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Resumen

Las plantas florecen en cierto momento del afio para asegurarse que el desarrollo reproductivo ocurra
en la estacion mas favorable. Esta transicion del estado vegetativo al estado reproductivo se
encuentra regulada por numerosos factores genéticos y ambientales. Entre los factores externos, la
calidad de luz, la temperatura y el fotoperiodo son los mas importantes para determinar el momento
adecuado para que ocurra la floracién.

En este trabajo se estudid el rol de PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1 (PFT1) en la
regulacion de la floracion utilizando aproximacione s genéticas y bioquimicas. Se ha propuesto que
PFT1 actda en la via de la calidad de luz regulando la expresion de FLOWERING LOCUS T (FT) en
respuesta a la baja proporcion de luz roja/roja lejana (Cerdan & Chory, 2003). Sin embargo, el grado
de interaccion entre PFT1 y los genes del fotoperiodo, y su modo de accién son hasta el momento
desconocidos.

Se estudiéo como se integran genéticamente las vias de sefalizacién “corriente abajo” de los fitocromos
y se comprobd que existe una jerarquia en el accionar de los fitocromos B, D y E para regular la
floracion en respuesta a la calidad de luz, donde phyB posee un rol principal mientras que, phyD y phyE
roles secundarios. Ademas, los genes PFT1, CONSTANS (CO) y FT no fueron capaces de alterar esta
jerarquia entre los fitocromos. Se analizé el efecto de la sobreexpresion de CO en plantas mutantes para
los fitocromos B, D y E y para el gen integrador de la via fotoperiédica FT y en plantas mutantes para
los dos genes integradores, FT y TWIN SISTER OF FT (TSF). Se determind que los fitocromos B, D y
E podrian regular negativamente a FT y TSF por un mecanismo parcialmente independiente de CO y
que FT es el principal efector de la via del fotoperiodo con una contribuciéon minoritaria de TSF. TSF
se encontraria regulando la floracién por un mecanismo independiente del fotoperiodo.

Utilizando un sistema inducible por glucocorticoide, se determiné que PFT1 es capaz de promover la
floracién en ausencia de CO y que es capaz de actuar no sélo a través del gen integrador FT. Ademas,
con estos experimentos se demostrd que PFT1 es un regulador positivo de la expresion de CO y FT.
Se analiz6 el efecto de la temperatura en el tiempo de floracién y se determind que las plantas con
mayores niveles de PFT1 son insensibles a la temperatura, lo cual sugiere que PFT1 podria alterar la
respuesta a la calidad de luz modificando la sensibilidad a la temperatura.

Por otro lado, se determin6 que la proteina PFT1 no se encuentra regulada por factores ambientales.
Analizando los niveles de PFT1, se encontré que la proteina presenta una muy baja estabilidad en
extractos proteicos de Arabidopsis y que su degradacion ocurre por la via del proteasoma, tanto in vitro
como in vivo. PFT1 interacciona, tanto in vitro como in vivo, con dos proteinas que presentan posible
actividad E3 ubiquitin ligasa. Se demostré que estas proteinas, FRF1 y FRF2, promueven la
degradacion de PFT1 in vivo utilizando ensayos transitorios de agroifiltracién y analizando los niveles de
proteina PFT1: Tap en plantas mutantes para estos genes. Ademas, se logré asignar una funcion
biolégica a estos genes analizando el comportamiento de mutantes insercionales para estos genes y de
plantas transgénicas que expresan microRNAs artificiales disefiados para silenciarlos. Se determiné
que FRF1 y FRF2 son activadores de la floracion y que es posible que la degradacion de PFT1
mediada por FRF1 y FRF2 sea necesaria para que PFT1 pueda cumplir su funcién transcripcional.
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Avances en el conocimiento del rol de PFT1 y su regulacidn en la

promocion de la floracidn

RESUMEN

Las plantas florecen en cierto momento del afio para asegurarse que el desarrollo
reproductivo ocurra en la estacion mas favorable. Esta transicion del estado vegetativo al estado
reproductivo se encuentra regulada por numerosos factores genéticos y ambientales. Entre los
factores externos, la calidad de luz, la temperatura y el fotoperiodo son los mas importantes para
determinar el momento adecuado para que ocurra la floracién.

En este trabajo se estudié el rol de PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1 (PFT1) en la
regulacion de la floracidon utilizando aproximaciones genéticas y bioquimicas. Se ha propuesto que
PFT1 actya en la via de la calidad de luz regulando la expresion de FLOWERING LOCUS T (FT) en
respuesta a la baja proporcion de luz roja/roja lejana (Cerdan & Chory, 2003). Sin embargo, el grado
de interaccidon entre PFT1 y los genes del fotoperiodo, y su modo de accién son hasta el momento
desconocidos.

Se estudidé como se integran genéticamente las vias de sefializacién “corriente abajo” de los
fitocromos y se comprobd que existe una jerarquia en el accionar de los fitocromos B, D y E para
regular la floracién en respuesta a la calidad de luz, donde phyB posee un rol principal mientras que,
phyD y phyE roles secundarios. Ademas, los genes PFT1, CONSTANS (CO) y FT no fueron capaces de
alterar esta jerarquia entre los fitocromos. Se analizé el efecto de la sobreexpresién de CO en
plantas mutantes para los fitocromos B, D y E y para el gen integrador de la via fotoperiddica FTy en
plantas mutantes para los dos genes integradores, FT y TWIN SISTER OF FT (TSF). Se determind que
los fitocromos B, D y E podrian regular negativamente a FT y TSF por un mecanismo parcialmente
independiente de CO y que FT es el principal efector de la via del fotoperiodo con una contribucién
minoritaria de TSF. TSF se encontraria regulando la floracion por un mecanismo independiente del
fotoperiodo.

Utilizando un sistema inducible por glucocorticoide, se determind que PFT1 es capaz de
promover la floracién en ausencia de CO y que es capaz de actuar no sélo a través del gen integrador
FT. Ademas, con estos experimentos se demostrd que PFT1 es un regulador positivo de la expresién
de COyFT.

Se analizé el efecto de la temperatura en el tiempo de floracion y se determind que las
plantas con mayores niveles de PFT1 son insensibles a la temperatura, lo cual sugiere que PFT1

podria alterar la respuesta a la calidad de luz modificando la sensibilidad a la temperatura.



Por otro lado, se determind que la proteina PFT1 no se encuentra regulada por factores
ambientales. Analizando los niveles de PFT1, se encontré que la proteina presenta una muy baja
estabilidad en extractos proteicos de Arabidopsis y que su degradacidon ocurre por la via del
proteasoma, tanto in vitro como in vivo. PFT1 interacciona, tanto in vitro como in vivo, con dos
proteinas que presentan posible actividad E3 ubiquitin ligasa. Se demostré que estas proteinas, FRF1
y FRF2, promueven la degradacion de PFT1 in vivo utilizando ensayos transitorios de agroifiltracion y
analizando los niveles de proteina PFT1:Tap en plantas mutantes para estos genes. Ademds, se logré
asignar una funcidon bioldgica a estos genes analizando el comportamiento de mutantes
insercionales para estos genes y de plantas transgénicas que expresan microRNAs artificiales
disefiados para silenciarlos. Se determind que FRF1 y FRF2 son activadores de la floracién y que es
posible que la degradacidon de PFT1 mediada por FRF1 y FRF2 sea necesaria para que PFT1 pueda

cumplir su funcidn transcripcional.
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INTRODUCCION GENERAL

Arabidopsis thaliana como planta modelo

Arabidopsis thaliana es una pequeia planta dicotileddnea de la familia de las Brassicaceae.
A pesar de que se encuentra relacionada con plantas de importancia econémica, como el repollo, el
brdcoli y la colza, Arabidopsis no presenta importancia econdmica. Sin embargo, ha sido el foco de
estudios genéticos, bioquimicos vy fisioldgicos por mas de 30 afios debido a las ventajas que presenta
para el trabajo en laboratorio. Posee un ciclo de vida corto, da lugar a una progenie numerosa por
auto polinizacion, requiere poco espacio para cultivarse y crece facilmente. Posee un genoma
relativamente pequefio y completamente secuenciado que puede ser manipulado por ingenieria
genética mucho mds sencillamente que el de otras especies. Ademas, hoy en dia se cuenta con gran
cantidad de ADNc completos y mutantes por insercién de la mayoria de sus genes. Todas estas
ventajas hacen de Arabidopsis un organismo modelo ideal para las investigaciones bioldgicas ya que
permiten testear hipdtesis en forma rapida y eficiente y generar conocimiento acerca del
comportamiento de una planta entera. A partir del conocimiento generado en una planta modelo

como Arabidopsis, se pueden iniciar mejoras en plantas de interés agronémico.

Las plantas pueden distinguirse en plantas anuales y bianuales, las cuales florecen una Unica
vez y mueren (monocdrpicas) y en plantas perennes que viven mas de dos afios y en la mayor parte
de los casos florecen todos los afios cuando alcanzan la madurez (policarpicas).

Arabidopsis es una planta anual de dia largo dado que su floracién se encuentra acelerada
cuando el fotoperiodo excede una cierta longitud del dia. Se la considera una planta facultativa ya
que su floracion se encuentra promovida en dias largos pero es aun capaz de florecer en un
fotoperiodo de dia corto. Esta caracteristica la diferencia de las plantas fotoperiddicas estrictas para
las cuales un fotoperiodo especifico es condicidén sine qua non para florecer. De esta forma, las
plantas utilizan a la luz y a la temperatura como fuentes de informacién para predecir el arribo de la
estacién favorable que le permita lograr un éxito reproductivo, la cual dependera de cada especie

(Jackson, 2009).
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¢Como funcionan los fitocromos para controlar el desarrollo de Arabidopsis?

Frente a condiciones ambientales adversas, las plantas no tienen la posibilidad de moverse a
un ambiente mas favorable. Para alcanzar el éxito reproductivo, han desarrollado evolutivamente
mecanismos que les permiten alterar su crecimiento y desarrollo en respuesta a las sefiales
ambientales. Dentro de estas sefiales se encuentran la percepcion de la extensidn del dia, de la
temperatura y de la calidad de luz. La regulacidon del crecimiento de las plantas por las sefiales
luminicas se denomina fotomorfogénesis.

Existen tres tipos de fotorreceptores involucrados en la fotomorfogénesis: los fitocromos
que absorben luz roja (R) y luz roja lejana (RL), los criptocromos que absorben luz UV-A y azul y los
fotorreceptores con dominios LOV (por luz, oxigeno o voltaje), dentro de los cuales se encuentran las
fototropinas (photl y phot2) y otra pequefia familia de fotorreceptores compuesta por zeitlupe (ztl),
flavin-binding kelch repeat F-box 1 (fkf1) y lov kelch protein 2 (Ikp2).

Los fitocromos existen en forma de dimeros y cada mondmero contiene una apoproteina a
la que se encuentra unida covalentemente un cromoforo tretrapirrdlico, la fitocromobilina, capaz de
presentar una isomerizacion del tipo cis-trans. Los fitocromos se encuentran en dos formas
interconvertibles. Se sintetizan en la oscuridad en una forma biolégicamente inactiva, capaz de
absorber luz roja (Pr). La actividad bioldgica se obtiene luego de su fotoconversidén en presencia de
luz roja (660 nm) a la forma capaz de absorber luz roja lejana (Pfr). Esta reaccidn es reversible y la
presencia de luz roja lejana (730 nm) convierte la forma Pfr en la forma inactiva Pr; como resultado
se genera un fotoequilibrio dinamico de Pr y Pfr en las condiciones naturales de luz (Franklin and
Quail, 2009).

La sefalizacion mediada por los fitocromos involucra una interaccion fisica con factores de
transcripcion del tipo bHLH, PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS (PIFs). Estas proteinas
presentan multiples funciones regulatorias controlando la fotomorfogénesis. La unién de la forma
fotoactivada de los fitocromos produce una rdpida fosforilacién de PIF y su degradacién via
proteasoma (Bauer et al., 2004); (Park et al., 2004); (Shen et al., 2004); (Shen et al., 2008). Este
sistema le permite a las plantas alterar rdpidamente la expresion génica en respuesta a cambios en
la luz percibida del ambiente. La interaccion de los fitocromos con los PIFs puede, ademas, conducir
a una desestabilizacion de los fitocromos, generando un mecanismo de respuesta dual para regular
el desarrollo de las plantas (Al-Sady et al., 2008). Por otro lado, los PIFs se encuentran implicados en
la regulacion de la transcripcidn génica en la via de sefializacion de los fitocromos (Monte et al.,

2004).
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En Arabidopsis existen 5 genes que codifican para 5 fitocromos (phyA-phyE). phyB y phyD
son muy similares entre si (aproximadamente un 80% de identidad) y forman un subgrupo junto con
phyE (Goosey et al., 1997). Por su parte, phyA se encuentra mas relacionado con phyC. La
identificacion de mutantes nulas deficientes en cada uno de estos fitocromos ha permitido
identificar los roles individuales de cada fitocromo en Arabidopsis y sus funciones en el desarrollo de
las plantas (Franklin & Quail, 2009).

Las pldntulas germinadas en oscuridad presentan un fenotipo denominado etiolado, que se
caracteriza por la presencia de hipocotilos elongados y cotiledones sin expandir, cerrados y
amarillos. Luego de la germinacion, inducida por las sefiales luminicas, se inician una variedad de
respuestas de desetiolacion que garantizan la supervivencia fotoautotroéfica. Dentro de estas
respuestas se encuentran la inhibicion del alargamiento del hipocotilo, la apertura de los cotiledones
y la sintesis de clorofila. Estas respuestas se encuentran mediadas por los fitocromos y los
criptocromos (cry), cryl y cry2 (Franklin & Quail, 2009). Los fitocromos presentan roles Unicos a lo
largo del ciclo de vida de las plantas, pero pueden también actuar en forma redundante para regular
un amplio rango de procesos, desde la germinacién hasta el desarrollo reproductivo.

Analizando el fenotipo de las mutantes de fitocromos, se determind que phyA es el
encargado de mediar la desetiolacién en RL continuo (Dehesh et al., 1993; Nagatani et al., 1993;
Parks & Quail, 1993; Whitelam et al., 1993), en cambio phyB es el fitocromo predominante en
mediar la desetiolacion en Ry luz blanca (Somers et al., 1991; Reed et al., 1993).

Un ejemplo clasico donde se distinguen las respuestas de phyA y phyB es su
comportamiento en la respuesta de escape al sombreado. Durante la fase adulta, la morfologia de
las plantas se encuentra también regulada por los fitocromos. La proporcién de fitocromo activo
(Pfr/Ptotal) se encuentra fuertemente correlacionada con la proporciéon de luz R/RL percibida.
Cuando los niveles de la forma Pfr son bajos, las plantas elongan sus tallos y peciolos, se inhiben las
ramificaciones axilares, se promueve la senescencia de las hojas y se induce la floracion. Esto le
permite a las plantas poseer un mecanismo poderoso para la deteccion de plantas vecinas que
compiten por los recursos luminicos. Las plantas que crecen en condiciones de luz enriquecida en RL,
situacion que simula una alta densidad de cultivo, presentan estas respuestas de escape al
sombreado que se encuentran mediadas principalmente con phyB, con alguna participacién de phyD
y phyE (Franklin, 2008; Halliday et al., 2009).

En contraste con estos fitocromos, phyA posee una forma Pfr muy labil a la luz, que se
acumula en grandes cantidades en las plantulas etioladas. Las propiedades Unicas que presenta phyA
le permiten actuar como un sensor de luz RL en el modo HIR (respuesta de alta irradiancia), que

tiene implicancias en la sefializacion de la relacion de luz R/RL (Hennig et al., 2000). Frente a
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condiciones de baja proporcion de luz R/RL, el fotoequilibrio de phyB, phyD y phyE se desplaza hacia
la forma inactiva Pr, mientras que la sefializacion por phyA se encuentra estimulada hacia la
respuesta RL-HIR. Las mutantes deficientes en phyA poseen una respuesta aumentada a la baja
relaciéon de luz R/RL, lo cual sugiere que phyA presenta un rol importante en los ambientes
naturales, presentando un comportamiento antagdénico al del “escape al sombreado” (Yanovsky et

al., 1997; Franklin, 2008).

Vias genéticas que controlan la floracidn en Arabidopsis thaliana

Todos los érganos de una planta se originan a partir de un pequefio nimero de células no
diferenciadas llamadas meristemas. Los meristemas primarios se establecen durante la
embriogénesis y forman tejidos primarios a partir de los cuales se desarrollan los drganos de las
plantas. Por ejemplo, los meristemas apicales se localizan en el extremo en crecimiento de la planta
adulta y producen las raices y el tallo. El meristema apical del tallo se encuentra ubicado en el apice
de las plantas, en una zona de divisidn y expansion celular, dando origen a las hojas y los meristemas
axilares durante el desarrollo vegetativo y a los meristemas florales durante el desarrollo
reproductivo. Los meristemas pueden ser determinados, es decir que se consumen luego de la
formacion del érgano, o indeterminados, encontrandose activos durante todo el ciclo de vida de la
planta. En las plantas anuales, luego de la induccidn floral, los meristemas vegetativos del tallo llevan
a cabo la transicidn a meristemas de inflorescencia. Estos meristemas de inflorescencia se
mantienen indeterminados por un tiempo generando los meristemas florales que dan lugar a las
flores. Finalmente todos los meristemas se consumen y la plata muere. En cambio, las plantas
perennes, han desarrollado estrategias mas elaboradas para sobrevivir por varios afios, formando
estructuras perennes conteniendo al menos un meristema indeterminado para su crecimiento en la

préxima estaciéon (Melzer et al., 2008).

Existen al menos dos tipos de informacién que las plantas utilizan para dar inicio a la
floracién. Una de ellas es ambiental e involucra los cambios en la longitud del dia y en la
temperatura ambiente que reflejan los cambios estacionales. En las zonas templadas, los dias cortos
preceden al invierno, con bajas temperaturas y deficiencia de agua. De forma similar, los dias largos
preceden periodos secos en algunas zonas desérticas. De esta forma, utilizando la extensidn del dia,
las plantas pueden adaptar su crecimiento, fisiologia y desarrollo anticipandose a periddicos cambios

climaticos (Lagercrantz, 2009).
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El otro tipo de informacidn es enddgena e involucra, por ejemplo, la transicion desde un
estadio juvenil a adulto que afecta muchos aspectos del desarrollo de la planta, incluyendo la
competencia para florecer. Las plantas en el estadio juvenil no responden a ciertos estimulos que
serian suficientes parar inducir la floracién en una planta adulta. Esta etapa juvenil puede ser de
unos pocos dias en especies como Arabidopsis o de varios afios como en algunos arboles (Jackson,
2009).

Las rutas genéticas y bioquimicas a partir de las cuales las plantas sensan la informacion
enddgena y ambiental para inducir la floracion, se denominan vias de la floracién. A partir de analisis
genéticos realizados en Arabidopsis se identificaron muchos genes involucrados en la regulacion de
la floracion. Como resultado de estos estudios se observé que varias vias controlan la expresiéon de
unos pocos genes clave, conocidos como genes integradores de la floracidn, cuya funcion es regular
la expresion de los genes especificos de identidad del meristema floral. Se han descripto seis vias
parcialmente independientes basadas en los fenotipos diferenciales que presentan las mutantes de
floracién bajo distintas condiciones ambientales de luz y temperatura. Estas vias son la via del
fotoperiodo, la via autdnoma, la via de vernalizaciodn, la via de calidad de luz, la via de giberelinas y la

via termosensora (Ausin et al., 2005).

Control de la floracién por el fotoperiodo

La floracion puede inducirse tanto en fotoperiodos de dia largo (DL) como de dia corto (DC),
dependiendo de la especie. Las plantas pueden clasificarse en tres categorias basadas en su
respuesta al fotoperiodo: plantas de DC, plantas de DL y plantas de dia neutro (DN) que no
responden al fotoperiodo.

En las plantas de DC, las noches largas inducen la floracion. Sin embargo, cuando la noche
larga se interrumpe con un pulso de luz, la floracion no ocurre. La duracion de la oscuridad también
es importante en plantas de DL, aunque son menos sensibles a los pulsos de luz nocturnos. Sin
embargo, cuando los dias son largos y las noches son largas, las plantas no florecen. A diferencia de
lo que ocurre con las plantas de DC, en las plantas de DL, si se interrumpe el dia con un pulso de
oscuridad las plantas florecen (Lagercrantz, 2009)..

La mayoria de las plantas de DL requiere la presencia de luz roja lejana al final del periodo de
luz. Sin embargo, si la luz roja lejana se encuentra seguida de un pulso de luz roja la floracidén no se
promueve. En las plantas de DC, en cambio, la calidad de luz percibida durante el periodo de luz no

tiene mucho efecto en la floracién (Figura 1) (Lagercrantz, 2009).
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Plantas de Plantas de
DC DL
Luz blanca Oscuridad
Floracion Vegetativo
‘ - Vegetativo Floracion
I - Vegetativo Floracion
R RL
PN o Floracién
L [veRe Vegetativo

Figura 1. Esquema que representa las respuestas tipicas de las plantas de DC y DL frente a distintas
combinaciones de luz-oscuridad.

*Indica que en DL la floracién existe pero depende de la duracién del pulso de luz y del momento de la noche
en que se realiza.

Para explicar como miden las plantas la extension del dia y de la noche se han propuesto
varios modelos. El mas apropiado parece ser el modelo de coincidencia externa, donde bajo ciertas
condiciones un ritmo circadiano interno coincide con una sefial externa, la luz, e induce la floracién.
Como se explicara en detalle en el Capitulo 1, CONSTANS (CO) es la proteina clave encargada de
determinar la extensién del dia en Arabidopsis. La expresion de CO se encuentra regulada por el reloj
circadiano con un pico de expresion durante la noche en DC. Ademas, la proteina CO se degrada en
oscuridad, por lo tanto la funcién de CO sélo puede cumplirse si el ARNm de CO se expresa antes de
la fase de oscuridad. En realidad, esto es lo que sucede en DL, el pico de expresion del ARNm de CO
coincide con la luz y la proteina es estabilizada en estas condiciones. Por lo tanto, en DL la proteina
CO se acumula y promueve la transcripcion de FLOWERING LOCUS T (FT) en el tejido vascular
(Suarez-Lopez et al., 2001; Yanovsky & Kay, 2002). FT es la proteina que se mueve de las hojas al
meristema apical del tallo donde interactia con factores de transcripcion para inducir la floracion
(Corbesier et al., 2007; Jaeger & Wigge, 2007; Lin et al., 2007; Mathieu et al., 2007; Tamaki et al.,
2007).

Los modelos que explican el funcionamiento del reloj circadiano incluyen al menos tres
redes de retroalimentacién negativas (feedback loops) interconectadas (Harmer, 2009). De acuerdo

a los modelos planteados, CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1) y LATE ELONGATED HYPOCOTYL
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(LHY) juegan un rol muy importante y participan en dos de estas redes. En una de ellas regulan
negativamente a TIMING OF CAB EXPRESSION (TOC1), que actlia como regulador positivo de CCAl y
LHY (Alabadi et al., 2001), formando la primera red de retroalimentacion. En la segunda, CCA1 y LHY
promueven la transcripcién de dos genes PSEUDO RESPONSE REGULATOR (PRR): PRR7 y PRR9Y, los
cuales son, a su vez, reguladores negativos de CCA1/LHY. En tercer lugar, se encuentra TOC1 y otro
componente hipotético Y, donde Y regula positivamente a TOC1, el cual a su vez reprime a Y. Se ha
propuesto a GIGANTEA (GIl) como candidato para Y, aunque esta propuesta no esta exenta de
controversias (Mas & Yanovsky, 2009; Imaizumi, 2010).

El fotorreceptor ztl es necesario para mantener el ritmo circadiano promoviendo la
degradacion via proteasoma de TOC1 y PRR5, la cual se encuentra regulada por su interaccion con
otras proteinas y por la luz (M3s et al., 2003; Kiba et al., 2007; Fujiwara et al., 2008). ztl interacciona
fisicamente con Gl a través de la region N-terminal de su dominio LOV. Esta interaccion depende de
la luz azul y estabiliza a ztl. Como la transcripcion de G/ se encuentra regulada por el reloj, la proteina
Gl cicla y por lo tanto, le confiere una regulacion post traduccional ritmica al fotorreceptor ztl. Esta
interaccion previene que ztl interaccione con TOC1 y PRR5, con lo cual estas proteinas se degradan
mas en oscuridad que en la luz (Kim et al., 2007; Harmer, 2009). TOC1 y PRR5 se encuentran
reguladas negativamente por ztl y esta regulacion es necesaria para la funcion del reloj circadiano y
para la fotomorfogénesis temprana (M3s et al., 2003; Kiba et al., 2007).

Recientemente, se describié a CCA1 HIKING EXPEDITION (CHE), que funciona como un
regulador de CCA1 asociado a TOC1. TOC1 interacciona fisicamente con CHE, el cual actia como un
represor transcripcional de CCA1, asocidndose a su region promotora (Pruneda-Paz et al., 2009).
Dado que CHE no regula la expresion de LHY, y CCA1 aun se expresa en las plantas mutantes che, es

probable que otros factores participen en la induccion de CCA1 y LHY.

El reloj circadiano regula a CO a nivel transcripcional, promoviendo la degradacidn de cuatro
represores que pertenecen a la misma familia génica, CYCLING DOF FACTOR1 (CDF1), CDF2, CDF3 Y
CDF5. Los CDFs poseen un pico de expresion a la mafiana temprano y actian en forma redundante
para reprimir la expresion de CO durante el dia (Fornara et al., 2009). La abundancia de los CDFs se
encuentra controlada por fotorreceptores del tipo LOV como fkfl, un fotorreceptor de luz azul que
estaria involucrado en la degradacion de los CDFs (Sawa et al., 2007; Fornara et al., 2009). En las
tardes de fotoperiodos de DL, la expresién de CDF1 se encuentra fuertemente reprimida por PRR9,
PRR7 y PRR5 (Nakamichi et al., 2007). Ademas, en ese mismo momento, Gl interacciona fisicamente
con FKF1 y la estabiliza, promoviendo la degradacion de los CDFs y la subsiguiente expresion de CO

(Sawa et al, 2007). En la noche, la degradacién de Gl es promovida por CONSTITUTIVE
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PHOTOMORPHOGENESIS 1 (COP1), una enzima E3 ubiquitin ligasa. La interaccidon GI-COP1 requiere
al factor circadiano EARLY FLOWERING 3 (ELF3) (Yu et al., 2008). Por lo tanto, las plantas utilizan
multiples factores relacionados con los ritmos circadianos para controlar en forma precisa el patrén

de expresion diurno de CO (Imaizumi, 2010).

CO también presenta una regulacién a nivel traduccional. Los receptores de luz azul, cryly
cry2 y el receptor de R/RL phyA estabilizan la proteina CO al final del dia en DL. Sin embargo, phyB
promueve su degradacion en las primeras horas de la mafiana (Valverde et al., 2004). De esta forma,
el fotoperiodo y la calidad de luz también afectan la expresion de FT a través de la estabilizacion de
la proteina CO.

Una vez que FT se expresa, la proteina se mueve al meristema apical del tallo, donde
interacciona con FLOWERING LOCUS D (FD). El complejo FT/FD, activa la expresion de los genes de
identidad del meristema como APETALA1 (AP1) y FRUITFULL, probablemente por union directa a sus
promotores (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005) y de otros promotores de la floracion como
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (S0C1) (Michaels et al., 2005; Yoo et al., 2005).
Por lo tanto, existen genes clave que integran las vias de sefializacidon que regulan la floracion, entre
ellos se encuentran FT, SOC1 y LEAFY (LFY). Estos genes dirigen ciertos grupos de células en los
alrededores del meristema apical de tallo para diferenciarse en meristemas florales.

LFY es también un gen de identidad del meristema floral y su transcripcion se encuentra
regulada por giberelinas y por DL. Las giberelinas activan al promotor de LFY a través de elementos
cis que son diferentes a los utilizados para responder a la extensién del dia, lo cual demuestra que
LFY integra sefiales ambientales y enddgenas para controlar la floracion (Blazquez & Weigel, 1999;
Blazquez & Weigel, 2000). A diferencia de FT, LFY no es un gen regulado por CO; pero si se encuentra
regulado por el gen integrador SOC1 que, junto con AGL24, forman un heterodimero y activan su
expresion (Lee et al., 2008). LFY codifica para un factor de transcripcion y es capaz de activar genes
homedticos florales entre ellos, AP1, APETALA3 (AP3) y AGAMOUS (AG) (Busch et al., 1999; Wagner
et al., 1999; Lohmann et al., 2001; Lamb et al., 2002).

En Arabidopsis, una vez que la floracion comienza en el meristema apical del tallo es
irreversible. Esto se debe a que muchas vias convergen e involucran la expresion de genes en este
lugar. Otras especies no presentan esta irreversibilidad de la floraciéon en sus meristemas apicales
del tallo y por ejemplo, se puede revertir al estado vegetativo si no se mantiene la exposicién al

fotoperiodo inductivo (Amasino, 2010).

CO no es el unico gen que afecta la transcripcién de FT. Dentro de la via del fotoperiodo, Gl

regula un microRNA, miR172 cuyos genes blanco son genes del tipo AP2: TARGET OF EAT1 (TOE1),
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TOE2, TOE3, SCHULAFMUTZE (SMF) y SCHNARCHZAPFEN (SNZ), los cuales son desregulados post
transcripcionalmente. TOE1 es un represor de la floracidn, por lo tanto, miR172 induce la floracién
disminuyendo la represién sobre FT mediada por TOE1. Los niveles de miR172 son mayores en luz
azul respecto de R y son mayores en las plantas cultivadas en DL respecto de DC, por lo tanto,
miR172 promueve la floracién especificamente en DL. Gl regula la abundancia de miR172 en forma
independiente del reloj circadiano. Esto indica que Gl posee un doble rol en la regulacidn de la
floracién por el fotoperiodo, regulando a CO y a miR172, convergiendo ambos en la induccion de la

expresion de FT en DL (Jung et al., 2007).

Vernalizacion

La vernalizacién es un proceso por el cual las plantas requieren una exposicion prolongada al
frio antes de florecer. La mayoria de las especies necesita la vernalizacion para prevenir que la
floracién ocurra en otofo. La duracién de la exposicion al frio y la temperatura adecuada para la
vernalizacidn varia entre las distintas especies. A diferencia del fotoperiodo que se percibe en las
hojas, las células del meristema apical del tallo son las encargadas de sensar el frio y vernalizarse
(Amasino, 2010).

En Arabidopsis, las accesiones de laboratorio florecen rapidamente sin la necesidad de un
tratamiento de vernalizacidn. Ellas se eligieron como modelos de laboratorio dado que al no requerir
de la vernalizacidn presentan un ciclo de vida mas corto. Este requerimiento de vernalizacién es
causado generalmente por el gen dominante FRIGIDA (FRI) (Lee et al., 1993; Clarke & Dean, 1994).
Estudiando las variantes naturales de Arabidopsis, se encontré un segundo gen, FLOWERING LOCUS
C (FLC), que junto con FRI confiere el requerimiento de la vernalizacion. FLC codifica para un factor
de transcripcidon del tipo MADS-box y su sobreexpresion, aln en ausencia de FRI, evita la floracion.
Por lo tanto, FLC es un potente supresor de la floracién y el bloqueo de la floracidn en otofio en las
accesiones que requieren de la vernalizacidn se debe mayoritariamente a que FRI eleva los niveles
de FLC. Una vez que ocurre la vernalizacidn, disminuye la expresidn de FLC y puede llevarse a cabo la
transicion floral (Michaels & Amasino, 1999; Michaels et al., 2004).

La represién de FLC, inducida por la vernalizacién, involucra un complejo de represidn
Polycomb (PRC2). Este complejo modifica las histonas de la cromatina de FLC y causa un aumento en
el nivel de trimetilaciones del residuo lisina 27 de la histona 3. Esta modificacién en la cromatina se
encuentra asociada con la inactivacién a largo plazo de la expresién del gen. Un gen necesario para
que PRC2 dirija la represidn de FLC es VERNALIZATION INSENSITIVE 3 (VIN3), que codifica para una

proteina inducida por frio que interacciona con miembros del PRC2 (Kim et al., 2009).
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Otros reguladores negativos de FLC son los genes de la llamada via auténoma. Estos genes
se definieron por mutaciones que retrasan el tiempo de floracién independientemente de la

longitud del dia y se denominan: LUMINIDEPENDENS, FCA, FY, FPA, FVE y FLK.

FLC suprime la floracidon reprimiendo la expresion de los activadores SOC1, FT y FD,
uniéndose directamente a los promotores de estos genes (Hepworth et al., 2002; Helliwell et al.,
2006; Searle et al., 2006).

Las proteinas con dominios del tipo MADs actuan con frecuencia como parte de complejos
multiméricos. FLC interacciona con otra proteina con dominio MADs, SHORT VEGETATIVE PHASE
(SVP) y esta interaccion es importante para la floracidén, ya que la pérdida de SVP, suprime

parcialmente la habilidad de FLC de reprimir la floracion (Li et al., 2008).

Otras vias que regulan la floraciéon

La temperatura ambiente también puede afectar la floracidn, regulando principalmente la
expresion de FT. En presencia de altas temperaturas se induce la floracién en forma independiente
del fotoperiodo. Esta respuesta se debe a una supresion del efecto de FLC en la floracién y el mayor
efector de esta via es FLOWERING LOCUS M (FLM), un gen represor de la floracion del tipo MADs-
box similar a FLC. Utilizando variaciones naturales en combinacién con un andlisis de mutantes y con
un andlisis de expresion génica, Balasubramanian et al. (2006) demostraron que la inducciéon de la
floracién se encuentra posiblemente asociada a alteraciones en los patrones de splicing de ciertos
transcriptos, entre los cuales se incluye a FLM. Esta induccidn por temperatura actia “corriente
arriba” del gen integrador FTy depende ademds de giberelinas (Balasubramanian et al., 2006).

Por otra parte, la floracién puede ser retrasada en Arabidopsis en plantas cultivadas a 162C.
Esta respuesta podria ser importante para retrasar la floracién durante los primeros dias de la
primavera si las temperaturas son bajas y lograr asi un éxito reproductivo. El retraso de la floracién a
temperaturas subodptimas depende de dos genes de la via auténoma, FCA y FVE y se encuentra
ligado a una baja expresién de FT. Con estos antecedes, se propuso la existencia de una via
termosensora capaz de regular la floracion en repuesta a la temperatura ambiental por un
mecanismo independiente de FLC (Blazquez et al., 2003). Se propuso que SVP participa también en
esta via actuando “corriente abajo” de FCA y FVE. Se observé que la expresidén de FT y SOC1 se
encuentra elevada en mutantes svp particularmente a 162C. Por lo tanto, SVP retrasa la floracion a

temperaturas subdptimas reprimiendo a FTy a SOC1 (Lee et al., 2007).
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La regulacion de la floracidn por temperatura involucra entonces factores de transcripcion
del tipo MADs-box, donde FLM se encuentra asociado a las respuestas a altas temperaturas y SVP
regula la floracion a temperaturas subdptimas. Otra proteina del tipo MADs-box es FLC, un represor
de la floracién que responde a la vernalizacién, es decir a la exposicién prolongada de las plantas al
frio, en este caso a muy bajas temperaturas. Todas estas respuestas se integran en uno de los genes
integradores de la floracion, FT. Por otro lado, se demostré que la temperatura ambiente regula la
floracién por dos vias que pueden separarse genéticamente, una de ellas que requiere a ELF3 y se
encuentra asociada al fotoperiodo y la otra que requiere a TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) y se la
relaciona con la via autdonoma. ELF3 y TFL1 presentan roles importantes y complementarios en la via
de sefializacion por temperatura (Strasser et al., 2009).

La hormona giberelina (GA) induce la floracion en Arabidopsis, predominantemente en DC,
cuando la via del fotoperiodo no es activa. GA actua directamente induciendo la expresion de LFY, a
través de un dominio en su promotor (Blazquez et al., 1998; Blazquez & Weigel, 2000). GA también
induce la expresion de SOCI (Moon et al., 2003) y antagoniza la represién de los genes homedticos a

través de la proteina DELLA REPRESSOR OF GA1-3 (RGA) (Yu et al., 2004).

Las condiciones de estrés también afectan la floracién. El dcido salicilico induce la expresién
de FT y promueve la floracidon (Martinez et al., 2004). Sin embargo, el acido nitrico, producido bajo
estrés bidtico y abidtico, reprime a CO y a Gl y eleva la expresién de FLC, inhibiendo la floracion (He

etal., 2004).

Otra via reguladora de la floracién es la via de la calidad de luz (Cerdan & Chory, 2003) que
se describira en detalle en el Capitulo 1. Dentro de esta via se propone que los fotorreceptores, en
particular phyB, pueden regular la floracién directamente como parte de su respuesta de “escape al
sombreado”, modulando la expresidén de FT en forma independiente al fotoperiodo. Esta respuesta
se encuentra mediada por PHYTOCHROME AND FLOWERING TIME 1 (PFT1). Mutaciones en PFT1,
generan un retraso en el tiempo de floracidn y suprimen el fenotipo de floracién temprana de phyB.
Analizando la doble mutante phyB pftl-1, no se observéd el aumento en los niveles de FT
caracteristico de la mutante phyB, por lo tanto phyB requiere a PFT1 para regular a FT (Cerddn &
Chory, 2003).

Recientemente, se determind que PFT1 corresponde a la subunidad 25 del complejo
MEDIATOR de Arabidopsis (Backstrom et al., 2007), con lo cual es muy probable que posea un rol
importante en la regulacion transcripcional de varios procesos fisioldgicos. En este sentido, un grupo
de investigacién independiente, describié que PFT1 actla como un regulador positivo en la via de

sefializacion de jasmonato regulando las defensas de la planta frente a la infeccion por hongos
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patégenos (Kidd et al., 2009). Estos investigadores encontraron que PFT1 es necesaria para la
expresion de los genes de defensa dependientes de acido jasmdnico y para la resistencia a los
patégenos necréticos que infectan hojas, Alternaria brassicicola y Botrytis cinerea. Por otro lado,
PFT1 es necesaria para la susceptibilidad al hongo patégeno hemibiotréfico que infecta raiz,
Fusarium oxysporum, el cual requiere que la via de sefalizaciéon por dacido jasménico en el

hospedante se encuentre intacta para producir senescencia y necrosis (Kidd et al., 2009).

