajes y plantas de diferentes lineas transgénicas y
mutantes de Arabidopsis pertenecientes al ecotipo Columbia (Col-0). Todas ellas
fueron gentileza del Dr. Scott Poethig (Universidad de Pensilvania, EE.UU) y se

detallan en la Tabla I.

Tabla I: Material vegetal utilizado en el presente trabajo

spl9-4 Mutante por insercion de ADN-T SAIL 150 BO05
(Wu y col., 2009)

toel-2/toe2-1 Doble mutante por insercion de ADN-T  SALK 069677

obtenida por cruzamiento de dos lineas  SALK 065370

mutantes (Aukerman y Sakai,
2003)
miR1560x Linea sobreexpresante del gen MIRI564,
expresado bajo el control del promotor (Wuy col., 2009)
CaMV35S
miR1720x Linea sobreexpresante del gen MIRI72B,

(Aukerman y Sakai,

expresado bajo el control del promotor
2003)

CaMV35S

3.2 Condiciones de crecimiento

Las semillas se sembraron en macetas de 150 ml conteniendo tierra
previamente esterilizada y, luego de estratificar a 4°C durante 3 dias, se transfirieron
a la camara de cultivo. Las plantas se crecieron bajo luz blanca en condiciones de
fotoperiodo de dia largo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, y a temperatura
controlada de 23°C.
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3.3 Tratamiento con luz UV-B

Para los tratamientos con luz UV-B se suplementd la luz blanca con 2 Wm
de luz UV-B (311 nm) para un grupo de plantas; mientras que para las plantas
control se cubrié la lampara de luz UV-B con un film de polyester que evita el paso
de esta radiacién. La intensidad de la radiacién recibida por las plantas fue
controlada utilizando un detector de radiacion UV-B (Ultraviolet Radiometer Modelo
UV203, Macam Photometrics Ltd., Livingston, Escocia), el cual fue calibrado, segun
las especificaciones del Laboratorio Nacional de Fisica de Escocia.

El tratamiento consistié en la irradiacion con luz UV-B durante 1 hora diaria a
partir del dia 9 de crecimiento hasta la floracién, considerandose el dia en que se
transfirieron las plantas a la camara de cultivo como dia 1 de crecimiento.

Se recolectd la parte aérea de entre 10 y 15 plantulas correspondientes a
plantas control o tratadas con UV-B, inmediatamente después del primer tratamiento
(dia 9 de crecimiento, dia 1 de tratamiento); luego de 4 dias de tratamiento (dia 12
de crecimiento); luego de 10 dias de tratamiento (dia 18 de crecimiento) y después
de 17 dias de tratamiento (25 dias de crecimiento, cuando las plantas control
comienzan a presentar el botdn floral). Las plantulas fueron congeladas con

nitrégeno liquido y conservadas a -80°C hasta su posterior utilizacién.

3.4 Determinacién del tiempo de floracién

El tiempo de floracion se determiné contando el numero de hojas de roseta al
momento de apertura de la primera flor y/o contando los dias de crecimiento hasta el

momento de apertura de la primera flor.

3.5 Determinacién de la aparicion de tricomas abaxiales

La primera hoja con tricomas abaxiales se determindé mediante observacién
diaria de las hojas de roseta con una lupa estereoscopica binocular hasta la

aparicion del primer tricoma en la parte reversa de la hoja.

3.6 Extraccion de ADN genémico

Se colocé tejido fresco de hojas en tubos de 1,5 ml y luego se triturd
finamente mediante el uso de micropistilos. EI material se homogeneizé con 500 ul
de buffer de extraccion (Tris-HCI 200mM, pH 7,5; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS
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0,5% pl/v; (Edwards, Johnstone y Thompson, 1991) y se centrifugd a temperatura
ambiente durante 10 minutos a 15.000 xg. La fase acuosa (fase superior) se
transfiri6 a un nuevo tubo donde se precipité con igual volumen de isopropanol.
Después de centrifugar durante 15 minutos a 8.000 xg y a una temperatura de 4°C,
se lavo el precipitado con 500 pl de etanol 70 % v/v frio. Luego de secar a

temperatura ambiente, se resuspendio el precipitado en 50 pl de agua destilada.

3.7 Extraccion de ARN total

Las extracciones de ARN total se realizaron usando el reactivo Quick-Zol
(Kalium Technologies). En tubos de 1,5 ml se colocé 100 mg de tejido obtenido
como se describié en el punto 3.3 y se trituré con N; liquido hasta formar un fino
polvo. Una vez pulverizado, se agregd 1 ml de reactivo Quick-Zol homogeneizando
completamente. Luego de incubar 3 minutos a temperatura ambiente, se agregé 300
Ml de cloroformo y se mezclé agitando vigorosamente durante 20 segundos.
Posteriormente se centrifugd durante 15 minutos a 4°C a maxima velocidad en
microcentrifuga de mesada. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio y se
repitié la extraccion con cloroformo. Nuevamente se transfirio la fase acuosa (fase
superior) a un tubo limpio y el ARN se precipité agregando un volumen igual de
isopropanol frio. Luego de incubar toda la noche a - 20°C, se centrifugd a 4°C
durante 30 minutos a una velocidad de 8.000 xg. El precipitado de ARN se lavd con
etanol 70% v/v frio y luego de secar se disolvié en 20 uyl de agua destilada estéril
libre de ARNasas tratada con DEPC. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta
Su uso.

La calidad del RNA se comprobé mediante electroforesis en geles de agarosa
2% pl/v (ver punto 3.9), en funcion de la integridad de las bandas correspondientes a

las subunidades ribosomales.

3.8 Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR)

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador TECHNE TC-3000. Se
utiliz6 GoTaqg® ADN polimerasa termoestable (Promega) con el par de cebadores
correspondientes (Tabla Il). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 1X
buffer de reaccion (Green GoTaq® provisto por el fabricante), dNTPs 200 uM;
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cebador directo 0,5 uM; cebador reverso 0,5 uM; 0,25 U de ADN polimerasa; 1 upl de
ADN genomico (entre 10 y 50 ng).

El protocolo de amplificacion utilizado consisti6 en una etapa de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de PCR que
constaron de una etapa de desnaturalizacion de 20 segundos a 94°C, una etapa de
hibridacién de 30 segundos a una temperatura variable segun el par de cebadores
utilizado (Tabla Il) y una etapa de elongacién de 30 segundos a 72°C. Finalmente, se
completd con una etapa de extensiéon final de 2 minutos a 72°C. Los productos

amplificados se sometieron a electroforesis en geles de agarosa 1% p/v.

Tabla II: Secuencias de los cebadores empleados en las reacciones de PCR para

genotipado
TOEI  AT2G28550 TOEI-F/R F: TGGGGCAGTTTCTTGGT - 52°C

R: AAGAGCCTCCCATTTTGC 54°C

TOE2  AT5G60120 TOE2-F/R F: GTGCTGTGATGATGACTAAGGAG  68°C
R: TGTTTACCGCAATCCCTGCAACC 70°C

SPL9 AT2G42200 SPL94-F/R F: GTGTTTGTTGGACTCGTTGGGC 68°C
R: CGGAAGCTGATGAAACCTATGTG  72°C

LB-SALK LB: TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG  70°C
ADN-T -- LB-SAIL  LB: TTCATAACCAATCTCGATACAC 60°C

ADN-T

1 Tf: temperatura de fusion. Las secuencias de los oligonucleotidos se indican en sentido 5°—3

3.9 Electroforesis de acidos nucleicos

Para la visualizacién de acidos nucleicos se realizaron geles de agarosa de
concentracion 1% p/v o 2% p/v segun se indica en cada caso, empleando sistema
submarino (Sambrook y Russel, 2001). Se disolvié la cantidad adecuada de agarosa
en buffer TBE 0,5X (Tris 45 mM, EDTA 1 mM, &cido bérico 45 mM) y a continuacion
se adicion6é SYBR® Safe 1X (Invitrogen).

En todos los casos, se empleé TBE 0,5X como buffer de corrida
electroforética y se sembraron marcadores 50 pb o 100 pb (PBL productos Bio-
Logicos) junto con las muestras en estudio, para estimar los tamafios moleculares

de las bandas de interés. La intensidad de corriente empleada fue de 100 mA. Una
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vez finalizada la electroforesis, los acidos nucleicos se visualizaron utilizando un
transiluminador UV (longitud de onda de trabajo: 302 nm, equipo BioChemi System,

UVP Bioimaging Systems)

3.10 Cuantificacion de ARN

La cuantificacion de ARN se llevd a cabo empleando un fluorometro (Qubit®
fluorometer 1.0, Invitrogen) y los reactivos de ensayo e instrucciones provistos por el

fabricante (Quant-iT™ RNA assay kit, Invitrogen).

3.11 Tratamiento con ADNasa

Para eliminar el ADN gendmico remanente en las muestras de ARN, éstas se
trataron con ADNasa libre de ARNasas (RQ7 RNase—free DNase, Promega). Se
preparé una mezcla de reaccion con 3 ug de ARN, 1X buffer de la enzima (provisto
por el fabricante) y 1U de ADNasa. La mezcla se incubé 30 minutos a 37°C y luego
se le agregd 1ul de solucién de inactivacion de la enzima (STOP solution, también
provista por el fabricante) y se incubé a 65°C durante 10 minutos. Transcurrido ese
tiempo se prosiguidé a realizar la reaccidén de retrotranscripcion o se guardd a -20°C

hasta su utilizacion.

3.12 Reaccién de retrotranscripcion

Para analizar los niveles de acumulacion de los miARNs maduros de interés,
se utilizé la técnica denominada Stem-Loop qRT-PCR, empleando la transcriptasa
reversa SuperScript II™ RT (Invitrogen), y oligonucledtidos del tipo stem-loop
ademas de oligodT (anchored Oligo(dT),, Invitrogen). El oligo stem-loop tiene dos
partes: el componente de tallo-burbuja y una secuencia corta en su extremo 3" cuya
secuencia es la reversa complementaria de la secuencia en el extremo 3" del miARN
que le da la especificidad (Tong y col., 2015). Esta secuencia es excluida del
cebador especifico directo que se usa luego para amplificar.

Brevemente, la técnica consiste en la hibridacion del oligo stem-loop (SLO)
con la molécula de miARN en su extremo 3" para guiar la retrotranscripcion; de esta
manera, la sintesis de la primera hebra de ADNc con un SLO aumenta la longitud
del producto. A continuacion, el producto de la retrotranscripcion es amplificado por
PCR en tiempo real usando un cebador directo especifico para el miARN y un
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cebador reverso que es complementario a una secuencia dentro del SLO (Varkonyi-
Gasic y col.,, 2007; Kramer, 2011). Se trabajé siguiendo las indicaciones del
fabricante de la enzima, junto con las modificaciones establecidas en el protocolo
detallado por Varkonyi-Gasic (Varkonyi-Gasic y col., 2007). Se prepardé una mezcla
de reaccion conteniendo 3 ug de ARN tratado con ADNasa, 1 ug de oligodT y 0,5
mM de cada uno de los SLO especificos para miR156 y miR172 (Tabla Ill), y se
incub6 a 65°C durante 10 minutos. Luego se agregd buffer de la enzima 1X (First
Strand Buffer, Invitrogen), DTT 0,01M, dNTPs 0,5 mM y 100U de la enzima.
Asimismo, se realizaron reacciones con idéntica composicién, excepto que no se
agregdé enzima (-RT). Utilizando un termociclador Applied Biosystems Veriti se
obtuvo el ADNc usando el siguiente protocolo: primera etapa de 30 minutos a 16°C;
una segunda etapa consistente en 60 ciclos de 30 segundos a 30°C, 30 segundos a
42°C y 1 segundo a 50°C. Finalmente, se eleva la temperatura hasta 85°C durante 5
minutos para inactivar la enzima (Varkonyi-Gasic y col., 2007) y se almacenan las

muestras a -20°C hasta su utilizacion.

Tabla I1I: Stem-Loop oligonucleétidos especificos

mirl56SL GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAA
CGTGCT

mirl72SL GTTGGCTCTGGTGCCCACGTGCTTCGATTCGCACCAGAGCCAA
CMTGCA

1 Las secuencias subrayadas son complementarias y forman el tallo (stem). Las secuencias resaltadas
corresponden al sitio de union del cebador reverso. M indica A o C. Se muestra la secuencia en sentido

5’ =3’

3.13 PCR en tiempo real (QRT-PCR)

En las reacciones de PCR en tiempo real se utilizaron los oligonucleétidos
especificos para cada gen detallados en la Tabla IV, los cuales fueron disefiados u
obtenidos de reportes previos.