Regulacion de la floracidn en otras especies

Dada la importancia de la fotomorfogénesis en las plantas, los fotorreceptores se
encuentran muy bien conservados en angiospermas. En el caso de la via fotoperiddica que regula la
floracién, existe una considerable conservacion en cuanto a los genes involucrados, sin embargo,
subsisten diferencias entre especies e incluso entre variedades.

Una especie que se esta utilizando mucho como modelo de estudio es el arroz, una planta
de DC. A partir de estudios genéticos y moleculares, existe evidencia de que los genes clave de la via
fotoperiddica se encuentran conservados en plantas de DC y DL. Los genes ortélogos de CO y FT en
arroz se encuentran codificados por Heading date 1 (Hd1) (Yano et al., 2000) y Heading date 3a
(Hd3a) (Kojima et al., 2002), respectivamente. Se demostré que el ortdélogo de G/ en arroz, OsGl,
regula positivamente a Hd1, y que el patrén de expresion de estos genes es muy similar al observado
en Arabidopsis. La principal diferencia entre Arabidopsis y arroz parece ser la interaccion entre los
ortélogos de CO y FT, donde Hd1 actiia como represor de Hd3 en condiciones no inductivas, DL para
arroz (Hayama et al., 2003), pero promueve la expresion de Hd3 vy la floracién en DC (Yano et al.,
2000).

Como se menciond anteriormente, FT es la sefial que se mueve de las hojas al meristema
apical del tallo para inducir la floracién, y por esta razén se le ha asignado la funcién de florigeno.
Los genes relacionados a FT se encuentran conservados en mono y dicotileddneas, en plantas de DC,
DL y DN y se ha demostrado que los ortélogos de FT actian como florigeno no sélo en arroz y
Arabidopsis sino en Cucurbita moschata, Cucurbita maxima y en tomate (Lin et al., 2007; Shalit et al.,

2009).

La funcién de Hd1 se encuentra probablemente controlada por los fitocromos, ya que una
mutante no funcional para los fitocromos (photoperiod sensivity 5, se5) florece temprano en todos
los fotoperiodos pero retiene el patrén de expresion de Hd1. Por lo tanto, en presencia de luz, Hd1

actua como represor de Hd3, mientras que en oscuridad Hd1 actta activando a Hd3 y promoviendo
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la floracion (lzawa et al., 2002). A diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis, la represion de estos
genes mediada por los fitocromos no ocurre a través del reloj circadiano.

Se ha descripto en arroz un componente adicional de la via del fotoperiodo que no tiene
ortélogos en Arabidopsis, Early heading date 1 (Ehd1) (Doi et al., 2004). Este gen codifica para un
regulador de respuesta del tipo B y promueve la floracién mayoritariamente en DC, en forma
independiente de Hd1. Los fitocromos regulan negativamente a Ehd1 y Ehd1 regula positivamente a

los genes relacionados a FT, Hd3a y RFT1.

El gen que controla la respuesta a DL en cebada es Photoperiod H1 (Ppd-H1), un gen PRR con
gran homologia a PRR7 de Arabidopsis, involucrado en controlar el reloj circadiano en respuesta a las
sefiales luminicas. Mutaciones en el gen Ppd-H1 generan un retraso en la floracién, una disminucién
en la induccién de los genes ortdlogos de CO (HcCO1 y HvCO2) y evitan la induccién del gen ortélogo
de FT en cebada (HVFT) (Jackson, 2009).

El gen FD de trigo (TaFDL2) presenta una funcion homdloga a FD de Arabidopsis. TaFDL2
interacciona con TaFT (el ortélogo de FT en trigo) y regula la expresién de VRN1, un gen de trigo

similar a AP1 (Li & Dubcovsky, 2008).

La cebada y el trigo son los Unicos cereales en los que se ha caracterizado molecularmente la
vernalizacion. Se han descripto variedades de invierno que poseen un fuerte requerimiento de
vernalizacion y variedades de primavera que florecen sin vernalizar (Kim et al., 2009).

Existen al menos cuatro similitudes en la via de vernalizaciéon de Arabidopsis y de los
cereales:

1) Un represor (FLC en Arabidopsis, VRN2 en trigo) es capaz de bloquear la floracién actuando
negativamente sobre un gen integrador de la floracién (FT/VRN3).

2) Elrepresor (FLC/VRN2) es desregulado por frio, permitiendo que FT/VRN3 se exprese.

3) Para que exista una desregulacién de FLC/VRN2 es necesaria la induccién por frio de
VIN3/VRN1.

4) Tanto FLC como VRN1 son factores de transcripcion del tipo MADS-box.

En cuanto a las diferencias encontradas entre ambas especies FLC y VRN2 no son proteinas
relacionadas y VRN1 juega un doble rol en cereales, siendo un represor activado por frio “corriente

arriba” de VRN2 y un promotor de la floracion, similar a AP1 (Kim et al., 2009).

Existen proteinas homdlogas a PFT1 en varias especies de plantas, entre ellas, Vitris vinifera,
Populus trichocarpa, Triticum aestivum (trigo), Oryza sativa (arroz), Physicomitrella patens, Pisum

sativum (arveja), Picea sitchensis, Ricinus communis y Selaginella moellendorffii. Sin embargo, aiin no
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se han asignado las funciones de estas proteinas en estas especies. Recientemente se ha utilizado el
gen TaPFT1 para diseflar y optimizar una metodologia que permite detectar deleciones de genes
homdlogos en trigo, cuyo genoma es hexaploide (Fitzgerald et al., 2010). Sin embargo, aun no se han
publicado resultados respecto al efecto que produce la inactivacién de los ortélogos de PFT1 en

trigo.

El grado de conservacion de los genes de floracidon entre Arabidopsis y distintas especies de
plantas demuestra la importancia de utilizar a Arabidopsis como un organismo modelo. Los avances
realizados hasta el momento en la comprensién de cdmo se lleva a cabo la regulacién de la floracién
se encuentran sin duda ligados a este sistema. Estos conocimientos permitirdn generar nuevos
descubrimientos en otras especies que contribuirdn al mejoramiento de cultivos de importancia

agricola.

OBIJETIVOS DE ESTE TRABAJO

El presente trabajo tiene como objetivo general comprender el rol de PFT1 en la regulacién de
la floracidn utilizando como modelo de estudio a Arabidopsis thaliana.

Los objetivos particulares son:

1) Separar genéticamente las sefiales transducidas por CO y PFT1 en la regulacion de la

floracion.

2) Estudiar el rol que cumplen dos proteinas que interaccionan con PFT1 en su actividad y en

la regulacion de la floracidn.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas
1.1. Escherichia coli

1.1.1. Cepasy condiciones de cultivo

Se utilizd la cepa DH5a para realizar las construcciones genéticas en general y la cepa BL21
codon plus para la preparacién de proteinas recombinantes.

Las cepas se cultivaron en medio liquido LB (bacto-triptona 1% p/v, extracto de levadura
0,5% p/v, NaCl 0,5% p/v) o T-Broth (bacto-triptona 1,2% p/v, extracto de levadura 2,4% p/v, glicerol
0.4% v/v, KH,PO; 17 mM, K,HPO, 72 mM) a 372C con agitacidon a 250 r.p.m. Los cultivos sélidos se
efectuaron a 372C en medio LB suplementado con agar-agar 2% p/v. De acuerdo a la resistencia
otorgada por cada plasmido, los medios se suplementaron con ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 50

pg/ml o espectinomicina 100 pg/ml.

1.1.2. Preparacion de células de E. coli DH50. competentes por métodos quimicos

Se utilizd el protocolo descripto en (Inoue et al., 1990) con algunas modificaciones. Se
sembro una colonia fresca y aislada de bacterias en 100 ml de medio LB liquido y se cultivé toda la
noche a 372C con agitacién (250 r.p.m.). Se utilizaron 2, 4 y 10 ml de ese cultivo para inocular 3
recipientes conteniendo 250 ml de medio SOB (bacto-triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5%
p/v, NaCl 0,05% p/v, KCl 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM). Se cultivaron las células a 182C y
250 r.p.m hasta que alcanzaron una D.O.gynm de 0,4-0,6. Se transfirieron los cultivos a un bafio de
hielo y se incubaron por 10 minutos. Las células se centrifugaron a 2000 g por 10 minutos a 42C, y se
resuspendieron en 80 ml de buffer Inoue frio (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM, KCI 250 mM, MnCl, 55
mM; pH 6,7 esterilizado por filtracién). Las células se centrifugaron nuevamente a 2000 g por 10
minutos a 42C y se resuspendieron en 20 ml buffer Inoue frio. Se agregaron 1,5 ml de DMSO, se
mezcld por inversién y se incubd en hielo por 10 minutos. Las células se alicuotaron en fracciones de
200 pl y se congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente. Se guardaron a -80 2C hasta su

utilizacion.
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1.1.3. Preparacion de células competentes de E. coli BL21 codon plus

Se sembrd una colonia fresca y aislada de bacterias en 100 ml de medio LB liquido y se
cultivé por aproximadamente 3 horas a 372C con agitacién (250 r.p.m.) hasta que las células
alcanzaron una D.O.g00nm de 0,4-0,6. El cultivo se transfirid a un bafio de hielo y se incubé por 10
minutos. Las células se centrifugaron a 2000 g por 10 minutos a 42C y se resuspendieron en 10 ml de
CaCl, 0,1 M frio. Las células se centrifugaron nuevamente a 2000 g por 10 minutos a 49C y se
resuspendieron en 2 ml de CaCl, 0,1 M por cada 50 ml de cultivo original. Se alicuotaron en
fracciones de 200 pl y se congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente. Las células se guardaron

a -8029C hasta su utilizacion.

1.1.4. Transformacion de E. coli por cambio drastico de temperatura

Se agregaron 10-500 ng del ADN de interés o del producto de ligacién a 200 pl de células
competentes (DH50. o BL21) mantenidas en hielo y se incubaron por 10 minutos en hielo. La
transformacion se efectué con un golpe de calor a 42°C durante 90 segundos. Las células
transformadas se mantuvieron en hielo y se les agregaron 800 ul de medio LB para su recuperacion.
Se incubaron a 372C y a 250 r.p.m por 60 minutos. Para seleccionar las células transformadas, se
sembraron 100-300 pl de la suspension bacteriana en medio LB sélido suplementado con el

antibidtico correspondiente.

1.2. Agrobacterium tumefaciens

1.2.1. Cepasy condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa GV3101 de A. tumefaciens que posee resistencia genémica a rifampicina
(100 pg/ml) y resistencia plasmidica (pTiC58) a gentamicina (25 pg/ml). Las células se cultivaron en
medio YEP (bacto-triptona 1% p/v, extracto de levadura 1% p/v, NaCl 0,5% p/v) suplementado con
gentamicina (25 pg/ml) y el antibidtico correspondiente con la resistencia otorgada por cada
plasmido a 282C con agitacidén a 250 r.p.m. Los cultivos sélidos se efectuaron a 282C en medio LB

suplementado con agar-agar 2% p/v.
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1.2.2. Preparacion de células electro competentes de A. tumefaciens

Se sembré una colonia fresca y aislada de bacterias en 2 ml de medio LB liquido y se cultivé
durante 6 horas a 282C con agitacién (250 r.p.m.). Se utilizaron 100 pl de este cultivo para inocular
100 ml de medio fresco LB suplementado con glucosa 0,1% p/v y gentamicina y se cultivé toda la
noche 289C hasta que las células alcanzaron una D.O.gp0,m de 1-1,5. Se transfirié el cultivo a un bafo
de hielo y se incubaron por 30 minutos. Las células se centrifugaron a 4000 g por 20 minutos a 42Cy
se lavd el pellet con 10 ml de HEPES 1 mM (pH 7). Este procedimiento se realizd tres veces,
manteniendo las células en un bafio de hielo por 30 minutos durante cada centrifugacion. Se realizé
una nueva centrifugacion y las células se lavaron con 10 ml de glicerol 10% v/v. Se centrifugd
nuevamente y se resuspendio el pellet en 750 ul de glicerol 10% v/v. Las células se alicuotaron en
fracciones de 45 pl y se congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente. Se guardaron a -802C

hasta su utilizacion.

1.2.3. Transformacion A. tumefaciens por electroporacion

Se agregaron 100 ng del ADN de interés a 45 pl de células electro competentes mantenidas
en hielo. La transformacion se efectud bajo las siguientes condiciones: capacitancia 25 WFD,
resistencia 200 ohms y voltaje 2,5 kV. Las células transformadas se mantuvieron en hielo y se les
agregaron 950 pl de LB para su recuperacion. Se incubaron a 282C por 120 minutos a 250 r.p.m. Para
seleccionar las células transformadas, se sembraron 100-300 pl de la suspensiéon bacteriana en
medio LB sélido suplementado con gentamicina y el antibidtico correspondiente a la resistencia

conferida por el pldsmido introducido.

2. Levaduras: Saccharomyces cerevisiae

Se utilizd la cepa Mav203 (ProQuest System, Invitrogen) cuyo genotipo es: MAT ¢, leu2-3,
112, trp1-901, his34200, ade2-101, galdA, gal804, SPAL 10::URA3, GALIl:lacZ, HIS3yss
GaLz--his3@LYS2, canl, cyh2.

Para el crecimiento de rutina, las células se cultivaron en medio YDPA liquido (extracto de
levadura 1% p/v, bacto-triptona 2% p/v, glucosa 2% p/v, sulfato de adenina 0,01% p/v) a 282C y 220
r.p.m. Los cultivos sélidos se efectuaron a 372C en medio YDPA suplementado con agar-agar 2% p/v.

Para la seleccién de levaduras de acuerdo a la auxotrofia conferida por cada pldsmido, se

utilizé un medio sintético completo (SC) que contiene una base nitrogenada libre de aminoacidos
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(0,17% p/v), glucosa 2% p/v como fuente de carbono y una solucién dropout que contiene los
aminodcidos esenciales y acidos nucleicos. En esta solucion se omiten histidina, leucina, triptofano y
uracilo, los cuales se agregan al medio de cultivo de acuerdo a la auxotrofia correspondiente. Los
cultivos sdlidos se efectuaron a 282C en medio SC suplementado con agar-agar 4% p/v. El medio se
suplementé con uracilo (U) 0,32 mM, histidina (H) 1,6 mM, leucina (L) 1,6 mM o triptofano (T) 0,64

mM de acuerdo a la auxotrofia otorgada por cada construccion.

2.1. Transformacion de S. cerevisiae

Se sembrd una colonia fresca y aislada de levaduras en 5 ml de medio YDPA liquido y se
cultivo toda la noche a 282C con agitacidn (250 r.p.m.). Se utilizé este cultivo para inocular 50 ml de
medio fresco hasta que alcance una D.O.gp0nm de 0,3. Se cultivaron las células a 282C y 200 r.p.m
hasta que alcanzaron una D.0O.gg0nm de 1. Las células se centrifugaron a 3000 g durante 5 minutos y se
resuspendieron en 25 ml de agua estéril. Se centrifugd nuevamente y se resuspendié en 1 ml de Acli
100 mM. Las células se centrifugaron a maxima velocidad por 15 segundos, se removié el Acli y se
resupendieron hasta un volumen final de 500 pl en AcLi 100 mM. La suspension celular se vortexed y
se alicuotd en fracciones de 50 pl. Se centrifugaron las células y se elimind el AcLi.

Se agrego a las células la siguiente mezcla de transformacion:

240 pl PEG (50% p/v)

36 ulAclil M

50 ul ADN-SS (2 mg/ml) (Previamente hervido por 5 minutos)

0,1-10 pg de ADN plasmidico

Agua estéril hasta completar 360 pl finales

Se vortexed vigorosamente hasta que el pellet se mezclé completamente (1 minuto). Se
incubd a 289C por 30 minutos. Se efectud un golpe de calor a 422C por 30 minutos. Se centrifugd a
8000 g por 15 segundos y se eliminé la mezcla de transformacidn. Se resuspendié el pellet con 1 ml
de agua estéril. Se sembraron 100-300 pl de la suspensiéon en medio SC suplementado con los
correspondientes aminodcidos o bases nitrogenadas y se incubaron a 282C por 3-5 dias para

recuperar las levaduras transformadas.
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2.1.1 Interaccién de PFT1 (1-242) con distintas deleciones de FRF1 y FRF2

Para comprobar la interaccidén entre dos proteinas por medio del sistema de doble hibrido,
se transformaron cepas Mav203 con los plasmidos conteniendo las versiones delecionadas de los
genes FRF1 o FRF2 y de PFT1 (1-242), cada una de ellas fusionadas al dominio activador de Gal4 (AD)
o al dominio de union a ADN (Gal4 DBD). Las levaduras transformadas se seleccionaron en medio SC
suplementado con histidina y uracilo (SC-L-T). Como control se transformaron las levaduras con los
vectores vacios y con una construccion y el otro vector vacio. Una vez que se obtuvieron las colonias
se repicaron 4 de ellas a los medios selectivos: SC -L-T, SC -L-T-U-H y SC-L-T-U + 3-amino-1,2,4-triazol
(3AT) 25 mM, necesario para titular el nivel basal de expresién del gen HIS3.

Para el ensayo de activacion del gen reportero lacZ, las colonias se replicaron a una
membrana de nitrocelulosa colocada en la superficie de una placa con medio YDPA sdlido y se
incubd por 24 horas a 282C. Una vez crecidas las colonias en la membrana de nitrocelulosa, se la
removié de la superficie de la placa de YDPA y se la sumergié en nitrégeno liquido por 30 segundos.
La membrana congelada se colocd con las colonias hacia arriba en una placa de petri conteniendo 2
filtros de papel Whatman cortados del tamafio de la membrana y saturados con solucién de X-gal. Se
removié el exceso de la solucidn de X-gal y las placas se incubaron a 372C con una cierta inclinacion
para que la solucion de X-gal no se acumulara en la membrana. Se observd la aparicién de colonias

azules a partir de las 4 horas de incubacion y durante 24 horas.

Solucién X-gal por cada placa: 10 pl de X-gal (10 mg de X-gal disuelta en 100 pl de DMF)

60 pl de 2-mercaptoetanol
10 ml de bufferZ
Buffer Z: Na,HPO,-H,0 16,1 g/L, NaHPO,-H,0 5,5 g/L, KCl 0,75 g/L, MgS0,-7H,0 0,246 g/L. Se

ajustd a pH 7 y se esterilizé por filtracion.

3. Material vegetal

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana, accesion Columbia (Col). En todos los casos las
semillas se esterilizaron entre 8 y 18 hs con los gases liberados al agregar 3 ml de HCI 10 N a 100 ml
de hipoclorito de sodio concentrado. Una vez esterilizadas, se sembraron en placas de medio
Murashige y Skoog (MS)-agar 0,8% p/v bajo condiciones de esterilidad. Para la seleccion de las
plantas transgénicas el medio MS-agar se suplementd con sacarosa 2% p/v y kanamicina 50 pug/ml o

gentamicina 100 pg/ml.
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Cuando se cultivaron las lineas transgénicas que presentaban la fusion inducible por
glucocorticoide (GR), el medio MS se suplementd con dexametasona (DEX) 1 pM o etanol 0,0096%
v/v a modo de control.

Una vez sembradas las semillas se mantuvieron en oscuridad y a 42C por aproximadamente
3 dias. Las placas se incubaron en cuarto de cultivo o cdmaras de cultivo a temperatura controlada
(en general 232C) y con fotoperiodo de dia largo (DL), 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad, o en luz
continua (LC). La intensidad de luz fue de 80 pmoles m? seg’ producida por tubos blancos
fluorescentes.

Para los experimentos de floracion las plantulas se transplantaron durante el quinto dia de
haber sido expuestas a la luz y se cultivaron en mezcla 1:1:1 de vermiculita: perlita: tierra fértil (o
turba). El tiempo de floracién se determiné analizando el nimero total de hojas (hojas de roseta +
hojas caulinares) presentes en cada planta al momento de la floracion.

Cuando no se efectuaron experimentos de floracidon o cuando las plantulas transgénicas se
seleccionaron de acuerdo a su resistencia a antibioticos, el transplante se realizé luego de 7-10 dias
de comenzada la exposicién a la luz.

Los experimentos de floracion en los que las plantas se incubaron en presencia o ausencia
de DEX se realizaron en cajas magentas (Sigma, N2 V8505) con tapas que permiten el intercambio
gaseoso (Sigma, N2 C0542) o en placas de petri de 14 cm de didmetro con MS agar +/- DEX, en
donde se colocaron una a una las semillas manteniendo una cierta separacion entre ellas. Se
controlaron las condiciones de esterilidad y las placas se mantuvieron cerradas en cdmaras de
cultivo desinfectadas para evitar la contaminacién. Se determiné el nimero total de hojas cuando ya
todas las plantas de una misma placa (o magenta) habian florecido.

Para los experimentos de agroinfiltracidn se utilizaron plantas de Nicotiana benthamiana del
tipo salvaje. Las semillas se esterilizaron por 3 horas y se sembraron en placas de MS-agar. Luego de
48 horas de incubacién a 42C y en oscuridad se incubaron en un cuarto de cultivo a 23-252C en DL o
LC. Las plantulas se transplantaron en macetas conteniendo vermiculita: perlita: tierra fértil (o turba)

1:1:1 y se utilizaron para los experimentos luego de 4-5 semanas de realizado el transplante.

Medio MS:
Solucidn B: CaCl, 2H,0 0,88% p/v Solucién KH,PO,: 1,7% p/v
NH;NO; 3,3% p/v Solucién MgSO, 7H,0: 3,7% p/v
KNO; 3,8% p/v

Solucién Fe-EDTA: FeSO, 7H,0 0,278% p/v
Na,EDTA 0,373% p/v pH 4-4,8
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Solucién de micronutrientes 1000X: HsBO;3 0,62% p/v, MnSO, 4H,0 2,23% p/v, ZnSO, 7H,0 0,86%
p/v, K1 0,083% p/v, Na,Mo0Q,4 2H,0 0,025% p/v, CuS0O, 5 H,0 0,0025% p/v, CaCl, 6H,0 0,0025% p/v

Preparacion de 1 litro de medio MS- agar 0,8% p/v:

v" Solucién B: 50 ml
v' Solucién Fe-EDTA: 10 ml
v" Solucién KH,PO,: 10 ml
v" Solucién MgS0, 7H,0: 10 ml

v" Solucién de micronutrientes: 1 ml

La mezcla se lleva a pH 5,5-5,8.

3.1. Arabidopsis

Las combinaciones de mutantes utilizadas se obtuvieron por cruzamiento bajo polinizacién
manual. Se analizé cada una de las mutaciones en una segunda generacion F2. En la tabla 1 se
muestra un listado de los genes estudiados y la denominacién de cada una de las mutantes, ya sean

insercionales de T-DNA o mutaciones puntuales.

Gen Mutante insercional
PHYB AT2G18790  phyB-9: EMS142
PHYD ATA4G16250  phyD-201:SALK_027956
PHYE ATAG18130  phyE-201:SALK_040131
co AT5G15840  co-9: SAIL_24_HO04
FT AT1G65480  ft-10: GABI_290E08
TSF AT4G20370  tsf-1: SALK_087522
PFT1  AT1G25540  pft1-1 (Cerddn and Chory, 2003)
FRF1  AT1G15530  frfi-1: SALK_048290
FRF2  ATAG34040  frf2-1: SAIL _870_B03

frf2-2: GABI_587C07

Tabla 1. Listado de genes y mutantes insercionales utilizados durante este trabajo.

En la tabla 2 se muestran los oligonucledtidos iniciadores y las condiciones de PCR utilizadas
para genotipificar cada una de las inserciones de T-DNA utilizadas en este trabajo y que permitieron
obtener las multiples combinaciones de mutantes que se mencionaran a lo largo de esta Tesis. Las
seleccion de las plantas mutantes phyB-9 se realizé incubando las placas en luz roja y seleccionando

y transplantando las plantas que presentaron alargamiento del hipocotilo y cotiledones cerrados en
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esta condicidn, sefiales caracteristicas de mutantes phyB. En los casos en que fue necesario la
mutacién phyB-9 se confirmé utilizando la técnica de dCAPS (Neff et al, 1998), empleando los

siguientes oligonucledtidos iniciadores:

ID 13 phyB-9 1: AGCTAGTGGAAGAAGCTCGATGAGGCCTTG
ID 14 phyB-9 2: ACCGTCACATTTCACTAAGTCCATGGTACT

La enzima utilizada para digerir el producto de PCR fue Styl

Oligonucleétidos iniciadores:

secuencia de5a 3’

Mutacion
genotipeada

Condiciones de PCR

Producto de
amplificacion

obtenido (pb)

ID 45 phyD1: GCTCGCAAAGTCGAACCCACCAAGCATATA phyD-201 Ta: 602C por 20 Homocigota: 380

ID 46 phyD2: CGCGATTCTCCACAGGGTTGATGTTGGAAT segundos

ID 77 LB1: GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG Extension: 722 por 30 Heterocigota: 380y
segundos 453

ID 47 phyE1: ATATCGCACAACAAGGTCTGCGTCCGCATA phyE-201 Ta: 652C por 20 Homocigota: 330

ID 48 phyE2: CAGATATTCCTCAGGCTGCTCGGTTCTTGT segundos

ID 77 LB1: GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG Extensidén: 722 por 30 Heterocigota: 330y
segundos 412

ID 418 co-9 1: GTAGCTCGTCTGTGGTACGCTGCAGTTT co-9 Ta: 582C por 20 Homocigota: 200

ID 843 co0-9 4: GATGATGCCTCTCTATGCACAGCCTGT segundos

ID 49 LB3: TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC Extensién: 722 por 30  Heterocigota: 200y
segundos 300

ID 815 ft-103: GATGAATCTCTGTTGTGGAATATTTGAAAACTG ft-10 Ta: 579C por 20 Homocigota: 220

ID 141 ft-10 2: CTAGGACTTGGAACATCTGGATCCACCA segundos

ID 140 GABI RB2: TTTCTCCATATTGACCATCATACTCATTGC Extensidn: 722 por 30  Heterocigota: 220y
segundos 297

ID 31 pftl 1.4: CAGAGGAACCCTGTTTCTACTGTTGAGCT pfti-1 Ta: 50°C por 20 Homocigota: 490

ID 32 pftl 1.5: CGTTACTTGGTTGAGCTTGGCCTGAAGGA segundos

ID 33 pftl 1.3: TCCCGGACATGAAGCCATTTATATGTA Extensidn: 722 por 40  Heterocigota: 490y
segundos 563

ID 721 gTSF3: GTGGCAGGTATATCAGTCACCAACCTGTA tsf-1 Ta: 552C por 20 Homocigota: 335

ID 846 gTSF6: TGTGTGTGTCATGTTATATCATAGCTTGCA segundos

ID 77 LB1: GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG Extensidn: 722 por 30  Heterocigota: 220y
segundos 335

ID 308 frfl-1 1: GGGTGGAGGTATGATTTTGACCCTAGTGAT frfi-1 Ta: 582C por 20 Homocigota: 400

ID 309 frfl-1 2: AATGGAAGCAAGCTCAGCAATACCAACTTT segundos

ID 77 LB1: GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG Extensidn: 722 por 30  Heterocigota: 400y
segundos 570

ID 65 frf2-1 1:1AACGCTCCAGGACAGAAACCAGCGAA frf2-1 Ta: 582C por 20 Homocigota: 250

ID 66 frf2-1 2: ATTTCAGTGAGTCCCCTAATGAAGTTTACTGAGT segundos

ID 49 LB3: TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC Extensidn: 722 por 30  Heterocigota: 250y
segundos 468

ID 65 frf2-1 1: AACGCTCCAGGACAGAAACCAGCGAA frf2-2 Ta: 582C por 20 Homocigota: 320

ID 66 frf2-1 2: ATTTCAGTGAGTCCCCTAATGAAGTTTACTGAGT segundos

ID 554 GABI PCR: CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC Extension: 722 por 30 Heterocigota: 320y
segundos 468

Tabla 2. Oligonucledtidos iniciadores utilizados para genotipificar las inserciones de T-DNA por PCR para la
obtencidon de plantas mutantes homocigotas de cada uno de los genes y de sus combinaciones por
cruzamiento y analisis de la descendencia.
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4. Plasmidos y construcciones

4.1. Etiquetado de PFT1

Se obtuvieron vesiones etiquetadas del clon genémico de PFT1 en vectores binarios. Las
etiquetas utilizadas fueron: TAP (Tandem Affinity purification), 3XHA, VP16, GR y GR-HA. Se

realizaron los siguientes procedimientos para la obtencién de las construcciones:

A) Se utilizaron los siguientes plasmidos construidos previamente en el laboratorio para
generar las versiones etiquetadas de PFT1

1) DNA 5: contiene el clon gendmico de PFT1 clonado en un vector binario pPZP 212E-9, al cual
se le ha agregado manteniendo el marco de lectura un sitio EcoRl justo antes del ATG (Figura
2a). El vector pPZP212E-9 es un derivado del pPZP212 (Hajdukiewicz et al., 1994) al que se le

ha eliminado el sitio de restriccion EcoRl.
2) DNA 6: contiene el clon genédmico de PFT1 clonado en un vector binario (pPZP 212E-9) en el
que se le ha agregado manteniendo el marco de lectura un sitio EcoRI justo antes del coddn

STOP (Figura 2b)

Ambos plasmidos contienen resistencia a espectinomicina para su seleccién en bacterias y

resistencia a kanamicina para la seleccién de las plantas transformadas.

a- DNAS

Ncol Ncol Sacl Hindlll Hindlll

25872 ATG 28073 29632 30842 31777

Hindlll

pPZP212E-9
Pstl

24018
Sacl BamHI EcoRI Pstl Sacl
26153 26800 29637 32766
b Pstl Sacl Pstl Hindlll Hindlll Sacl
. 24018 24498 29637 30842 31777 32766

Hindlll

pPZP212E-9

Sacl EcoRlI
29632 STOP
31840

Figura 2. Esquema de los vectores utilizados para fusionar las etiquetas a PFT1 gendmico y generar las
proteinas de fusién tanto al N-terminal como a C-terminal de PFT1. Numeracién de acuerdo al BAC F2J7
(accession number: AV528-220)
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B) A continuacién se muestran los oligonucledtidos iniciadores utilizados para amplificar cada

una de la etiquetas generadas por mutagénesis in vitro, para su posterior clonado en DNA5 y DNA 6

en el sitio EcoRl, (Tabla 3). Todas las construcciones fueron confirmadas por secuenciacion.

Oligonucleétido iniciador

ADN molde para la PCR

Construccién obtenida

ID 129 NTAP-E1 GTGAATTCATGGTGGTCGACAACAAGTT

Ntapi (Accession number

Ntap:PFT1g pPZP212E-9

ID 130 NTAP-E2 GTGAATTCCCCTCCACTAGACAGTGCGC AY436345)
ID 127 CTAP-E1 GTGAATTCATGGAGAGCAGCAGATGGAA Ctapi (Accession number PFT1g:Tap pPZP212E-9
ID 128 CTAP-E2 GTGAATTCGCGGGCTTTGTTAGCAGCCG AY436343)

ID 133 VP16-E1 GTGAATTCATGGCCCCCCCGACCGATGT
ID 134 VP16-E2 GTGAATTCCCCACCGTACTCGTCAATTC

Plasmido conteniendo el
dominio activador de
VP16 cedido por el Dr.
Javier Palatnik (IBR,
Rosario)

PFT1g:VP16 pPZP212E-9

ID 76 3XHA-Eco-5 GTGAATTCGTCGACTACCCATACGACGT
ID 78 3XHA-Eco-3 GT GAA TTCTCCTGCATAGTCCGGGACGTC

CHF5

PFT1g:HA pPZP212E-9

ID 171 Eco-GR1 GTGAATTCATGGAAGCTCGAAAAACAAAGAAA
ID 172 EcoGR2 GTGAATTCTTTTTGATGAAACAGAAGCTT

GR pBluescript
(Wagner et al., 2004)

GR:PFT1g pPZP212E-9
PFT1g:GR pPZP212E-9

PCR1

ID 5213HA-GR-1 TTCATCAAAAAGG GGAGTCGACTACCCATACGAC
ID 783XHA-Eco-3 GTGAATTCTCCTGCATAGTCCGGGACGTC

PCR2

ID 171 Eco-GR1 GTGAATTCATGGAAGCTCGAAAAACAAAGAAA

ID 522 3HAGR-2 GGTAGTCGACTCCTCTTTTGATGAAACAGAAG
PCR3

ID 171 Eco-GR1 GTGAATTCATGGAAGCTCGAAAAACAAAGAAA

ID 783XHA-Eco-3 GTGAATTCTCCTGCATAGTCCGGGACGTC

PFT1g:HA pPZP212E-9

PFT1g:GR pPZP212E-9

Producto de PCR 1 +
producto de PCR2

PFT1g:GR-HA pPZP212E-9

Tabla 3. Oligonucledtidos iniciadores utilizados para amplificar las etiquetas que luego fueron clonadas en DNA

5 0 DNA 6. Incluyen sitio EcoRI (subrayado) para clonado.

4.2, Construccion 35S5::CO:HA

Se amplific6 el ADNc mas largo de CO con los siguientes oligonucledtidos iniciadores

utilizando como molde el ADNc de CO obtenido en el ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center),

ADNc C105432 clonado en pUNI 51

ID 80 Constans 2: CGGGATCCTTCTTTCAGATACCAGCTC

ID 79 Constans 1: GGCGTCGACGAATGAAGGAACAATCCCAT

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes

Amplifica 52pb “corriente arriba”

del ATG,

incluye sitio

BamHI

(subrayado) para clonado

Incluye sitio Sall (subrayado) para

clonado, excluye el coddn Stop
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El ADNc obtenido (1171 pb) se cloné en los sitios BamHI y Sall del vector binario CHF5 que
contiene un promotor constitutivo 35S y el terminador de la subunidad menor de la rubisco. Tiene
resistencia a espectinomicina para su seleccién en bacterias y resistencia al herbicida DL-
fosfinotripcina (Duchefa, N2 P0159) para seleccionar las plantas transformadas.

El vector contiene a partir de su sitio Sall la etiqueta HA, que deriva de los aminoacidos 98 a
106 de la molécula de hemaglutinina del virus de influenza humana. Esta etiqueta consiste de tres
epitopes separados por aminodcidos espaciadores y un coddn stop. Se obtuvo la construccién

358::CO:HA, la cual fue confirmada por secuenciacion.

4.3. Construccion 35S::FRF1

Esta construccién se obtuvo en nuestro laboratorio antes del comienzo de esta Tesis y
consiste en el ADNc de FRF1 con su region 5" no codificante clonada en el vector binario CHF3 en el
sitio Sacl. Este vector deriva del pPZP212 pero contiene un promotor constitutivo 35S y un
terminador. Posee resistencia a espectinomicina para su seleccion en bacterias y resistencia a
kanamicina para la seleccién de las plantas transformadas.

Para su construccion se amplifico la regidon 5” no codificante y 633 pb desde el ATG con los
siguientes oligonucledtidos iniciadores, utilizando como molde un ADNc de FRF1 obtenido en el

ABRC:

ID 10 At2g15530-1 GGCGTCGAC GAGCTCGAAAAAGAGACTAA Incluye sitios Sall y Sacl
(subrayados) para clonado

ID 12 At2g15530-3 CACCAGAAAAATAATGACTAGGGGATCCTT Alinea en el sitio BamHI
(subrayado) del ADNc
de FRF1

El ADNc obtenido (914 pb) se cloné en los sitios Sall y BamHI del vector pBluescript Il SK (+)
(pBS, Accession number X52329). Luego se subclond en este vector un fragmento del FRF1A153
como BamHI-Notl, obtenido de uno de los clones del doble hibrido (pEXPad FRF1A153). El ADNc
completo de FRF1 se subclondé en el vector binario CHF3 en el sitio Sacl, obteniéndose la
construccién 35S5::FRF1, |a cual fue confirmada por secuenciacion.

El vector binario CHF3 contiene un promotor constitutivo 35S y el terminador de la
subunidad menor de la rubisco. Tiene resistencia a espectinomicina para su seleccion en bacterias y

resistencia a kanamicina para seleccionar las plantas transformadas
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4.4. Construccion 35S::FRF2

Se obtuvo en el ABRC el ADNc de FRF2 (ADNc S67415 clonado en pUNI51). Se subclond en
los sitios EcoRlI y Sall del vector pBS y se confirmd por secuenciacion. Luego se subclond el fragmento

en el vector CHF3 en los sitios Xmal y Sall, obteniéndose la construccidn 35S::FRF2.

4.5 Construcion 35S::FRF2 AA

Se realizd esta construccion para mutageneizar por PCR los aminodcidos de unién al ligando
metalico en las posiciones 4 y 5 del dominio RING H2 finger de la proteina FRF2, cambiando las
histidinas por alaninas.

Para ello se realizaron las siguientes amplificaciones:

PCR1
ID 1509 Ring BamHI CTCCCTTTGTTCCTCGAGCAGGATCGAGTT
ID 1508 Ring mut A antisense  ACGCAGGCAGTTGCAAATTCAGCACCACATC
ADN molde: 355::FRF2

PCR2
ID 1507 Ring mut A sense GATGTGGTGCTGAATTTGCAACTGCCTGCG T
ID 342 CHF3 ter CAGTAGGATTCTGGTGTGT

ADN molde: 35S::FRF2

PCR3
ID 1509 RING BamHI CTCCCTTTGTTCCTCGAGCAGGATCGAGTT
ID 342 CHF3 ter CAGTAGGATTCTGGTGTGT

ADN molde: mezcla de productos de PCR1 y PCR2

El fragmento obtenido (1367pb) se subclond en los sitios BamHI y Sall de 35S::FRF2
reemplazando la regidn 3" que contiene la secuencia que codifica para el RING H2 finger por el RING

mutageneizado. Se obtuvo la construccion 35S::FRF2 AA la cual fue confirmada por secuenciacion.
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4.6 Construcciones GST:FRF14337 y GST:FRF24315

A partir de los clones obtenidos en el screening de doble hibrido realizado en S.cerevisiae,
PEXPAD FRF1A337 y pEXPAD FRF2A315, se subclonaron los fragmentos FRF1A4337 y FRF2A315 como
fragmentos Sall+Notl en el vector pGEX-4T-2 (GE Healthcare, Accession number U13854). Estas
construcciones se confirmaron por secuenciacion y permitieron tener los fragmentos FRF14337 y
FRF2A4315 fusionados a la enzima glutation S transferasa de Schistosoma japonicum (GST). De este
modo, se pueden obtener las proteinas recombinantes GST:FRF1A337 y GST:FRF2A315 en E.coli y

purificarse por cromatografia de afinidad utilizando una resina de glutation agarosa.