Las reacciones se llevaron cabo en un termociclador Stratagene Mx300P
gPCR (Agilent). Para la amplificacién se utilizé como molde el ADNc obtenido como

se detalld en el punto 3.12, buffer de la enzima 1X (ADN polimerasa Taq
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Platinum™); 3mM MgCly; 0,2 mM dNTPs; 0,5X SYBR® Green; 0,5 U de Taq
Platinum™; y 0,5 uM de los oligonucleétidos directo y reverso en un volumen final de
20 pl. El protocolo de amplificacién consistié en un segmento inicial de activacién de
la ADN polimerasa a 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion
compuestos por tres pasos: 10 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C o 55°C y 30
segundos a 72°C. Por ultimo un tercer segmento correspondiente a la curva de
disociacion, donde se midid la disminucion de la fluorescencia al aumentar la
temperatura de 65°C a 98°C. La especificidad de los oligonucledtidos se estudid
mediante el analisis de la curva de fusidon y mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% p/v para verificar que los tamafos obtenidos sean los esperados. Los
niveles de expresion génica se normalizaron usando el gen CALCIUM DEPENDENT
PROTEIN KINASE3 (CPK3), cuya expresion no cambia por exposicion a UV-B (Ulm
y col.,, 2004). Para cada muestra se realizaron 3 réplicas biologicas y 3 réplicas

técnicas.

Tabla I1V: secuencia de oligonucledtidos usados para la gPCR

'miR156  GCGGCGTGACAGAAGAGAGTG  GTGCAGGGTCCGAGGT
miR172 CGGCGGGAATCTTGATGATGC  GTGCCCACGTGCTTCG
SPL9 CTTGTCTTTGCATCAGAGAATC  AATCTGATCTCATAACTTGG
SPL10 AGTCGGGTTGCATCATCCGATG  GTTGTCATACCAACAGAATCC
TOEI1 TGGGGCAGTTTCTTGGT AAGAGCCTCCCATTTTGC
TOE2 CCCATGGAAAGAACACCA TTGACGAAGGGCTGAGAA
AP2 AATGGCTTCCAACCTCCT ACCGATGGAGGGAAAAAG
CPK3 AGCTGCGGAAGTGCTAAATC CGGTTCTCAATTCCTCCAAG

1 Las secuencias de los oligonucledtidos directo y reversos se indican en sentido 5'—3

Para validar la linealidad del ensayo, la eficiencia de la amplificacion de los
genes de interés y de referencia se determiné mediante la realizacion de diluciones
seriadas de las muestras y la determinacién de los valores de Ct para cada dilucion.

Asi, se confirmé que las eficiencias de amplificacion eran aproximadamente iguales



Materiales y Métodos

en todos los casos y se utilizd el método de comparacion de Ct (Schmittgen y Livak,
2008)

3.14 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando la prueba t-Student y las
diferencias significativas se indican con * para P<0.05 y con ** para P< 0.01. Los

graficos fueron realizados utilizando Microsoft Excel.
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4 RESULTADOS

4.1 Efectos de la luz UV-B en Arabidopsis

Con el objetivo de estudiar los efectos de la radiacion UV-B sobre el tiempo de
floracién de Arabidopsis, las plantas fueron sometidas a dosis diarias de radiacion
UV-B, segun se detalla en el punto 3.3.

Se observo que las plantas salvajes del ecotipo Col-0, tratadas con luz UV-B
presentaron un retraso en el tiempo de floracion de aproximadamente 2 dias

respecto de las plantas control que no fueron expuestas a luz UV-B (Figura 5 Ay B).

A

40 Dias hasta floracién Control
(7]
5 * %
T
A >
z N
" - %

25 k

Control UV-B

Figura 5: Efecto de la luz UV-B en el tiempo de floracion de plantas Col-0. A) Numero de dias
hasta floraciéon en condiciones control y tratadas con UV-B. Se representa promedio + desviacion
estandar. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto de las plantas salvajes (** = P < 0.01,
n > 10). B) Individuos representativos de plantas Col-0 control y tratada con UV-B a los 31 dias de

crecimiento.

4.2 Papel de la ruta de la edad en el retraso de la floracién causado por

la radiacion UV-B

Para estudiar si la ruta de la edad esta involucrada en el retraso del tiempo de
floracion causado por la luz UV-B en plantas de Arabidopsis, se analizaron los
niveles de expresion de componentes de esta ruta en plantas salvajes crecidas bajo
la influencia de UV-B. Ademas se analizd el tiempo de floracion, expresado como
dias hasta floracion, en lineas de plantas transgénicas y mutantes en componentes

de esta ruta, sometidas a tratamientos con UV-B.
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4.2.1 Efecto de la radiacion UV-B sobre la expresion de los componentes de la

ruta de la edad

La cuantificacion de microARNs maduros requiere de técnicas especiales debido a
su pequefio tamafo y a la falta de una secuencia comun como la cola de poliA en
los ARNm. Una de estas técnicas se basa en la retrotranscripcién con
oligonucledtidos Stem-loop seguida de cuantificacion por PCR en tiempo real. Los
oligonucledtidos Stem-loop contienen una secuencia corta complementaria al
extremo 3" del miARN que guian la retrotranscripcion para convertir el miARN en

ADNCc de mayor longitud (Shen y col, 2010).
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Figura 6: Efecto de la radiaciéon UV-B sobre la ruta de la edad. A) Expresion relativa de miR156
en plantas control y tratadas con UV-B analizadas por SLO qRT-PCR en diferentes puntos del
crecimiento de plantas salvajes. B) Expresion relativa de miR172 en plantas control y tratadas con
UV-B analizadas por SLO qRT-PCR en diferentes puntos del crecimiento de plantas salvajes. C)
Expresion relativa de SPL9 y SPL10, genes blanco de miR156 y de AP2, TOE! y TOE?2, genes blanco
de miR172, a los 12 dias de crecimiento. Se representan los niveles relativos de transcriptos de cada
gen en plantas tratadas con UV-B normalizados a plantas control, usando CPK3 como gen de

referencia (promedio £ desviacion estandar, * = P < 0,05; ** =P < 0,01).

Teniendo en cuenta que la expresion de miR156 disminuye a medida que la
planta avanza en la fase juvenil hacia la adulta (Wu y Poethig, 2006; Wang y col,
2009), se midio el nivel de miR156 en plantas Col-0 luego de 9 dias de crecimiento

(inmediatamente después del primer dia de tratamiento con UV-B) y no mas alla de
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los 12 dias de crecimiento ya que su acumulacion se torna dificil de detectar;
mientras que el nivel de miR172 se analiz6 a los 12, 18 y 25 dias de crecimiento, ya
que su nivel aumenta a medida que disminuye el de miR156 (Wu y Poethig, 2006).
Se determind que el nivel de acumulacion de miR156 es mayor en plantas tratadas
con UV-B (Figura 6A) y que el nivel de miR172 disminuye en plantas que crecieron
bajo la influencia de esta radiacion en todos los puntos analizados (Figura 6B).