4.7 Construcciones MBP:FRF1A4337 y MBP:FRF2A315

Se amplificaron por PCR los fragmentos FRF1A337 y FRF2A315 utilizando como molde para
la reaccion las construcciones realizadas en el plasmido pGEX-4T-2 mencionadas anteriormente en la

seccion 4.6. Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos iniciadores:

1) ID 833 5-FRF1A337 Sall 2 GCGTCGACACTCCAGATGTGAGATCATCAG Incluye sitio  Sall
(subrayado)  para
clonado

ID 788 3-FRF1 HindIll GCAAGCTTCTACGGCGTCTTTAATGCTTCGGT Incluye sitio Hindlll
(subrayado) para

clonado

El fragmento obtenido (1125 pb) se clond en los sitios Sall y Hindlll del vector pMal c2 (New
England Biolabs), que posee resistencia a ampicilina para su seleccién en bacterias. Se obtuvo la
construcciéon MBP:FRF14337 que fue confirmada por secuenciacion. Las fusiones a MBP permiten
producir proteinas de fusién en forma recombinante en E.coli que pueden purificarse por

cromatografia de afinidad utilizando una resina de amilosa (New England Biolabs, E8021S).

2) ID 779 5-FRF2A315 ECO CGTGGATCCCCAGGAATTCACCGGGT Incluye sitio  EcoRl
(subrayado) para
clonado

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes

27



Materiales y Métodos

ID 780 3-FRF2Xbal GCGICTAGATTATGTCGATAAAGCCACAGTCTT Incluye sitio Xbal

(subrayado) para

clonado

El fragmento obtenido (1111 pb) se clond en los sitios ECoRI y Xbal del vector pMal 2c,

obteniéndose la construccién MBP:FRF2A315 que fue confirmada por secuenciacion.

4.8 Construcciones MBP:FRF1y MBP:FRF2

Se amplificaron por PCR los ADNc de FRF1y FRF2 sin su regién 5’y 3'no codificante utilizando
como molde de la reaccidn las construcciones 35S::FRF1y 35S::FRF2, respectivamente. Se utilizaron

los siguientes oligonucledtidos iniciadores:

1) 1D 908 5-FRF1 Sall GCGTCGACATGAATCCAATGCAAGGGCCA Incluye sitio Sall
(subrayado)  para
clonado

ID 788 3-FRF1 Hindlll GCAAGCTTCTACGGCGTCTTTAATGCTTCGGT Incluye sitio Hindlll

(subrayado)  para
clonado
El fragmento obtenido (2115 pb) se clond en los sitios Sall y Hindllll del vector pMal c2,

obteniéndose la construccion MBP:FRF1 que fue confirmada por secuenciacion.

2) ID 556 5-FRF2 Sacl EcoRl GCGAGCTCGAATTCATGCAAGGTCCACGAAGCA Incluye sitio EcoRI

(subrayado) para
clonado
ID 909 3-34040 Sall GCCGTCGACTTATGTCGATAAAGCCACAGTCTT Incluye sitio Sall
(subrayado) para
clonado
El fragmento obtenido (2024 pb) se clond en los sitios EcoRll y Sall del vector pMal 2c,

obteniéndose la construccién MBP:FRF2 que fue confirmada por secuenciacién.
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4.9 Diseiio y obtencion de microRNAs artificiales para silenciar los genes FRF1, FRF2, FRL1 y
FRL2

Se utilizd el sitio web MicroRNA Designer (WMD2, http://wmd2.weigelworld.org/cgi-

bin/mirnatools.pl) para el disefio de los amiRNas y de los oligonucledtidos iniciadores utilizados en la

PCR constructiva de reemplazo, de acuerdo a las indicaciones provistas por el sitio (Ossowski et al.,
2008).

El procedimiento de clonado consiste en reemplazar el precursor miRNA 319 (clonado en el
vector CHF3 denominado NB47) por el amiRNA disefiado a través de solapamiento por PCR. Para ello

se realizaron 4 PCRs diferentes por cada amiRNA disefiado de acuerdo a lo mostrado en la Figura 3.

©0) ®

i stidos iniciadores:
W | I: amiRNA Fw
11: amiRNA Rv
o 3 PCR de reemplazo N n: amiRNA* Fw
o g — > S 3 V: amiRNA*Rv
< o« =
= i 5 2
-E 2 © > NB47 192: 5" CATTTCATTTGGAGAGAACACG 3’
NB47 193: 5" CGAAACCGATGATACGAACG 3°
NB47 192 il I NB47 193
> ! ] 1 { - { ] 1 {
BamHI Pstl BamHiI Pstl
b-
Reaccion de PCR  Oligonucleétido Oligonucledtido ADN Molde Tamaiio del
iniciador Fw iniciador Rv producto
amplificado (pb)
A NB47 192 (ID 716) \Y) NB47 89
B Il 1 NB47 174
C | NB47 193 (ID 717) NB47 71
D NB47 192 NB47 193 Producto de A + 286
producto de B +
producto de C
Figura 3. Reemplazo por PCR constructiva del miRNA 319 para la obtencién de amiRNAs especificos.
a- Esquema de la estructura del precursor miRNA319 representado en su forma de horquilla en el que se

muestran donde se encuentran ubicados los oligonucleétidos iniciadores que se utilizan para realizar las PCRs
constructivas y de reemplazo. Se indica la denominacién general de los oligonucleédtidos utilizados y la
secuencia de NB47 192 y de NB47 193 que se utilizaron para todas las PCRs de reemplazo realizadas, ya que
alinean en el vector NB47.

b- Se muestra el esquema general para cada una de las PCRs realizadas con los oligonucleétidos
necesarios y el tamafio del producto amplificado.
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Los fragmentos obtenidos luego de la PCR D, se clonaron en los sitios BamHI y Pstl del vector
pUC19 (Accession number L09137) y se secuenciaron. Una vez confirmada la secuencia, los
fragmentos se subclonaron en el vector binario CHF3, obteniéndose las construcciones amiRNAx
CHF3, donde x corresponde al amiRNA V, A, B, C, D o E. Cada uno de los fragmentos se subcloné
también en el vector binario CHF1, que difiere del CHF3 sdlo en que confiere resistencia a
gentamicina para la seleccién de las plantas transformadas.

En la siguiente tabla (Tabla 4) se muestran los oligonucledtidos iniciadores utilizados para

generar losamiRNAs V, A, E, C, Dy E.

Oligonucleétidos iniciadores para PCRs constructivas de reemplazo Denominacion Genes silenciados

del amiRNA por estos amiRNA
ID692 1 amiRV  gaTAAGTTGGTCGTCCTGAAGCTtctctcttttgtattec amiRNA YV
ID693 IlamiRV aAGCTTCAGGACGACCAACTTAtcaaagagaatcaatga
ID 694 Il amiR* V gaAGATTCAGGACGAGCAACTTTtcacaggtcgtgatatg
ID 695 IV amiR* V gaAAAGTTGCTCGTCCTGAATCTtctacatatatattcct
ID696 1 amiRA  gaTACTAGGAAATAAAGACCACCtctctcttttgtattcc amiRNA A
ID697 llamiRA gaGGTGGTCTTTATTTCCTAGTAtcaaagagaatcaatga FRF1y FRF2
ID 698 Ill amiR* A gaGGCGGTCTTTATTACCTAGTTtcacaggtcgtgatatg
ID 699 IV amiR*A gaAACTAGGTAATAAAGACCGCCtctacatatatattcct
ID 700 | amiR B gaTCTTAAGCTACTTGAAGCATGtctctcttttgtattcc amiRNA B
ID701 IlamiR B aCATGCTTCAAGTAGCTTAAGAtcaaagagaatcaatga
ID 702 Il amiR* B gaCACGCTTCAAGTACCTTAAGTtcacaggtcgtgatatg
ID 703 IV amiR* B gaACTTAAGGTACTTGAAGCGTGtctacatatatattcct
ID 704 1 amiR C gaTGATTTAGAAGCATAACGTACtctctcttttgtattec amiRNA C
ID 705 IlamiR C gaGTACGTTATGCTTCTAAATCAtcaaagagaatcaatga
ID 706 Ill amiR* C  gaGTCCGTTATGCTTGTAAATCTtcacaggtcgtgatatg
ID 707 IV amiR* C gaAGATTTACAAGCATAACGGACtctacatatatattcct
ID 708 | amiR D gaTTTTGCAGGATGCACGACGTAtctctcttttgtattcc amiRNA D
ID 709 Il amiR D gaTACGTCGTGCATCCTGCAAAAtcaaagagaatcaatga FRL1y FRL2
ID 710 Il amiR*D gaTAAGTCGTGCATCGTGCAAATtcacaggtcgtgatatg
ID 711 IV amiR*D gaATTTGCACGATGCACGACTTAtctacatatatattcct
ID712 1 amiR E gaTACATCAAGTCGCATGTCTGTtctctcttttgtattec amiRNA E
ID713 llamiRE gaACAGACATGCGACTTGATGTAtcaaagagaatcaatga
ID 714 lll amiR* E  gaACCGACATGCGACATGATGTTtcacaggtcgtgatatg
ID 715 IV amiR*E gaAACATCATGTCGCATGTCGGTtctacatatatattcct
Tabla 4. Oligonucledtidos iniciadores utilizados para la obtencidn de los amiRNas. En mayuscula se muestra la

secuencia correspondiente a cada amiRNA.

4.10 Fusion de microRNas artificiales.
Una vez clonados cada uno de los amiRNAs en los vectores CHF3 y/o CHF1, se utilizaron los

siguientes oligonucledtidos para realizar fusiones de dos amiRNAs por PCR constructiva y obtener

dos amiRNAs fusionados en tdndem:

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 30



Materiales y Métodos

PCR1:

ID 776 amifusion Fw  TTGTATTCCCTGCGG GGCTCCTAGGAATATA

ID 313 1233 Rv AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Alinea en el vector pUC19
ADN molde: amiRNA Cy amiRNA E

PCR2:
ID 777 amifusion Rev TATATTCCTAGGAGCC CCGCAGGGAATACAA

ID 312 1224 Fw CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Alinea en el vector pUC19
ADN molde: amiRNA V y amiRNA A

En rojo se muestran los cambios de base realizados para mutageneizar los sitios internos de BamHI y

Pstl

Se mezclaron los productos obtenidos en PCR1 y PCR2 vy se realizd una nueva amplificacién
con los oligonucledtidos iniciadores 1224 y 1233. Los fragmentos obtenidos se clonaron en los sitios
BamHI y Pstl del vector pUC 19 y se secuenciaron. Una vez confirmada la secuencia los fragmentos
se subclonaron en el vector binario CHF3 y en el vector CHF1, obteniéndose las construcciones VC

CHF3, VC CHF1, AE CHF3 y AE CHF1.

4.11 Analisis de secuencia

Los analisis y la comparacion de las secuencias obtenidas se realizaron utilizando el sitio web

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

5. Metodologias generales para la obtencién de las construcciones

5.1 Purificacion de ADN plasmidico de E.coli

5.1.1 Método de lisis alcalina

Se sembré una colonia bacteriana en 5-10 ml de LB suplementado con el antibidtico
correspondiente y se cultivd toda la noche con agitacion (200 r.p.m) a 379C. Las células se
cosecharon por centrifugaciéon a maxima velocidad por 1 minuto y se resuspendieron en 100 pl de
solucion | (Tris-HCI 50 mM pH8, EDTA 20 mM, NaCl 50 mM). Se agregaron 2 pl de ribonucleasa A
(100 pl/ml) y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos. Se agregaron 200 pl de solucién I

(NaOH 0,2 N, SDS 1% p/v) y se mezcld por inversidn. Se agregaron 150 pl de solucién Ill (acetato de
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postasio 3 M, acido acético glacial 11,5% v/v), se mezcld por inversion y se incubd a -202C por 10
minutos. Se centrifugd a 13000 g durante 30 minutos a 42C. Se recuperd el sobrenadante en un
nuevo tubo y se agregd 1 ml de etanol absoluto frio. Se mezclé por inversion y se incubd a -202C por
10 minutos. Se centrifugd a 13000 g durante 15 minutos a 42C. Se descarto el sobrenadante y se lavd
el precipitado con 500 pl de etanol 70%, dos veces. Se secd y se resuspendié en 50 pl de buffer TE

(Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8) o agua bidestilada.

5.1.2 Purificacion mediante matrices de silica comerciales

Se sembré una colonia bacteriana en 5-10 ml de LB suplementado con el antibidtico
correspondiente y se cultivd toda la noche con agitacion (200 r.p.m) a 379C. Las células se
cosecharon por centrifugaciéon a maxima velocidad por 1 minuto y se resuspendieron en 250 pl de
solucién P1 (Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 10 mM). Se agregaron 2 pl de ribonucleasa A (100 pl/ml) y
se incubo a temperatura ambiente por 10 minutos. Se agregaron 250 pl de solucién Il (NaOH 0,2 N,
SDS 1% p/v), se mezcld por inversidn y se agregaron 300 pl de solucidon N3 (cloruro de guanidinio 4
M, acetato de potasio 0,5 M, pH 4,2) mezclandose nuevamente por inversién. Se incubd en hielo 5
minutos y se centrifugd a 13000 g durante 10 minutos. Se recuperd el sobrenadante y se colocé
dentro de la columna que contiene la matriz de silica (Epoch Life Science, N2 1920-250). Se
centrifugd a 5000 g por 1 minuto y se lavé con 400 ul de buffer PB miniprep (cloruro de guanidinio 5
M, Tris-HCl 20 mM pH 6,6, etanol 38% v/v). Se centrifugé a 5000 g por 1 minuto y se lavd con 400 pl
de buffer PE (NaCl 20 mM, Tris-HCl 2 mM pH 7,5, etanol 80% v/v). Se centrifugd a 5000 g por 1
minuto y se realizé una nueva centrifugacion a maxima velocidad para remover el etanol. Se secé y
se agregaron 30 pl de buffer EB (Tris-HCl 10 mM pH 8,5). Se centrifugd a maxima velocidad y se

repitid el procedimiento de elucién, obteniéndose el ADN en un volumen final de 60 pl.
5.2 Preparacion de Insertos de ADN
5.2.1 Amplificacion de insertos por PCR
La amplificacién de fragmentos de ADN que luego se utilizaron para clonado se realizé
utilizando las enzimas Pfx ADN polimerasa (/nvitrogen) o Pfu ADN polimerasa, de acuerdo al

protocolo sugerido y con los buffers suministrados. En cada reaccidn se utilizaron 50 ng de ADN

como molde y 1 uM de cada oligonucleétido iniciador. El ciclado se realizé de la siguiente manera:
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Desnaturalizacion inicial: 94°C 5 minutos
Ciclado (35 a 40 ciclos) 942C 20 segundos

Ta 30 segundos

689C 30 segundos cada 500 pb de fragmento amplificado
Extension final 682C 10 minutos

Para el calculo de la temperatura de annealing (Ta), en todos los casos se calculd la
temperatura de melting (Tm) de cada oligonucledtido iniciador utilizando los sitios Web

http://proligo2.proligo.com/Calculation/calculation frame new.html y

http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer y se utilizé una Ta 52C menor que la

del oligonucleétido con menor Tm.
Los productos de las reacciones de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
1-2% p/v dependiendo del tamafio del producto esperado en buffer TBE 0,5x o TAE 1x, conteniendo

1 pug/ml de bromuro de etidio para su visualizacion por exposicién a luz UV en un transiluminador.

TBE 5x: Tris base 5,4% p/v, acido bérico 2,75% p/v, Na,EDTA 0,372% p/v
TAE 50x: Tris base 24,6% p/v, acido acético glacial 5,71% v/v, Na,EDTA 1,86% p/v

5.2.2 Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Los productos de PCR de interés se identificaron por electroforesis en geles de agarosa en
buffer TAE 1x. Se cortaron del gel las bandas correspondientes a los productos de interés y se
purificaron utilizando matrices de silica comerciales (Epoch Life Science, N2 1920-250). Para ello, se
determind el peso del taco de agarosa y se lo solubilizd con buffer QG (3000 pl/g de agarosa)
incubando a 559C hasta que se disolvié completamente. La solucién se colocé dentro de la columna
que contiene la matriz de silica y se centrifugd a 5000 g por 1 minuto para adherir el ADN a la silica.
Se lavo con 400 pl de buffer PB miniprep y se centrifugd a 5000 g por 1 minuto. Se lavé con 400 pl de
buffer PE y se centrifugd a 5000 g por 1 minuto. Se realizé una nueva centrifugacion a maxima
velocidad para remover el etanol, se secd y se agregaron 30 pl de buffer EB. Se centrifugd a maxima
velocidad y se repitid el procedimiento de elucién, obteniéndose el ADN en un volumen final de 60
ul.

Se comprobd la eficiencia de la purificacién por electroforesis en gel de agarosa.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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5.2.3 Digestion con enzimas de restriccion

Las digestiones de plasmidos e insertos para clonado y los mapeos de restriccidon se
realizaron con enzimas comerciales de acuerdo con las condiciones especificadas por la empresa
proveedora (New England Biolabs). Los cortes que implicaron el uso de mas de una enzima de
restriccién y cuyas condiciones de incubacion eran incompatibles, se realizaron en forma secuencial,
purificando el ADN por precipitacidn con acetato de sodio y etanol (Sambrook et al., 1989) luego de
cada reaccion. Las reacciones se incubaron entre 6 y 16 horas a la temperatura correspondiente para
cada enzimay se utilizaron de 3 a 5 unidades de enzima por g de ADN.

Una vez comprobada la eficiencia de la digestidon por electroforesis en gel de agarosa, se
precipitd y purificé el ADN. Para ello se completd el volumen final de cada digestion con buffer TE
hasta alcanzar los 100 pl. Se agregd un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se
vortexeo y se centrifugd a 13000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se recupero la fase
acuosa que contiene el ADN y se le agregd acetato de sodio a una concentracién final de 0,3 My 3,5
voliumenes de etanol absoluto frio. Se incubd a -802C por 30 minutos y se centrifugé a 13000 g
durante 30 minutos a 42C. El precipitado se lavé 2 veces con 400 pl de etanol 70% v/v y se dejé secar
a temperatura ambiente. EIl ADN se resuspendié en 10 pl de buffer TE o agua bidestilada. Se

comprobd la eficiencia de la precipitacidn por electroforesis en gel de agarosa.

5.3 Reacciones de ligacion de ADN

Las reacciones de ligacién de plasmidos e insertos se realizaron con la enzima T4 ADN ligasa
con el buffer suministrado y de acuerdo con las condiciones especificadas por la empresa
proveedora (New England Biolabs, N@ M0202S). Se utilizaron 25-50 ng de plasmido, relaciones
molares de inserto:pldsmido 3:1, un volumen final de 10 pul y 10 unidades de enzima por reaccion.
Las reacciones se incubaron a 16-182C durante toda la noche.

El producto de ligacion se utilizé para transformar células E.Coli DH5a. competentes y la
suspension bacteriana se sembré en placas de medio LB sélido suplementado con el antibidtico
correspondiente. Cuando se utilizaron los plasmidos pBS y pUC19 se seleccionaron las colonias
blancas que contenian el inserto de interés. Para ello, antes de sembrar las bacterias se le agregaron
al medio LB sélido conteniendo el antibiético, 40 pl de X-gal (20 mg/ml en DMF) como sustrato y 60

ul de IPTG (60 mM) como inductor.
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6. Caracterizacion molecular de genes

6.1 Extraccion de ADN gendmico

Cada muestra de hoja de Arabidopsis thaliana se tomd utilizando un tubo Eppendorf y se
congeld inmediatamente en nitrégeno liquido. La muestra se macerd utilizando émbolos apropiados
para estos tubos (Kimble/Kontes, N2 KT749521-1590) que se encontraban previamente esterilizados
por lavados con HCl 0,1% v/v y autoclavados. Se agregaron 200 ul de solucidn Sucrose prep (NaCl 300
mM, sacarosa 300 mM, Tris-HCl 50 mM pH 7,5) (Berendzen K et al., 2005) y se resuspendid con el
émbolo. Las muestras se hirvieron por 10 minutos y se centrifugaron a 8000 g durante 5 minutos.

Se utilizaron 2 pl de cada una de estas preparaciones para las reacciones de PCR.

6.2 Genotipificaciéon de mutantes por PCR

La genotipificacidon de las mutantes insercionales de T-DNA (Tabla 1) se realizé utilizando la
enzima Tag ADN polimerasa, con el buffer suministrado (Composicién 10x: Tris-HCI 100 mM pH 9,
KCI 500 mM, tritdn x-100 1% v/v). Cada reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 25 pl con 2
pl de ADN como molde, buffer de reaccién 1x, 1 uM de cada oligonucleétido iniciador (Tabla 2),
MgCl, 1,5 mM y 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP). El ciclado se realizé de la misma
forma que para la amplificacion de insertos por PCR (seccidn 5.2.1) pero utilizando una temperatura
de extensidon de 72°C. Se utilizaron las Ta mencionadas en la Tabla 2 y los productos de PCR se

visualizaron por electroforesis en geles de agarosa 2%.

6.3 Extraccion de ARN total

Se extrajo ARN total de plantulas de Arabidopsis cultivadas en LC a 239C durante 8 dias. Se
tomaron las muestras pesando 100 mg de material vegetal y congeldndolo inmediatamente en
nitrogeno liquido. Se macerd el tejido congelado en presencia de nitrogeno liquido utilizando
morteros y el ARN se purificd utilizando el sistema Plant total RNA Mini Kit (Real Biotech
Corporation, RBC N2 YRP50) siguiendo el protocolo suministrado. Se cuantificé el ARN total
utilizando el equipo Nanodrop y se utilizé 1 ng de ARN total para su visualizacién por electroforesis
en gel de agarosa 1,5% en buffer TBE 0.5x. A la muestra a sembrar se le agregaron 10 pl de buffer TE
y 5 pl de buffer de siembra (glicerol 50% v/v, azul de bromofenol 0,001% p/v). La muestra se calentd

a 652C por 5 minutos y se sembré en el gel. Se visualizo el estado del ARN en un transiluminador UV.
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Este mismo procedimiento se realizd con las muestras obtenidas de distintos tejidos de
plantas Col cultivadas en DL a 232C por 6 semanas.

Para la medicidn de la expresidn de genes en las lineas transgénicas pftl-1 PFT1g:GR, se
cultivaron las plantulas en LC a 232C durante 8 dias. Durante el dia 8 las plantulas se rociaron con
solucion de DEX 1 uM o con una solucidn de etanol 0,0096% v/v cada una hora y se colectaron las
muestras para la extraccién de ARN total luego de 3 horas de comenzada la induccién.

En todos los casos se procesaron al menos 3 réplicas biolégicas de cada muestra.
6.3.1 Transcripcion reversa

Se utilizé 1 pg de cada uno de los ARNs purificados como molde para la reaccién de sintesis
de ADNC, utilizando la enzima M-MLV transcriptasa reversa (Invitrogen, N2 28025-013) y siguiendo el
protocolo suministrado por el fabricante. La reaccion se incubd a 372C durante 2 horas, se inactivo la
enzima calentando a 752C por 15 minutos y se agregaron 90 pl de H,0 MiliQ estéril, de modo tal de
obtener cada ADNc en 100 pl de volumen final. En el caso de las muestras que se utilizaron para
medir la expresion de FT, CO y TSF, al ADNc obtenido se le agregaron 20 ul de H,O MiliQ,

obteniéndose este ADNc en 30 pl de volumen final.
6.3.2 Reacciones de PCR en tiempo real

Se utilizaron 3 pl de cada ADNc (Seccidn 6.3.1) para llevar a cabo reacciones de PCR en
tiempo real utilizando el equipo Mx3005p Stratagene. Las concentraciones finales de cada reactivo
por reaccion (25 pl) fueron: buffer de reaccidn (Invitrogen) 1x, MgCl, 3 mM, dNTPs 400 uM de cada
uno, oligonucledtidos iniciadores 0,1 uM, Silver green 10x 0,76 wl, Rox 5x 0,3 ul (/nvitrogen, N2
12223-012), Taq platinum ADN polimerasa Brasil (Invitrogen, N2 10966030) 1 unidad. Las
condiciones de ciclado y los oligonucledtidos iniciadores para el estudio de la expresion de cada gen

se muestran en la Tabla 5.

Para el analisis de los resultados se utilizé el método del ACt. Para ello se realizé para cada
gen una curva de calibracidn de Ct en funcién del Log (10) del N2 de copias, de la cual se obtuvo la
eficiencia (E) de la reaccion que se utilizo en la siguiente formula:

Expresion del gen de interés relativo a la expresién del gen de referencia= Eref) ct(mf)/E (gen) Ctlgen)
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En todos los casos se analizaron al menos tres réplicas bioldgicas y se realizaron tres réplicas

técnicas de cada una de ellas.

6.3.3 Reacciones de PCR de punto final

Para las reacciones de PCR de punto final se utilizaron 3 ul de ADNc. Las condiciones de PCR
fueron iguales a las realizadas para la genotipificaciéon de mutantes (Seccién 6.2), utilizando los
oligonucleétidos iniciadores y las condiciones de PCR que se muestran en la Tabla 5. El nimero total

de ciclos para cada gen vario segun la siguiente lista:

uBQ1o0 30 ciclos
FRF1 35 ciclos
FRF2 40 ciclos
FRL1 35 ciclos
FRL2 40 ciclos

Los productos obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 2% en buffer TBE 0,5x
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Olignucledtidos iniciadores: secuencia de 5’a 3’

Expresion del gen

Condiciones de PCR
en tiempo real

Condiciones de
PCR de punto

final

ID 529 UBQ10 1: TCAATTCTCTCTACCGTGATCAAGATGCA uBQ10 Ta: 552C por 40 Ta: 552C por 20
ID 530 UBQ10 2:GGTGTCAGAACTCTCCACCTCAAGAGTA segundos segundos
Extensién: 722 por 35 Extension: 72°
segundos por 30 segundos
ID 1037 PP2A 1: GTCGACCAAGCGGTTGTGGAGA PP2A Ta: 552C por 40
ID 1038 PP2A 2:ACGCCCAACGAACAAATCACAGA segundos
Extension: 722 por 35
segundos
ID 1622 FT-F W: CTGGAACAACCTTTGGCAAT FT Ta: 502C por 40
ID 1623 FT-R W: TACACTGTTTGCCTGCCAAG segundos
Extension: 722 por 35
segundos
ID 1126 CO-RT1: CAATGGTTCCATTAACCATAACGCATA co Ta: 552C por 40
ID 1127 CO-RT2: CTTATCTCTGCATATGCCTTCCTCGAA segundos
Extensidn: 722 por 35
segundos
ID 167 FRF1 RT1: GGAAGGAATCAAATCATTTCTGAGATACGT FRF1 Ta: 552C por 40 Ta: 552C por 20
ID 168 FRF1 RT2: TCACCTTCTACATACTCTTCCTGACAAATG segundos segundos
Extensidn: 722 por 35 Extension: 729
segundos por 30 segundos
ID 65 frf2-1 1: AACGCTCCAGGACAGAAACCAGCGAA FRF2 Ta: 552C por 40 Ta: 552C por 20
ID 169 FRF2 RT 2: ACCCATCTGATTGGTATTTTTGCAGATATT segundos segundos
Extension: 722 por 35 Extension: 722
segundos por 30 segundos
ID 1129 FRL1 RT1: GTTGACAACATGACATATGAGGAGCTGTT FRL1 Ta: 552C por 40 Ta: 552C por 20
ID 1130 FRFL1 RT2: GCATTGACTATGAAAGTCGTGTCCACAT segundos segundos
Extension: 722 por 35 Extension: 72¢
segundos por 30 segundos
ID 170 FRL2 RT1: GGTAGGTTTCTCTCTTCAACAATCGTCTCC FRL2 Ta: 552C por 40 Ta: 552C por 20
ID 1128 FRFL2 RT2: CTGCAAGTCATTATCACCAAGACTGTGAAT segundos segundos
Extensidn: 722 por 35 Extension: 729
segundos por 30 segundos

Tabla 5. Oligonucledtidos iniciadores utilizados para la medicién de los niveles de ARNm de los genes
mostrados por PCR en tiempo real y/o PCR de punto final.

7. Transformacidn de Arabidopsis thaliana mediante A. tumefaciens

Se utilizé el método de floral dip (Clough & Bent, 1998), que consiste en sumergir plantas
adultas de Arabidopsis con sus flores abiertas en una suspensién de A. tumefaciens conteniendo la
construccidn que se quiere insertar en la planta en un vector binario.

Se sembrd una colonia fresca y aislada de A. tumefaciens, conteniendo la construccion que
se desea insertar en la planta, en 100 ml de medio YEP suplementado con gentamicina y el
antibidtico correspondiente a la resistencia del plasmido. Se cultivd a 289C con agitacion por 48
horas. Transcurrido este tiempo se cosecharon las células por centrifugacion a 4000 g por 10
minutos a 42C. El pellet se resuspendié con 100 ml de una solucidn de sacarosa 5% p/v y se colocd
en un recipiente adecuado para realizar la inversidon de las plantas. Se completd el volumen del
recipiente con sacarosa 0,5% p/v y se agregd un surfactante: Silwet -77 0,02% v/v. Se sumergieron

las flores de las plantas a transformar en esta solucién durante 30 segundos. Las plantas
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transformadas se colocaron en forma horizontal, se cubrieron con film adherente y se incubaron a
20°C y en oscuridad hasta el otro dia. Al dia siguiente, las plantas se colocaron en un cuarto con
fotoperiodo de DL a 23°C hasta que produjeron vainas. Se cosecharon las semillas de las plantas
transformadas (T1) y luego se seleccionaron durante la proxima generacion de acuerdo a la
resistencia otorgada por el T-DNA en la planta. En todos los casos los experimentos se realizaron con
lineas transgénicas homocigotas que presentaron inserciones de T-DNA en un sdélo locus. Este
procedimiento se realizd para transformar plantas Col y pfti-1 con las distintas construcciones
generadas en los vectores binarios (Seccién 4). Se obtuvieron las siguientes lineas de plantas

transgénicas:

= Col PFT1g:Tap = Col 355::CO:HA

= Col Ntap:PFT1g = Col 35S::FRF1

=  pftl-1 PFT1g:Tap = Col 35S::FRF2

= pftl-1 Ntap:PFT1g = Col amiRNA V CHF3
=  Col PFT1g:HA = Col amiRNA A CHF3
»  pft-1PFT1g:HA * Col amiRNA B CHF3
= Col PFT1g:VP16 = Col amiRNA C CHF3
=  pftl-1PFT1g:VP16 = Col amiRNA D CHF3
= Col PFT1g:GR = Col amiRNA E CHF3
= Col GR:PFT1g = Col amiRNA VC CHF3
=  pftl-1PFT1g:GR = Col amiRNA AE CHF3

»  pftl-1GR:PFT1g pftl-1 PFT1g:Tap amiRNA VC CHF1

»  pftl-1 PFT1g:GR-HA

8. Agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana

Se sembro una colonia fresca y aislada de A. tumefaciens conteniendo la construccion que se
deseaba agroinfiltrar en 10 ml de medio LB liquido suplementado con antibidticos y se cultivé a 282C
con agitacién (200 r.pm.) toda la noche. Se utilizaron 50 pl del cultivo crecido para inocular 10 ml de
LB fresco suplementado con antibidticos, MES 10 mM pH 5,6 y acetosiringona 150 uM vy se cultivé
toda la noche a 282C con agitacidn. Las células se centrifugaron a 10000 g por 15 minutos a 42Cy se
resuspendieron en una soluciéon de MES 10 mM pH 5,6, MgCl, 10 mM y acetosiringona 150 uM hasta
alcanzar una D.O.gg0 nm de 1 (aproximadamente 10 ml de solucidn). La suspension celular se incubé a
temperatura ambiente por 3 horas y luego se agroinfiltraron las hojas de N. benthamiana en la cara

abaxial con una jeringa de 1 ml sin aguja.
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En caso de agroinfiltrar con mas de un cultivo de A. tumefaciens la agroinfiltracion se realizé
utilizando igual volumen de cada una de las suspensiones bacterianas.

En todos los casos se co-infiltré con pBiN61-p19 (35S::p19), que codifica para un supresor del
silenciamiento génico lo cual permite lograr una correcta expresién del gen de interés (Voinnet et
al., 2003).

Luego de tres dias de realizada la agroinfiltracién, se tomaron las muestras de las hojas

infiltradas y se las congeld rapidamente en nitrégeno liquido.

9. Estudios bioquimicos

9.1 Preparacion de extractos proteicos totales

Para la extraccion de proteinas de plantulas de Arabidopsis, las semillas se cultivaron en DL a
239C por 10 dias en medio MS agar 1,2% p/v. Se tomaron las muestras pesando el material vegetal y
colgelandolo inmediatamente en nitrégeno liquido. Se macerd el tejido congelado en presencia de
nitrégeno liquido utilizando un mortero y lo se transfirio a un tubo manteniéndolo en hielo. Se
agrego buffer de extraccion de proteinas (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Nonidet (NP40)
0,1% v/v, glicerol 10% v/v) de acuerdo al material vegetal pesado de modo tal que la concentracion
fuera 1 mg de tejido/ul de buffer. Se vortexed y centrifugd inmediatamente a 13000 g por 15
minutos a 42C y se trasvaso el sobrenadante a un nuevo tubo. Se continud con la centrifugacién
hasta que el sobrenadante se encontré libre de restos vegetales. Se congeld una alicuota del
sobrenadante para la cuantificacion de las proteinas totales por el método de Lowry (ver seccion 9.4)
y al resto se le agregd un volumen de loading buffer 2x (solucién Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 con SDS 0,4%
p/v: 25% v/v, glicerol 20% v/v, SDS 4% p/v, 2-mercaptoetanol 2% v/v, azul de bromofenol 0,001%

p/v) y se calentd a 100°C por 5 minutos.

El mismo procedimiento se realizd para la extraccion de proteinas de hojas de N.
benthamiana. En este caso las hojas agroinfiltradas se maceraron en presencia de nitrégeno liquido
en un mortero y se les agregaron 500-1000 pl del buffer de extraccién de proteinas. Se realizaron
sucesivas centrifugaciones hasta que se obtuvo un sobrenadante limpido. Se tomaron muestras para
la cuantificacidn de proteinas totales y al resto del sobrenadante se le agregd un volumen de loading

buffer 2X y se calentd a 1002C por 5 minutos.
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9.2 Estabilidad de PFT1 in vitro

Para los estudios de estabilidad de PFT1 in vitro, se prepararon los extractos proteicos
totales y una vez obtenido el sobrenadante (seglin seccidn 9.1) se lo dividié en volimenes iguales de
acuerdo a las condiciones que se querian ensayar y se lo incubd a temperatura ambiente. Se
tomaron las muestras a los tiempos indicados y las reacciones se detuvieron inmediatamente
mediante el agregado de un volumen de loading buffer 2x y calentando a 1002C por 5 minutos.

Este procedimiento se realizdé con un cockail de inhibidores de proteasas para extractos
celulares de plantas (Sigma, N2 P9599) y con un inhibidor de proteasoma MG132 (Sigma, N2 C2211).
En el ensayo con el inhibidor de proteasoma, el extracto proteico se incubé en presencia de MG132
(10 uM o 50 uM final) o DMSO 1% v/v (control) por 10 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrida la incubacién, cada extracto se dividid en dos volimenes iguales y a uno de ellos se le
agregaron ATP y DTT en concentraciones finales de 10 mM cada uno y se continud incubando a
temperatura ambiente. Se colectaron las muestras a los distintos tiempos y se detuvieron las
reacciones. En el ensayo con el cocktail de inhibidores de proteasas, el extracto proteico se incubé
con 3% v/v de los inhibidores y se incubd a temperatura ambiente. Se colectaron las muestras a los

distintos tiempos y se detuvieron las reacciones.

9.3 Estabilidad de PFT1 in vivo

El ensayo de estabilidad con MG132 se realizd in vivo. Para ello se cultivaron semillas de las
plantas transgénicas pft1-1 PFT1g:Tap en DL a 232C durante 10 dias en medio de cultivo MS
suplementado con sacarosa 1% p/v. Durante el dia 10, luego de dos horas de comenzado el dia, las
plantulas se cubrieron con H,0 MiliQ conteniendo MG132 100 uM o DMSO 2% v/v (control). Luego
de 4 horas de incubacidn en esta condicidn, se tomaron las muestras de las plantulas pesando igual
masa de tejido y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Se prepararon extractos

proteicos totales segln seccion 9.1.

9.4 Cuantificacion de proteinas totales

Para la cuantificacion de las proteinas totales presentes en los extractos proteicos de
Arabidopsis o N. benthamiana se utilizé la técnica de Lowry (Lowry et al., 1951). Para ello, se
colocaron en cada pocillo de una placa de ELISA 3 pl de cada extracto proteico total y se llevd a un

volumen final de 20 pl con agua. En cada medicidn se realizé una curva de estandar con 0, 3, 6, 9, 12,
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15y 18 ug de BSA. A cada punto de la curva se le agregd 3 pl de buffer de extraccion de proteinas y
se llevd a un volumen final de 20 pl con agua. Tanto los puntos de la curva como las mediciones de
los extractos de plantas se realizaron por duplicado y en la misma placa de ELISA.

A cada pocillo se le agregaron 100 pl de solucién A y se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Luego se agregaron 10 pl de solucién B y se mezcld vigorosamente. Se incub6 a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos y se midié la absorbancia a 655 nm en un
lector de placa. A partir de los datos obtenidos en la curva estandar se obtuvieron los pg/ul de

proteina total presentes en cada extracto proteico de Arabidopsis o N. benthamiana

Solucién A:
- 10ml  Na,CO;2% p/v disuelto en NaOH 0,1 N
- 0,1ml Tartrato de sodio 1% p/v
- 0,1ml Sulfato de cobre 1% p/v

Solucidn B: Reactivo de Folin, dilucion %

9.5 Electroforesis de proteinas

Se utilizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 10 cm x 10 cmy de 1
mm de espesor de acuerdo con el método de Laemmli. Se utilizo el sistema de armado Mini protean
3, Bio-Rad y se siguieron los protocolos publicados en Current Protocols in Molecular Biology, seccién
10.2a (Ausubel et al., 2001).