Asimismo, utilizando plantas de 12 dias de crecimiento, se analizaron los
cambios en la expresion de SPL9 y SPL10, dos de los genes regulados por miR156
y de TOE1, TOE2 y AP2, tres de los genes regulados por miR172. Se observo que
los niveles de SPL9 y SPL10 son menores en plantas tratadas con UV-B. Por su
parte, no se observaron diferencias en los niveles de expresion de los genes TOET,
TOE2 y AP2 regulados por miR172 en plantas tratadas con UV-B (Figura 6C).

4.2.2 Efecto de la radiacion UV-B sobre la aparicion de tricomas abaxiales

La aparicion de tricomas abaxiales es una de las primeras caracteristicas detectadas
en hojas de roseta que indica la transicion de fase juvenil a adulta, la cual esta
regulada por miR156 (Wu y Poethig, 2006; Wu y col., 2009). Por lo tanto, analizamos
si la radiacion UV-B resulta en una fase juvenil prolongada como consecuencia del
aumento en los niveles de miR156. Para esto analizamos la aparicion del primer
tricoma abaxial y determinamos que en plantas tratadas con UV-B la primera hoja
con tricomas abaxiales se retrasa de la hoja 6 (6,30 + 0,45) para plantas control a la
hoja 8 (8,40 + 0,50) en plantas tratadas con UV-B, indicando que en las plantas
irradiadas con UV-B la fase juvenil se encuentra efectivamente extendida con

respecto a las plantas sin irradiar (Figura 7).

Primera hoja con tricomas abaxiales
10

Control UV-B

Figura 7: Aparicion de tricomas abaxiales. Numero de hoja en que aparece el primer tricoma
abaxial en condiciones control y tratadas con UV-B. Se representa el promedio + desviacion estandar.

Los asteriscos indican diferencia significativa respecto de las plantas control (** =P < 0.01, n > 10).
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4.3 Caracterizacién fenotipica de las lineas mutantes y transgénicas

A continuacién, y con el fin de seguir analizando el papel de la ruta de la edad
en el retraso de la floracion observado en plantas irradiadas, plantas de lineas
mutantes y transgénicas sobreexpresantes en genes pertenecientes a esta ruta se
sometieron al mismo tratamiento con UV-B.

Para verificar los stocks de semillas cedidos por grupos colaboradores y para
generar cantidades suficientes de semillas a utilizar en los ensayos posteriores, se
realizé la caracterizacion fenotipica del tiempo de floracion en las lineas mutantes y
transgénicas en componentes de la ruta de la edad. Para esto se determind el
numero de hojas de roseta y el numero de dias hasta floracién para cada una de las
lineas en comparacién con plantas salvajes del ecotipo Col-0 como control (Tabla
V).

Tabla V: Tiempo de Floracion.

Col-0 10.36 £1.22 29.00 £2.18
miR1560x 29.22+£2.91 ** 46.56 +4.30 **
spl9-4 12.43 +£0.85 ** 31.79 £2.52 **
miR1720x 5.80+0.42 ** 24.80 £0.79 **
toel-2/toe2-1 542 +£0.51 ** 24.42 £0.90 **

"Se expresa el nimero de hojas de roseta y de dias hasta floracién como promedio + desviacién

estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto de las plantas salvajes (** = P <

0.01,n> 10)

4.3.1 Linea sobreexpresante miR156ox

La linea miR1560x es una linea transgénica que expresa constitutivamente el
gen MIR156A bajo control del promotor 35S del virus del mosaico del coliflor
(CaMV35S) (Wu y col., 2009). El numero de hojas de roseta fue aproximadamente 3
veces mayor respecto de las plantas Col-0; de manera similar, el numero de dias
hasta floracion fue aproximadamente 1.5 veces mayor para las plantas
sobreexpresantes respecto de Col-0 (Figura 8, Tabla V). En la Figura 8 se muestran
individuos representativos de plantas Col-0 y miR1560x, comparando el fenotipo de
plantas de 3 semanas (Figura 8A) y de 5 semanas de edad (Figuras 8B y C). En las
Figuras 8B y C se muestran vistas alternativas de una planta Col-0 que ha
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alcanzado la floracién en contraposicion a la planta miR156ox. De esta manera, se
verifico el fenotipo esperado para esta linea, de acuerdo a datos bibliograficos que
indican que la expresion constitutiva de MIR156A resulta en un retraso de la
floracion (Wang y col., 2009).

miR1560x | Col-0 2 miR1560x

Figura 8. Tiempo de floracion en plantas Col-0 y miR1560x. Hojas de roseta y floracion en plantas
Col-0 y miR1560x. A) Plantas de 3 semanas de edad. B) Plantas de 5 semanas de edad. C) Vista

alternativa de B.

4.3.2 Linea mutante sp/9-4

La linea sp/9-4 corresponde a una mutante por insercion de ADN-T de la
coleccién SAIL (SAIL_150_B05) que ha sido descrita previamente (Wu y col., 2009;
Xu y col., 2016). El numero de hojas de roseta y el numero de dias hasta floracion
fueron significativamente mayores que los de las plantas salvajes (Figura 9, Tabla
V). En este caso, las plantas mutantes sp/9-4 produjeron aproximadamente 2 hojas

de roseta mas y florecieron casi 3 dias mas tarde que las plantas Col-0.

spl9-4 | Col-0

Figura 9. Tiempo de floracion en plantas Col-0 y sp/9-4. Hojas de roseta y floracion de plantas Col-
0y spl9-4. A) Plantas de 2 semanas de edad. B) Plantas de 4 semanas de edad. C) Vista lateral de B.

En la Figura 9 se muestran individuos representativos de las plantas Col-0 y
5pl9-4, donde se compara el fenotipo de plantas de 2 semanas (Figura 9A) y de
plantas en floracién vistas desde arriba (Figuras 9B) y desde una vista lateral (Figura

9C). Se muestra que la planta Col-0 presenta numerosas flores cuando recién
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comienza la floracion en sp/9-4. Por lo tanto, también para la linea sp/9-4 el tiempo
de floracién se retrasé respecto de la linea salvaje, tal como lo indica la bibliografia
(Xu y col., 2016) (Tabla V).