Se armaron geles al 8-10% y las muestras a analizar se prepararon agregando un volumen de
loading buffer 2x y calentandolas durante 5 minutos a 1002C antes de la siembra. Como marcadores
de peso molecular se utilizaron 6 pl del kit de calibracion de bajo peso molecular para SDS-PAGE (GE
Healthcare, N2 17-0446.01) para los geles teflidos con Coomasie Briliant Blue y 6 pl de Marcador pre-
teflido BenchMark (Invitrogen, N2 10748-010) o Full Range Rainbow (Amersham Biosciences, N2 RPN
800) para los ensayos de Western blot. La electroforesis se realizd a 20 mA constantes y utilizando

buffer Tris-glicina-SDS 1x (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v).

9.5.1 Tincién con Coomasie Brillant Blue

Una vez finalizada la electroforesis en gel de poliacrilamida, el gel se incubd en la solucién de
tincidon (Coomasie Brillant Blue R250 0,25% p/v, acido acético glacial 10% v/v, metanol 45% v/v)

durante 30-60 minutos en agitacion y a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se
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descartd esta solucidn y se realizaron sucesivos lavados con una solucién para destefiir (metanol

30% v/v, acido acético glacial 10% v/v) en agitacidn y a temperatura ambiente.

9.5.2 Ensayos de Western blot

Una vez finalizada la electroforesis en gel de poliacrilamida, las proteinas se
electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham Biosciences, N2
RPN303D) utilizando el sistema de transferencia de Bio-Rad. La transferencia se llevd a cabo a 80-
100 volts durante 60 minutos, en bafio de hielo y con agitacién constante del buffer de transferencia
(Tris base 3% p/v, glicina 14,4% p/v, metanol 20% v/v).

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se tifié con solucién de rojo ponceau (rojo
ponceau 0,2% p/v, acido acético glacial 1% v/v) que permite visualizar la proteina rubisco y
monitorear la eficiencia de transferencia. Se lavé la membrana con buffer PBS (NaCl 0,8% p/v, KCl
0,02% p/v, Na,HO,4 0,144% p/v, KH,PO, 0,024% p/v) y se incubd con la solucion de bloqueo (Leche en
polvo descremada 5% p/v en PBS-T, buffer PBS con Tween 20 0,1% v/v) durante 1 hora en agitacién y
a 49C. Transcurrida la incubacidn, se elimind la solucién de bloqueo y se incubd con el anticuerpo
correspondiente en agitacién y a 49C durante 6 horas o toda la noche. Las condiciones fueron
diferentes de acuerdo al anticuerpo utilizado:

PAP: complejo soluble peroxidasa anti peroxidasa (Sigma, N2 P1291) permite la deteccién de
las proteinas etiquetadas con TAP. Permite la deteccién de las proteinas en un sélo paso sin utilizar
un anticuerpo secundario. Este anticuerpo se incubd en la solucion de bloqueo y se utilizé una
dilucién 1/1000. Luego de la incubacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Ty
las proteinas se detectaron utilizando como sustrato para la peroxidasa el kit de quimioluminiscencia
ECL de Amersham Biosciences (RPN2109) o Millipore (WBKLS0O100).

Anti-HA peroxidasa: anticuerpo monoclonal producido en rata y conjugado a peroxidasa

(Roche 3F10, N2 2013819). Permite la deteccién de las proteinas sin utilizar un anticuerpo
secundario. Este anticuerpo se incub6 en PBS-T y se utilizé una dilucién 1/500. Transcurrida la
incubacion se realizé un sélo lavado con PBS-T durante 5 minutos y las proteinas se detectaron por
quimioluminiscencia.

Anti-peroxirredoxina: anticuerpo policlonal producido en conejo. Este anticuerpo se incubé

en la solucidn de bloqueo y se utilizé una dilucion 1/500. Luego de la incubacion se realizaron 3
lavados de 10 minutos cada uno con PBS-T. Se incubé nuevamente con solucion de bloqueo y se

agregd como anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma, N2 A0545)
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dilucién 1/6000. Se incubd con el anticuerpo secundario durante 1 hora y luego se realizaron 3

lavados de 10 minutos cada uno con PBS-T. Las proteinas se detectaron por quimioluminiscencia.

9.6 Preparacion de proteinas recombinantes

Se sembré una colonia fresca y aislada de bacterias BL21 codon plus conteniendo el
plasmido con la construccion que se desea expresar en 100 ml de medio T-Broth suplementado con
el antibidtico correspondiente y se cultivé toda la noche y en agitacién a 372C. Se utilizaron 10 ml de
ese cultivo crecido para inocular 1000 ml de medio T-Broth fresco suplementado con antibidtico y se
cultivaron a 372C con agitacién (250 r.p.m) hasta que las células alcanzaron una D.O.gynm de 0,4-0,6.
Se guardd una alicuota de estas células y el resto del cultivo se indujo con IPTG 0,5 mM. Las células
se cultivaron a 379C con agitacion durante 5 horas. Transcurrido este tiempo se centrifugaron las
células a 6000 g por 20 minutos a 42C y se guardd el precipitado a -802C hasta su utilizacion.

Para la preparaciéon de proteinas con fusion a MBP, el precipitado se resuspendié en 50 ml
de column buffer (CB) (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM), se agrego lisozima (1
mg/ml) y se sonicd la suspension por 5 minutos con pulsos de 10 segundos y un descanso de 20
segundos entre pulsos. Se centrifugd la suspension a 13000 g por 30 minutos a 42C. Se tomd una
alicuota del sobrenadante y del pellet y se les agregd loading buffer para su andlisis en un gel SDS-
PAGE.

En el caso de la preparacion de proteinas de fusién a GST, se realiz6 el mismo procedimiento
pero como buffer de lisis se utilizé: Tris-HClI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, Tween 1% v/v, glicerol 10%
v/v, 2-mercaptoetanol 20 mM, Imidazol 20 mM pH 8, el mismo buffer de lisis que se utiliza para la

preparacién de proteinas de fusién a HIS.

9.6.1 Purificacion de proteinas fusionadas a MBP

Se utilizé una columna de polipropileno de 1.5 cm de didmetro y 12 cm de largo, se cargé
con 1 ml de resina de amilosa (New England Biolabs, N2 E8021S) y se lavd con 8 volimenes de CB. Se
cuantificd la cantidad de proteina total presente en el sobrenadante obtenido luego del sonicado
(seccién 9.6) utilizando el reactivo de Bradford (Bio-Rad) y se lo diluyé con CB hasta una
concentracion de 2,5 mg/ml. Se sembrd este sobrenadante en la columna. Una vez que todo el
volumen atravesd la columna, se lavé con 12 volumenes de CB. Luego se procedid a eluir la proteina
de fusion, utilizandose 10-15 ml de CB conteniendo maltosa 10 mM. Se colectaron fracciones de 1

ml, se analizaron en un gel SDS-PAGE y se guardaron a -8092C con glicerol 15% v/v. Este
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procedimiento se realizé dos veces, ya que la fraccidn colectada luego del sembrado de la columna
se volvié a sembrar luego de la elucidn de las proteinas.

La columna se regenerd de acuerdo a las especificaciones del fabricante y se reutilizé.

Todo el procedimiento se llevé a cabo en un cuarto a 42C para evitar la degradacién de la

proteina de interés.

9.6.2 Inmunopurificacion de anticuerpos a-GST:FRF2A315

Se juntaron las fracciones purificadas correspondientes a la proteina MBP:FRF2A315 y se
dializaron toda la noche utilizando como buffer de didlisis NaHCO; 0,2 M, NaCl 0,5 M pH 8,3. De esta
forma se elimind el buffer Tris que contenian las fracciones luego de su elucién en la columna de
afinidad de amilosa. Se cambid el buffer y se dializd durante 3 horas mds. Las fracciones se
concentraron utilizando un centricon y lavando con el buffer de didlisis, hasta que se obtuvo un
volumen final de 1 ml. Se lavaron 300 pl de una resina de Sepharose activada por esterificacién con
N-hidroxisuccinamida (NHS) con 10 volimenes de HCI 1mM frio. Luego se mezcléd con 1 ml de la
proteina disuelta en el buffer de acoplado (NaHCO; 0,2 M, NaCl 0,5 M) y se incubd a 42C y en
agitacion toda la noche. Una vez finalizado el acoplamiento de la proteina, se bloquearon los grupos
de la resina que no reaccionaron, incubdndola con Tris-HCI 0,1 M pH 8,5 a temperatura ambiente y
en agitacion por 2 horas y 30 minutos. Se trasvasé la resina con la proteina acoplada a una columna
de 0,5 cm de didmetro y 4 cm de largo. La resina se lavé con 3 volumenes de Tris-HCI 0,1 M pH 8,5y
luego con 3 volimenes de acetato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 4,5. Este ciclo de lavados se repitid
6 veces y luego se lavd con PBS. Se centrifugaron 3 ml de anticuerpo a-GST:FRF2A315 a 13000 g
durante 30 minutos y a 4 2C. A partir de aqui se trabajé en un cuarto a 49C. Se cargd la columna con
el sobrenadante obtenido de la centrifugacidon del anticuerpo y se lavé con PBS + NaCl 0,5 M. La
elucion del anticuerpo de realizé con glicina 0,1 M pH 2,5. Se colectaron 3 fracciones de 1 ml cada
una en tubos que contenian 65 pl de Tris-HCl 1 M pH 9,5. Se concentraron las fracciones 1y 2 en un
centricdn, centrifugando a 5000 g y a 42C. Cuando se obtuvo una fraccién de 200 pl, se diluyé con 3
ml de PBS y se repiti6 el procedimiento. Se obtuvieron 150 pl finales con una concentracién de 2,17
ug/ul y se alicuotaron en fracciones de 30 pl cada una. La columna se lavé con PBS y se guardé en

PBS con etanol 20% v/v.
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9.7 Experimento de unidn de PFT1 a columnas de afinidad

Se prepararon extractos proteicos totales a partir de 500 mg de tejido de plantulas pfti-1
PFT1g:Tap cultivadas en DL a 232C durante 10 dias y se sembraron en la columna que contenia la
proteina MBP:FRF2A315 acoplada a la resina de Sepharose descripta en la seccidn anterior (9.6.2).
Una vez sembrada se lavé la columna con PBS y luego con PBS + NaCl 0,5 M. La elucidn se realizd con
glicina 0,1 M pH 2,5. Se colectaron 3 fracciones de 1 ml en tubos que contenian 65 pl de Tris-HCl 1 M
pH 9,5. Estas fracciones se precipitaron con un volumen de TCA al 20% v/v incubandose por 30
minutos en hielo, y luego centrifugando a 13000 g por 30 minutos. Cada precipitado se lavé dos
veces con 500 pl de acetona fria y se dejé secar. Cada fraccidn se resuspendié en 50 pl de loading
buffery se calentd por 5 minutos a 100 2C. Las fracciones obtenidas se analizaron por Western blot.

En forma andloga, se ensayd la interaccion del extracto proteico de pléntulas pfti-1
PFT1g:Tap con la proteina MBP:FRF2A315 unida a la resina de amilosa y con MBP como control.
Para esto, se prepararon las proteinas recombinantes MBP:FRF2A315 y MBP a partir de un cultivo de
100 ml de E. coli BL21 tal como fue descripto en la seccién 9.6. Cada extracto proteico total de E. coli
se sembrd en una columna conteniendo la resina de amilosa. Cada columna de lavé y una vez que
cada proteina se encontraba pegada a cada columna, se dividid el extracto proteico de Arabidopsis
en volumenes iguales (500 pl) y se sembré cada uno en una columna, una conteniendo
MBP:FRF2A315 y la otra MBP. Se colectd la primera faccién luego de cada siembra (Ft) y cada
columna se lavo con NaCl 0,1 M, para eliminar proteinas que podrian pegarse en forma inespecifica,
y luego con 4 ml de CB, colectdndose fracciones de 1 ml. Una vez lavadas las columnas se procedio a
eluir la proteina con CB + maltosa 10 mM. Se colectaron 4 fracciones de elucién en la columna con
MBP:FRF2A315 y 3 fracciones en la columna con MBP. Todas las fracciones colectadas se
precipitaron con TCA 20% v/v y luego se resuspendieron en 50 ul de loading buffer, calentandose

por 5 minutos a 1002C. Las fracciones obtenidas se analizaron por Western blot.
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CAPITULO 1: Diseccién de las sefiales transducidas por CO y PFT1 en la regulacién de la

floracion

INTRODUCCION

La via del fotoperiodo en la regulacién de la floracion

Los principales componentes de la via del fotoperiodo se han identificado con
aproximaciones genéticas. Dichos componentes son: CO, Gl, phyA, cry2, FD y FT. La pérdida de
funcionalidad de estos genes por mutacién, suele producir un retraso en la floracidon bajo
fotoperiodos inductivos (dia largo, DL), pero no en dias cortos (DC). Las proteinas Gl y CO juegan un
papel central en la via del fotoperiodo y actlian en este orden para regular la transcripcion de FT,
especificamente en DL. La expresidon de CO se encuentra regulada por el reloj circadiano de forma tal
que su pico de expresidn se encuentra hacia el final del dia en DL y durante la noche en DC. Ademas,
la proteina CO es estabilizada por los fotorreceptores phyA y cry2 y sus niveles caen rapidamente en
oscuridad cuando es degradada via proteasoma (Valverde et al., 2004). De esta forma, CO media la
activacion de la transcripcion de FT al final del dia sélo en DL (Suarez-Lopez et al., 2001; Yanovsky &
Kay, 2002).

A pesar de que la activacidn de FT por CO es rapida (Samach et al., 2000), durante muchos
afos no se ha podido demostrar una interaccién directa de CO con las regiones regulatorias de FT
(Ben-Naim et al., 2006; Wenkel et al., 2006). Se ha propuesto que CO requiere de otra proteinas
para facilitar la capacidad de unién a ADN del dominio CCT (por su conservacién en CONSTANS,
CONSTANS LIKE y TIMING OF CAB EXPRESSION) (Turck et al., 2008), y que estas proteinas son
capaces de reclutar a CO al ADN como parte de un complejo transcripcional por interacciéon directa
proteina-proteina (Wenkel et al., 2006; Song et al., 2008). Sin embargo, se demostro recientemente,
utilizando una combinacién de estudios de analisis de expresidn en células y ensayos de unién a ADN
in vitro, que CO posee el potencial de activar la transcripcion y es capaz de unirse directamente al
ADN. Se encontré que CO se une al ADN a través de un elemento de secuencia Unica que contiene el
motivo TGTG(N2-3)ATG. Este motivo se encuentra presente en tdndem en el promotor de FT y es
suficiente para la unién y actividad de CO (Tiwari et al., 2010). Por lo tanto, CO puede unirse
directamente al promotor de FT en los sitios de respuesta a CO (CORE) y a través de interacciones
con los factores nucleares Y y las proteinas activadoras del complejo NF-Y/HAP en los sitios CCAAT,
actuando entonces como factor de transcripcion y como coactivador transcripcional (Blackman &

Michaels, 2010).
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En otro trabajo reciente (Adrian et al., 2010), se analizé la regién promotora de FT para
definir la minima regidén necesaria para mediar la respuesta a la longitud del dia y se identificaron
varias regiones clave que juegan un papel en el estado de la cromatina de FT y en la actividad de su
promotor. Se identificaron tres regiones regulatorias putativas, bloques A-C y mediante un andlisis
funcional de estas regiones se encontrd que el bloque que posee 5,7 Kb “corriente arriba” del inicio
de la traduccidn contiene las regiones regulatorias necesarias para mediar la expresién de FT y es
crucial para la regulacién de FT por CO. Los autores proponen un modelo en el cual CO actla a través
de la region proxima del promotor pero requiere interactuar con un complejo activador que se
asocia con la regidn distal del promotor de FT. Esta interaccidon con otro complejo activador podria
favorecer la afinidad de CO por el ADN y su unidn a la regién préxima del promotor (Adrian et al.,

2010).

Durante muchos afios se ha propuesto que el estimulo del fotoperiodo se produce en las
hojas. En algunas especies como Lolium temulentum, una sola hoja expuesta a condiciones de DL es
suficiente para inducir la floracidn, pero esto no ocurre si esta hoja es removida al poco tiempo de
realizado el estimulo. Estas observaciones sugieren la existencia de una sustancia que se genera en
la hoja y es transportada al meristema apical del tallo para inducir la floracién. En 1937, el cientifico
ruso Mikhail Chailakhyan denomind a esta sustancia como florigeno. Recientemente, se ha
propuesto a FT como la sefial de iniciacién de la floracién en Arabidopsis (florigeno) y se ha
observado que su funcidn se encuentra conservada en varias especies. FT es una de las sefales que
se produce en las hojas bajo condiciones inductivas de fotoperiodo y se mueve al meristema apical
del tallo, donde interacciona con factores de transcripcion (FD) y promueve el desarrollo
reproductivo (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005; Corbesier et al., 2007; Jaeger & Wigge, 2007; Lin
et al., 2007; Mathieu et al., 2007; Tamaki et al., 2007).

Dado que FT responde a muchos estimulos, como por ejemplo la longitud del dia, la
vernalizacion y la calidad de luz (Suarez-Lopez et al., 2001; Yanovsky & Kay, 2002; Cerdan & Chory,
2003; Halliday et al., 2003; Searle et al., 2006), se lo conoce como uno de los genes integradores de
la floracién en el cual convergen varias de estas vias de sefializacién. Ademds de FT, TWIN SISTER OF
FT (TSF) y SOC1 son genes integradores y juegan papeles centrales promoviendo la floracién.

TSF es una proteina muy similar a FT con un 81,3% de identidad. El patrén de expresidn de
FT y TSF en el floema es similar. Sin embargo, a diferencia de FT, TSF se expresa también en el
meristema apical. A partir de un analisis de expresion se observd que TSF, al igual que FT, responde
rdpidamente a la variacion en los niveles de CO y es reprimido por FLC y EARLY BOLTING IN SHORT

DAYS (EBS) (Yamaguchi et al., 2005). Las mutantes tsf florecen sélo un poco mas tarde que las
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plantas del tipo salvaje. En cambio, la doble mutante ft tsf florece mucho mas tarde que la mutante
ft en condiciones de DL, mostrando un efecto aditivo entre estos genes. FT y TSF parecen actuar
independientemente el uno del otro e independientemente de LFY, actuando ambos “corriente

arriba” de SOC1 (Yamaguchi et al., 2005).

SOC1 es un gen que codifica para un factor de transcripcién del tipo MADs box y es el gen
que se induce mas tempranamente en el meristema durante la transicion floral a través de la accidon
de FTy FD. Sin embargo, SOC1 no es el Unico efector de FT y TSF, ya que por ejemplo, FT y FD activan
directamente el gen de identidad del meristema floral AP1 y esto contribuye al desarrollo del
primordio floral. Mutaciones en SOCI generan un fenotipo de floracién tardia tanto en condiciones
de DL como en DC. Se ha demostrado que SOCI se encuentra “corriente abajo” de CO en la via
fotoperiddica (Samach et al., 2000), aunque este efecto parece ocurrir via FT (Yoo et al., 2005).
Como gen integrador, SOC1 también responde a la via de vernalizacidn, siendo el blanco de FLC, el
cual reprime su expresion uniéndose directamente a su promotor (Helliwell et al., 2006). En cuanto
a su mecanismo de accidén, ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina mostraron que SOC1 se
une directamente al promotor de LFY y que una mutacién en el MADs Box genera una supresion de
la funcién de SOC1 y pérdida de unidn al promotor de LFY. Ademads, SOC1 necesita interaccionar con
AGL24 (otro gen integrador de la floracidn, también tipo MADs box) para generar un heterodimero y

activar la expresion de LFY (Lee et al., 2008).

FT pertenece a una pequefia familia con homdlogos en plantas, hongos y animales

Existe una pequefia familia de seis genes similares a FT los cuales podrian tener funciones
relacionadas con la induccién de la floracidn. Las proteinas codificadas por estos genes contienen
dominios de unidn a fosfatidiletanolamina y por ello se las conoce como PEPB por phosphatidyl
ethanol binding proteins. La funcidn fisiolégica de estas proteinas se ha estudiado ampliamente en
animales y se propone que actuan en cascadas de sefializacion mediando interacciones proteina-
proteina (Turck et al., 2008).

En Arabidopsis, la familia de proteinas PEPB comprende a FT, TSF, BROTHER OF FT (BFT),
ARABIDOPSIS THALIANA RELATIVE OF CENTRORADIALIS (ATC), MOTHER OF FT AND TFL1 (MFT) y
TFL1.

TFL1 posee un efecto antagonista a FT en la regulacion de la floracion. Las mutantes de
pérdida de funcion florecen temprano, tanto en DL como en DC y forman una flor terminal similar a

la de las plantas sobreexpresantes de FT (Bradley et al., 1997). Una hipdtesis sugiere que TFL1 actua
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como competidor de FT en el dpice para prevenir que FT convierta el meristema apical del tallo en
meristema floral (Ahn et al., 2006; Turck et al., 2008). Andlogamente a FT, la proteina TFL1 también
es una sefial movil y se encuentra distribuida a lo largo del meristema (Conti & Bradley, 2007).

Los homdlogos mas similares a TFL1 son BFT y ACT pero sus roles en el desarrollo de las
plantas no se encuentran claros. No se han descripto alelos mutantes para BFT y las mutantes act no
muestran un fenotipo de alteracidn en el tiempo de floracidn o en el desarrollo de las flores (Turck et
al., 2008).

MFT se encuentra igualmente relacionado con FT y con TFL1 y es capaz de promover
levemente la floracion cuando es sobreexpresado (Yoo et al., 2004). Sin embargo, la mutante mft1
no presenta un fenotipo de floracidn tardia muy marcado cuando se la compara con plantas del tipo

salvaje (Turck et al., 2008).

Regulacidn de la floracién por calidad de luz

La calidad de luz es una sefial clave que provee a las plantas informacidn sobre la presencia
de plantas vecinas, competidoras. La luz reflejada por la vegetacion verde es pobre en longitud de
onda roja (R) y azul pero se encuentra enriquecida en luz roja lejana (RL). La alteracidn en los niveles
de luz R/RL es percibida por una familia de fotorreceptores, los fitocromos y es una sefial que regula
el desarrollo vegetativo y la transicién hacia la floracién. El descenso de la proporciéon de luz R/RL
genera en las plantas una serie de respuestas de “escape al sombreado” (shade avoidance), que
involucra cambios fenotipicos como el aumento de la elongacién del tallo y de los peciolos, la
disminucidn de la expansion de las hojas y la disminucién de las ramificaciones. Si la disminucion de
la relacién de luz R/RL persiste, se altera considerablemente el desarrollo de las plantas y se acelera
la transicion hacia la floracidn, lo cual favorece la posibilidad de lograr un éxito reproductivo en un
ambiente desfavorable (Halliday et al., 2003; Adams et al., 2009).

De los cinco fitocromos presentes en Arabidopsis (phyA-phyE), al menos tres de ellos (phyB,
phyD y phyE) tienen un rol importante en la percepcion de la relacion de luz R/RLy en el inicio de la
respuesta de escape al sombreado. El rol de phyB consiste en percibir la reduccién de la relacién de
luz R/RL, mientras que phyA y cryl se encuentran modulando la sensibilidad a esta sefial (Casal,
2000).

A partir del anélisis fisiolégico de mutantes nulas para los fitocromos B, D y E, se encontré
que phyB es el fotorreceptor principal involucrado en estas respuestas. Las mutantes de phyB
presentan una elongacion constitutiva de tallo y peciolos, un fenotipo de floracién temprana y una

respuesta atenuada a la baja relacion de luz R/RL en comparacion con las plantas del tipo salvaje. Las

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes

50



Capitulo 1

mutantes nulas de phyD y phyE no tienen un fenotipo evidente. Sin embargo, su deficiencia es mas
evidente en ausencia de phyB. Se observé que las dobles mutantes phyB phyD y phyB phyE
presentan una mayor elongacién y florecen mas temprano que la mutante simple phyB
(Aukermanya et al., 1997; Devlin et al., 1998; Devlin et al., 1999). Estos resultados sugieren que
phyD y phyE contribuyen también al control de la respuesta de escape al sombreado (Franklin et al.,
2003). Sin embargo, la contribucién relativa de cada fitocromo puede ser modificada por las
condiciones ambientales, tales como la temperatura del ambiente (Halliday & Whitelam, 2003).

Se conoce poco acerca de los eventos de sefializacion que ocurren “corriente abajo” de los
fitocromos en la regulacion de la floracidon por calidad de luz. Sin embargo, se han encontrado
mayores niveles de ARNm de FT en las mutantes phyB, lo cual sugiere que existe una regulacion de

FT por parte de phyB (Cerdan & Chory, 2003; Halliday et al., 2003).

Para encontrar genes involucrados en la regulacion de la floraciéon por parte de los
fitocromos, se realizd un screening genético en Arabidopsis (Cerdan & Chory, 2003). En este
screening se utilizaron lineas de T-DNA activadas obtenidas en el ABRC a las cuales, una vez inducida
la germinacidn, se las expuso a un pulso de cinco minutos de luz roja durante 24 horas. Luego de
cuatro dias de tratamiento se seleccionaron las plantas que poseian signos de respuesta exagerada a
la luz roja tales como, hipocotilos cortos o cotiledones parcialmente abiertos y se analizé su fenotipo
de floraciéon. Durante este trabajo se aislé y caracterizé la mutante pft1-1. Estas mutantes muestran
una pequeiia respuesta en la inhibicidn del largo de hipocotilo bajo luz R y RL. Se observé que son
mas cortas en R y mas altas en RL que las plantas del tipo salvaje. Esta respuesta requiere que phyAy
phyB se encuentren activos.

Los niveles de proteina phyA y phyB no se alteraron en las mutantes de pfti-1, lo cual
sugiere que PFT1 actla “corriente abajo” de estos fotorreceptores. Ademas, dicha mutante tiene
respuesta normal a la luz azul, con lo cual PFT1 es especifico del accionar de los fitocromos y no un
regulador general de la respuesta a la luz (Cerdan & Chory, 2003).

Ademas del fenotipo de hipocotilo, las mutantes pft1-1 presentan un fenotipo de floracién
tardio cuando son cultivadas en condiciones de DL. pfti-1 florece tarde y suprime el fenotipo de
floracién temprana de la mutante phyB tanto en DL como en DC, por lo cual PFT1 es esencial para la
regulacién de la floracion por medio del phyB (Cerdan & Chory, 2003). Sin embargo, el aumento en
la longitud de los peciolos en mutantes phyB no se vio afectado en la doble mutante phyB pft1-1.

Para estudiar la naturaleza de la supresion del fenotipo de floracion temprana de phyB por
pft1-1, se analizaron los niveles de ARNm de FT en plantas del tipo salvaje (Col), phyB, pfti-1y

phyB pft1-1. En DL, la expresion de FT fue sustancialmente mayor en las mutantes phyB que en las
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plantas Col. Al analizar los niveles de ARNm de FT en plantulas de 26 dias cultivadas en DC,
nuevamente se observd un aumento de la expresién en mutantes phyB comparadas con plantas Col.
Ademds, los niveles de ARNm de FT fueron bajos en las mutantes pft1-1 y en las phyB pftl-1 en
todas las condiciones analizadas, lo cual concuerda con el modelo propuesto que PFT1 actla

“corriente abajo” de phyB regulando la expresion de FT (Cerdan & Chory, 2003).

En cuanto a los niveles de expresion de CO, se encontraron mayores niveles de ARNm de CO
en mutantes phyB cultivadas en condiciones de DL que en plantas Col y menores niveles en la
mutante pft1-1. Sin embargo, en condiciones de DC, no fue posible encontrar niveles elevados de
ARNmM de CO en mutantes phyB. Lo mismo sucedié al analizar los niveles de ARNm de SOC1, no se
encontré correlacion entre los niveles de ARNm de SOCI con el tiempo de floracidn, tanto en phyB
como en pftl-1. La falta de correlacion entre los niveles de ARNm de CO y SOCI con el tiempo de
floracién de phyB y pft1-1 sugieren que phyB regula los niveles de ARNm de FT por un mecanismo
dependiente de PFT1 que no involucra cambios en los niveles de ARNm de CO y SOC1 (Cerddn &
Chory, 2003).

Existe evidencia que demuestra que PFT1 regula la floracion “corriente abajo” de phyB y por
una via independiente de la del fotoperiodo. En primer lugar, tanto la mutante pft1-1 como la doble
mutante phyB pft1-1 responden fuertemente al fotoperiodo y PFT1 es capaz de regular los niveles de
ARNmM de FT por un mecanismo que no involucra a CO. Estas observaciones sugieren claramente que
es poco probable que PFT1 tenga un rol en la via del fotoperiodo. En segundo lugar, se analizé el
efecto que produce el tratamiento con pulsos de luz roja lejana (EODFR) o luz roja (EODR) al final del
dia en mutantes pft1-1. El pulso EODFR mimetiza la respuesta de escape al sombreado, que incluye
una aceleracién del tiempo de floracién. El tratamiento con EODFR fue menos efectivo para
promover la floracidn en las plantas pft1-1 que en las plantas Col, lo cual es consistente con un rol de
PFT1 luego de la percepcion de la relacion de luz R/RL. Por lo tanto, PFT1 actua “corriente abajo” de
phyB para regular la expresion de FT en forma independiente del fotoperiodo, lo cual evidencia la
existencia de una via de regulacion de la floracién por calidad de luz (Cerdadn & Chory, 2003).

Sin embargo, dado que los niveles de ARNm de PFT1 no se ven afectados por una mutacion
en phyB, de ser cierto este modelo, phyB se encontraria regulando la actividad de PFT1 post-

transcripcionalmente o a través de otras proteinas.

En contraste con estos resultados, publicaciones mds recientes han resaltado el rol de los
componentes de la via del fotoperiodo en la regulacion de la floracion por calidad de luz (Kim et al.,

2008; Wollenberg et al., 2008). La exposicidén continua de plantas a condiciones de luz enriquecida
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en luz RL resulté en un aumento en los niveles de ARNm de CO y FT, en la estabilidad de la proteina
CO y en un corrimiento de fase en Gl. Ademas, tanto CO como Gl fueron necesarios para acelerar la
floracion en condiciones de baja relacidn de luz R/RL. En este trabajo se propone a PFT1 como un
regulador negativo de la sefializaciéon de los fitocromos, que actuaria “corriente arriba” de CO
(Wollenberg et al., 2008), en lugar de promotor directo de la floracion. Este rol es consistente con
los bajos niveles de ARNm de CO observados en la mutante pft1-1y con su hipersensibilidad a la luz
R durante la desetiolacion (Cerdan & Chory, 2003). Sin embargo, alin no se encuentra claro como se
integran las diversas vias para promover la floracion en respuesta a la baja relacion de luz R/RL
(Adams et al., 2009) y dado que PFT1 es parte del complejo MEDIATOR de Arabidopsis (Backstrom et

al., 2007) no se puede descartar que posea roles mas directos en la transcripcion (Cerdan, 2011).

Dadas estas controversias en el rol de PFT1 en la regulacion de la floracién, se planteé como
objetivo general de este capitulo de Tesis Doctoral separar genéticamente los distintos componentes
de las vias de calidad de luz y del fotoperiodo. El objetivo particular fue separar el accionar de CO y

PFT1y determinar si PFT1 es capaz de promover la floracidn en forma independiente de CO.
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RESULTADOS

1) Existen al menos dos vias genéticas involucradas en regular la floraciéon “corriente abajo”

de los fitocromos

En el laboratorio se combinaron las mutaciones de los fitocromos involucrados en la
regulacion de la floracién por calidad de luz: phyB (phyB-9: EMS142 en Reed et al. (1993), phyD
(phyD-201: SALK_027956) y phyE (phyE-201: SALK_040131) (Wollenberg et al., 2008). Estas
mutantes se introdujeron por cruzamiento en las mutantes insercionales nulas de los genes PFT1
(pft1-1, Cerddn & Chory, 2003), CO (co-9: SAIL_24 HO04) y FT (ft-10: GABI_290E08) a fin de
determinar de qué forma se suprime el fenotipo de floracion temprana de las mutantes de los
fitocromos por las mutaciones de pftl, co y ft. Se obtuvieron y confirmaron por PCR las siguientes

combinaciones de mutantes, todas ellas en Col (Tabla 6) junto con la doble mutante co-9 pft1-1.

Mutantes de fitocromos Combinaciones con co-9  Combinaciones con pft1-1  Combinaciones con ft-10

co-9 pftl-1 ft-10

phyD phyD co-9 phyD pfti-1

phyE phyE co-9 phyE pft1-1
phyD phyE phyD phyE co-9 phyD phyE pft1-1

phyB phyB co-9 phyB pfti-1 phyB ft-10
phyB phyD phyB phyD co-9 phyB phyD pftl-1
phyB phyE phyB phyE co-9 phyB phyE pft1-1

phyB phyD phyE phyB phyD phyE co-9 phyB phyD phyE pft1-1 phyB phyD phyE ft-10

Tabla 6: Mutantes insercionales de los fitocromos B, D y E combinadas con mutaciones nulas en CO, PFT1y FT

Con estas combinaciones de mutantes se realizaron 8 experimentos de floracion

independientes, cultivando las plantas en condiciones de DLy a 232C (Figura 4).
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45

Tiempo de floracién (N total de hojas)

Col phyD phyE phyD phyB phyB phyB phyB co phyD phyE phyD phyB phyB phyB phyB pftl phyD phyE phyD phyB phyB phyB phyB ft phyB phyB co
phyE phyD phyE phyD co co phyE co phyD phyE phyD pftl pftl phyE pftl phyD phyE phyD ft phyD pft1
phyE co co co phyE pftl pftl pftl phyE phyE
co pft1 ft

Figura 4. Existen al menos dos vias que regulan la floracidn “corriente abajo” de los fitocromos
Determinacion del tiempo de floracién de mutantes de los fitocromos B, D y E combinadas con mutaciones en
CO, PFT1 y FT. Se midié el nimero total de hojas al momento de la floracién (hojas de la roseta + hojas
caulinares) de plantas cultivadas en DL (16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad) a 232C. Las barras representan
la media +/-ES de ocho experimentos independientes, con un total de al menos 48 plantas por cada genotipo.
* Indica que las plantas phyB phyE florecieron estadisticamente mas temprano que phyB (p<0,00003), que las
plantas phyB phyD phyE co-9 florecieron estadisticamente mas temprano que phyB co-9 (p<0,001) y que las
plantas phyB phyE pfti-1 florecieron estadisticamente mas temprano que las plantas phyB pft1-1 (p<0,001),
por ANOVA de un factor con contraste de Bonferroni.

A partir del andlisis de estos experimentos se observé que:

& Tanto co-9 como pft1-1 florecieron significativamente mas tarde que Col (p<0,00001
y p<0,00048, por ANOVA de un factor con contraste de Bonferroni), lo cual concuerda con el rol
propuesto para CO y PFT1 de promotores de la floracidon (Samach et al., 2000; Cerdan & Chory,
2003).

+# La mutante phyB presentd un fenotipo de floracion temprano el cual es
caracteristico de su rol como regulador negativo de la floracion, en cambio, mutaciones en phyD y
phyE no afectaron significativamente la floracién. Por lo tanto, estos resultados confirmaron lo
observado por Halliday & Whitelam (2003) y por Franklin et al. (2003). phyB tiene un rol principal en
la percepcion de la relacion de luz R/RL y existe una jerarquia en el accionar de los fitocromos, para
observar un efecto del phyD y del phyE se debe eliminar al phyB. El efecto de phyD parece ser
mucho menor que el de phyE. Las mutantes phyB phyD, phyB phyD co-9 y phyB phyD pftl-1 no
presentaron un fenotipo de floracidn estadisticamente significativo respecto a phyB, phyB co-9 y
phyB pft1-1. En cambio, en ausencia de phyB, phyE tiene un rol importante, ya que se observd una

aceleracioén estadisticamente significativa del tiempo de floracién en las plantas phyB phyE y phyB
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phyE pftl-1 respecto de phyB y phyB pftl-1. En el background co-9 el efecto se observé al eliminar
los tres fitocromos, las plantas phyB phyD phyE co-9 florecieron estadisticamente mas temprano que
las plantas phyB co-9.

+ La regulacién de la floracidn por los fitocromos B, D y E no ocurre sélo via CO o sélo
via PFT1. Esto se observd claramente al comparar el tiempo de floracidn de phyB phyD phyE co-9 con
el de co-9. En ausencia de CO los fitocromos B, D y E continlan actuando como represores de la
floracién. Lo mismo sucedid al comparar el tiempo de floracion de phyB phyD phyE pfti-1 con el de
pftl-1. En ausencia de PFT1 los fitocromos contindian actuando como represores de la floracion.

Si la sefial percibida por los fitocromos B, D y E fuera transducida Gnicamente por la via de
CO, no se observaria diferencia al comparar el tiempo de floracion de co-9 con el de phyB phyD phyE
co-9. Lo andlogo sucederia si la regulacion ocurriera sélo via PFT1. Por lo tanto, existen al menos dos
vias que regulan la floracién “corriente abajo” de los fitocromos. Sin embargo, con estos resultados
no se puede determinar si CO y PFT1 regulan la floracion por vias separadas o si son parte de una
misma via y existe otra via independiente diferente.

+ CO regula la floracién no sélo via FT sino también a través de otro gen integrador de
la floracién. Al comparar el tiempo de floracién de phyB phyD phyE co-9 con el de phyB phyD phyE ft-
10 se observé que en esta ultima mutante, aun en ausencia de FT, CO es capaz de promover la
floracién. El efecto de la mutacién co-9 es mayor que el de la mutacién ft-10 en el mismo
background genético, por lo tanto CO debe encontrarse activando otro gen ademds de FT. Estos
resultados indican que FT no es el Unico integrador, sino que existen otros genes integradores que
promueven la floracidon “corriente abajo” de CO, uno de los cuales podria ser TSF (Yamaguchi et al.,
2005; Yoo et al., 2005).