4.3.3 Linea sobreexpresante miR172ox

La linea miR1720x es una linea transgénica que expresa el gen MIR172B
constitutivamente bajo control del promotor CaMV35S y ha sido descrita
previamente (Aukerman y Sakai, 2003). EI numero de hojas de roseta al igual que el
numero de dias hasta floracion fueron significativamente menores respecto de las
plantas Col-0. Las plantas sobreexpresantes generaron cerca de 6 hojas de roseta y
florecieron aproximadamente 4 dias antes que las plantas salvajes (Figura 10, Tabla
V). En la Figura 10 se muestran individuos representativos de las plantas Col-0 y
miR1720x, comparando el fenotipo de plantas de 2 semanas (Figura 10A) y de 3
semanas de edad (Figuras 10B y C), donde se pone de manifiesto que las plantas
miR1720x presentan una floracion temprana con respecto de las plantas Col-0
control. Por lo tanto, se verifico que las plantas de la linea miR172ox presentan
floracion temprana respecto de las plantas salvajes, en concordancia con los datos
bibliograficos que indica que la expresion constitutiva del gen MIR172 adelanta la

floraciéon. (Aukerman y Sakai, 2003; Jung y col., 2011).

A B

miR1720x miR1720x miR1720x

Figura 10: Tiempo de floracion de plantas Col-0 y miRI1720x. Hojas de roseta y floracion de
plantas Col-0 y miR1720x. A) Plantas de 2 semanas de edad. B) Plantas de 3 semanas de edad. C)

Vista lateral de la planta miR1720x mostrada en B.

4.3.4 Linea doble mutante toe7-2/toe2-1

La doble mutante toe7-2/toe2-1 se obtuvo por cruzamiento de dos lineas con
inserciones de ADN-T en los genes TOE1 (SALK_069677) y TOE2 (SALK_065370)
(Aukerman y Sakai, 2003)
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El numero de hojas de roseta y el numero de dias hasta floracion
disminuyeron de manera significativa para la doble mutante respecto de las plantas
Col-0. Las plantas de esta linea proporcionaron cerca de 5 hojas de roseta y
florecieron en promedio 4 dias antes que las plantas salvajes (Figura 11, Tabla V).
En la Figura 11 se muestran individuos representativos de las plantas Col-0 y toe1-
2/toe2-1, comparando el fenotipo de plantas de 2 semanas (Figura 11A) y de 3
semanas de edad (Figuras 11B y C), donde se evidencia la floracion temprana de
las plantas foe1-2/toe2-1 con respecto a las plantas Col-0 control. De esta manera,
se verificd el fenotipo descrito previamente de las plantas toe71-2/toe2-1 (Aukerman y
Sakai, 2003; Jung y col., 2011).

toel-2/toe2-1] Col-0

Figura 11. Tiempo de floracion de plantas Col-0 y foel-2/toe2-1. Hojas de roseta y floracion de
plantas Col-0 y toel-2/toe2-1. A) Plantas de 2 semanas de edad. B) Plantas de 3 semanas de edad. C)

Vista lateral de las plantas mostradas en B.

4.4 Caracterizacidon genotipica de las plantas mutantes.

El genotipo de las lineas con inserciones de ADN-T se determin6é mediante
PCR, utilizando el ADN gendmico como molde y combinaciones de oligonucledtidos.
Se emplearon cebadores especificos para el gen en estudio (directo y reverso) y un
cebador LB que hibrida en un extremo del ADN-T: LB-SAIL o LB-SALK segun
corresponda (Tabla Il). Se extrajo ADN gendémico de hojas de plantas adultas segun
se indica en el punto 3.5, y luego se realizaron dos reacciones de PCR por cada
muestra. Para la primera reaccidn se combinaron los oligonucleétidos directo y
reverso especificos de cada gen; mientras que para la segunda se combiné uno de
los oligonucledtidos especificos (directo o reverso, segun el caso) con el
oligonucledtido LB que hibrida sobre el ADN-T.
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4.41 Genotipado de plantas de la linea sp/9-4

En la Figura 12A se representa el gen SPL9 con el sitio de insercion del ADN-
T y los sitios de hibridacion de los oligonucleétidos. Se usaron SPL94-F y SPL94-R
como oligonucledtidos directo y reverso, respectivamente, que hibridan con
secuencias flanqueantes al sitio de insercion del ADN-T; mientras que LB-SAIL fue
utilizado para hibridar con el borde izquierdo del ADN-T (Tabla IlI). Usando los
cebadores directo y reverso se observo un unico producto de amplificacion para un
individuo salvaje Col-0 (Figura 12B) y ninguna banda de amplificacion para las
plantas mutantes. Por su parte, utilizando la combinacion de cebadores SPL94-F y
LB-SAIL, se observé un unico producto del tamafno esperado para las plantas
mutantes y no se obtuvo banda de amplificacion para Col-0 (Figura 12C). De esta
manera se verificd que las plantas analizadas son homocigotas para la insercion y

se utilizaron estas plantas para obtener semillas sp/9-4 a utilizar en experimentos

posteriores.
LB
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Figura 12. Caracterizacion genotipica de la mutacion sp/9-4. A) Localizacion de la insercion de
ADN-T y de los sitios de hibridacion de los cebadores en el gen SPL9. Las barras solidas representan
los exones, las flechas representan los cebadores y el tridngulo indica la insercion de ADN-T. Las
representaciones no son a escala. SPL94-F y SPL94-R son los cebadores especificos del gen directo y
reverso, respectivamente; LB es el cebador que hibrida en el ADN-T. B) Analisis de los productos de
amplificacidon de plantas salvajes y mutantes sp/9-4 usando cebadores especificos del gen y C) usando
la combinacion SPL94-F y LB-SAIL. Col-0: planta salvaje; Calles 1-4: plantas sp/9-4, M: marcador de
peso molecular 50 pb; CN: control negativo sin ADN.

4.4.2 Genotipado de plantas de la linea toe7-2/toe2-1

En el caso de las dobles mutantes toe7-2/foe2-1 se caracterizaron las
inserciones por separado para cuatro plantas del stock de semillas. La insercion de
ADN-T en el gen TOE1 se encuentra en el tercer exdn y se ilustra en la Figura 13A
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junto con los sitios de hibridacion de los cebadores que se utilizan en las reacciones
de PCR (Tabla Il). Usando los cebadores especificos se obtuvo amplificacién de una
unica banda del tamano esperado en el caso de Col-0, y no se produjo amplificacion
en el caso de las plantas mutantes (Figura 13B). Por otro lado, cuando se usé el
cebador especifico TOE1-R en combinacion con el cebador LB-SALK no se observé
amplificacion para Col-0, pero si una unica banda amplificada del tamafio esperado
en el caso de las mutantes (Figura 13C). Por lo tanto, se verifico que las plantas

analizadas son homocigotas para la mutacion toe1-2.
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Figura 13. Caracterizacion genotipica de la mutacion foel-2. A) Localizacion de la insercion de
ADN-T y de los sitios de hibridacion de los cebadores en el gen TOE1. Las barras so6lidas representan
los exones, las flechas representan a los cebadores y el triangulo indica la insercion de ADN-T. Las
representaciones no son a escala. TOE1-F y TOEI-R son los cebadores especificos del gen directo y
reverso, respectivamente; LB es el cebador que hibrida en el ADN-T. B) Analisis de los productos de
amplificacion de plantas salvajes y mutantes empleando cebadores especificos del gen y C) usando
TOEI-R y LB. Col-0: planta salvaje; Calles 1-4: plantas toel-2/toe2-1; M: marcador de peso

molecular; CN: control negativo sin ADN.