+ Si bien no puede descartarse que PFT1 sea un regulador negativo de los fitocromos
(Wollenberg et al.,2008), los datos obtenidos sugieren que esto no es lo que ocurre. Si PFT1 fuera un
regulador negativo, se esperaria que al eliminar los fitocromos y PFT1 en las mutantes phyD pftl-1,
phyE pftil-1y phyD phyE pftl-1 las plantas florecieran mds temprano que la mutante pft1-1. Esto no
es lo que ocurrio, la combinacién de las mutaciones de los fitocromos D y E con la mutacién pft1-1
presenté un fenotipo de floraciéon tardio similar al de la mutante pftl-1. Estos resultados
confirmarian que PFT1 es un promotor de la floracidn, en lugar de un regulador negativo de la via de
sefializacidn de los fitocromos.

+ Estos experimentos no confirman que CO y PFT1 actlen por vias separadas para
promover la floracién. De ser asi la doble mutante co-9 pft1-1 deberia florecer mas tarde que sus
parentales, observandose un efecto aditivo de estas mutaciones. Sin embargo, no se logré observar

este efecto aditivo y la doble mutante co-9 pft1-1 florecié mas temprano que co-9. Es posible que el
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tiempo de floracién de la doble mutante co-9 pfti-1 se encuentre subestimado debido a que las
mutantes co-9 pft1-1 no crecen en forma adecuada y su mortalidad es alta al momento de florecer.
Por lo tanto, es probable que las plantas que sobreviven y se utilizan en los experimentos de
floracién sean las que florecen mas temprano, lo cual puede haber introducido un sesgo en estas

condiciones.

) Los fitocromos B, D y E podrian regular negativamente a FT y TSF por un mecanismo

parcialmente independiente de CO

A fin de estudiar la estabilidad de la proteina CO se cloné el ADNc de CO en un vector binario
(CHF5), de forma tal de obtener la secuencia codificante de CO bajo un promotor constitutivo, 35S y
con la etiqueta HA en el C-terminal de la proteina, 355::CO:HA. Se obtuvieron plantas transgénicas
homocigotas que contienen la insercion de T-DNA en un sélo locus. Todas las lineas se generaron en
el contexto salvaje (Col) y mostraron un fenotipo de floracion muy temprano (Figura 5),
caracteristico de la sobreexpresion de CO, lo cual demuestra que la fusion 355::CO:HA es funcional in
vivo.

Para analizar cdmo se ve afectada la estabilidad de la proteina CO por los fitocromos B, D y
E, una de estas lineas transgénicas sobreexpresantes de CO (35S::CO:HA) se cruzd con la mutante
phyB phyD phyE ft-10. Este analisis se realizé en el contexto de la mutante ft-10 para retrasar la
floracién ya que en el contexto Col las plantas florecen con 5-6 hojas, lo cual dificulta la obtencion de
buena cantidad de semillas y de material vegetal. Se intentd analizar y comparar los niveles de CO en
extractos proteicos nucleares de plantulas phyB ft-10 35S5::CO:HA, phyB phyD phyE ft-10 35S::CO:HA,
phyD phyE ft-10 355::CO:HA, ft-10 35S5::CO:HA. Sin embargo, tras varias pruebas no pudo obtenerse
cantidad de proteina suficiente para su deteccion por Western blot utilizando el anticuerpo anti-HA.
Estos resultados concuerdan con lo observado por otros grupos, en las lineas sobreexpresantes de
CO la activacién de FT es alta, pero los niveles de proteina CO son muy bajos y dificiles de detectar.
Existen pocos trabajos en los que logran detectar la proteina CO y en estos casos los Western blot
presentados dejan entrever las dificultades que presenta la deteccion de la proteina (Valverde et al.,
2004; Kim et al., 2008).

Dadas las dificultades mencionadas para la deteccidn de la proteina CO, se decidid realizar
experimentos de floracidn con las plantas que contienen las combinaciones de los fitocromos junto
con la sobreexpresion de CO (Figuras 5 y 6a). Como puede observarse en la Figura 5, comparando el
tiempo de floracion de phyB phyD phyE ft-10 con el de phyB phyD phyE ft-10 35::CO:HA, la

sobreexpresidon de CO en ausencia de los fitocromos y de FT no produce efecto en el tiempo de
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floracién. Una posibilidad es que el ARNm de CO se encuentre saturado en estas condiciones, con lo
cual, el rol principal de los fitocromos B, D y E seria reprimir la expresidon de CO a nivel de ARNm y no
promover la degradacion de la proteina CO. Otra posibilidad seria que para que la sobreexpresion de
CO tenga un efecto en la floracién en ausencia de los fitocromos B, D y E sea necesario que FT se

encuentre activo.
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Figura 5. En ausencia de los fitocromos B, D y E y de FT la sobreexpresion de CO no produce efecto en el
tiempo de floracion

Determinacion del tiempo de floracién de una linea transgénica sobreexpresante de CO y de su combinacion
con la mutante de los fitocromos B, D y E y FT. Se midid el nimero total de hojas al momento de la floracién
(hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas cultivadas en DL a 232C. Las barras representan la media +/-
ES de al menos 10 plantas por cada genotipo.

Se analizo el tiempo de floracién de las distintas combinaciones de las mutaciones de los
fitocromos con la sobreexpresién de CO (Figura 6a). En presencia de los fitocromos B, D y E se
observé un aumento en el tiempo de floracidn, lo cual podria estar correlacionado con una
disminucidn de los niveles de proteina CO. Al eliminar los fitocromos, se observd que el fitocromo B
es el que presenta un mayor efecto en el tiempo de floracién, nuevamente para observar los efectos
de los fitocromos D y E fue necesario eliminarlos junto con el fitocromo B. Estos resultados refuerzan
la idea de que existe una jerarquia en el accionar de los fitocromos y que hay algin mecanismo

independiente de FT.

Los resultados mostrados en la Figura 4 indican que FT no es el Unico gen integrador y que
existen otros genes capaces de promover la floracidn “corriente abajo” de CO. Sin embargo, existen

controversias al respecto en la bibliografia (Yoo et al., 2005). Para tratar de explicarlo, se introdujo
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por cruzamiento la mutacidon TSF (tsf-1: SALK_087522) de modo tal de obtener la planta mutante

para FTy TSFy sobreexpresante de CO y analizar su tiempo de floracién (Figura 6b).
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Figura 6. FT parece ser el principal efector de la via fotoperiédica con una contribucién marginal de TSF
Se midié el nUmero total de hojas al momento de la floracidn (hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas
cultivadas en DL a 2329C. Las barras representan la media +/- ES de: (a) al menos 8 plantas por genotipo, (b) al
menos 15 plantas por genotipo. a- *Indica que phyB phyD phyE ft-10 35S::CO:HA florecio estadisticamente mas
temprano que phyB ft-10 355::CO:HA (p < 0,05), que phyD phyE ft-10 35S::CO:HA (p < 5x10°) y que ft-10
35S::CO:HA (p < 3x107), por T-Test. b- * Indica que ft-10 35::CO:HA florecié estadisticamente mds temprano
que ft-10 (p < 0,03) y que ft-10 tsf-1 35S:CO:HA (p<1,4x10™°), por T-Test. las plantas ft-10 tsf-
1(het)35S::CO:HA presentan la mutacion tsf-1 en heterocigosis. Cada experimento se repitié obteniéndose
resultados similares.

Existen al menos tres trabajos publicados que aportan antecedentes al andlisis de los
resultados obtenidos. En el primero de ellos Yamaguchi et al. (2005) describe a TSF como un nuevo

miembro de los genes integradores de la floracién, que promueve la floracidn en forma redundante
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a FT pero hace una contribucion diferente en DC. Tanto FT como TSF se expresan en el floema, pero
TSF se encuentra principalmente en hipocotilo y FT en cotiledones y hojas. En ese trabajo se
demostré que TSF se induce rapidamente luego de la activacién de CO. Ademas, los niveles de ARNm
de TSF mostraron un patrén de oscilacion diurno y una respuesta al fotoperiodo similar a FT, un pico
de expresion al final del dia y mayores niveles en DL que en DC. FT y TSF actuarian en forma
independiente el uno del otro y de LFY'y “corriente arriba” de SOC1.

En un segundo trabajo, Yoo et al. (2005) analiza el accionar de CO sobre los genes
integradores FT y SOC1 utilizando el alelo nulo de ft, ft-10. Anteriormente, se habia descripto que FT
y SOC1 actuaban en forma paralela “corriente abajo” de CO realizando un analisis genético con el
alelo débil ft-1 (Samach et al., 2000). En este trabajo (Yoo et al., 2005) los autores utilizaron el alelo
nulo de ft y encontraron que ft-10 suprime completamente el fenotipo de floracién temprana de las
plantas sobreexpresantes de CO, mientras que soc1-2 fue capaz de suprimir sélo parcialmente este
fenotipo. Con estos resultados, los autores proponen a FT como el gen principal que actia “corriente
abajo” de CO y que CO es capaz de activar a SOC1 a través de FT para promover la floracion en
Arabidopsis. Sin embargo, durante este trabajo no se analizo el efecto de TSF en la regulacion de la
floracién “corriente abajo” de CO.

En un tercer trabajo, (Jang et al., 2009), utilizando alelos nulos de ft y tsf, demostraron que
TSF es parcialmente redundante a FT en DL, dado que su efecto en la floracion es mas pronunciado
en el background ft-10. Sin embargo, en DC la doble mutante ft-10 tsf-1 florecié de forma similar a
las plantas del tipo salvaje o a las simples mutantes, lo cual indica que FT y TSF tienen poco efecto en
la promocién de la floracién en DC.

Para analizar la contribucion de FTy TSF en la promocidn de la floracidn “corriente abajo” de
CO, Jang et al. (2009) construyeron un transgén SUC2::CO que sobreexpresa CO en las células
acompafantes del floema y lo introdujeron en plantas ft-10 y ft-10 tsf-1. En forma similar a los
resultados obtenido en esta Tesis, las plantas SUC2::CO ft-10 florecieron mas temprano que las
mutantes ft-10 tanto en DL como en DC, pero significativamente mds tarde que las plantas
SUC2::CO. Por lo tanto, FT hace una contribucién importante al fenotipo de floracién temprano de
SUC2::CO pero, en ausencia de FT, SUC2::CO puede aun promover la floracidn. Al analizar los niveles
de ARNm de TSF, encontraron que los niveles se encontraban 24 veces mas elevados en las plantas
SUC2::CO ft-10 que en las del tipo salvaje, lo cual es consistente con la idea de que TSF promueve la
floracién en SUC2::CO ft-10. Ademas, los niveles de ARNm de TSF fueron 2,5 veces mayores en
SUC2::CO ft-10 que en SUC2:CO, lo cual sugiere que altos niveles de FT pueden reducir la
transcripcion de TSF en SUC2::CO. Al analizar el tiempo de floracién de las plantas SUC2::CO ft-10 tsf-

1 los autores encontraron que éstas florecen con el mismo nimero de hojas que las mutantes ft-10
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tsf-1. También demostraron analizando los niveles de expresién de SOCI1 que FT y TSF no son

esenciales para la expresion de SOC1 en las hojas de las plantas del tipo salvaje.

A partir del anadlisis de los resultados obtenidos en la Figura 6b puede observarse que las
plantas ft-10 35S5::CO:HA florecen significativamente mds temprano que las mutantes ft-10. Sin
embargo, el efecto de la sobreexpresion de CO en ausencia de FT es pequefio en comparacion con el
efecto que produce la sobreexpresion de CO en las plantas Col (Figura 5). No obstante, las plantas ft-
10 tsf-1 35S::CO:HA, florecieron muy tarde, presentando un tiempo de floracién muy tardio similar al
de la doble mutante ft-10 tsf-1. Ademas, al analizar el tiempo de floraciéon de plantas con la
mutacién TSF en heterocigosis se observé un tiempo de floracion intermedio. Estos resultados
indican que TSF podria estar respondiendo a otros estimulos independientemente de CO, con lo cual
el rol principal de TSF no parece ser responder a CO, siendo su respuesta al fotoperiodo minoritaria.

Por lo tanto, CO estaria actuando via TSF, pero esta no es su contribucion mayoritaria. FT

seria el efector principal de la via del fotoperiodo con una contribucién marginal de TSF (Figura 6b).

Como se determind en los experimentos mostrados en la figura 4, la ausencia de los
fitocromos B, D y E tiene un efecto importante en el tiempo de floracién en ausencia de FT. Ademas,
se observd que este efecto sigue siendo importante cuando se sobreexpresa CO, ya que phyB phyD
phyE ft-10 35S::CO:HA florecié mas temprano que ft-10 35S::CO:HA (Figura 6a). Lo mismo ocurrié
con TSF, la ausencia de TSF retrasa el tiempo de floracién de ft-10 tsf-1 355::CO:HA y hace nulo el
efecto de la sobreexpresion de CO. Estos resultados sugieren que los fitocromos B, D y E podrian
regular negativamente a FT y TSF por un mecanismo parcialmente independiente de CO. Esta
hipotesis concuerda con que las plantas phyB phyD phyE co-9 florecieron mas temprano que co-9
(Figura 4), es decir, en ausencia de los fitocromos no existe una regulacion negativa sobre FTy TSFy

estos genes integradores son capaces de promover la floracidn atn en ausencia de CO.

1) PFT1 promueve la expresiéon de COy FT

i)  Obtencidn de versiones inducibles de PFT1

Con la finalidad de estudiar a los genes regulados por PFT1 se generaron versiones

inducibles de PFT1 fusionando su clon genémico al dominio de unién a glucocorticoide de rata (GR).

Las fusiones al GR resultaron Utiles para generar versiones inducibles de factores de transcripcion

(Simon et al., 1996; Aoyama & Chua, 1997; Samach et al., 2000; Wagner et al., 2004). Las proteinas
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gue presentan esta fusion permanecen en el citoplasma y sélo se movilizan al nudcleo cuando se
agrega un glucocorticoide, dexametasona (DEX). La etiqueta GR posee 288 aminodcidos y se
subclond en un sitio EcoRl generado en el clon genédmico de PFT1 justo antes del ATG o justo antes
del coddn STOP, de forma tal que la etiqueta se encuentre fusionada al N-terminal de PFT1 o al C-
terminal de PFT1 manteniendo el marco de lectura. Estas construcciones se obtuvieron en vectores
binarios, que permiten su replicacidn tanto en E. coli como en A. tumefaciens. Se obtuvieron plantas
transgénicas de Arabidopsis transformando plantas mutantes pftl-1 con la fusion GR:PFT1g vy
PFT1g:GR. Sélo las fusiones al C-terminal resultaron activas in vivo y fueron capaces de
complementar el fenotipo de floracion tardia de la mutante pft1-1 al ser incubadas en presencia de
DEX (Figura 7). En ausencia de DEX, las plantas transgénicas pft1-1 PFT1g:GR presentaron el fenotipo
de floracion tardia de la mutante pfti-1. Sin embargo, al agregar el glucocorticoide al medio de
cultivo las plantas recuperaron el fenotipo normal de las hojas y se aceleré su tiempo de floracion,
floreciendo alin mas temprano que el control tipo salvaje. Por lo tanto, en presencia de DEX, PFT1 se

estaria traslocando al ntcleo y activando la floracién.

pft1-1 PFT1g:GR  Sin DEX
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-
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Tiempo de floracion (N2 total de hojas)
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®ConDEX
6 _— Sin DEX
4 -
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07 col T pft1 pftl-1 PFT1g:GR
Figura 7. La fusion PFT1:GR es activa en presencia de dexametasona
a- Plantas cultivadas en medio de cultivo MS con DEX 1 uM. Como control se agregé una solucién de

etanol 0,0096% v/v al medio MS (Sin DEX). b- Se midid el nimero total de hojas al momento de la floracion
(hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas cultivadas en DL a 232C en medio MS +/- DEX 1 uM. Las
barras representan la media +/- ES de al menos 21 plantas de cada genotipo para cada condicién de
crecimiento.
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De la misma forma se obtuvieron también plantas transgénicas mutantes pft1-1 que llevan
el clon gendmico de PFT1 fusionado a la etiqueta GR-HA. Esta etiqueta se generé fusionando en el
mismo marco de lectura la etiqueta GR con la etiqueta HA, que contiene el epitope de hemaglutinina
del virus de influenza humana. Esta etiqueta deriva de los aminoacidos 98 a 106 de la molécula de
HA y consiste en tres epitopes de HA separados por aminoacidos espaciadores, con un tamafio total
de 50 aminodcidos. Esta fusién se generd en el C-terminal y permite realizar experimentos de
inducciéon de PFT1 y a su vez detectar la proteina por Western blot, utilizando anticuerpos
comerciales contra la etiqueta HA, o inmunoprecipitarla. Las plantas transgénicas pft1-1 PFT1g:GR-
HA en presencia de DEX recuperaron el fenotipo de floracién normal, floreciendo incluso mas

temprano que las plantas del tipo salvaje (Col), al igual que las plantas pft1-1 PFT1g:GR.

ii)  Latraslocacion de PFT1 al nicleo promueve un incremento en los ARNm de COy FT

Se utilizaron las lineas transgénicas pft1-1 PFT1g:GR para medir la expresion de los genes
regulados por PFT1. Para ello se cultivaron plantulas durante 8 dias en luz continua (LC) a 239C.
Durante el dia 8 se rociaron las plantulas con solucién de DEX 1 uM o con una solucién de etanol
0,0096% v/v cada una hora y se colectaron muestras luego de 3 horas de comenzada la induccidn. Se
extrajo ARN total de las plantulas tratadas y no tratadas con DEX y se analizaron los niveles de ARNm
de CO y FT por RT-PCR cuantitativa (Figura 8). En las plantulas tratadas con DEX aumenté
significativamente la expresién de FT y CO respecto del control, lo cual sugiere que PFT1 regula la
expresion de FTy CO, ya sea en forma directa o indirecta y que su expresion se induce tan sdlo luego

de tres horas de iniciado en tratamiento.
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Figura 8. PFT1 regula la expresién de COy FT

Medicidn de los niveles de ARNm de CO (a) y FT (b) relativo a la expresién de UBQ10 de plantulas pft1-1
PFT1g:GR por gRT-PCR. Plantulas cultivadas en LC a 232C por 8 dias. Durante el dia 8 se comenzd el
tratamiento con DEX 1 uM o con etanol 0,0096% v/v (control: sin DEX), rociando las plantulas cada 1 hora. Se
cosecharon muestras luego de 3 horas de comenzada la induccion y se extrajo ARN total. Las barras
representan la media +/- ES de 6 muestras independientes para cada tratamiento, todas ellas analizadas por
triplicado. Las medias de las plantulas tratadas con DEX son estadisticamente diferentes de las no tratadas con
(a) p< 0,02y (b) p<0,0065 por T-Test. El experimento se repitid obteniéndose resultados similares.

Iv) éPodria PFT1 jugar un rol en la respuesta a la temperatura?

La mutacidén pft1-1 suprime el fenotipo de floracidn temprana de las mutantes phyB (Cerdan
& Chory, 2003) y el mismo efecto se observa cuando las plantas son cultivadas a temperaturas
subdptimas (162C) (Halliday et al., 2003). Ademads, se sabe que en las mutantes phyB cultivadas a
bajas temperaturas se encuentra exagerada la respuesta a estrés por frio (Franklin & Whitelam,
2007) y en nuestro laboratorio se observd que las mutantes phyB no presentan el mismo
alargamiento de hipocotilo cuando son cultivadas a 162y 232C.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se decidid analizar si PFT1 podria tener un rol en la
respuesta de las plantas a la temperatura de crecimiento. Para esto se realizé un experimento de
floracién cultivando las plantas en condiciones de DL a diferentes temperaturas: 162C, 182C, 209C,
22°C y 2429C. Se estudio el efecto de la temperatura en el tiempo de floracidn de las plantas de los
siguientes genotipos: phyB, pftl-1, phyB pftl-1, pft1-1 PFT1g:GR cultivadas en presencia y en
ausencia de DEX, una linea transgénica sobreexpresante de PFT1 (Col PFT1 OX) y Col (Figura 9). En
todos los casos se observd que el tiempo de floracidn se retrasé cuando las plantas se cultivaron a
temperaturas mas bajas. Sin embargo, se observé un bajo efecto de la temperatura en el tiempo de
floracién de las plantas sobreexpresantes de PFT1 y de la linea transgénica pft1-1 PFT1g:GR tratada
con DEX. Por lo tanto, la sobreexpresion de PFT1, no sélo acelera el tiempo de floracién sino que

suprime en buena medida el efecto de la temperatura en la regulacién de la floracién, haciendo a las
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plantas insensibles a la temperatura de crecimiento. En ausencia de DEX, las plantas pft1-1 PFT1g:GR
presentaron un tiempo de floracién similar al de las mutantes pftl-1 en todas las temperaturas
analizadas. Estos datos sugieren que PFT1 podria alterar la respuesta a la calidad de luz modificando
la sensibilidad a la temperatura.

Las dobles mutantes phyB pft1-1 mostraron un tiempo de floracién menor al de la mutante
pftl-1 en todas las condiciones analizadas, tanto en estos experimentos como en los de la Figura 4.
Estos resultados no concuerdan con lo observado en otros estudios (Cerdan & Chory, 2003;
Wollenberg et al., 2008) y alin no hemos determinado las causas de estas diferencias. No obstante,
los resultados mostrados en la Figura 9 indican que esta diferencia observada en los tiempos de

floracién no se debe a un efecto de la temperatura de crecimiento.
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Figura 9. La sobreexpresion de PFT1 suprime el efecto de la temperatura en la regulacion de la floraciéon

Se midid el nimero total de hojas al momento de la floracion (hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas
cultivadas en DL a 16, 18, 20, 22 o 24°C. Cada punto representa la media +/- ES de cada genotipo a la
temperatura de crecimiento indicada de al menos 8 plantas para cada genotipo en cada temperatura de

crecimiento.
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V) PFT1 es capaz de promover la floracion en forma independiente de CO

Con la finalidad de separar el accionar de CO y el de PFT1 en la regulacidon de la floracion y
determinar si PFT1 puede regular la floracién en forma independiente de CO, se utilizaron las lineas
transgénicas que presentan la fusién inducible de PFT1, pfti-1 PFT1g:GR, y se les introdujo por
cruzamiento la mutacion nula co-9. De esta forma, luego de varias generaciones se obtuvieron las
plantas co-9 pft1-1 PFT1g:GR. Estas plantas al ser cultivadas en ausencia de DEX son mutantes para
PFT1 y para CO, pero al tratarlas con el glucocorticoide, PFT1 se activa. Si aun en ausencia de CO,
PFT1 es capaz de promover la floracidn, esto significaria que PFT1 puede regular la floracién en
ausencia de CO, por un mecanismo independiente. Para determinarlo, se analizé el tiempo de
floracién de las plantas co-9 pft1-1 PFT1g:GR cultivadas en presencia y en ausencia de DEX (Figura
10). Como puede observarse, al incubarlas en presencia de DEX las plantas co-9 pfti-1 PFT1g:GR
florecen significativamente mas temprano que en ausencia de DEX. Por lo tanto, en presencia del
glucocorticoide, PFT1 se trasloca al nucleo y es capaz de promover la floracidon aun en ausencia de
Co.

Para determinar si PFT1 promueve la floracion sélo a través del gen integrador FT o si puede
hacerlo a través de otros integradores, se introdujo por cruzamiento la mutacion nula ft-10 en las
lineas transgénicas pft1-1 PFT1g:GR, obteniéndose plantas ft-10 pft1-1 PFT1g:GR. Nuevamente, se
analizo el tiempo de floracién de estas plantas cultivadas en presencia y en ausencia de DEX (Figura
10). Como puede observarse aun en ausencia de FT, PFT1 es capaz de promover la floracidén en
presencia de DEX. Estos resultados indican que PFT1 no actua sélo via FT sino que puede hacerlo a

través de otros genes integradores, uno de los cuales podria ser TSF.

El experimento mostrado en la Figura 10 corresponde a plantas cultivadas in vitro en medio
de cultivo MS suplementado con DEX 1 uM o etanol 0,0096% v/v, cultivadas en condiciones de LC a
239C. Se intento realizar este mismo experimento en tierra rociando las plantas con una solucion de
DEX dia de por medio pero se obtuvo mucha variabilidad en los resultados de los genotipos de
floracién tardia. Las mutantes pft1-1 son susceptibles a ciertos tipos de patégenos (Kidd et al., 2009;
Kidd et al., 2010) y son dificiles de cultivar. La mutacion pft1-1 combinada con la mutacion co-9 o ft-
10 en las plantas cultivadas en ausencia de DEX produce que las plantas florezcan muy tarde. Esto
ocasiona una alta mortandad de las plantas y una mayor variabilidad en su tiempo de floracidn que
parece depender mayormente de la susceptibilidad a los patégenos. Cultivando las plantas in vitro y
manteniendo las condiciones de esterilidad se logrd cultivar las plantas en ausencia de patégenos y

determinar el nimero total de hojas al momento de la floracién de cada uno de los genotipos. El
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tiempo de floracién de las plantas cultivadas in vitro es bastante menor que el de las plantas
cultivadas en tierra, esto puede deberse a que en esta condicién se encuentre activada alguna via
promotora de la floracidn. Sin embargo, en estas condiciones de cultivo, la mutacién ft-10 presenté
un tiempo de floracién mucho mas retrasado que el resto de los genotipos, floreciendo incluso mas

tarde que las mutantes co-9. Por lo tanto, si en estas condiciones se encuentra activa otra via

con que FT es un gen integrador de la floracion.

promotora de la floracién, es probable que esta via requiera a FT y no a CO, lo cual es consistente
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Figura 10. PFT1 promueve la floracion independientemente de CO y no sélo a través de FT

Se midié el nUmero total de hojas al momento de la floracidn (hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas
cultivadas en LC a 232C en medio de cultivo MS +/- DEX 1 uM. Las barras representan la media +/-ES de al
menos 35 plantas por cada genotipo para cada condicidn de crecimiento. * Indica que las medias de las plantas
cultivadas en presencia de DEX son estadisticamente diferentes del control con p < 4x10™® por T-Test.
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DISCUSION

El objetivo general de este trabajo fue separar la via del fotoperiodo de la via de calidad de

luz en la regulacion de la floracién y en particular el accionar de CO y PFT1.

Regulacion de la floracién “corriente abajo” de los fitocromos

Se utilizaron combinaciones de multiples mutantes de los fitocromos involucrados en regular
la floracién por calidad de luz (phyB, phyD y phyE) con mutaciones nulas de los genes CO, PFT1y FT
para determinar cdmo afecta la mutacion de cada uno de estos genes a la regulacion de la floracién
mediada por los fitocromos. Tal como se esperaba, de acuerdo a lo publicado en otros trabajos,
phyB resultd ser el fitocromo mas importante en la percepcidn de los cambios de calidad de luz
(Figura 4), (Halliday et al., 2003). Los efectos de los fitocromos D y E en la regulacidn de la floracién
fueron mucho mas suaves, sélo notorios en ausencia de phyB (Franklin et al., 2003) y el efecto de
phyD resulté mucho menor que el de phyE. Por lo tanto, existe una jerarquia en el sentido de que
phyB es el fotorreceptor principal involucrado en regular esta respuesta y phyD y phyE poseen roles
secundarios.

En otras situaciones se ha observado que la temperatura puede alterar la jerarquia entre los
fitocromos (Halliday & Whitelam, 2003; Heschel et al., 2007; Donohue et al., 2008), por lo tanto se
decidié estudiar si CO, PFT1 o FT podian afectar la fuerza relativa de las sefiales modificadas por
phyB, phyD y phyE. Como la jerarquia se mantuvo en las mutantes co-9, pft1-1y ft-10, se concluye
que los genes PFT1, CO y FT no alteran dicha jerarquia entre los fitocromos en la sefializacién de la
calidad de luz.

Con estos experimentos de floracion (Figura 4), se demostré también que FT no es el Unico
gen integrador de la via de calidad de luz. Comparando el tiempo de floracion de las mutantes phyB
phyD phyE co-9 con el de las mutantes phyB phyD phyE ft-10 se observd que esta uUltima mutante
florece significativamente mas temprano. En este caso, CO se encuentra activo y estaria
promoviendo la floracién a través de otro gen integrador, el cual podria ser TSF (Yamaguchi et al.,
2005).

A partir del andlisis del tiempo de floracidon de las combinaciones de mutantes de phyD y
phyE con pftl-1, se determind que PFT1 no es un regulador negativo de la sefalizacion de los
fitocromos. Si PFT1 se encontrara regulando negativamente esta via, las mutantes phyD pft1-1, phyE
pft1-1y phyD phyE pft1-1, deberian florecer mas temprano que las mutantes pfti-1. Sin embargo,

estas mutantes presentan un fenotipo de floracién tardio similar al de las mutantes pft1-1. Estos
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resultados concuerdan con un rol de PFT1 en la activacion de la floracidn (Cerdan & Chory, 2003), en
lugar de posicionarlo como un regulador negativo del accionar de los fitocromos (Wollenberg et al.,
2008).

Por ultimo, del analisis de estos experimentos se desprende que existen al menos dos vias
de sefializacién génica involucradas en regular la floracién “corriente abajo” de los fitocromos. Es
decir, la regulacion de la floraciéon no ocurre sélo via CO o sélo via PFT1. Al eliminar cualquiera de
estos dos genes junto con los tres fitocromos (B, D y E), las plantas florecieron mds temprano que
cuando los fitocromos se encontraban presentes; con lo cual, tanto en ausencia de CO, como en
ausencia de PFT1, existe otra via capaz de promover la floracién “corriente abajo” de los fitocromos.
No obstante, estos resultados preliminares, no permiten discriminar si CO y PFT1 actuan por vias

separadas o si son parte de una misma via genética y existe otra via independiente.

Los fitocromos B, D y E estarian regulando negativamente a FT y TSF por un mecanismo

independiente de CO

Se utilizaron combinaciones de mutantes de los fitocromos B, D y E en el background
mutante ft-10 junto con la sobreexpresién de CO (35S::CO:HA) para realizar experimentos de
floracién. Se observod que la sobreexpresion de CO en ausencia de los fitocromos y de FT no produce
un efecto en el tiempo de floracién (Figura 5). Estos resultados pueden explicarse si el ARNm de CO
se encuentra saturado en estas condiciones o si en ausencia de los fitocromos B, D y E, CO requiere
que FT se encuentre activo para promover la floracion.

Al analizar distintas combinaciones de mutantes de los fitocromos con la sobreexpresidn de
CO, se observd que al eliminar los fitocromos se produce una aceleracién del tiempo de floracién
(Figura 6a) y nuevamente se observé que phyB tiene un papel principal en este proceso, los efectos
de los fitocromos D y E sélo se observaron al eliminarlos junto con el B.

Al introducir por cruzamiento al mutacion tsf-1 en las plantas ft-10 355::CO:HA, se observé
que las plantas dobles mutantes ft-10 tsf-1 sobreexpresantes de CO presentaron un fenotipo de
floracién muy retrasado (Figura 6b), es decir, la ausencia de TSF retrasa el tiempo de floracién de ft-
10 tsf-1 355::CO:HA y hace nulo el efecto de la sobreexpresién de CO. Ademds, como la ausencia de
los fitocromos B, D y E tiene un efecto importante en el tiempo de floracidon en ausencia de FT
(Figura 6a), los fitocromos B, D y E podrian regular negativamente a FT y TSF por un mecanismo

parcialmente independiente de CO.
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Dado que el efecto de la sobreexpresién de CO en ausencia de FT es pequefio comparado
con el efecto que produce la sobreexpresién de CO en Col, TSF estaria regulando la floracién por un
mecanismo independiente del fotoperiodo y su rol principal no seria responder a CO.

Por lo tanto, FT parece ser el efector principal de la via del fotoperiodo actuando “corriente
abajo” de CO, y TSF produce una contribucién minoritaria en esta via (Figura 6b).

En un trabajo reciente se propone que las citoquininas promueven la floracion en forma
independiente de FT, a través de la activacién transcripcional de TSF (D'Aloia et al., 2011). La
aplicacién de N°®-benzilaminopurina (BAP) fue capaz de promover la floracidn en plantas cultivadas
en condiciones no inductivas de DC. El tratamiento con BAP no tuvo efecto en los niveles de ARNm
de FT pero los niveles de ARNm de TSF aumentaron en las hojas. Ademas, se observé expresion de
los ARNm de SOC1 y FD en las hojas y en los apices del tallo. Analizando el efecto de BAP en las
mutantes nulas de los genes FT, TSF, FD y SOC1, se observd que las mutantes tsf-1 y soc1-2 no
respondieron a BAP, mientras que la mutante ft-10 fue capaz de formar flores luego de dos semanas
de realizado el tratamiento. Por lo tanto, sélo TSF y SOC1 son esenciales para regular la floracién en
respuesta a citoquininas. Estos resultados sugieren que las diferencias en el control transcripcional
de FTy TSF pueden ser necesarias para las respuestas en el control de la floracion frente a diferentes

condiciones ambientes o sefiales internas.

PFT1 regula la expresion de COy FT

Se generd un sistema inducible por glucocorticoide fusionando el clon genémico de PFT1 al
receptor de glucocorticoide de rata (GR). Este sistema ha sido ampliamente utilizado para estudiar la
actividad de factores de transcripcidn y analizar sus posibles genes blanco de accién (Simon et al.,
1996; Samach et al., 2000; Wagner et al., 2004). La aplicacién de DEX activa las proteinas que
contienen el dominio GR, permitiendo que la proteina de fusion se trasloque al nucleo. Se
obtuvieron plantas transgénicas pft1-1 PFT1g:GR y estas fueron capaces de promover la floracion
cuando fueron incubadas en presencia de DEX. En ausencia del glucocorticoide las plantas
presentaron un fenotipo de floracién tardia similar al de las mutantes pft1-1 (Figura 7). Estos
resultados demuestran experimentalmente que PFT1 actia en el nucleo para promover la floracidn.

Utilizando estas lineas inducibles por DEX, se analizd la expresidn de los genes regulados por
PFT1 en plantas tratadas y no tratadas con DEX. Se determind que PFT1 es capaz de activar la

expresion de COy FT luego de tres horas de comenzado el tratamiento con DEX (Figura 8).
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PFT1 activa la floracion en forma independiente de CO y no sélo a través de FT

De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 4, existen al menos dos vias capaces de
promover la floracién “corriente abajo” de los fitocromos. A fin de determinar si estas dos vias son la
via de CO y la de PFT1, se introdujo por cruzamiento la mutacién co-9 en las plantas pftl-1
PFT1g:GR. En ausencia de DEX, estas plantas son mutantes de CO y mutantes de PFT1, pero al
incubarlas con DEX PFT1 se vuelve activo. Se comparé el tiempo de floracion de estas plantas
cultivadas en presencia y en ausencia de DEX y se determind que aln en ausencia de CO, PFT1 es
capaz de promover la floracién (Figura 10).

En forma andloga, se introdujo por cruzamiento la mutacion ft-10 en las plantas pfti-1
PFT1g:GR para determinar si PFT1 es capaz de activar la floracién en ausencia de FT. Se comparé el
tiempo de floracion de estas plantas cultivadas en presencia y ausencia de DEX. Nuevamente, las
plantas cultivadas en presencia de DEX florecieron mas temprano (Figura 10). Por lo tanto, atn en
ausencia de FT, PFT1 es capaz de promover la floracion.

Los resultados indican que PFT1 es capaz de promover la floracion por una via genética
independiente de CO y actta no sdlo a través del gen integrador FT. Una posibilidad es que PFT1, en
ausencia de FT, se encuentre activando la floracion via TSF. Para testear esta hipdtesis se cruzaron
las plantas ft-10 tsf-1 con las plantas pft1-1 PFT1g:GR, de forma tal de obtener las plantas ft-10 tsf-1
pftl-1 PFT1g:GR. Esta linea, a pesar de que es muy dificil de cultivar por su fenotipo de floracién muy
tardio, se encuentra bastante avanzada en el laboratorio y analizando su comportamiento en

presencia de DEX se podra determinar fehacientemente si PFT1 actla o no via TSF.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se puede plantear un modelo genético (Figura
11) que involucra una regulacién negativa de los fitocromos B, D y E sobre el accionar de CO y PFT1.
Estos dos genes se encontrarian regulando la floracién por dos vias separadas. CO regula la floracién
en respuesta al fotoperiodo y a la calidad de luz, donde la proteina CO se encuentra estabilizada por
phyA'y cry2 (Turck et al., 2008) pero desestabilizada por phyB (Valverde et al., 2004) y posiblemente
por phyD y phyE. Por otro lado, PFT1 regularia la floracion por la via de calidad de luz y su actividad
se encontraria antagonizada de alguna manera por los fitocromos B, D y E. Ambos genes, CO y PFT1,
se integran a nivel de FT y TSF para promover la floracion. FT y TSF se traslocan desde las células
acompafantes del floema al meristema apical de tallo, donde interaccionan con FD y promueven la
expresion de los genes de identidad del meristema apical (Turck et al., 2008). Ademas, nuestros
resultados indican que los fitocromos B, D y E podrian estar regulando negativamente a FT y TSF por

una via independiente de CO.
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Cabe destacar que, a pesar de que la sobreexpresion de CO tiene efectos muy notorios sobre
la floracidn, dichos efectos son dependientes de FT. Sin embargo, la induccidn de PFT1 no provoca
un adelantamiento de la floracién tan marcado pero es bastante mds independiente de FT. Estos
hechos son consistentes con el rol de PFT1 como parte del complejo MEDIATOR, donde podria estar
afectando la expresiéon de muchos genes ademds de FT, entre ellos CO y TSF. De hecho, con los
resultados de induccidn por glucocorticoide presentados en este trabajo, se observé una regulacion
transcripcional positiva de PFT1 sobre CO. Es decir, PFT1 es capaz de promover la floracion en forma

independiente de CO, pero también regula positivamente los niveles de ARNm de CO.

Laubinger et al, 2006
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Figura 11. Separacion del accionar de CO y PFT1 en la regulacion de la floracion

Mecanismos genéticos propuestos a partir de los resultados obtenidos en este trabajo y de trabajos publicados
previamente (Cerdan & Chory, 2003; Halliday & Whitelam, 2003; Valverde et al., 2004; Yamaguchi et al., 2005;
Laubinger et al., 2006; Wollenberg et al., 2008;). Las flechas rojas indican una activacién de los genes. Las
lineas azules indican una regulacidon negativa de los fitocromos B, D y E sobre los genes y las proteinas
indicadas. Las flechas punteadas muestran mecanismos propuestos pero aln no corroborados. COp y PFT1p
corresponden a las proteinas CO y PFT1, respectivamente.
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Las plantas con mayores niveles de PFT1 son insensibles a la temperatura de crecimiento

Cuando las mutantes phyB son cultivadas a temperaturas subdptimas (162C) se suprime su
fenotipo de floracion temprana (Halliday et al., 2003). Este es el mismo efecto que produce una
mutacién en el gen PFT1, dado que las dobles mutantes phyB pftl-1 suprimen el fenotipo de
floracién temprana de phyB (Cerdan & Chory, 2003). Ademds, en mutantes phyB cultivadas a bajas
temperaturas se encuentra aumentada su tolerancia al frio (Franklin & Whitelam, 2007) y por datos
obtenidos en nuestro laboratorio, se sabe que la temperatura modifica las repuestas mediadas por
phyB, por ejemplo el alargamiento del hipocotilo. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se
decidid analizar si PFT1 podria tener un rol en la regulacidn de la floracién a temperaturas sub-
Optimas. Para esto, se estudio principalmente el efecto de la temperatura en el tiempo de floracion
de una linea transgénica sobreexpresante de PFT1 y de las lineas pft1-1 PFT1g:GR tratadas o no con
DEX. No se observé efecto de la temperatura en el tiempo de floracién de las plantas
sobreexpresantes de PFT1 y de las lineas transgénicas pft1-1 PFT1g:GR tratadas con DEX. Estas
plantas suprimen el retraso en el tiempo de floracidon observado en las plantas cultivadas a bajas
temperaturas, presentando un tiempo de floracion mds acelerado independientemente de la
temperatura de crecimiento (Figura 9). Estos resultados son un indicio de que PFT1 podria llegar a
tener un efecto en la regulacion de la floracion por temperatura y que los efectos sobre la

percepcidn de la calidad de luz podrian ser una consecuencia de alterar la respuesta a temperatura.
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CAPITULO 2: Caracterizacién de proteinas que controlan la actividad de PFT1

INTRODUCCION

Regulacidén de la floracién por calidad de luz

Como se menciond en el Capitulo 1, Cerdan & Chory (2003), describieron una via de
sefializacion involucrada en la regulacion de la floracién en respuesta a cambios en la calidad de luz.
En este trabajo se describid genéticamente a PFT1 y se definid que PFT1 actua “corriente abajo” de
phyB regulando la expresién de FT. Sin embargo, hasta el momento no existen evidencias que
demuestren una regulacion directa de phyB sobre PFT1.

PFT1 codifica para una proteina nuclear de 836 aminodcidos con un dominio VWF-A (Factor
tipo von Willebrand) en su extremo amino terminal. El factor von Willebrand es una glicoproteina
multimérica encontrada en el plasma sanguineo. Los dominios VWF-A se encuentran distribuidos en
todos los phyla y estan involucrados en numerosos procesos celulares, tales como la transcripcion, la
reparacion del ADN, el proteasoma y el transporte ribosomal y a través de membrana. Una
caracteristica particular de estos dominios es que forman parte de complejos multiproteicos.
Ademas, muchos de ellos poseen un sitio de unién a cationes divalentes que puede mediar
interacciones proteina-proteina (Ponting et al., 1999; Hinshelwood & Perkins, 2000).

En la region C-terminal de PFT1 se encuentra una region rica en glutaminas. Estos dominios
son componentes integrales de muchas proteinas involucradas en la regulacion de la transcripcion

desde levaduras hasta humanos (Escher et al., 2000).

Existen al menos tres evidencias que sugieren que PFT1 puede tener funcién de coactivador
transcripcional. Posee una region rica en glutaminas, que se encuentra presente en muchos factores
de transcripcion, su localizacion es nuclear y es capaz de activar la transcripcidon en levaduras cuando
es fusionado al dominio de unién a ADN de LexA (Cerdan & Chory, 2003). Todos estos indicios
tomaron relevancia en junio de 2007 cuando se identificé a PFT1 como la subunidad 25 (AtMed25)

del complejo MEDIATOR de Arabidopsis thaliana (Backstrom et al., 2007).

Generalidades del complejo MEDIATOR

En eucariotas superiores una gran variedad de factores de transcripcion de secuencia

especifica regula la expresion de miles de genes asegurando el desarrollo y el funcionamiento
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adecuado de los organismos. La transcripcion mediada por la ARN polimerasa Il es un proceso
elaborado de multiples pasos que requiere un control fino del ensamblado del complejo de pre-
iniciacién y de mas de 60 proteinas sobre el “core” del promotor. Estudios bioquimicos realizados en
Saccharomyces cerevisiae, en mamiferos y en Drosophila melanogaster revelaron la existencia de un
gran complejo multiproteico denominado MEDIATOR (1MDa) que juega un rol importante en este
proceso. Este complejo actia como puente entre los factores transcripcionales unidos a las regiones
regulatorias de ADN y la maquinaria de iniciacién de la ARN polimerasa Il, de alli su nombre. El
complejo MEDIATOR promueve el reclutamiento de la ARN polimerasa Il, estabilizando el complejo
transcripcional en el promotor (Taatjes, 2010).

El complejo MEDIATOR es incapaz de unirse directamente a elementos activadores
(enhancers) o silenciadores (silencers) del ADN. Sin embargo, es capaz de interaccionar fisicamente
con activadores y represores de la transcripcion de genes especificos, con las subunidades de la ARN
polimerasa Il y con algunos factores generales de la transcripcién (Bourbon, 2008). El estado de
fosforilacion del dominio C-terminal de la ARN polimerasa Il tiene un papel importante en la
interaccion entre la polimerasa de levaduras y el MEDIATOR. La forma no fosforilada de la ARN
polimerasa Il se asocia con la unién al promotor y el complejo de iniciacion de la transcripcidn,
mientras que la forma fosforilada es responsable de la elongacion activa. El complejo MEDIATOR
interacciona directamente con la forma no fosforilada, lo cual explica la disociaciéon de la ARN
polimerasa Il del complejo MEDIATOR observada al comenzar la elongacién transcripcional
(Bjorklund & Gustafsson, 2005).

La estructura 3D del complejo purificado de S. cerevisiae muestra que esta formado por 21
subunidades distribuidas en tres mddulos denominados “cabeza”, “medio” y “cola”, que rodean a la
ARN polimerasa. El médulo de la “cola” incluye las subunidades Med2, Med3, Med5, Med14, Med15
y Med16, muchas de las cuales interaccionan directamente con activadores y represores
transcripcionales de union a ADN. El mdédulo “medio” contiene las subunidades Med1, Med4, Med7,
Med9, Med10, Med21 y Med31, interacciona directamente con la regién C-terminal de la ARN
polimerasa Il y seria capaz de transferir las sefiales regulatorias provenientes de activadores y
represores al médulo “cabeza”, a la ARN polimerasa Il y a los factores generales de transcripcidn. El
mddulo “cabeza” comprende las subunidades Med6, Med8, Med11, Med17, Med18, Med19, Med20
vy Med22 y juega un rol general en la transcripcion.

Ademas de estos tres subcomplejos, existe un médulo regulatorio formado por cuatro
proteinas, Med12, Med13, una quinasa dependiente de ciclina, Cdk8, y una ciclina, CycC. La
actividad regulatoria de este mddulo involucra la fosforilacién de proteinas especificas, incluyendo

activadores transcripcionales, subunidades del MEDIATOR, algunos factores generales de
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transcripcion y la region C-terminal de la ARN polimerasa Il antes del inicio de la transcripcion. Este
mddulo esta involucrado en la regulacién negativa de algunos genes. Estudios in vitro demuestran
que el complejo MEDIATOR que contiene el médulo Med12-Med13-Cdk8-CycC se encuentra
reprimiendo la transcripcién basal, mientras que el “core” que no lo contiene posee un efecto
estimulatorio. Sélo el complejo MEDIATOR que carece de este subcomplejo, es capaz de asociarse

con la ARN polimerasa Il (Bjorklund & Gustafsson, 2005; Bourbon, 2008).

El complejo MEDIATOR en plantas

Recién en el afio 2007 se logré aislar el complejo MEDIATOR en Arabidopsis (Backstrom et
al., 2007) y se observo que a pesar de que la mayoria de las subunidades del complejo MEDIATOR de
levaduras y metazoos estan presentes en plantas, éstas presentan una muy baja homologia de
secuencia. Esta baja homologia no es sorprendente si consideramos que el genoma de Arabidopsis
thaliana codifica para cerca de 1700 factores de transcripcion de los cuales mas de 700 son
especificos de plantas. Dentro del complejo, se identificaron 21 subunidades conservadas entre
plantas y otros eucariotas y 6 subunidades especificas de plantas (Med32-Med37). Sin embargo, no
se pudieron encontrar homologos de la subunidad conservada Med1, de las subunidades especificas
de levaduras Med2, Med3 y Med5 y de las subunidades especificas de metazoos Med24, Med26,
Med29 y Med30. El complejo MEDIATOR de Arabidopsis thaliana conserva entonces las subunidades
de los médulos “cabeza” y "medio”, las cuales se encuentran préximas a la ARN polimerasa Il, pero
carece de homdlogos en la mayoria de las subunidades del médulo “cola” el cual interacciona con
proteinas regulatorias de union a ADN.

En este trabajo (Backstrom et al., 2007), identificaron a PFT1 como la subunidad AtMed25,
cuya localizacién dentro del complejo MEDIATOR adn es desconocida. Esta subunidad Med25 se
encuentra presente en el complejo MEDIATOR de mamiferos y D. melanogaster, pero no en S.
cerevisiae. El dominio N-terminal de esta subunidad, que interacciona con el “core” del MEDIATOR
en células humanas, se encuentra conservado en Arabidopsis thaliana. Sin embargo, el dominio C-
terminal que en células humanas interacciona con el activador transcripcional VP16 (Mittler et al.,
2003; Yang et al., 2004), se conserva en metazoos pero no en A. thaliana. No obstante, este dominio
C-terminal de Arabidopsis se encuentra conservado entre diferentes plantas. Estas observaciones
indican que el complejo MEDIATOR evoluciona para adaptarse a la regulacion transcripcional
especifica de las especies incorporando nuevas subunidades o con subunidades que contienen una
region conservada de interaccion con el MEDIATOR y una regidon especifica de especie que

interacciona con el dominio regulador.
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Ubiquitinacién de proteinas

La unidén covalente de la proteina ubiquitina (76 aminodcidos) a proteinas intracelulares es
un mecanismo clave en la regulacion de muchos procesos celulares en eucariotas. La proteina
ubiquitina (Ub) se une covalentemente a la proteina sustrato a través de una unién peptidica entre
su glicina C-terminal y un residuo de lisina de la proteina sustrato. El ensamblado de al menos cuatro
ubiquitinas via el residuo lisina 48 marca a la proteina para su degradacién por el proteasoma 26S.
Sin embargo, la monoubiquitinaciéon o la poliubiquitinacién via el residuo lisina 63 genera una sefial
no proteolitica que altera la funcion de la proteina modificada, cambiando su estructura, sus sitios
de union, su localizacion celular, etc. (Deshaies & Joazeiro, 2009).

La ubiquitinacion de proteinas se logra a través de una cascada enzimatica que involucra la
enzima activadora de ubiquitina (E1), la enzima conjugadora de ubiquitina (E2) y la enzima ligadora
de ubiquitina (E3). Inicialmente, E1 hidroliza ATP para formar el intermediario E1-Ub en el cual la
glicina C-terminal de ubiquitina se encuentra ligada a E1 a través de un enlace tioéster. La ubiquitina
ahora activada, se transfiere a un residuo de cisteina en la enzima conjugadora E2. El intermediario
E2-Ub puede unirse a la enzima E3 ubiquitin ligasa y conjugar ubiquitina a un residuo de lisina de la
proteina sustrato o en el caso de las enzimas E3 con dominios HECT transferir la ubiquitina activada
a la E3 que luego la transferira a la proteina sustrato. En ambos casos es la enzima E3 la que confiere
especificidad de sustrato y posiciona correctamente a la proteina sustrato para la conjugacién de
ubiquitinas (Santner & Estelle, 2010).

El proteasoma 26S es una proteasa dependiente de ATP formada por multiples subunidades
que despliegan y degradan proteinas poliubiquitinadas. Consiste en un “core” proteolitico 20S
cilindrico cubierto en cada extremo por un complejo regulatorio 19S. Este complejo 19S estd
compuesto por una tapa y una base. La tapa se encuentra ensamblada con al menos 8 subunidades
que funcionan juntas reconociendo la proteina sustrato y removiendo las ubiquitinas. La base
también consiste en varias subunidades que reconocen los sustratos ubiquitinados y los despliegan.
La proteina desplegada ingresa luego en el “core” central 20S donde se proteoliza en pequerios
péptidos. Por lo tanto dentro del proteasoma se producen al menos seis actividades diferentes:
reconocimiento de las proteinas ubiquitinadas, desubiquitinacién, desplegado de la proteina,
traslocacion de la proteina, protedlisis completa y/o procesamiento proteolitico. Cada una de estas
actividades podria utilizarse para facilitar varios pasos en el proceso de transcripcidon (Collins &
Tansey, 2006).

El sistema de ubiquitina-proteasoma es critico en la biologia de los eucariotas vy

particularmente importante en plantas. Se identificaron mds de 1400 genes que codifican para el 5%
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del proteoma de Arabidopsis y que juegan un rol importante en esta via, en comparacion con un
2,5% del proteoma en S. cerevisiae (Smalle & Vierstra, 2004). Aproximadamente el 90% de estos
genes codifica para componentes de E3 ubiquitin ligasas, lo cual sugiere que cientos o miles de
proteinas se encuentran reguladas por el sistema ubiquitina-proteasoma. Existen dos isoformas de la
enzima E1 y mds de 37 E2 en Arabidopsis, lo cual aumenta el nivel de especificidad debido a las
diferentes combinaciones E2-E3 (Kraft et al., 2005).

Las E3 ubiquitin ligasas de Arabidopsis comprenden diversas familias de proteinas o
complejos proteicos que pueden distinguirse de acuerdo al dominio de interaccidn utilizado para la
unidén con la enzima E2 y a su actuacion como subunidades simples o como complejos con multiples
subunidades. El dominio de interaccidon con E2 mas abundante se encuentra en 469 proteinas RING
(Really Interesting New Gene) caracterizadas por un motivo de 40-60 aminoacidos conocido como
RING Finger. Este dominio es similar al dominio de unién a ADN Zinc Finger, en el cual residuos de
cisteina y/o histidina coordinan dos atomos de zinc. Los dominios RING finger funcionan ademas
como dominios de interaccidon proteina-proteina y son esenciales para catalizar la actividad E3
ubiquitin ligasa en las proteinas que los contienen. Las proteinas con estos dominios pueden
funcionar como una subunidad simple E3 o participar como parte de un complejo E3 de multiples
subunidades.

Las E3 ubiquitin ligasas con dominio U-Box comprenden una subfamilia mucho mas pequeia
(aproximadamente 64 proteinas) caracterizadas por un dominio U-box de 70 aminoacidos, con un
motivo similar al dominio RING Finger pero que no utiliza zinc para estabilizar su estructura
secundaria.

La familia mas pequena de E3 ubiquitin ligasas es la que contiene el dominio HECT
(aproximadamente 20 proteinas). Este dominio consiste en un motivo de 350 aminodcidos que
contiene un sitio de unidn a ubiquitina y un sitio de unién a E2. A diferencia de las E3s RING y U-Box
que median la transferencia indirecta de ubiquitina desde E2 al sustrato, las E3s HECT aceptan la
ubiquitina activada y la transfieren directamente a la proteina sustrato.

En plantas se encuentran al menos tres tipos de complejos de E3 de subunidades multiples
comprendidos por una proteina RING (RBX1), una proteina Culina (CUL) y una proteina adicional de
reconocimiento de sustrato. El tipo de subunidad de CUL determina la proteina de reconocimiento
de sustrato que se incorpora al complejo. Las tres categorias mas importantes son SCF (Skp-Cullin-F-

BoX), CUL3-BTB y CUL4-DDB1 (Santner & Estelle, 2010).
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Dado que PFT1 forma parte del complejo MEDIATOR de Arabidopsis thaliana, es probable
que tenga un papel importante en la regulacién transcripcional de Arabidopsis regulando varios
procesos fisioldgicos, entre ellos la floracién (Cerdan & Chory, 2003) y la respuesta a patégenos (Kidd
et al., 2009). Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo general de este capitulo de Tesis
Doctoral fue comprender el rol de PFT1 a nivel bioquimico. Como objetivo particular, se traté de
comprender el rol que cumplen las proteinas que interaccionan con PFT1 en su actividad y en la

regulacion de la floracidn.

RESULTADOS

1) Obtencidn de versiones etiquetadas de PFT1

Con la finalidad de detectar la proteina PFT1 de extractos de plantas por Western blot, en
nuestro laboratorio se generaron anticuerpos contra la region N-terminal de PFT1 (aminoacidos 1 a
242). Si bien estos anticuerpos permitieron la deteccién de la proteina recombinante, al utilizarlos
con extractos proteicos de Arabidopsis se observo la presencia de muchas bandas en el Western blot
lo cual dificultaba determinar cual correspondia a PFT1. Ademas, en las mutantes pft1-1 se expresa
un ARNm truncado que tiene posibilidad de dar lugar a un polipéptido de tamafo considerable que
podria confundirse con la proteina PFT1.

Dadas las dificultades encontradas con estos anticuerpos, se decidid generar versiones
etiquetadas de PFT1 que permiten utilizar anticuerpos comerciales para la deteccién de la proteina
de fusion.

Se obtuvieron plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana fusionando el clon gendmico de
PFT1 a distintas etiquetas (tags) en vectores binarios que permiten su replicacion en E. coli y en A.
tumefaciens. Las etiquetas se subclonaron como un fragmento EcoRI-EcoRl en un sitio EcoRI
generado en marco justo antes del ATG o justo antes del codén STOP en el clon genémico de PFT1.
De esta forma, se obtuvieron etiquetas en el N-terminal y en el C-terminal de PFT1. El clon gendmico
de PFT1 utilizado posee 8748 pb y contiene una regién regulatoria 5'no codificante de 2782 pb y una
regién 3" no codificante de 926 pb. La utilizacién de este clon gendmico permite mantener la
estructura nativa y evitar artificios propios de la sobreexpresidn de genes.

Las lineas transgénicas se obtuvieron tanto en el contexto de plantas del tipo salvaje, Col
como en mutantes pft1-1. En todos los casos, sélo las fusiones al C-terminal resultaron activas in

vivo, complementando eficientemente la mutacion pft1-1 de floracidn tardia (Figura 12).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Para todos los experimentos que se describen a lo largo de este capitulo, se trabajé con

lineas transgénicas homocigotas que contienen inserciones en un sélo locus. Se utilizaron las

siguientes etiquetas:

1)

TAP (TANDEM AFFINITY PURIFICATION): Esta etiqueta fue utilizada con éxito para
purificar complejos proteicos en levaduras (Rigaut et al., 1999; Puig et al., 2001) y en
plantas (Rivas et al., 2002a; Rohila et al., 2004; Rubio et al., 2005; Rohila et al., 2006).
Consiste en dos tags fusionados en tdndem (el péptido de unidn a calmodulina y el sitio
de unidén a I1gG de la proteina A de Staphylococcus aureus) separados entre si por el sitio
de clivaje de la proteasa TEV (Virus del Tabaco Etch). Esta etiqueta permite purificar
complejos proteicos muy eficientemente y en condiciones nativas utilizando dos
columnas de afinidad. Las fusiones Tap:PFT1g y PFT1g:Tap codifican para proteinas de
1021 y 1011 aminoécidos, respectivamente (112,31 y 111,21 KDa, aproximadamente).
3XHA: La hemaglutinina del virus de influenza humana (HA) es una glicoproteina de
superficie que se requiere para la infeccién del virus. La etiqueta HA deriva de los
aminoacidos 98 a 106 de la molécula de HA vy facilita la deteccion y purificacion de
proteinas. La etiqueta utilizada para fusionar a PFT1 consiste en tres epitopes de HA
separados por aminoacidos espaciadores. La fusion PFT1g:HA codifica para una proteina
de 886 aminodcidos, que corresponde a 97,46 KDa aproximadamente.

VP16: La proteina VP16 esta asociada al tegumento del virus del herpes simplex humano
y se localiza entre la capside y la envuelta del viridn. Para generar la version etiquetada
de PFT1 se utilizdé el dominio activador del virus del herpes simplex humano tipo 1
(VP16). Este dominio interacciona con multiples “blancos” dentro del complejo de
iniciacion de la ARN polimerasa Il y se ha utilizado para demostrar la capacidad
transcripcional de ciertos factores de transcripcién (Busch et al., 1999; Francois Parcy et
al., 2002). La fusién PFT1g:VP16 codifica para una proteina de 915 aminoacidos, que

corresponde a 100,65 KDa aproximadamente.

Las lineas transgénicas pft1-1 PFT1g:Tap y pft1-1 PFT1g:HA se utilizaron eficientemente para

detectar por Western blot las proteinas de fusiéon PFT1:Tap y PFT1:HA obtenidas de extractos

proteicos totales de dichas lineas utilizando anticuerpos comerciales. Para la deteccion de la

proteina PFT1:Tap se utilizé el complejo soluble peroxidasa anti peroxidasa (PAP) (Sigma, N2 P1291).

Para la deteccién de PFT1:HA se utilizé un anticuerpo monoclonal producido en rata y conjugado a

peroxidasa (Roche 3F10, N2 2013819). Ambos anticuerpos permiten la deteccidn de la proteina por

Western blot en un sélo paso sin la necesidad de utilizar un anticuerpo secundario.
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Figura 12. Las proteinas de fusion al C-terminal de PFT1 (PFT1g:tag) son activas in vivo

a- Complementacion de la mutante pfti-1 de floracidn tardia con fusiones NTap:PFT1g y PFT1g:Ctap.
Sélo la fusidn al C-terminal complementé el fenotipo de floracidn tardia.

b- Experimento de floracién con diferentes lineas transgénicas que presentan las etiquetas fusionadas al
C-terminal (pft1-1 PFT1g:Tap y pft1-1 PFT1g:HA), Col y mutante pftl-1. Las plantas se cultivaron en DL a 232C.
Se determind el nimero total de hojas (hojas de la roseta + hojas caulinares) al momento de floracidn. Las
barras representan la media +/- ES (error estdndar) para un n mayor que 15 para cada genotipo. Los valores
indicados con * son estadisticamente significativos en comparacion con los valores de pft1-1 (p < 0,002 por
ANOVA de un factor con contraste de Bonferroni).

) PFT1 es ubicua pero los niveles son mayores en tejido reproductivo

Se utilizaron dos lineas independientes de pft1-1 PFT1g:Tap para analizar los niveles de
PFT1:Tap en distintos tejidos de Arabidopsis. Se analizaron los niveles de la proteina de fusion en
extracto proteico completo y de raiz obtenidos de pldntulas de 10 dias. Ademas, se analizd la
presencia de proteina en distintos tejidos de plantas adultas ya florecidas: hoja de la roseta, hoja
caulinar, tallo, inflorescencia cerrada, inflorescencia abierta y silicua. Se extrajeron proteinas totales
de cada uno de los tejidos, se cuantificaron por Lowry y se analizaron los niveles de proteina por
Western blot. En todos los casos se observé mayor nivel de PFT1:Tap en flores y silicuas (Figura 13a).

Se cuantificéd la banda principal correspondiente a PFT1:Tap (111 KDa) de cuatro experimentos
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independientes utilizando el programa ImageJ y se normalizaron los valores obtenidos al valor de

silicua (Figura 13b).
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Figura 13. Determinacidn de los niveles de PFT1:Tap en diferentes tejidos de Arabidopsis thaliana

a-Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap. Se prepararon extractos proteicos totales de distintos
tejidos de plantas pft1-1 PFT1g:Tap y Col y se cuantifico la cantidad de proteina total empleando la técnica de
Lowry (Lowry et al., 1951). Se sembraron 40 pg totales en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%, segun se indica
en Materiales y Métodos. P: plantulas cultivadas por 10 dias en DL a 239C. R: raiz de plantulas cultivadas por 10
dias en DL a 232C. HR: hoja de la roseta, HC: hoja caulinar, T: tallo, IC: inflorescencia cerrada, IA: inflorescencia
abierta, S: silicua de plantas cultivadas por 5 semanas en DL a 232C. Anticuerpo PAP dil 1/1000.

b- Cuantificacién de la banda correspondiente a PFT1:Tap (111 KDa) utilizando el programa ImageJ. Los valores
se normalizaron respecto al valor de silicua. Las barras representan la media +/- ES de cuatro experimentos
independientes.

1)} PFT1 no parece variar en respuesta a factores ambientales

Las aproximaciones genéticas sugieren que el gen PFT1 se encuentra regulado
negativamente por phyB y esta posible regulacién no es a nivel de ARN mensajero (Cerdan & Chory,
2003). Para determinar si esta regulacidn se debe a una diferencia en la estabilidad de la proteina, se
utilizaron las lineas transgénicas pftl-1 PFT1g:Tap y se analizaron los niveles de PFT1:Tap en
plantulas cultivadas bajo diferentes condiciones de luz y temperatura. Se analizaron dos
temperaturas de crecimiento, 16 y 232C, la respuesta al fotoperiodo, la respuesta aguda a la
transicion luz/oscuridad y la respuesta a pulsos de luz roja y de luz roja lejana al final del dia
(respuesta mediada por los fitocromos). Sin embargo, en ninguna de estas condiciones se observé
una regulacién significativa de los niveles de PFT1 (Figura 14). Es posible que las otras proteinas que
actlan junto a PFT1 sean el blanco de esta regulacidn o que PFT1 sea regulada en un tipo especifico

de tejido o por modificaciones post-traduccionales que no afecten los niveles totales de PFT1.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Figura 14. Determinacion de los niveles de PFT1:Tap en diferentes condiciones de luz y temperatura
Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap. Se prepararon extractos proteicos totales de las muestras

tomadas en cada una de las condiciones, se cuantificé la cantidad de proteina total y se sembraron 40 ug
totales en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%. Anticuerpo PAP dil 1/1000.

a-Respuesta al fotoperiodo. Plantulas cultivadas en DL a 232C por 8 dias. Durante el dia 8 se cosecharon
muestras de plantulas cada 4 horas durante 24 horas, por duplicado. Tiempo 0: momento en el que se
prenden las luces. b- Respuesta a la transicion aguda luz/oscuridad. Plantulas cultivadas en DL a 232C por 8
dias. Durante el dia 8 se cosecharon muestras de plantulas 20 minutos y 10 minutos antes del pasaje
oscuridad/luz, durante la transicién oscuridad/luz (T) y 10 minutos, 20 minutos, 4 horas y 17 horas después del
cambio oscuridad/luz. c- Respuesta a pulsos de luz roja y luz roja lejana al final del dia. Plantulas cultivadas en
DL a 239C por 8 dias. Durante el dia 8 luego de 16 horas de luz, se expusieron a un pulso de 15 minutos de luz
roja o luz roja lejana y se cosecharon muestras de pladntula a tiempo O y a 1, 4 y 8 horas de finalizado el
tratamiento de luz. d- Respuesta a la temperatura de crecimiento. Las plantulas se cultivaron en luz LC a 232C
0 169C por 8 dias y se cosecharon las muestras.

En todos los casos los experimentos se realizaron utilizando dos lineas transgénicas independientes y por
duplicado, observandose resultados similares.

Iv) PFT1 se degrada via proteasoma

Bajo todas las condiciones estudiadas se observd una baja estabilidad de PFT1 en los
extractos proteicos de Arabidopsis, observandose la presencia de productos de degradacion. Se
decidio estudiar la estabilidad de PFT1 en extractos proteicos totales de plantulas de las lineas
transgénicas pft1-1 PFT1g:Tap, tanto en presencia como en ausencia de inhibidores de proteasas
(Figura 15). Se utilizdé un cockail de inhibidores de proteasas para extractos celulares de plantas
(Sigma, N2 P9599) que contiene seis inhibidores distintos con capacidad para inhibir serin- y cistein-
proteasas, metaloproteasas, proteasas acidas y aminopeptidasas. Se determind que adn en

presencia de estos inhibidores de proteasas, luego de 30 minutos de incubaciéon a temperatura
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ambiente desaparece considerablemente la proteina PFT1:Tap y luego de 2 horas de incubacidn sélo

se observan bandas correspondientes a productos de degradacidn.
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Figura 15. Los inhibidores de proteasas no impiden la degradacion de PFT1:Tap en extractos proteicos
totales

Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap. Se prepararon extractos proteicos totales de plantulas
pftl-1 PFT1g:Tap cultivadas en DL a 232C por 8 dias. Se incubaron a temperatura ambiente en presencia y en
ausencia de inhibidores de proteasas y se colectaron muestras a los 0, 30 y 120 minutos de comenzada la
incubacion. Las reacciones se detuvieron inmediatamente agregando un volumen de loading buffer e
hirviendo por 5 minutos. * Corresponden a diferentes productos de degradacion. Anticuerpo PAP dil 1/1000.

Dada la ineficiencia de los inhibidores de proteasas, se decidio investigar si la degradacion de
PFT1 ocurria via proteasoma. Para ello, se estudio el efecto del ATP (el proteasoma depende de ATP)
y de un inhibidor del proteasoma, el MG132, en la estabilidad de PFT1 utilizando extractos proteicos
totales. Se realizé una cinética de degradacion in vitro incubando el extracto proteico obtenido a
partir de plantulas pfti-1 PFT1g:Tap a temperatura ambiente, en presencia y en ausencia de ATP 10
mM y MG132 50 uM (Figura 16a). Los niveles de PFT1:Tap disminuyeron notablemente luego de 2
minutos de incubacién en presencia de ATP (comparacién calles 2 y 4 de Figura 16a) y la proteina
desaparecid por completo luego de 10 minutos de incubacidn (calle 10). La degradacién de PFT1:Tap
ocurrié mas lentamente cuando el extracto se incubd en presencia de MG132, incluso en presencia
de ATP. Aun luego de dos horas de incubacién a temperatura ambiente se observd un nivel
considerable de proteina en presencia de MG132 (anteultima calle).

Para determinar la minima concentracion necesaria de MG132 para retrasar la degradacion
de PFT1 in vitro, se realizd un experimento similar incubando el extracto proteico en presencia de
ATP y MG132 10 puM, MG132 50 uM y DMSO como control (Figura 16b). Los resultados fueron
similares a los obtenidos anteriormente pero se logré determinar que 10 uM de MG132 es suficiente

para retrasar la degradacién de la proteina in vitro.
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Figura 16. Cinética de degradacion de PFT1:Tap in vitro en presencia o ausencia de ATP y MG132

Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap y productos de degradacidon. Se prepararon extractos
proteicos totales de plantulas pft1-1 PFT1g:Tap cultivadas en DL a 2329C por 8 dias. a- El extracto proteico se
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente en presencia de MG132 50 uM o DMSO 1% v/v (control). Se
dividié cada extracto en partes iguales y a uno de ellos se le agregd ATP (10 mM) y DTT (10 mM). Se colectaron
muestras a los 2, 5, 10, 30, 60 y 120 minutos, las reacciones se detuvieron inmediatamente agregando un
volumen de loading buffer e hirviendo por 5 minutos. b- El extracto proteico se incubd por 10 minutos a
temperatura ambiente en presencia de MG132 10 uM, MG132 50 pM o DMSO 1% v/v (control), se agregd ATP
(10 mM) y DTT (10 mM) y se colectaron muestras a los 2, 5, 10 y 30 minutos. Anticuerpo PAP dil 1/1000. Los
experimentos se realizaron por duplicado obteniéndose resultados similares.

A fin de determinar si la degradacidon de PFT1 via proteasoma ocurre in vivo, se cultivaron
plantulas pft1-1 PFT1g:Tap (dos lineas transgénicas independientes) en DL a 232C durante 10 dias en
medio de cultivo MS suplementado con sacarosa 1% p/v. Durante el dia 10, luego de dos horas de
comenzado el dia las plantulas se cubrieron con agua MiliQ conteniendo MG132 100 uM o DMSO 2%
v/v como control. Se incubaron durante 4 horas a 232C en esa condicidn, se colectaron las muestras
y se compararon los niveles de PFT1:Tap en pldntulas incubadas con el inhibidor de proteasoma o
con DMSO (Figura 17). Los niveles de PFT1:Tap fueron considerablemente mas elevados en las
plantulas tratadas con el inhibidor de proteasoma, lo cual demuestra que la proteina se degrada al

menos por esta via in vivo.
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Figura 17. El inhibidor de proteasoma MG132 protege a PFT1 de la degradacidn in vivo

a- Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap obtenidos en plantulas de 10 dias incubadas en
presencia de MG132 100 pM o DMSO 2 % v/v (control) por 4 horas antes de la toma de muestras.

Se prepararon extractos proteicos totales, se cuantificd la cantidad de proteina total y se sembraron 50 ug
totales en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%. Anticuerpo PAP dil. 1/1000, anti-peroxiredoxina dil. 1/500
(control de carga). En la parte inferior se muestra la tincidon de la membrana con colorante rojo ponceau que
permite analizar los niveles de proteina rubisco como control de carga. Se muestran los resultados de dos
experimentos independientes en cada uno de los cuales se utilizaron dos lineas transgénicas independientes
pftl-1 PFT1g:Tap (11.5y 21.5).

b- Cuantificacion de la banda correspondiente a PFT1:Tap (111 KDa) utilizando el programa ImagelJ. Las
barras representan la media +/- ES de las 5 bandas observadas en el Western blot.

V) PFT1 interacciona con posibles E3 ubiquitin ligasas en sistemas heterdlogos

En el laboratorio se realizé un screening de doble hibrido en S. cerevisiae con el fin de
encontrar proteinas que pudieran estar interaccionando con PFT1 y pudieran estar implicadas en el
proceso de degradacion. Para ello se utilizd como “carnada” la region N-terminal de PFT1
(aminoacidos 1 a 242) que contiene el dominio VWF-A del cual se sabe que en muchos casos puede
mediar interacciones proteina-proteina (Ponting et al., 1999; Hinshelwood & Perkins, 2000) y se
probd su interaccién con una clonoteca de Arabidopsis thaliana construida a partir de
inflorescencias. En este screening se aislaron 8 clones independientes de los cuales dos de ellos
presentaron una interaccion mas débil y correspondian a genes que codifican para dos proteinas de
funcién desconocida y por lo tanto no se continud con su caracterizacion. De los seis clones
restantes, cuatro de ellos correspondian a clones independientes del gen FRF1 (At2g15530) y dos de
ellos a clones independientes del gen FRF2 (At4g34040) (Figura 18). Como ocurre con frecuencia, los
clones no resultaron completos en la regidn 5°. Esto permitioé determinar las regiones de FRF1 y FRF2

que resultaron suficientes para la interaccién con PFT1.
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FRF1: At2g15530 FRF2:At4g34040
AD aa 147 a 704 AD 2a 62-666
A)  FRF1A147 | | | E) FRF2A62 | | |
AD aa 153 a 704 AD 22 315-666
B) rrF1a153| | | | F)  FRF2A315 | |
AD 222212704

C) FRF1A221

AD aa337a704
D) FRF1A337| |

Figura 18. Esquema correspondiente a los clones obtenidos en el screening de doble hibrido

Los genes FRF1 y FRF2 presentaron deleciones en la secuencia que codifica para la region N-terminal de sus
proteinas. Los fragmentos de ADN se encuentran subclonados en el vector pEXPAD (/nvitrogen) fusionados al
dominio activador (AD) del factor de transcripcién GAL4 de S. cerevisiae. Como “carnada” se utilizé el extremo
5" de PFT1 que codifica para los primeros 242 aminodcidos (PFT1(1-242)) subclonado en el vector pBDleu
(Invitrogen), fusionado al dominio de unién a ADN de Gal4 (DBD). A, B, Cy D corresponden distintas deleciones
del gen FRF1. Las proteinas codificadas por estas versiones delecionadas comienzan en los aminodcidos 147,
153, 221 y 337. E y F corresponden a distintas deleciones del gen FRF2, donde las proteinas comienzan en los
aminodcidos 62 y 315.

Se utilizaron ensayos de doble hibrido para corroborar la interacciéon de PFT1(1-242) con las
versiones delecionadas FRF1A337 y FRF2A315. Para ello, se fusiond cada una de las deleciones al
dominio activador de Gal4 (AD) y al dominio de unién a ADN (Gal4 DBD). Las proteinas fueron
capaces de interaccionar con PFT1(1-242), ya sea fusionadas al AD o al DBD, mostrando la activacién
de los genes reportero lacZ, URA3 y HIS3 sélo cuando las levaduras fueron transformadas con

FRF1A337 y PFT1(1-242) o FRF2A315 y PFT1(1-242) (Figura 19).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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pBDLeu PFT1(1-242 pEDLeu +
pEXFadFRF1A337 pEXFad FRF1A337
pBDLeu FRF1A33T7 + pEDLeu FRF1AI3T+
pEXPad PFT1{1-243] | ‘I b |5 pEXPad

SC-L-T-U-H

b-

pBDLeu +

pEXPad PFT1{1-242] |
pEDLeu FRF2A31E + | ] " pBDLeu FRF2A315+
pEXFad FFT1{1-242)

pBDL=u PFT1{1-242
pEXPad FRF2A315

pBDLeu PET1{1-242)
+ pEXPad FRF2A62

Figura 19. FRF1A337 y FRF2A315 interaccionan con PFT1 (1-242) en ensayos de doble hibrido realizados en
levaduras

Activacidn de genes reporteros en levaduras transformadas con: a- 1: pBDleu PFT1(1-242) y pEXpad FRF1A337,
2: pBDleu y pEXpad FRF1A337 (control), 3: pBDleu FRF1A337 y pEXpad PFT1(1-242), 4: pBDleu FRF1A337 y
pEXpad (control). Sélo 1 y 3 presentaron colonias azules en presencia del sustrato X-gal y crecimiento en
medios carentes de uracilo e histidina. b- 1: pBDleu FRF2A315 y pEXpad PFT1(1-242), 2: pBDleu FRF2A315 y
pEXpad (control), 3: pBDleu PFT1(1-242) y pEXpad FRF2A315, 4: pBDleu y pEXpad FRF2A315 (control), 5:
pBDleu PFT1(1-242) y pEXpad FRF2A62, 6: pBDleu y pEXpad FRF2A62 (control). Sélo 1, 3 y 5 presentaron
colonias azules en presencia del sustrato X-gal y crecimiento en medios carentes de uracilo e histidina.