La insercion de ADN-T en el gen TOEZ2 se encuentra en el primer exén y se
representa en la Figura 14A junto con los sitios de hibridacion de los cebadores
utilizados en las reacciones de PCR. Se pudo observar una unica banda de
amplificacion en Col-0 cuando los cebadores utilizados fueron los cebadores
especificos del gen (Figura 14B) y ninguna banda cuando se combinaron LB-SALK y
TOE2-R (Figura 14C). Para las plantas 1 a 4 no se observaron bandas de
amplificacion cuando se utilizaron los cebadores especificos (Figura 14B). Una Unica
banda de amplificacion se vio cuando se amplificd con la combinaciéon de cebador
especifico TOE2-R y el cebador LB (Figura 14B). Entonces, se verificd que las
plantas analizadas eran también mutantes homocigotas para la insercion de ADN-T

en TOE2. De esta manera, se constatd que las plantas 1 a 4 eran dobles mutantes
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homocigotas y se utilizaron para obtener las semillas a utilizar en experimentos
posteriores.
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Figura 14: Caracterizacion fenotipica para la mutacion foe2-1. A) Localizacion de la insercion de
ADN-T y los sitios de hibridacion de los cebadores en el gen TOE?2. Las barras solidas representan los
exones, las flechas representan los cebadores y el triangulo la insercion de ADN-T. Las
representaciones no son a escala. TOE2-F y TOE2-R son los cebadores especificos del gen directo y
reverso; LB es el cebador que hibrida en el ADN-T. B) Analisis de los productos de amplificacion de
plantas salvajes y mutantes usando cebadores especificos del gen y la combinacion TOE2-R y LB.
Col-0: planta salvaje; Calles 1-4: plantas toel-2/foe2-1; M: marcador molecular; CN: control negativo

sin ADN.

4.5 Efecto de la radiacion UV-B sobre lineas modificadas en

componentes de la ruta de la edad

4.5.1 miR156 y sus genes blanco

Dada la importancia de la interaccion miR156/SPL en la transicion de fase
juvenil a adulta y en la regulacién de la expresion de miR172b (Wu y col., 2009), se
analizé el efecto de la radiacion UV-B sobre el tiempo de floracion en plantas que
expresan constitutivamente miR156 y también en plantas deficientes en SPL9, uno
de sus genes blanco.

En el caso de las plantas mutantes sp/9-4 tratadas con UV-B se observd un
retraso en el tiempo de floracion, de manera analoga a lo observado para plantas
Col-0 sometidas a las mismas condiciones de crecimiento (Figura 15A). Las
mutantes spl/9-4 florecieron aproximadamente 2 dias después que las
correspondientes plantas control. En la Figura 15B se muestra el efecto de la luz UV-

B sobre individuos representativos de las plantas mutantes sp/9-4.
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Figura 15: Efecto de la luz UV-B en el tiempo de floracion de plantas sp/9-4. A) Numero de dias
hasta floracion en plantas control (bloque sélido) y tratadas (bloque tramado). Se representa como
promedio £ desviacion estandar. El asterisco indica diferencia significativa respecto de las plantas no
tratadas (Col-0: plantas salvajes, * = P < 0.05, n > 10). B) Individuos representativos de plantas sp/9-

4 control y tratadas con UV-B a los 36 dias de crecimiento.

A diferencia del retraso en el tiempo de floracién observado para plantas Col-
0 tratadas con UV-B, en las plantas de la linea miR1560x este comportamiento se
revirtid, observandose floracién temprana en las plantas que crecieron en presencia
de luz UV-B (Figura 16A).
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Figura 16. Efecto de la luz UV-B en el tiempo de floracion de plantas miR1560x. A) Numero de
dias hasta floracion en plantas control (bloque sélido) y tratadas (bloque tramado). Se representa como
promedio £ desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencia significativa respecto de las
plantas no tratadas (Col-0: plantas salvajes, ** = P < 0.01, n > 10). B) Individuos representativos de

plantas miR1560x control y tratadas con UV-B a los 42 dias de crecimiento. Se muestra vista desde

arriba y lateral.

Las plantas que sobreexpresan miR156 tratadas con UV-B, florecieron

aproximadamente 4 dias antes que las correspondientes plantas sin irradiar. En la

30



Resultados

Figura 16B se muestra el efecto de la luz UV-B sobre individuos representativos de

plantas miR1560x.

4.5.2 miR172 y sus genes blanco

El microARN miR172 es un componente principal de la ruta de la edad que
actua corriente abajo de miR156 reprimiendo la actividad de los genes denominados
tipo AP2, entre los que se encuentran TOE71y TOE2 (Wu y col., 2009). Por lo tanto,
para seguir analizando el papel de la ruta de la edad en el retraso en el tiempo de
floracion causado por la luz UV-B, se irradiaron plantas de las lineas miR1720x y
mutantes dobles toe1-2/toe2-1.

En el caso de las plantas dobles mutantes toe7-2/toe2-1, las plantas tratadas
con UV-B mostraron un retraso en el tiempo de floracion respecto de las plantas
control, de manera similar a lo observado para plantas Col-0. Las plantas irradiadas,
retrasaron su floracion 3 dias respecto de las dobles mutantes control (Figura 17A).

De manera interesante, el tiempo de floracibn en las plantas que
sobreexpresan miR172 no se modificé en presencia de UV-B con respecto a las
plantas control no irradiadas (Figura 17B). La figura 17C muestra la floracién de

plantas miR172ox control e irradiadas con UV-B.
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Figura 17. Efecto de la luz UV-B en el tiempo de floracion de plantas miR1720x. A) Numero de
dias hasta floracion en plantas toel-2/toe2-1. B) Numero de dias hasta floracion en plantas miR1720x.
Los bloques solidos representan las plantas control y los bloques tramados representan las plantas
tratadas. Se representa promedio =+ desviacion estindar. Los asteriscos indican diferencia
significativa respecto de las plantas no tratadas (Col-0: plantas salvajes, * = P < 0.05, ** = P <
0.01, n > 10). C) Individuos representativos de plantas miR172o0x control y tratadas con UV-B a los 28

dias de crecimiento.
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5 DISCUSION

El tiempo de floracion es un caracter crucial del desarrollo de las plantas ya que
determina que la produccion de semillas tenga lugar en la estacion adecuada del
afio cuando las condiciones climaticas son favorables. También, en el caso de flores
que no se autofertilizan, asegura que la floracion esté sincronizada dentro de una
poblacién y con la ocurrencia de polinizadores potenciales. En relacion a esto, el
control de la transicion de fase vegetativa a reproductiva es importante no sélo para
garantizar el éxito reproductivo de una especie, sino también por su considerable
importancia agrondmica. Por ejemplo, la floracién prematura resulta en general en la
reduccion de la biomasa y de la produccion de semillas. De igual manera, la
prolongacion del crecimiento vegetativo puede resultar en el aumento de la biomasa
pero al mismo tiempo en la reduccion del niumero y el llenado de semillas (Demura y
Ye, 2010; Huijser y Schmid, 2011). Por ello, tanto las transiciones de fase como el
proceso de floracion son procesos finamente regulados por una compleja red de
rutas genéticas que actuan independientemente unas de otras, pero que a su vez se
regulan entre si. Estas rutas integran sefiales ambientales y enddgenas que resultan
en el control de la expresidon de un conjunto de genes clave; cuando la expresién de
estos genes supera un nivel umbral se inicia la floracion, que en general es un
proceso irreversible (Huijser y Schmid, 2011; Spanudakis y Jackson, 2014).

Este trabajo forma parte de un proyecto que intenta avanzar en el
esclarecimiento de los mecanismos moleculares por los cuales la radiacion UV-B
afecta el tiempo de floracion en Arabidopsis. El objetivo general del proyecto es
analizar la influencia de la luz UV-B sobre las principales rutas genéticas de control
de la floracion. Hasta el momento solo existen datos descriptivos que indican que la
luz UV-B retrasa la floracion en algunas pocas especies: Phaseolus vulgaris, Vigna
radiata, Tritcum aestivum y Arabidopsis thaliana (Saile-Mark y Tevini, 1997;
Rajendiran y Ramanujam, 2004; Zinser y col., 2007; Yan y col., 2012), pero en
ningun caso existe informacién acerca de los procesos moleculares subyacentes.
Especificamente, este trabajo de tesina se enfocé en la ruta de la edad, que es
definida por la accion secuencial de miR156 y miR172 y de sus genes blanco

correspondientes.
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5.1 Laradiacion UV-B retrasa el tiempo de floracidn de Arabidopsis

La caracterizacion fenotipica del tiempo de floracion en plantas de
Arabidopsis tratadas con UV-B permiti6 comprobar que el tiempo de floracién en
plantas salvajes del ecotipo Col-0 se retrasé con respecto a las plantas control sin
irradiar (Figuras 5A y 5B). En las condiciones experimentales utilizadas en este
trabajo, el retraso fue de aproximadamente 2 dias. Este resultado esta de acuerdo
con el unico otro estudio realizado en Arabidopsis, en el que se observo un retraso
en el tiempo de floracion aun cuando las condiciones de crecimiento y de tratamiento

con UV-B fueron diferentes a las utilizadas en el presente trabajo (Yan y col., 2012).

5.2 La expresidon de genes pertenecientes a la ruta de la edad se

modifica en plantas tratadas con UV-B

A través de estudios de expresion génica en plantas Col-0 tratadas con luz
UV-B se determiné que los niveles de acumulacion de miR156 en plantas irradiadas
son mayores que en las plantas control en todos los puntos analizados (Figura 6A).
Asimismo, se analizaron los niveles de dos genes blanco de miR156, SPL9y SPL10,
y se determind que los transcriptos de estos genes se acumulan en menor medida
en plantas tratadas con UV-B, posiblemente como consecuencia de una mayor
degradacion de sus transcriptos por miR156 (Figura 6C). La elecciéon de SPL9 y
SPL10 obedece a que estos dos factores de transcripcion participan directamente en
la activacién de miR172, que a su vez regula la expresion de su propio conjunto de
genes blanco (Wang y col, 2009; Wu y col., 2009) Asi, SPL9 y SPL10 integran los
dos sistemas de miARNs entre las etapas tempranas y tardias de desarrollo (Aung y
col.,, 2015). De esta manera, en el presente trabajo se demostré que la luz UV-B
afecta la expresidon de genes de la ruta de miR156.

La aparicién de tricomas abaxiales en las hojas de roseta es uno de los
rasgos que caracterizan la transiciéon de la fase juvenil a fase adulta en el desarrollo
(Wu y col., 2009). Se ha demostrado que miR156 promueve la expresion de todos
los rasgos juveniles, y que es tanto necesario como suficiente para que ocurra esta
fase. Por su parte, SPL9 promueve la mayoria de estos rasgos asociados a la fase
adulta, incluyendo la aparicion de los tricomas abaxiales. La exposicion a UV-B
extiende la acumulacién de miR156 en el tiempo y la consiguiente reduccion de la
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expresion de SPL9 y SPL10 resulta en una fase juvenil prolongada, tal como lo
evidencia el retraso en la aparicion de tricomas en las plantas expuestas a UV-B
(Figura 7).

Los estudios de expresidn génica también muestran que en plantas Col-0
irradiadas con luz UV-B, los niveles de miR172 se ven reducidos en todos los puntos
analizados (Figura 6B). Esta disminucion en los niveles de miR172 es consistente
con una menor acumulacién de los transcriptos de SPL9 y SPL10 a causa de la
radiacion UV-B, los cuales son activadores transcripcionales del precursor de
miR172b (Wu y col., 2009; Xu y col., 2016). Por su parte, la acumulacion de los
transcriptos de TOE1, TOE2 y AP2, tres de los genes blanco de miR172, no
evidencian cambios en respuesta a la exposicion a UV-B (Figura 6C); sin embargo
esto no es inesperado dado que la regulacion de estos genes mediada por miR172
tiene lugar a nivel traduccional principalmente (Aukerman y Sakai, 2003). No
obstante, no se puede descartar que se produzcan cambios en la expresion de

TOE3, SMZ o SNZ que sean consistentes con el retraso en la floracion observado.

5.3 Influencia de la radiacion UV-B sobre plantas transgénicas y

mutantes en componentes de la ruta de la edad.

Para ampliar los detalles de la participacion de la ruta de la edad en el retraso
del tiempo de floracién producido por la radiacion UV-B, se realizaron tratamientos
en plantas mutantes sp/9-4 y en plantas sobreexpresantes miR1560x, asi como

también en mutantes dobles toe1-2/toe2-1 y plantas sobreexpresantes miR1720x.