Las deleciones FRF1A153, FRF1A221 y la proteina completa FRF1 fueron capaces de activar
la expresién de los genes reporteros lacZ, URA3 y HIS3 cuando se fusionaron al dominio de unidn a
Gal4 aln en ausencia de PFT1 (1-242) (Figura 20), lo cual muestra la capacidad de estas proteinas de
activar la transcripcion en levaduras por si mismas. Sin embargo, es necesaria la porciéon N-terminal
que contiene los aminoacidos 1 a 337 para que esto suceda.

La delecion FRF1A599 no fue capaz de interaccionar con PFT1(1-242) (Figura 21) lo cual
demuestra que es importante la region media de FRF1 comprendida entre los aminodcidos 337 y
599 para que ocurra la interaccién y que el dominio RING ubicado en el C-terminal no es suficiente

para que esto ocurra.
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pBDleu+ pBDleu+ Figura 20. Autoactivacion del gen reportero
pEXpad PFT1(1-242 pEXpad lacz

Activacién del gen reportero lacZ en

pBDleu FRF1A153+ pBDleu FRF1A153+

levaduras transformadas con

pEXpad PFT1(1-242 pEXpad

pBDleuFRF1A153, pBDleuFRF1A221 vy
pBDleu FRF1A221+ pBDleu FRF1A221+ pBDleuFRF1 alin en ausencia de PFT1(1-242)
pEXpad PFT1(1-242 pEXpad pEXpad (lado derecho de la figura).
pBDleu FRF1+ pBDleu FRF1+
pEXpad PFT1(1-242 pEXpad
pBDleu FRF1A599+ pBDleu FRF1A599+ Figura 21. La delecion FRF1A599 no

PEXpad PFT1(1-24_2) PEXpad interacciona con PFT1(1-242)

No se observd activacion del gen

reportero lacZ (colonias blancas en
presencia del sustrato X-gal) ni
crecimiento de colonias en medio
selectivo cuando las levaduras se
transformaron con pBDleu FRF1A599 y
pEXpad PFT1(1-242).

A partir del analisis de secuencia de los genes FRF1 (At2g15530) y FRF2 (At4g34040) se
observé que estos genes codifican para proteinas que presentan un 64,6% de identidad en sus
secuencias y que presentan en su region C-terminal dominios RING Finger (Figura 22). Estos
dominios consisten de 40 a 60 residuos ricos en cisteinas capaces de coordinar dos dtomos de zinc y
que pueden estar involucrados en mediar interacciones proteina-proteina. Los dominios RING mas
caracterizados son los C3H2C3 (o RING H2) y los C3HC4, ambos contienen histidina en la posicién
cuatro de unién al ligando metalico, pero difieren en la presencia de histidina o cisteina en la
posicidn cinco. Se han descripto ademas dominios RING modificados que difieren en los residuos
espaciadores para unir al metal o poseen sustituciones en las posiciones de union al ligando (Stone

et al., 2005). Los dominios presentes en FRF1y FRF2 son del tipo RING H2 Finger.
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At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

10 20 30 40 50 60

| | | | | |
MNPMQGPRSIGGSSTEVNQVDGESIYCT--ETSLNTMLNPADTGEPNNSTPSGRPTYASS
———-MQGPRSTGDSSTGINYADGEPICSTNSETTSNNILNPVDVQEPNNTTGSGRPTYASS

*kkhkkkkk Kk kxk .k *kxx X * * K . * ek kX X Kk kkk ok kkkkkkkxk

MNPMQGPRS2G2SST22N22DGE2I22TNSET22N22LNP2D22FPNN2T2SGRPTYASS

70 80 90 100 110 120

| | | | [ |
SSHAAQDHTWWREFGESSSIPGPSDQVNSIGIKTSHQLPQDGTHHFVGYGSEGRQTGLNGM

SSHVVONHNWWSFGESSSRLGPSDHLNSNGSKTDRQLLSDG—————— YGFEEGQS---GM
Xokk |k aok Kk kkkkkk  kkkoksakk Kk kk_sokk Kk *k ok k. **
SSH22Q2H2WW2FGESSSZZGPSD22NSZG2KT22QL22DGTHHFVGYG2E22Q2GLNGM

130 140 150 160 170 180

| | | | [ |
MVDGGVHAGSHIRNVPSFLRGSSSNPMPQHVDMSMDMDSDNCNAQTSGVVIRHNSYGSSL
LLPG-——-——————- ESFLRGSSSSHMLSHVNLGKDMDIG-SGLQTSGVVIRHNNCETSL

* ******** * **-- * * *x * ok ok ok ok ok ok ok ok ok **

222GGVHAGSHIRNVZSFLRGSSS22M22HV2222DMD22N222QTSGVVIRHN2222SL

190 200 210 220 230 240

| | | | | |
GSSVQAAGESSSGPASPFGGWGSSCKRKALEGSPSHYFSGETPNRIVOQTENSASHASLSQ
GSSSQTAEERSSGPGSSLGGLGSSCKRKALEGAPSHSFPGESHGCFFOQTENGAWNEGLAQ

kkk Kkek Kk Kkkkk Kk e kk KAk Ahkkhkhkkhkkhkkhkkhkk o kKK * * K . . **** * . * ok

GSSZQ2A2E2SSGP2522GG2GSSCKRKALEG2PSH2F2GE222222QTEN2A2222L2Q

250 260 270 280 290 300

| | | | I |
YGASSSLSLATPSQSSPNVTNHFGRTEQMFGSGGGRAVAASAFHSTRNTDTLSRAGRRLN
YDASSSLSLSMPSONSPNVNNQSGLPEPRFGLGGGRAVTASAFPSTRSTETISRPGRRLN

Kk kKkkKkkKkk o * K Kk **** * . * * * K **‘k*** * Kk kK *** * .o K ** * Kk Kk kK

YZASSSLSLZ2PSQZSPNV2N22G22E22FGZGGGRAVZASAFZSTR2T2T2$R2GRRLNQ

310 320 330 340 350 360

| | | | I |
PROPQESVAFSVSHGGTSVRPTGSLQONLPLNSPFVDPPDVRSSSITSGSNTGENQINIV

PGOPPESVAFSFTQSGSSVR-——-Q0Q0QQLPATSPFVDPLDARAIPVTGSSSSGDGQPSMI
*  x%k ****** o g * * % % **:** .****** *.* -* * .*- * ..
P2QP2ESVAF52222G2SVRPTGSZQQZLPZZSPFVDPZDZRZ222T22822G22Q2222

370 380 390 400 410 420

| | | | I |
HLPALTRNIHQYAWDASFSSRASNPSGIGMPAERLGPQWETPRSNQEQPLEFA~-PATDMRQ
HLPALTRNIHQFAWSASSSSRAN----= SMPEEGLSP-WDAPRINSEQPVETTPANETRN

*********** *k kk K*kk%k ** * * * * ** * kk ke k. * * . *-

HLPALTRNIHQZAWZASZSSRAZNPSGIZMPZEZLZPQWZZPR2N2EQP2F2TPA222R2

430 440 450 460 470 480

| | | | | |
PVHD--LWNFARGSPGSSVDSLEFVPRAGPSSATHTPOPNPTWIPPONAPPHNPSRTSELS
PVODQFCWSFTRGNPSTSGDSPEFVPRAGSSSGIHGLOPNPTWVTP————— HNQSRISEVA

* Kk . Kk k ke kk Kk ek Ak kkhkkkkk Kk KKk kK k Kk Kk Kk . * Kk kK kk e .

PV2DQF2W2F2RG2P22S2DS2FVPRAG2SS2IH22QPNPTW22 PONAPPHN2 SR2SE22
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490 500 510 520 530 540

| | | | | |

At2gl5530 PWSLFPSIESPSASHGGPLPLLPAGPSVSSNEVTMPSSSNSRSHRSRHRRSGLLLERONE
At4g34040 PWSLFPSIESESATHGASLPLLPTGPSVSSNEAAAPSGSSSRSHRSRORRSGLLLERQOND
kkkkkhk Kk kKk*k 'A:k:)\"k..)\"A')«?:')\':)«?:'k',k*)\"k:k.: *‘k.*.*******:***********:

Prim.cons. PWSLFPSIES2SA2HG22LPLLP2GPSVSSNE222PS2S2SRSHRSR2RRSGLLLERQNZ2
550 560 570 580 590 600

| | | | | |

At2gl5530 LLHLRHIGRSLAADGNGRNQIISEIRQVLHAMRRGENLRVEDYMVEFDPLIYQGMTDMHDR
At4g34040 HLHLRHLGRSLAADNDGRNRLISEIRQVLSAMRRGENLRFEDYMVFEDPLIYQGMAEMHDR
‘A“&*,{‘*:*‘,{‘***J,‘\“ﬁ':‘)\‘*‘k::‘**,‘f‘)\“}k{“)\‘ k{‘x‘&k,{‘*‘&i‘"k‘k*:)\‘**********::*‘k**

Prim.cons. 2LHLRH2GRSLAAD22GRN22ISEIRQVL2AMRRGENLR2EDYMVEFDPLIYQGM2 2MHDR
610 620 630 640 650 660

| | | | | |

At2gl15530 HREMRLDVDNMSYEELLALGERIGDVSTGLSEEVILKAMKQHKHTSSSPSSVELHONIEP
At4g34040 HRDMRLDVDNMSYEELLALGERIGDVSTGLSEEVILKVMKQHKHTSSAAGS-—--HQDMEP

Kk e hkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkkhkkhkkhdhkhkhkrrhkhkhkkhkkhkkhkkkx*xx Xk kkkkkhkkk o * Xk o o kK%

Prim.cons. HR2MRLDVDNMSYEELLALGERIGDVSTGLSEEVILK2MKQHKHTSS222SVELHQ22EP

670 680 69 OO

At2gl15530 CI QEEYVEGDNLGTL IKQWVMIKNL KTEALKTP
At4g34040 QEEYAEGDDLGTL [VKOWLMLKNL KTVALST-

:*Axxk.xxk:x<*x <}AJ<}. A:*<»:—:;4A<;kx<; kx| K
Prim.cons. CC2CQEEYZEGD2LGTL2CGHEFH22C2KQW2M2KNLCPICKT2AL2TP
Alignment data :
Alignment length : 709
Identity (*) : 458 is 64.60 %
Strongly similar (:) : 69 is 9.73 %
Weakly similar (.) : 68 is 9.59 %

Different : 114 is 16.08 %
Sequence 0001 : At2gl5530 ( 704 residues).
Sequence 0002 : At4g34040 (666 residues).

Figura 22. Alineamiento de la secuencia proteica de FRF1 y FRF2 usando el programa ClustalW
En rojo se muestran los aminodcidos conservados. Se resalta en violeta las cisteinas, en azul las histidinas y con
flechas los demds aminoacidos que forman parte de la regién consenso del dominio RING H2 Finger.

Estas dos proteinas presentan ademas homologia de secuencia con otras dos proteinas
tanto en la regién C-terminal que contiene el dominio RING H2 como en la porcién N-terminal
(aminoacidos 210 a 220). Estas proteinas homdlogas se encuentran codificadas por los genes
At1g45180 (FRL1) y At5g42940 (FRL2) y fueron las Unicas que presentaron este motivo conservado
en la porcién N-terminal (Figura 23).

Los RING son dominios de interaccion con proteinas que se encuentran implicados en
numerosos procesos bioldgicos, dentro de ellos se encuentra la actividad E3 ubiquitin ligasa. Las E3
ubiquitin ligasas son las encargadas de determinar la especificidad de sustrato para su ubiquitinacién

y posterior degradacidn via proteasoma.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Teniendo en cuenta estos antecedentes y las funciones de las proteinas con dominios RING
en plantas, se decidié centrar el estudio de este capitulo de Tesis Doctoral en determinar si estas

proteinas se encuentran implicadas en la degradacion de PFT1 y en tratar de asignar una funcidn

biolégica a estos genes, focalizdndome en el estudio en FRF1 y FRF2.

10 20 30 40 50 60

| | | | | |
At1g45180 ———-MOGERASLGSLSKALNFERGSTSSNAVVDQQIRWENLHNYGDNDLQDYMSSAADTNP
AT5g42940 —-—-MOGERASLGYLSEALNFEHGSSSSNGVIDH---WENIHSLGDNDLQDYMIANSESNT
At2gl15530 MNPMOGPRSIGGSSTEVN—-=-——— QVDGESIYCT--ETSLNTMLNPADTGEPNNSTPSGRP
At4g34040

Prim.cons.

=== MEDES NGIN—=—=== YADGEPICSTNSETTSNNILNPVDVQEFPNNTTGSGRP

* k * * . . * .

MNPMQG2R2S2GS22EA2NFE2GS4222424DT22E2ENNH4L22NDLQ222NST4SG2P

70 80 920 100 110 120

| | | | | |
At1g45180 TEFANSVYHEKRGLORFNIGEASS-SGTKNEGASLTEQWKGIGRFEE—=—=—— QORNDKLEL
AT5g42940 SLANSVYHEQQGLRRFSLGEASS-SGTKDEAS SHNEQRMETRCFDG—————— RGNEIIDL
At2gl15530 TYASSSSHAAQDHTWWREFGESSSIPGPSDQVNSIGIKTSHQLPODGTHHFVGYGSEGRQT
At4g34040

Prim.cons.

TYASSSSHVVONHNWWSFGESSSRLGPSDHLNSNGSKTDRQLLSDG—————-— YGFEEGQS

* % * . e ekk . k% * . * o .

TYA2S22HE4QG2422SFGE2SS2SG22DE4NS4GE2T44QL4FDGTHHFVGYGNE440QL

130 140 150 160 170 180
| | | | |
Atl1g45180 S—————————————————— PLFVOPSNGSRVVRDVNLNAEYNEHLEDMNPVTVHPGHFE
AT5g42940 Deeemmoessmoeso oo e = PVFAQPSGTNQPVONVNLNAEYIEIHEDINPYRGRSGFEFIE
At2gl5530 GLNGMMVDGGVHAGSHIRNVPSFLRGSSSNPMPQHVDMSMDMDSDNCNAQTSGVVIRHNS
At4g34040

Prim.cons.

-—--GMLLPG-—-————————- ESFLRGSSSSHMLSHVNLGKDMDIG-SGLOTSGVVIRHNN

* .k * ..

3LNGM222GGVHAGSHIRNVPSFL22SSS24MVQHVNLNA22DE43ED422SGVVI2HNE

190 200 210 220 230 240

| | | | | [
Atl1g45180 VNG-—=—-— LRSEFLLDNSVRAGSSVDGRRASCKRKALDASGGOSSSTGGFREFQRGVSS
AT5g42940 ANGPGTRVSQPGRSFEENGVGTGSSVEGRRASCKRKALEGSISQSSS-GGYHDFQRGESS
At2gl15530 YGSS—-—--LGSSVQAAGESSSGPASPFGGWGSSCKRKALEGSPSHYFSGETPNRIVQTENS
At4g34040

Prim.cons.

CETS---LGSSSQTAEERSSGPGSSLGGLGSSCKRKALEGAPSHSFPGESHGCFFQTENG

* * ek kkkkkk o . .

4NGSGTRLGSSSQ4AEENS2GPGSSVGGR22SCKRKALEGSPS252SG2G444FQ22E2S

250 260 270 280 290 300

| | | | | |
Atl1g45180 SWISGPTYYSPAM——-————-— TANDLNTIS--LDHGRRGLVSSAVPN--LSPP-—-——- TITE
AT5g42940 SWTPGSTVFRP—————————— GNGLNISGSLDNGPRGMVSGTVPNEFPVSAPNFPVSAIAE
At2gl15530 ASHASLSQYGASSSLSLATPSQSSPNVT--NHFGRTEQMFGSGGGRAVAASAFHSTRNTD
At4g34040

Prim.cons.

AWNEGLAQYDASSSLSLSMPSONSPNVN--NQSGLPEPRFGLGGGRAVTASAFPSTRSTE

5

2W44GLTQY42SSSLSL22PSONS2N2SGS2D4GRR24V2G4222RAVSA2AFPSTRITE

310 320 330 340 350 360

| | | | | |

At1g45180 SSSRNYPVWVNPTYQQETV--SNFAP-————————————— SLNSPGLIPADHOQISMRYG
AT5g42940 SSSRNICVRSNPSDHQETVNPSTFAAGTVVR---RPVPPSQLNLSRHLPADQHSLDLRPG
At2gl5530 TLSR-AGRRLNPRQPQESVAFSVSHGGTSVRPTGSLQONLPLNSPFVDPPDVRSSSITSG
At4g34040 TISR-PGRRLNPGQPPESVAFSFTQSGSSVR----QQQQLPATSPFVDPLDARATIPVTGS

* % * % * o % * * * . .
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Prim.cons.

At1g45180
AT5g42940
At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At1g45180
AT5g42940
At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At1g45180
AT5g42940
At2gl15530
At4g34040

Prim.cons.

At1g45180
AT5g42940
At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At1g45180
AT5g42940
At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

At1g45180
AT5g42940
At2g15530
At4g34040

Prim.cons.

2SSRN4G2RLNP4QPQE2VAFS4FA4GTSVRPTG23QQ3LPLNSPFVDPAD4ARSIS424G

370 380 390 400 410 420

| | | | | I
HALGNFASQNPNAPATHMPPVSR---NTFQWNTSPVAAVISSS-SATPVDRNVIHRNATR
QSF--VVSRNPNSTPVSIPPGSRTMLPPFRWTGSSLVGGTSN--STAPVERN-LHLDETR

SNI===== GENQTNIVHLPALTRN-IHQYAWDASFSSRASNPSGIGMPAERLGPQWETPR
S8 ===== GDGQPSMIHLPALTRN-THQFAWSASSSSRAN-———— SMPEEGLSP-WDAPR

.k .k . * * * . . *

SS4GN22SGNP2444VHLP2L2RNMIHQFAW4AASSSSRA4S3SGS4MPVER23PHWDAZR

430 440 450 460 470 480

| | I I | I

QR---SNTLEIPLFVPAPELRNVAHGHISRNASG————— ARHVASSSSRTSVQPSP--S-—

SRSIPGNTLEIPMFA-APEVGNFARSQSSRNVTNGNLNSASSVSRTGSTTSVPPPPPPSS

SNQ-EQPLFA-PATDMRQPVHD--LWNFARGSPGSSVD-SLFVPRAGPSSATHTPQP-———

INS-EQPVETTPANETRNPVQDQFCWSFTRGNPSTSGD-SPFVPRAGSSSGIHGLOP———
. * . . .k . * . . .

S2SIEQ2T2EIPAF432P2V423A4WAFSR24PG3S3DS24FVPRAGSS2S2HPP2PPSS

490 500 510 520 530 540

| | | | | |
SPALTPYQONNSLHNQRR--LSENFRRSLLSSLVTQQR-——————-— AARSLAHPASPNEHV
NLAWTSYONSPHYQRRRTERSELARRSLLSSLAADATNQRSGDHPTLRSLAPPASSDGLV
NPTWIPPONAPPHNPSR--TSELSPWSLEPSIESPSASHG--GPLPLLPAGPSVSSNEVT
NPTWVTP-—-—--- HNQSR--ISEVAPWSLEFPSIESESATHG--ASLPLLPTGPSVSSNEAA

* * kko ko o * .

NP2WTP2QON3P3HNQ2RTE4SELA22SL22S2ES4SA3HGSG33LPL22L2P22SSNE4V

550 560 570 580 590 600

| | I I | I
LOSGGDNTSQVHNRASSRAGP---ROGODATGISHSLRGLASTSRGRTRMGASEIRNILE
LOPGGDN-SQOMHNRAYSRAGPLFDRQGDSVVGIPHPLRALAAASRGRSRLMVSQOMONVLD
MPSSSNS---RSHRSRHRRSGLLLERQNELLHLRHIGRSLAADGNGRN-QITISEIRQVLH
APSGSSS———RSHRSRQRRSGLLLERQNDHLHLRHLGRSLAADNDGRN RLISEIRQVLS

-*. * . * * *I<+. * % K e e s e e *

L2SG2D2TSQR22R2RSR222LLL222ND4L22RH42RSLAADSRGRNR44ISEIR2VL4

610 620 630 640 650 660

| | | | | |
HMRRAG---NLRLEDVMLLNQSIMLGAADIHDRYRDMRLDVDNMTYEELLSLEERIGDVC
VMRRDANNNNLRLEDVMLLNHSVLEDGATGHDRYRDMRLDVDNMSYEELLALEERIGDVC
AMRRGE---NLRVEDYMVFDPLIYQGMTDMHDRHREMRLDVDNMSYEELLALGERIGDVS
AMRRGE———NLRFEDYMVFDPLIYQGMAEMHDRHRDMRLDVDNMSYEELLALGERIGDVS

* kK Kk Kk KKk *... KAk ok e kAkAkAhkkAKh Kk eoehkhkkAKhk %k *‘Fk*‘k*

AMRRGENNNNLRLED2M222P2IYQGMADMHDR2RDMRLDVDNMSYEELLALZERIGDV2

670 680 690 700 71; *720
| I I " I

TGLNEETISNRLKQOKYKSSTRSS—-—---QEVEPECVEOEEYKEEEEIGRLERG DF Q
TGVNEETISNRLKORKYKSNTKSP-—-—--QDAEPRCVMOEEY TEGEDMGTLE
TGLSEEVILKAMKOQHKHTSSSPSSVELHONIEPRC IRMOEEYVEGDNLGTL
TGLSEEVILKVMKQHKHTSSAAGS---HQDMEPRC

)k . *‘)\‘ * . **-\k- 7{’ . * .

TGL2EE2IZZRZKQHKZZSST4SSVELHQD4EPCCVCQEEY4EG2DLGTLECGHEFHSQC

OEEYAEGDDLGTL

Kk kk o kkkkKk K sk ok kokk .ok ok
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* 73(|) * 74(|)

At1g45180 IKEWLKOKNLSP I@KTTGLNTANKPQR-
AT5g42940 IKEWLKOKNL@P T@KTTGLNTAKKRRIA
At2gl5530 IKOQWVMIKNIL P I@KTEALKTP--————
At4g34040 VKOQWLMLKNLPT@KTVALST———————
:*:*: * Kk ok k ok Kk kk ok .*.k
Prim.cons. IK2WL2QKNLCPICKTT2LNTA2K222A

Alignment data :
Alignment length : 748

Identity (*) : 137 is 18.32 %
Strongly similar (:) : 96 is 12.83 %
Weakly similar (.) : 88 is 11.76 %

Different : 427 is 57.09 %

Figura 23. Alineamiento de la secuencia proteica de FRL1, FRL2, FRF1 y FRF2 usando el programa ClustalW
En rojo se muestran los aminoacidos conservados. Se resalta en violeta las cisteinas, en azul las histidinas y con
flechas los demas aminoacidos que forman parte de la regidn consenso del dominio RING H2 Finger.

Vi) FRF1 es ubicuo, mientras que FRF2 es mas abundante en tejidos vegetativos que en

reproductivos

Se extrajo ARN total de distintos tejidos de plantas del tipo salvaje (Col) cultivadas en DL a
239C por 6 semanas para analizar si existe variacidén en los niveles de expresién de FRF1, FRF2, FRL1
y FRL2 (Figura 24). Se determind que FRF1 y FRL1 presentan un patrdon de expresion similar en todos
los tejidos ensayados, observandose una menor expresion de FRL1 en hoja. FRF2 mostrd una baja
expresion en la fase reproductiva y FRL2 sdlo se expresd en hojas caulinares.

HR HC T S |

FRF2

FRL1

FRL2

uBQ1o

Figura 24. RT-PCR de punto final

Andlisis de expresidn de los genes FRF1, FRF2, FRL1 y FRL2 en diferentes tejidos de plantas Col relativo a la
expresion de Ubiquitina (UBQ10). Se extrajo ARN total de diferentes tejidos de plantas cultivadas en DL a 232C
por 6 semanas. HR: Hoja de la roseta, HC: Hoja caulinar, T: Tallo, S: Silicua, I: Inflorescencia. Las muestras se
tomaron por triplicado obteniéndose resultados similares.
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VII) FRF2 interacciona in vitro con PFT1

i) Clonado y expresion FRF1 y FRF2 para la produccion de proteina recombinante E. coli

Se comenzd clonando las deleciones FRF1A4337 y FRF24315 en el vector pGEX 4T-2 (GE
Healthcare), a fin de obtener las proteinas recombinantes fusionadas a GST (enzima glutation S
transferasa de Schistosoma japonicum) en su extremo N-terminal. Se probaron varias condiciones de
expresion para obtener las proteinas recombinantes, diferentes temperaturas de induccion (18, 28 y
379C), concentracion de IPTG, etc. y en ningun caso se logré obtener la proteina GST:FRF1A337.

Se logré obtener la proteina recombinante GST:FRF2A315. Sin embargo, bajo todas las
condiciones ensayadas la proteina se localizd en cuerpos de inclusidon y no se detectd en la fraccion
soluble.

Se utilizé la proteina insoluble para producir anticuerpos en conejo. Este anticuerpo permitié
la deteccion de diluciones de la proteina recombinante por Western blot, pero no fue util para
detectar FRF1y FRF2 a partir de extractos proteicos de Arabidopsis.

Se procedid entonces al clonado de las deleciones FRF14337 y FRF2A315 en el vector de
expresion pMAL (New England Biolabs) con el fin de obtener las proteinas recombinantes fusionadas
a MBP (proteina de unidn a maltosa). Nuevamente, sélo se pudo expresar en forma recombinante la
proteina MBP:FRF2A315. Sin embargo, una porcién importante de la proteina de fusiéon a MBP se
localizd en la fraccidn soluble y se purificd utilizando una resina de amilosa (Amilose resin, New

England Biolabs, N2 E8021S).

ii) Experimentos de unién a columna de afinidad

Se utilizo la proteina purificada MBP:FRF2A315 para acoplarla a una resina de sepharose que
contiene como brazo espaciador el dcido 6-aminohexanoico con el grupo carboxi-terminal activado
por esterificacién con N-hidroxisuccinamida (NHS) (NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow, GE
Healthcare, N2 71-5000-14AC). Con esta resina, los ligandos que contienen grupos amino primarios
se acoplan directamente a este éster activado para formar un enlace amida muy estable. Esta resina
con la proteina MBP:FRF2A315 unida covalentemente, se utilizé para ensayar la interaccidn con la
proteina PFT1:Tap proveniente de un extracto proteico de pldntulas pfti-1 PFT1g:Tap. Una vez
sembrada con el extracto proteico de plantulas, la columna se lavd y se eluyeron las proteinas con

glicina a pH 4cido (Figura 25). La proteina PFT1:Tap permanecié retenida en la columna, se observd
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un desprendimiento durante el lavado pero se obtuvo mayor nivel de proteina durante la primera

elucidn. Estos resultados indican que la proteina PFT1:Tap interacciona con MBP:FRF2A315.

MBP:FRF2A315

Ft Lv E1 E2 E3

<4-PFT1:Tap

Figura 25. PFT1 interacciona in vitro con FRF2A315

Experimento de unidn del extracto proteico de pft1-1 PFT1g:Tap a resina de sephrose activada con NHS (300 pl
de resina) conteniendo la proteina FRF2A315 unida covalentemente. Analisis por Western blot de la primera
fraccion del extracto colectada (Ft), fracciones de lavado (Lv) y de elucion (E1, E2 y E3) de la columna. Las
fracciones (1 ml) se concentraron mediante precipitacion con TCA 20% v/v, se resuspendieron en 50 pl de
loading buffer y se sembraron 14 pl de cada una en un gel SDS-PAGE 8%. El experimento se realizé por
duplicado, obteniéndose resultados similares. Anticuerpo PAP dil 1/1000.

Con el fin de eluir a PFT1 como parte de su complejo proteico y en foma nativa, se ensayo la
interaccién de la proteina PFT1:Tap proveniente de un extracto proteico de plantulas pft1-1
PFT1g:Tap con extractos proteicos de E.coli que expresan las proteinas MBP:FRF2A315 o MBP a
modo de control. El extracto proteico de E.coli soluble se acopld a una resina de amilosa y luego de
lavar las proteinas unidas en forma inespecifica se sembré la columna de afinidad con el extracto
proteico total de las pldntulas. Una vez sembrada la columna con el extracto proteico de
Arabidopsis, se lavd la columna y se eluyeron las proteinas con maltosa (Figura 26). Del andlisis de
las fracciones colectadas puede observarse que la proteina PFT1:Tap permanece retenida en la
columna que posee la proteina MBP:FRF2A315 (1%calle, gel superior, Figura 26) y comienza a
desprenderse en el transcurso de los lavados de la columna. Se observé mayor cantidad de proteina
en las fracciones de elucidn y ausencia de las bandas de degradacion, las cuales corresponderian a
productos de degradacidon que no contienen la regién N-terminal y que podrian presentar una
interaccién mas débil con FRF2A315. En cambio, la proteina PFT1 no quedd retenida en la columna
de afinidad que contiene la proteina MBP (32 calle, gel inferior, Figura 26), lo cual muestra que no
existe interaccion de PFT1:Tap con la proteina control ni con la resina. Los resultados indican que

PFT1:Tap interacciona con MBP:FRF2A315, pero esta interaccidn parece ser débil ya que se observé
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un desprendimiento importante de la proteina en las fracciones de lavado. Esto puede deberse a
que las proteinas requieran para su interaccidn de algun otro factor que se encuentre presente en el
extracto proteico de plantas y que no esté presente en el buffer de lavado y elucién. Una posibilidad
es que PFT1, debido a su dominio VWF-A presente en su regién N-terminal, requiera para su

interaccidn con otras proteinas de algun catién divalente.

MBP:FRF2A315

Ft L1 12 13 14 E1 E2 E3 E4

<@-PFT1:Tap

PFT1:Tap

Figura 26. PFT1 Interacciona in vitro con FRF2A315

Anédlisis por Western blot de las fracciones de lavado y elucién obtenidas de columnas de afinidad (resina de
amilosa) con proteinas MBP:FRF2A315 (superior) y MBP (inferior) acopladas a cada columna conteniendo 1 ml
de resina. Se sembraron en cada columna 500 pl de extracto proteico total proveniente de plantulas pft1-1
PFT1g:Tap cultivadas en DL a 232C por 10 dias. LV 1,2,3y4,E 1, 2, 3 y 4 fracciones de lavado y elucién de cada
columna (1 ml), respectivamente. Las fracciones se concentraron mediante precipitaciéon con TCA 20% v/v se
resuspendieron en 50 pl de loading buffer y se sembraron 14 pl de cada una en gel SDS-PAGE 8%. Ft: Fraccidn
inicial del extracto proteico de plantula que se colecta de la columna luego del sembrado.

Input: 3% del extracto proteico total que se sembré en la columna.

El experimento se realizé por duplicado, obteniéndose resultados similares. Anticuerpo PAP dil 1/1000.

VIII)  FRF1y FRF2 afectan la estabilidad de PFT1 in vivo

i) FRF1 y FRF2 promueven la degradacion de PFT1 en ensayos transitorios en Nicotiana

benthamiana

Para determinar si las proteinas FRF1 y FRF2 afectan la estabilidad de PFT1 in vivo se utilizé
la técnica de agroinfiltracién en N. benthamiana. Esta metodologia permite la expresion de
proteinas en forma transitoria y ha sido utilizada con éxito para la coexpresidon de multiples genes

(Liu et al., 2010). Para esto, se clond la secuencia de ADN codificante de FRF1 y de FRF2 en un vector
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binario bajo el promotor constitutivo 35S. Se transformé A. tumefaciens con estos vectores y se co-

infiltraron hojas de N. benthamiana con mezclas de cultivos de A. tumefaciens conteniendo:

1) PFT1g:Tap + 35S + 355::p19
2) PFT1g:Tap + 355::FRF1 + 355::p19
3) PFT1g:Tap + 35S::FRF2 + 355::p19

Cada una de las co-infiltraciones se realizé utilizando igual volumen de cada cultivo y en el
caso de no infiltrar con FRF1 o FRF2, se infiltré con un cultivo conteniendo el vector vacio a modo de
control (35S). Se utilizé el clon gendmico de PFT1 fusionado a la etiqueta Tap, con lo cual PFT1 se
expreso bajo su promotor enddégeno.

p19 codifica para un supresor del silenciamiento génico (Rivas et al., 2002b; Voinnet et al.,
2003) por lo tanto se coinfiltrd siempre con un cultivo que lo contiene de modo tal de lograr una
correcta expresion de los genes de interés.

Tres dias después de la infiltracion, se cosecharon las hojas infiltradas y se analizaron los
niveles de PFT1:Tap, comparando los niveles obtenidos en presencia y en ausencia de FRF1 y/o FRF2
(Figura 27a). El mismo procedimiento se realizé infiltrando hojas de N. benthamiana con cultivos
conteniendo el vector PFT1g:HA en lugar de PFT1g:Tap a fin de independizar los resultados de la
etiqueta utilizada (Figura 27b). Los niveles de PFT1:Tap y PFT1:HA disminuyeron notablemente
cuando se coinfiltré PFT1g:Tap (o PFT1g:HA) junto con 35S::FRF1 o 35S::FRF2, lo cual indica que FRF1
y FRF2 promueven la degradacién de PFT1. Sin embargo, dado que PFT1 se expresa bajo su propio
promotor, con estos resultados no podemos descartar que FRF1 y FRF2 no se encuentren afectando

la transcripcién de PFT1.

98



Capitulo 2

a- b-

PFT1g:Tap + + + + + + + + + + + + PFTIg:HA + + + + + + + + +
355:FRF2 - + - - + - - + - + - 358:FRF2 - + - -+ - + -
355::FRF1 -t + + -t 358:FRF1 - - + - - + - - %
358:P19 + + + + + + + + + + + + 355:P19 + + + o+ o+ 4+ o+ + o+
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Figura 27. La co-expresion de FRF1 y/o FRF2 afecta los niveles de PFT1 in vivo

a- Anadlisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap. Se agroinfiltaron hojas de N. benthamiana con
un supresor del silenciamiento génico (p19) y PFT1g:Tap +/- 35S::FRF1, 35S::FRF2 y 35S. Las muestras se
cosecharon 3 dias después de la agroinfiltracién y se prepararon extractos proteicos totales. Se cuantificd la
cantidad de proteina total y se sembraron 40 pg totales en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%. Se muestra el
resultado de cuatro agroinfiltraciones independientes. Anticuerpo PAP dil 1/1000. En la parte inferior, se
muestra la tincion de la membrana con colorante rojo ponceau que permite analizar los niveles de proteina
rubisco como control de carga.

El grafico inferior muestra la cuantificacion de la banda principal correspondiente a PFT1:Tap usando el
programa Imagel. Las barras representan la media +/- ES de las 4 agroinfiltraciones realizadas.

b- Anédlisis de los niveles de PFT1:HA en 3 agroinfiltraciones independientes. Se sembraron 50 ug de
proteina total en un gel SDS-PAGE. Anticuerpo anti-HA peroxidasa dil 1/500. Se realizd6 el mismo
procedimiento y andlisis que en (a).

Los experimentos se realizaron por duplicado observandose resultados similares.

ii) El dominio RING es necesario para degradar a PFT1

Para determinar si las proteinas FRF1 y FRF2 requieren del dominio RING para promover la
degradacién de PFT1, se introdujeron mutaciones en el dominio RING de FRF2. Se mutaron los
aminodcidos de unién al ligando metdlico en las posiciones 4 y 5, cambiando las histidinas por
alaninas. Los antecedentes muestran que las mutaciones en estas posiciones disminuyen
notablemente la habilidad del dominio RING de promover la ubiquitinacion de proteinas (Lorick et
al., 1999; Stone et al., 2005). Las mutaciones se introdujeron por PCR en el ADNc de FRF2, y el ADNc
de FRF2 mutageneizado se introdujo en un vector binario bajo el promotor constitutivo 35S,

obteniéndose 35S::FRF2 AA.
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Se realizaron coinfiltraciones de hojas de N. benthamiana con cultivos de A. tumefaciens
conteniendo:
1) PFT1g:Tap + 355 + 35S::p19
2) PFT1g:Tap + 355::FRF1 + 35S::p19
3) PFT1g:Tap + 355::FRF2 + 35S::p19
4) PFT1g:Tap + 355::FRF2 AA + 355::p19

Se cosecharon las muestras de las hojas agroinfiltradas y se analizaron los niveles de
PFT1:Tap obtenidos en presencia de FRF1, FRF2 y FRF2 AA (Figura 28a). Nuevamente, los niveles de
PFT1:Tap disminuyeron notablemente en presencia de FRF1 y FRF2. Sin embargo, cuando se
agroinfiltré con la proteina FRF2 con el dominio RING mutageneizado no se observé una disminucion
considerable en los niveles de PFT1:Tap. Los mismos resultados se obtuvieron al agroinfiltrar con
PFT1g:HA (Figura 28b), lo cual demuestra que el efecto del RING es independiente de la etiqueta
utilizada.

Por lo tanto, FRF1 y FRF2 promueven la degradacion de PFT1 in vivo y esta degradacidn
depende del dominio RING H2 Finger presente en estas proteinas. Estos resultados refuerzan la idea

de que FRF1y FRF2 poseen actividad E3 ubiquitin ligasa.
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a- b-
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Figura 28. El dominio RING es esencial para promover la degradacion de PFT1

a- Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap. Se agroinfiltaron hojas de N. benthamiana con el
supresor del silenciamiento génico (pl19) y PFT1g:Tap +/- 35S::FRF1, 35S::FRF2, 35S::FRF2 AA y 35S. Las
muestras se cosecharon 3 dias después de la agroinfiltracidén y se prepararon extractos proteicos totales. Se
cuantificd la cantidad de proteina total y se sembraron 30 pg totales en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%.
Se muestra el resultado de cuatro agroinfiltraciones independientes. Anticuerpos PAP dil 1/1000, anti-
peroxirredoxina dil 1/500 (control de carga). En la parte inferior, se muestra la tincién de las membranas con
colorante rojo ponceau.