5.3.1 La exposicion a UV-B modifica el tiempo de floracion en plantas spl/9-4 y
miR1560x

Una vez finalizada la caracterizacion de las lineas a utilizar y de determinar
que sus fenotipos coincidian con datos bibliograficos (Figuras 8 y 9, Tabla V; Wang,
Czech y Weigel, 2009; Xu y col., 2016), inicialmente se someti6 a plantas de la linea
mutante sp/9-4 a dosis diarias de luz UV-B en las mismas condiciones utilizadas
para plantas Col-0. Se observo que las plantas de la linea sp/9-4 también mostraban
un retraso significativo en el tiempo de floracién (Figura 15). Teniendo en cuenta que

el gen SPL9 es sélo uno de 10 genes blanco de miR156 (Xu y col., 2016), no se
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puede descartar redundancia en la respuesta a luz UV-B. De hecho, los fenotipos de
ganancia o pérdida de funcion revelan un alto grado de redundancia funcional dentro
de esta familia (Wu y col., 2009; Xu y col., 2016). En las plantas de la linea sp/9-4
irradiadas con UV-B, uno o mas de estos factores de transcripcion, podria estar
supliendo la funcion de SPL9 en la mutante. Por ejemplo SPL10, que al igual que
SPLY9, participa en la mayoria de los aspectos de la regulacion del cambio de fase
vegetativa, aunque también cumple diferentes funciones (Wu y col., 2009).

En vista de una posible redundancia funcional entre los factores de
transcripcion SPLs en la respuesta a UV-B se trabajéo con una linea transgénica
sobreexpresante del gen MIR156A. La regulacion mediada por miR156 consiste en
la escision de los transcriptos de sus genes blanco, lo que impacta negativamente
en los niveles de expresion de los genes que regula (Wu y Poethig, 2006). Asi, el
transgén 35S::MIR156A completamente o casi completamente elimina la actividad
de los genes SPL que regula (Schwab y col., 2005; Xu y col., 2016). El tratamiento
con radiacion UV-B en plantas de la linea miR1560x revirtié el retraso de la floracion
observado para plantas salvajes, y sorpresivamente se observd un fenotipo de
floracion temprana. Las plantas de la linea miR156ox tratadas florecen
aproximadamente 4 dias antes que las plantas control (Figura 16). Dada la
complejidad en las redes que controlan las distintas vias de regulacion de la
floracion, es probable que en las plantas miR156ox tratadas con UV-B, esta
radiacion afecte otro tipo de regulacion de algun regulador floral. En condiciones
normales, la respuesta de este regulador floral estaria subordinada a la accion de la
ruta de miR156; pero, al estar alterada esta via por la sobreexpresion de miR156,
primaria una regulacion alternativa. Una posibilidad seria la regulacién a nivel de la
cromatina de algun gen de floracién, resultando como consecuencia en la floracién
temprana de las plantas miR1560x expuestas a UV-B. Estudios adicionales
relacionados con este trabajo de tesina determinaron que la radiacion UV-B también
afecta la regulacion negativa a nivel de la cromatina de genes de floracion,
disminuyendo la tri-metilacion de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3, Dotto y
col., 2018). Este resultado, junto con los cambios en los niveles de expresion de
miR156 y sus genes blanco SPL9 y SPL10 luego de la exposiciéon a luz UV-B,
indicaria que el retraso en la floracion producido por esta radiacion estaria mediado
por la accidn regulatoria de miR156.
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5.3.2 La radiacion UV-B retrasa la floracion en plantas toe7-2/toe2-1 pero no

modifica la de plantas miR172ox

También en este caso, antes de realizar los tratamientos con UV-B se
caracterizaron las lineas a utilizar y se determind que los fenotipos coincidian con la
bibliografia (Figuras 13 y 14, Tabla V; Aukerman y Sakai, 2003; Jung y col., 2011).

La contribucién de miR172 y de sus genes blanco al retraso en la floracion de
plantas de Arabidopsis irradiadas con UV-B se ensayd exponiendo, en primer lugar,
plantas de la linea toe7-2/toe2-1 al mismo tratamiento que las plantas Col-0. Esta
exposicion resultd en el retraso de la floracion de la linea doble mutante toe71-2/toe2
respecto de las plantas control (Figura 17A), repitiendo el fenotipo de las plantas
salvajes. También en este caso, considerando que TOE1y TOEZ2 son s6lo dos de un
total de seis genes blanco de miR172, no se puede descartar que uno o mas de
estos factores estén compensando la ausencia de los genes mutados.

Con el propdsito de prescindir de una posible redundancia de los genes tipo
AP2, se repitio el tratamiento con Iluz UV-B en plantas que acumulan
constitutivamente miR172, regulando negativamente a todos sus genes blanco. El
tiempo de floracion en las plantas de la linea miR172o0x irradiadas con UV-B no
mostré diferencia significativa con el de las plantas control sin irradiar (Figura 17 By
C). La ausencia de retraso en el tiempo de floracion implica que la ruta de miR172
forma parte de la respuesta a UV-B observada.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, en el presente trabajo de tesina
se determin6é que la exposicion a bajas dosis diarias de radiacion UV-B aumenta
temporalmente la acumulacion de miR156 extendiendo el estadio juvenil de las
plantas. En consecuencia, se producen modificaciones en los niveles de expresion
de los componentes de la ruta de la edad, la cual involucra una cadena regulatoria
corriente abajo que comprende genes de la familia SPL, el microARN miR172 y sus
genes blanco pertenecientes a la familia tipo AP2. Todo esto finaliza en un retraso
en la acumulacién umbral de los integradores florales FT y SOC1, asi como en una
reduccion en la expresion del integrador floral y gen de identidad de meristema floral
LFY (Dotto y col., 2018), produciéndose asi un retraso en la floracion de plantas que

crecen en presencia de luz UV-B.
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6 CONCLUSIONES

» Se demostré que la radiacion UV-B produce un retraso en el tiempo de
floracién de plantas de Arabidopsis en las condiciones de trabajo.

» Mediante ensayos de expresion génica, se evidencié la participacién de la
ruta de la edad en el retraso de la floracion: los niveles de SPL9, SPL10 y
miR172 disminuyen en concordancia con el aumento en la acumulacion
corriente arriba de miR156.

» La mayor acumulacién de miR156 produce una fase juvenil extendida.

» En plantas de las lineas sobreexpresantes miR156ox y miR172ox irradiadas
con UV-B el fenotipo de floraciéon tardia se revierte, sustentando Ia

participacion de la ruta de la edad en el fenotipo observado.
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