El grafico inferior muestra la cuantificacion de la banda principal correspondiente a PFT1:Tap usando el
programa ImagelJ. Las barras representan la media +/- ES de las 4 agroinfiltraciones realizadas.

b- Anadlisis de los niveles de PFT1:HA en 2 agroinfiltraciones independientes. Se sembraron 30 pg de
proteina total en un gel SDS-PAGE. Se muestran las bandas correspondientes a PFT1:HA como asi también sus
productos de degradacion. Anticuerpo anti-HA peroxidasa dil 1/500. La cuantificacion de las bandas de
PFT1:HA se realizo sélo para las muestras de la agronfiltracion de la izquierda.

1X) Aproximaciones genéticas para estudiar el rol de FRF1 y FRF2 in vivo

Para estudiar el rol de FRF1 y FRF2 in vivo, especialmente en la regulacion de la floracién, se
aislaron las mutantes insercionales de T-DNA homocigotas para los genes FRF1 (At2g15530) y FRF2
(At4g34040) obtenidas de lineas insercionales generadas en el “SALK Institute”, en “Singenta” y en el
Instituto Max Planck (proyecto GABI Kat) y se generaron por cruzamiento las plantas dobles
mutantes.

Se analizaron y secuenciaron tres lineas insercionales segregantes independientes para
FRF1. En una de ellas el T-DNA se encontraba insertado fuera del gen (SALK_008745), en otra la

insercidon no pudo detectarse por PCR (SALK_150987) y en la tercera, que fue la utilizada para los
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experimentos genéticos (SALK_048290, frf1-1), el T-DNA se encontraba insertado dentro de un
intrén y pudo detectarse por PCR (Figuras 29a y 30a).

Para la mutacién del gen FRF2, se obtuvieron dos lineas insercionales independientes
confirmadas por secuenciacién (Figura 29b). frf2-1 corresponde a una mutante insercional obtenida
en Singenta, SAIL _870_BO03 vy frf2-2 corresponde a una mutante insercional obtenida en el Instituto

Max Planck, GABI_587C07 (Figura 30b).

a-

FRF1 T-DNA:frf1-1
V4
i I—_—l—l—.—__—
P2
ATG STOP
b- T-DNA:
FRF2 frf2-1 frf2-2
P1 vv
— L
—-—_ —ii ——
P2
ATG STOP

Figura 29. Esquema correspondiente a los genes FRF1 y FRF2 y a las inserciones de T-DNA utilizadas
Estructura de los genes FRF1 (a) y FRF2 (b). Las lineas representan los intrones y los rectangulos azules los
exones. Se indica el lugar donde se encuentra la insercién de T-DNA confirmada por secuenciacion en cada una
de las mutantes. P1 y P2 corresponden a los oligonucleétidos iniciadores utilizados para el analisis por PCR de
cada una de las mutaciones (Ver materiales y métodos).

a- frf1-1  frfi-1
frfil-1  frf2-1 frf2-2 Col _

lnserdénfrfl_l 4’“

b- frf1-1 frf1-1
frf2-1 frf2-1  Col frf2-2 frf2-2  Col

Insercidn frf2-2
Insercion frf2-1

Figura 30. Genotipificacidn de las mutantes insercionales para los genes FRF1y FRF2

Analisis por PCR de las mutaciones frf1-1 (a) y frf2-1 y frf2-2 (b) con 3 oligonucledtidos por reaccién. Dos de
ellos amplifican los genes salvajes (banda observada en Col, 570 pb (a) y 468 pb (b)) y uno de ellos alinea en la
insercion de T-DNA y permite amplificar las inserciones en las plantas mutantes. Se muestran las bandas
correspondientes a las inserciones frf1-1 (400 pb), frf2-1 (250 pb) y frf2-2 (320 pb) obtenidas al amplificar el
ADN gendmico de cada una de las mutantes y dobles mutantes con los 3 oligonucleétidos.
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Se analizé la expresion de los genes FRF1 y FRF2 en las mutantes insercionales obtenidas por
RT-PCR de punto final y se observd que en la mutante frf1-1 el gen continuaba expresandose en
forma significativa (Figura 31a). En las mutantes para el gen FRF2 no se observé expresion del gen

(Figura 31b).

a- b-
frfl-1 Col frf2-2 Col

frf2-1

Figura 31. RT-PCR de punto final

Andlisis de expresidn de los genes FRF1 (a) y FRF2 (b) en las mutantes insercionales frf1-1, frf2-1y frf2-2 y en
plantas Col relativo a la expresidn de ubiquitina (UBQ10). Se extrajo ARN total de 10 plantas frf1-1, 6 plantas
frf2-1, 5 plantas frf2-2 y 4 plantas Col cultivadas en DL a 232C por 3 semanas. *Corresponde a una banda
inespecifica.

Dado que el alelo frf1-1 se expresd en forma significativa se analizd la expresion de FRF1 y

FRF2 en la doble mutante frf1-1 frf2-1 empleando RT-PCR en tiempo real (Figura 32).
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ARNm de FRF1 (relativo a UBQ10)
Normalizacion de los niveles de
ARNm de FRF2 (relativo a UBQ10)
I

o

Col frf1-1 frf2-1 Col frf1-1 frf2-1

Figura 32. Cuantificacion de los niveles de ARNm de FRF1 y FRF2 en doble mutante frf1-1 frf2-1

Medicidn de los niveles de ARNm de FRF1 (a) y FRF2 (b) relativo a la expresion de UBQ10 de plantulas Col y de
la doble mutante frf1-1 frf2-1. Se extrajo ARN total de plantulas cultivadas en LC a 232C por 8 dias. Las barras
representan la media +/- ES de tres muestras independientes analizadas por triplicado.

Como puede observarse en la Figura 32, el alelo frf1-1 no es nulo ya que se expresa en mas
de un 20% en la doble mutante frf1-1 frf2-1. Debido a estos resultados se decidié emplear
microRNAs artificiales (amiRNAs) dirigidos para silenciar los genes FRF1 y FRF2 y los genes FRL1
(At1g45180) y FRL2 (At5g42940). Se generaron plantas transgénicas expresandolos bajo un
promotor constitutivo 35S. Esta metodologia ha resultado de suma utilidad en el silenciamiento de
multiples genes de Arabidopsis y consiste en generar plantas transgénicas que expresen bajo un

promotor constitutivo un microRNA mutageneizado de forma tal que silencie genes individuales o
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grupos de genes (Schwab et al., 2005; Schwab et al., 2006; Ossowski et al., 2008). Esta metodologia
produce un silenciamiento génico tanto a nivel transcripcional, como post-transcripcional.

Se disefiaron tres amiRNAs diferentes para silenciar los genes FRF1 y FRF2 (denominados V,
Ay B) y tres para silenciar FRL1 y FRL2 (denominados C, D y E) (Figura 33a). Ademas, dado que no se
pudo disefiar un Unico amiRNA capaz de silenciar los cuatro genes juntos, se realizaron
construcciones fusionando dos amiRNAs en tdndem, de forma tal de silenciarlos con un Unico evento
de transformacion (Niu et al., 2006). Estos amiRNAs se denominaron AE y VC (Figura 33b). En la
Tabla 7, se muestran las plantas transgénicas homocigotas que contienen la insercidon en un sélo
locus obtenidas luego de las transformaciones con los vectores binarios que contenian los diferentes
microRNAs artificiales.
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Figura 33. Obtencion de microRNAs artificiales para silenciar los genes FRF1, FRF2, FRL1y FRL2

a- Estructura del pre-miRNA 319 (286 nucledtidos) representado en su forma de horquilla en el que se
encuentran reemplazados el miRNA319 y el miRNA*319 por amiRNA V y amiRNA* V, a modo de ejemplo. Se
indican los oligonucledtidos iniciadores utilizados para la obtencidn por PCR de los precursores amiRNAs, tal
como se detalla en Materiales y Métodos vy los sitios de clonado. Esquema representativo de la construccion
obtenida luego del clonado en el vector binario. b- Esquema representativo de la construccidn utilizada para
fusionar dos amiRNas en tdndem (VC). Se indican los oligonucleétidos iniciadores V y VI utilizados para la
obtencidn de la construccidn por ligacién por PCR, tal como se detalla en Materiales y Métodos.
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Denominacion de la
planta transgénica

N2 de lineas transgénicas
independientes, homocigotas con

Genes silenciados por los
amiRNAs que expresan estas

inserciones en un soélo locus (T3) plantas
obtenidas del total de plantas
analizadas
Col amiRNA V CHF3 2(120.2y 129.4)
Col amiRNA A CHF3 2(3.1y10.2) FRF1y FRF2
Col amiRNA B CHF3 1(24.6)
Col amiRNA C CHF3 3(28.1,107.4y 118.2)
Col amiRNA D CHF3 1(32.1) FRL1y FRL2

Co

amiRNA E CHF3

Col amiRNA AE CHF3

Col amiRNA VC CHF3

2 (40.5y 41.2)
4 (283.6,284.7, 286.1y 287.5)

6 (329.2, 330.4, 331.6, 332.4, 3335 y

334.7

Fusion de 2 amiRNAs:
FRF1,FRF2, FRL1y FRL2

Tabla 7. Resumen de la denominacidn utilizada para las plantas transgénicas que sexpresan los amiRNAs. La
numeracién resaltada corresponde a las plantas utilizadas en los experimentos que se describiran a

continuacion.

Una vez obtenidas las lineas transgénicas que expresan los amiRNAs se analizo el nivel de
ARNm de cada uno de los genes por RT-PCR cuantitativa (Figura 34). El nivel de ARNm de cada uno
de los genes presenté diferencias de acuerdo a la linea transgénica utilizada. Se observé en general
una disminucion importante de los niveles de expresion, por lo tanto se utilizaron estas lineas

transgénicas que expresan amiRNAs y la doble mutante insercional para analizar los niveles de

proteina PFT1 y para realizar los experimentos de floracién.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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i) La expresion de FRF1 y FRF2 afecta los niveles de la proteina PFT1 in vivo

A partir de la doble mutante insercional frfl1-1 frf2-1 y de la linea transgénica pfti-1
PFT1g:Tap, se obtuvieron por cruzamiento y luego de varias generaciones plantas mutantes
homocigotas para frfl1, frf2 y pftl que contenian la fusiéon PFT1:Tap (frf1-1 frf2-1 pft1-1 PFT1g:Tap).
Estas lineas se utilizaron para determinar si los niveles de la proteina PFT1 eran mayores en las
plantas que no expresan (o presentan baja expresion) los genes FRF1 y FRF2 (Figura 35). Los niveles
de PFT1:Tap fueron considerablemente mayores en las plantas mutantes para FRF1 y FRF2, lo cual

refuerza la hipdtesis de que FRF1 y FRF2 promueven la degradacién de PFT1 in vivo.

1 2 3 4 5 6 7

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Niveles relativos de
proteina

frf1-1 frf2-2 pft1-1
pftl-1 PFT1g:Tap PFT1g:Tap

Figura 35. La disminucion en la expresion de FRF1 y FRF2 produce un aumento en los niveles de PFT1

Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap. Se prepararon extractos proteicos totales de plantulas
cultivadas en DL a 232C por 10 dias, se cuantificd la cantidad de proteina total y se sembraron 100 pg totales
en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%. Calle 1, 4 y 5: extracto proteico obtenido de plantulas pft1-1
PFT1g:Tap. Calle 2, 3, 6 y 7: Extracto proteico obtenido de plantulas frf1-1 frf2-1 pft1-1 PFT1g:Tap. Anticuerpo
PAP dil 1/1000.

Cuantificacidn de la banda principal PFT1:Tap utilizando el programa Image). Las barras representan la media
+/-ES de las bandas presentes en la placa radiografica, 4 muestras independientes para frf1-1 frf2-1 pftl-1
PFT1g:Tap y 3 muestras independientes para pft1-1 PFT1g:Tap.

Para corroborar los resultados obtenidos, se utilizaron los amiRNAs disefiados para silenciar
los genes FRF1, FRF2, FRL1 y FRL2 para transformar plantas pftl-1 PFT1g:Tap. Se obtuvieron las
plantas transgénicas homocigotas con insercidn en un sdlo locus y se utilizaron estas plantulas (pft1-
1 PFT1g:Tap amiRNA VC CHF1) para determinar los niveles de PFT1:Tap en comparacion con los
niveles presentes en las plantulas pftl-1 PFT1g:Tap que presentan los cuatro genes funcionales
(Figura 36). En forma analoga a lo observado con las lineas mutantes para FRF1 y FRF2, al silenciar
los genes FRF1, FRF2, FRL1 y FRL2 se observé un incremento en los niveles de PFT1 lo cual sugiere

que estas proteinas se encuentran involucradas en la degradacién de PFT1.
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Figura 36. El silenciamiento de los genes FRF1, FRF2, FRL1 y FRL2 produce un aumento de los niveles de PFT1
Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:Tap. Se prepararon extractos proteicos totales de plantulas
cultivadas en DL a 23°C por 10 dias, se cuantificé la cantidad de proteina total y se sembraron 50 ug totales en
cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%. Se muestran dos experimentos independientes. a- Calles 1 y 2: extracto
proteico obtenido de plantulas pft1-1 PFT1g:Tap, calles 3 y 4: extracto proteico obtenido de plantulas pfti-1
PFT1g:Tap amiRNA VC CHF1. Anticuerpo PAP dil 1/1000, anti-peroxirredoxina dil 1/500 (control de carga). b-
Calles 1 y 3: extracto proteico obtenido de plantulas pft1-1 PFT1g:Tap, calles 2, 4 y 5 extracto proteico
obtenido de plantulas pft1-1 PFT1g:Tap amiRNA VC CHF1. Anticuerpo PAP dil 1/1000. Tincion de membrana
con rojo ponceau, muestra los niveles de proteina rubisco como control de carga. ¢c- Cuantificacion de la banda
principal PFT1:Tap utilizando el programa Imagel. Las barras representan la media +/-ES de las bandas
observadas en el Western blot, 4 muestras independientes para pft1-1 PFT1g:Tap y 5 muestras independientes
para pftl-1 PFT1g:Tap amiRNA VC CHF1.

ii) FRF1y FRF2 acttian como activadores de la floracion

Como PFT1 se encuentra involucrada en regular la floracidn, se utilizaron las lineas mutantes
insercionales de T-DNA para los genes FRF1 y FRF2 para caracterizar si estas mutantes presentan
algun tipo de alteracién en su tiempo de floracién. Se cultivaron las plantas en condiciones de DL a
239C y se determind el numero de hojas totales presentes al momento de la aparicion de las
primeras flores. Se realizaron cinco experimentos independientes con las mutantes insercionales
frf1-1, frf2-1, la doble mutante frfl-1 frf2-1 y una linea transgénica sobreexpresante de FRFI
(35S::FRF1) (Figura 37a). En todos los casos se compardé la media del nimero de hojas totales con los
valores obtenidos para Col y la mutante pft1-1. Se observé que las plantas doble mutante frfi-1 frf2-
1 florecen significativamente mds tarde que Col con un fenotipo de floracién tardia similar a la
mutante pft1-1, lo cual indica que FRF1y FRF2 se encuentran involucrados en regular la floracion.

Dados los resultados obtenidos, se obtuvo por cruzamiento la triple mutante frf1-1 frf2-1

pftl-1y se realizaron experimentos de floracion en DL a 232C (Figura 37b). La triple mutante frf1-1

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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frf2-1 pfti-1 florecié significativamente mas tarde que la doble mutante frf1-1 frf2-1. Estos
resultados indican que FRF1 y FRF2 promueven la floracién aun en ausencia de PFT1, con lo cual
podrian estar regulando la floracidn por una via independiente a la de PFT1. Podrian, por ejemplo,
interaccionar con otros componentes del complejo MEDIATOR.
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Figura 37. FRF1 y FRF2 son activadores de la floracién

Se midid el numero total de hojas al momento de la floracion (hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas
cultivadas en DL a 239C. a- Las barras representan la media +/- ES de cinco experimentos independientes con
un total de al menos 58 plantas por cada genotipo. Los valores indicados con * son estadisticamente
significativos en comparacion con los valores de Col (p < 0,01) al analizarlos por ANOVA tipo Il para
experimentos repetidos con contraste de Bonferroni. b- Las barras representan la media +/- ES de al menos 22
plantas por cada genotipo. Al comparar las medias por ANOVA de un factor con contraste de Bonferroni se
obtuvo que los valores de frfl-1 frf2-1 pft1-1 son estadisticamente diferentes de Col (p<0,0001), de frf1-1 frf2-
1 (p<0,0001) y de pft1-1 (p<0,003). Los valores de Col son estadisticamente diferente de pft1-1 (p<0,0001) y de
frf1-1 frf2-1 (p<0,01). El experimento se repitié obteniéndose resultados similares.
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Dado que el alelo frf1-1 no es nulo y presenta niveles importantes de ARNm (15-20%)
(Figuras 32a y 34a), se realizdé el mismo tipo de experimento utilizando las lineas transgénicas que
expresan microRNAs artificiales disefiados para silenciar los genes FRF1, FRF2 y/o FRL1, FRL2 (Tabla
7). En primer lugar se cultivaron 19 lineas transgénicas independientes en DL a 232C y se comparé la
media del niUmero total de hojas al momento de la floracién con el valor obtenido para Col. Cuatro
de las lineas contenian amiRNAs disefiados para silenciar los genes FRF1 y FRF2, seis para FRL1 y
FRL2 y nueve para FRF1, FRF2, FRL1 y FRL2 (Figura 38a). De las cuatro lineas que expresan amiRNAs
para silenciar FRF1 y FRF2, dos retrasaron la floracién en forma significativa (B24.6 y V129.2). Estas
lineas transgénicas contienen microRNAs artificiales diferentes disefiados para silenciar los mismos
genes lo cual disminuye la posibilidad de que el resultado se deba a un silenciamiento de genes
inespecificos (off-targets). Con respecto a los genes homodlogos a FRF1y FRF2 (FRL1 y FRL2), de las
seis lineas transgénicas independientes analizadas, tres de ellas retrasaron la floracion en forma
significativa (C107.4, C118.2 y E40.5) y corresponden a dos amiRNAs diferentes. Si bien no existe
evidencia de que estas proteinas FRL1 y FRL2 interaccionen con PFT1, se observé que son capaces de
regular la floracion, con lo cual podrian estar actuando por un mecanismo independiente al de PFT1.

Se construyeron dos combinaciones diferentes de amiRNAs construidos en tdndem para
silenciar los cuatro genes en un solo evento de transformacion, AE y VC. De las cuatro lineas
transgénicas independientes analizadas para la combinacion AE, un 50% de ellas mostré un retraso
en el tiempo de floracién (AE284.7 y AE286.1), mientras que para la combinacién VC un 40% de las
lineas analizadas mostro este fenotipo. Por lo tanto, utilizando microRNAs artificiales diferentes se
logré disminuir la expresidn de los genes de interés y obtener lineas transgénicas que mostraron un
tiempo de floracidn retrasado con respecto a Col.

Se repitié el experimento de floracién utilizando las lineas transgénicas que presentaron
fenotipo de floracidn tardio estadisticamente significativo y que ademas habian sido utilizadas para
la medicidn de la expresidn génica por qRT-PCR (Figura 34 y Figura 38b). Se observd en todas las
lineas analizadas un aumento significativo en el nimero total de hojas al momento de la floracion.
Por lo tanto, las plantas que expresan los amiRNAs disefiados para silenciar tanto a FRF1 y a FRF2,
como los disefiados para silenciar a FRLI y FRL2 mostraron un retraso significativo en el tiempo de
floracién. Lo mismo ocurrid con las plantas que expresan la fusiéon de los dos amiRNAs y que
silencian los cuatro genes. Estos resultados coinciden con lo observado en las mutantes insercionales
de T-DNA frf1-1 frf2-1 e indican que estas proteinas tienen un papel importante en la regulacién de

la floracion.

110



Capitulo 2

Q
O

Tiempo de floracion (N2 total de hojas)
=
N

AE vC VC
284.7 286.1 283.6 287.5 329.2 330.4 331.6 332.4 3335

N
(O]

N
o
*
*
*

% %k %

* k% * % %

*okk
I I *xx 5k .
“\ “\ ||| |I| |||EE
v Ve

Col V1292 B246 C1182 E405 AE  AE  \C VC
284.7 286.1 330.4 3327 3335

[uny
(2}

=
o
1

w
1

Tiempo de floracién (N2 total de hojas) '

o
1

Figura 38. Medicion del tiempo de floracion en lineas transgénicas que expresan amiRNAs

Se midié el nUmero total de hojas al momento de la floracidn (hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas
cultivadas en DL a 239C. Las barras representan la media +/-ES de (a) al menos 10 plantas por genotipo, (b) al
menos 6 plantas por genotipo. Las lineas A, V y B expresan distintos amiRNAs disefiados para silenciar FRF1 y
FRF2 y las lineas C, D y E expresan distintos amiRNAs disefiados para silenciar FRL1 y FRL2. Las lineas AE y VC
expresan fusiones de 2 amiRNAs diferentes para silenciar los 4 genes.

Los valores indicados con * son estadisticamente significativos en comparacidn con los valores de Col (p <
0,027 por ANOVA de un factor con contraste de Bonferroni).
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Dos lineas transgénicas que expresan diferentes fusiones de amiRNAs (AE284.7 y VC330.4)
presentaron ademas del fenotipo de floracién tardia un fenotipo particular. Estas plantas al ser
cultivadas en DL a 232C fueron mas pequeiias, presentaron inflorescencias mds cortas y con mayores
ramificaciones que las plantas del tipo salvaje y presentaron un fenotipo caracteristico de hojas
curvadas (Figura 39). Estas dos lineas fueron, ademas, las que presentaron niveles mas bajos de
ARNm de FRF1, FRF2 y FRL2 cuando se analizaron por qRT-PCR (Figura 34) y las que mostraron
fenotipo de floracién mas tardio (Figura 38). Dado que este efecto fenotipico se produjo con dos
amiRNAs distintos, es poco probable que estos fenotipos sean producto de interacciones de los
amiRNAs con genes inespecificos (off-targets).

Las caracteristicas presentadas por estas dos lineas transgénicas sugieren que estas
proteinas podrian, ademas de regular la floracion, tener otras funciones, lo cual es esperable dado

que interaccionan con un componente del complejo MEDIATOR.

Col

VC330.4

Col

AE284.7

Figura 39. Fenotipo presentado por dos lineas que expresan amiRNAs diferentes

a- Dos lineas que sobreexpresan dos fusiones amiRNAs diferentes (VC330.4 y AE284.7) presentan una
morfologia similar: sus inflorescencias son mas cortas y ramificadas que Col y sus hojas de roseta son curvadas.
b- Hojas de la roseta de las lineas transgénicas amiRNA VC330.4 y AE284.7 comparadas con las hojas de
la roseta de Col. En VC330.4 se muestran ademas 2 hojas caulinares, ultimas dos de la derecha.
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X) El dominio activador transcripcional VP16 convierte a PFT1 en un represor de la floracién

PFT1 es un activador de la floracién y como las proteinas FRF1 y FRF2 median su
degradacion, las plantas que presentan una disminucién en los niveles de ARNm de estos genes
presentan un mayor nivel de proteina PFT1 (Figuras 35 y 36). Al elevar los niveles de PFT1, se
esperaria observar un fenotipo de floracién temprana tal como ocurre en las plantas transgénicas
sobreexpresantes de PFT1. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, se observé que tanto las
mutantes insercionales de T-DNA de FRF1 y FRF2, como las lineas transgénicas que expresan
amiRNAs que silencian a FRF1, FRF2, FRL1 y FRL2 florecen mas tarde que Col (Figuras 37 y 38). Una
posibilidad es que FRF1 y FRF2 puedan regular la floracion en forma, al menos parcialmente,
independiente de PFT1. La otra posibilidad es que los niveles de proteina PFT1 pueden no estar
correlacionados con su capacidad transcripcional, dado que en algunos casos la degradacion de
algunos factores de transcripcion puede ser necesaria para su funcion (Collins & Tansey, 2006)

Como el dominio activador transcripcional del virus del herpes simplex humano tipo 1
(VP16) ha sido ampliamente utilizado para activar factores de transcripcion en plantas (Busch et al.,
1999; Parcy et al., 2002; Bensmihen, S. et al., 2004; Matsuo & Banno, 2008; Hervé et al., 2009; Koo
et al., 2010), se generaron plantas transgénicas fusionando PFT1 gendmico al dominio activador
VP16, con el fin de determinar si esta fusion promovia el accionar de PFT1. La etiqueta utilizada
contiene 79 aminodcidos, dentro de los cuales se encuentra el dominio acidico C-terminal del
activador transcripcional de la proteina 16 del virus del herpes simplex (30 aminoacidos). Esta
etiqueta se subclond en el clon gendmico de PFT1 de forma tal de obtener la proteina con la fusién
VP16 en el extremo C-terminal. Las fusiones al extremo C-terminal de PFT1 generadas en nuestro
laboratorio (PFT1:Tap, PFT1:HA, PFT1:GR, PFT1:GR-HA y PFT1:GFP) fueron todas funcionales y
capaces de complementar el fenotipo de floracidn tardia de las mutantes pft1-1.

Con las lineas transgénicas que contenian la fusion PFT1g:VP16 se realizaron experimentos
de floracion. Estos experimentos se realizaron en el contexto de plantas del tipo salvaje, es decir
plantas Col transformadas con la construccién PFT1g:VP16 en un vector binario y en el contexto de
plantas mutantes pftl1-1 transformadas con esta construccién, donde no hay expresiéon de PFT1
enddgeno. Se determind el nUmero de hojas totales al momento de la floracién y se comparé con el
valor obtenido para Col y pft1-1, respectivamente (Figura 40). Como puede observarse en el gréfico,
a diferencia de lo esperado, el dominio activador VP16 no promueve el accionar de PFT1
favoreciendo una floracién temprana, sino por el contrario las plantas transgénicas con la fusion al
VP16 florecen mas tarde respecto al control tanto en el contexto Col como en el de la mutante pft1-

1, donde es aun mas aguda esta diferencia. Esta diferencia en el tiempo de floracién no puede
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atribuirse a que la proteina PFT1:VP16 no sea funcional ya que existen multiples evidencias de que
las fusiones al C-terminal de PFT1 son funcionales in vivo (Figura 12), aun utilizando etiquetas de
mayor peso molecular que el VP16. La fusién de PFT1 al VP16 no sélo no promueve el accionar de
PFT1, sino por el contrario estaria convirtiendo a PFT1 en un represor de la floracion, ya que el
tiempo de floracién de las plantas transgénicas pft1-1 PFT1g:VP16 supera en mas de un 50% al de la
mutante pft1-1.

Estos resultados indican que el rol de PFT1 es complejo y que no se puede esperar una
relacion simple con la induccidon de la floracién. Podria ocurrir que, como parte del complejo
MEDIATOR, PFT1 pueda influir en distintas vias que afecten la floracion en forma antagodnica y
entonces, dependiendo de la via que fuera mas afectada, se observara el resultado final, promocion

o inhibicion de la floracion.
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Figura 40. La fusion de PFT1 al dominio activador VP16 convierte a PFT1 en un represor de la floracion

Se midié el nUmero total de hojas al momento de la floracidn (hojas de la roseta + hojas caulinares) de plantas
cultivadas en DL a 23°C. Se analizaron dos lineas transgénicas independientes del background Col y del
background pftl-1y plantas sobreexpresantes de PFT1 (PFT1:0X). Las barras representan la media +/- ES de al
menos 12 plantas por genotipo. Los valores indicados con * son estadisticamente significativos en
comparacion con los valores de Col (p < 0,0054) o pft1-1 (p < 2,3x107) por ANOVA de un factor con contraste
de Bonferroni.
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XI) La degradacion de PFT1 podria ser necesaria para promover su actividad transcripcional

El rol transcripcional de PFT1 es complejo y se ha demostrado que varias proteinas F-Box de
levaduras y mamiferos son capaces de promover la degradacién de factores de transcripcién, pero a
su vez promover coordinadamente su actividad transcripcional (Kim et al., 2003; Lehr et al., 2003;
Perissi et al., 2004; Muratani et al., 2005). Se decidié analizar la estabilidad de la proteina PFT1:GR-
HA en extractos proteicos de plantulas pft1-1 PFT1g:GR-HA cultivadas en presencia o ausencia de
DEX a fin de determinar si su funcién transcripcional tenia correlacidn con su baja estabilidad. Tal
como se estudid en el Capitulo 1, las plantas transgénicas que presentaron fusiones de PFT1g al GR,
en presencia de DEX, recuperaron el fenotipo normal de las hojas y se aceleré su tiempo de
floracién, floreciendo alin mds temprano que el control tipo salvaje. En presencia de DEX, PFT1 se
estaria traslocando al nucleo y seria capaz de activar la floracion. Se analizd la estabilidad a
temperatura ambiente de extractos proteicos obtenidos de plantulas pft1-1 PFT1g:GR-HA cultivadas
durante 10 dias en medio de cultivo MS +/- DEX 1 uM (Figura 41). Cuando las plantulas se cultivaron
en presencia de DEX, la estabilidad de PFT1 disminuyé notablemente respecto al control. El
experimento se realizd con dos lineas transgénicas independientes, en una de ellas (1.5) luego de 5
minutos de incubacion a temperatura ambiente los niveles de PFT1:GR-HA disminuyeron
considerablemente cuando las plantas se cultivaron en presencia de DEX. En la otra linea transgénica
(5.1), la estabilidad de PFT1:GR-HA en presencia de DEX fue tan baja, que no logré detectarse la
proteina en su forma completa aln al comienzo de la incubacion.

Estos resultados indican que la degradacion de PFT1 ocurre en mayor medida en el nucleo y
son un indicio de que esta degradacién puede ser necesaria para que pueda cumplir su funcién

transcripcional.
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Figura 41. La degradacion de PFT1 ocurre mayormente en el niicleo

Analisis por Western blot de los niveles de PFT1:GR-HA y de sus productos de degradacion. Se prepararon
extractos proteicos totales de dos lineas independientes de plantulas pft1-1 PFT1g:GR-HA (1.5 y 5.1) cultivadas
en DL a 232C por 10 dias, en MS + DEX 1 pM o MS + etanol 0,0096% v/v. Los extractos proteicos se incubaron a
temperatura ambiente y se colectaron muestras a los 0, 5, 10, 30 y 120 minutos de comenzada la incubacion.
Las reacciones se detuvieron inmediatamente agregando un volumen de loading buffer e hirviendo por 5
minutos. Se sembraron 7 pl de extracto proteico total en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%. Anticuerpo anti-
HA peroxidasa dil 1/500. En la parte inferior se muestra la tinciéon de una de las membranas con rojo ponceau
que muestra los niveles de proteina rubisco como control de carga.

Para ahondar en la relacién entre la degradacion de PFT1 y su funcidn transcripcional, se
cultivaron plantas pft1-1 PFT1g:HA y pft1-1 PFT1g:GR-HA en presencia y ausencia de DEX y se analizo
por un lado su tiempo de floracion y por el otro los niveles de proteina PFT1:HA y PFT1:GR-HA
(Figura 42). Como ocurrid con las lineas pft1-1 PFT1g:GR (Figuras 7 y 10), en presencia de DEX las
plantas pfti-1 PFT1g:GR-HA florecieron significativamente mas temprano que las plantas pft1-1
PFT1g:HA, lo cual indica que la traslocacion de PFT1 al ndcleo no sélo complementa el fenotipo de
floracién tardia de pft1-1 sino que acelera su tiempo de floracion. Como era de esperar no se
observaron diferencias en los niveles de proteina PFT1:HA cuando las plantulas fueron cultivadas en
presencia o ausencia de DEX, como asi tampoco en su tiempo de floracion, por lo tanto la DEX no
tiene un efecto intrinseco en el tiempo de floracién ni en los niveles de PFT1:HA. Sin embargo, al
comparar los niveles de proteina PFT1:GR-HA obtenidos de extractos proteicos totales de plantulas
cultivadas en presencia y ausencia de DEX, se determind que en presencia de DEX los niveles de
PFT1:GR-HA fueron aproximadamente un 50% menores que en ausencia de DEX.

Al comparar los niveles de proteina PFT1:GR-HA con los de PFT1:HA es que surgen hipotesis
interesantes. Como se observa en la Figura 42b, los niveles de PFT1:GR-HA son bastante menores
que los de PFT1:HA, independientemente de la presencia o ausencia de DEX. Este experimento se
repitid con tres lineas transgénicas independientes para cada etiqueta, observandose el mismo

resultado. A pesar de que los niveles de PFT1:GR-HA son mas bajos, al agregar DEX su efecto en la
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floracién es mayor (Figura 42a), obteniéndose una relacidn inversa entre la floracidn y los niveles de
proteina. Estos resultados sugieren que la degradacion de PFT1 podria ser necesaria para que pueda
activar la floracidn. De todas formas, dado que en ausencia de DEX los niveles de PFT1:GR-HA fueron
menores que los de PFT1:HA, no se puede descartar que el anticuerpo utilizado detecte en forma

mas eficiente a la proteina PFT1:HA que a la PFT1:GR-HA, debido a la presencia de la etiqueta GR.

Como conclusion general de estos uUltimos experimentos, se propone que PFT1 actua en el
nucleo dénde es degradada via proteasoma por un mecanismo que involucraria al menos a FRF1 y

FRF2 y que esta degradacion podria ser necesaria para que pueda activar la floracién.
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Figura 42. La degradacion de PFT1 es necesaria para promover la floracion

a- Se midid el numero total de hojas al momento de la floracion (hojas de la roseta + hojas caulinares)
de plantas cultivadas en LC a 232C en medio de cultivo MS +/- DEX 1 uM. Las barras representan la media +/-ES
de al menos 25 plantas por cada genotipo para cada condicién de crecimiento. * Indica que pft1-1 PFT1g:GR-
HA cultivada en presencia de DEX florecid estadisticamente mas temprano que pftl-1 PFT1g:GR-HA cultivada
en ausencia de DEX con (p < 4,5x10'28) y que pft1-1 PFT1g:HA cultivada en presencia de DEX (p < 1,7x10’18) por
T-Test.

b- Anadlisis por Western blot de los niveles de PFT1:HA y PFT1:GR-HA. Se prepararon extractos proteicos
totales de dos lineas independientes de plantulas pft1-1 PFT1g:GR-HA (1.5 y 2.6) y de plantulas pft1-1
PFT1g:HA cultivadas en LC a 232C por 10 dias en MS + DEX 1 uM o MS + etanol 0,0096% v/v, se cuantifico la
cantidad de proteina total y se sembraron 40 pg totales en cada pocillo en un gel SDS-PAGE 8%. En la parte
inferior se muestra la tinciéon de las membranas con rojo ponceau que muestra los niveles de proteina rubisco
como control de carga.

c- Cuantificacion de la banda principal correspondiente a PFT1:GR-HA usando el programa Image). Las
barras representan la media +/- ES de las 2 bandas observadas en el Western blot.
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DISCUSION

El objetivo general de este trabajo fue tratar de comprender el rol que juega PFT1 a nivel
bioquimico en la regulacién de la floracién. Como parte del complejo MEDIATOR de Arabidopsis
thaliana, PFT1 se encuentra regulando la transcripcidon génica y es probable que regule muchos
procesos fisiolégicos en plantas. Como objetivo particular se estudié la funcién que cumplen dos
proteinas que interaccionan con PFT1 en su estabilidad y en la regulacion de la floracion.

A partir del andlisis de los niveles de PFT1 en distintos tejidos de Arabidopsis se observé que
la proteina se encuentra presente en todos los tejidos ensayados, obteniéndose mayores niveles en
silicua y en inflorescencias (Figura 13). Si bien no existen indicios de que PFT1 se encuentre regulada
por factores ambientales, no puede descartarse esta posibilidad, en particular una regulacién por
temperatura dado que en plantulas cultivadas bajo temperaturas subdptimas (162C) se observé un
leve aumento en los niveles de PFT1 (Figura 14b). Es necesario realizar estudios mas completos para

confirmar esta observacion.

PFT1 se degrada via proteasoma

La proteina PFT1 presenta una vida media muy corta. Durante la incubacién a temperatura
ambiente de un extracto proteico de Arabidopsis se observa la aparicion inmediata de productos de
degradacién y luego de 30 minutos los niveles de PFT1 bajan considerablemente, alin en presencia
de inhibidores de proteasas (Figura 15). Sin embargo, la estabilidad de PFT1 aumenta cuando el
extracto proteico se incuba en presencia de inhibidores de proteasoma (MG132), observandose
niveles considerables de proteina aun luego de dos horas de incubacion a temperatura ambiente.
Ademas, cuando el extracto proteico se incuba en presencia de ATP, la degradacion se acelera
notablemente, otro indicio de que la degradacidn ocurre via proteasoma (Figura 16). El aumento en
los niveles de PFT1 en presencia de MG132 también se observéd in vivo (Figura 17). Estos resultados
confirman que la degradacién de PFT1 ocurre via proteasoma, aunque no puede descartarse que

exista otro mecanismo diferente que promueva su degradacion.

PFT1 interacciona con dos posibles E3 ubiquitin ligasas

Mediante la realizacion de un screening de doble hibrido en levaduras se aislaron dos

proteinas que interaccionan con el dominio N-terminal de PFT1 (aminodcidos 1 al 242). Estas

proteinas (FRF1 y FRF2) presentan en sus extremos C-terminal un dominio del tipo RING H2 Finger.
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Algunas de las proteinas con dominios RING han sido caracterizadas en Arabidopsis y se encuentran
involucradas en numerosos procesos celulares, como la transcripcién y la transduccién de sefiales.
Se identificaron dos tipos de dominios RING (RING H2 y RING CH) y cinco tipos de dominios RING
modificados (RING-v, RING-D, RING S/T, RING-G Y RING-C2). Entre las funciones atribuidas a estos
dominios se encuentran la interaccion proteina-proteina y la ubiquitinacidon de proteinas (Stone et
al., 2005). En Arabidopsis thaliana, se identificaron 469 proteinas que contienen uno o varios de
estos dominios y se determingd, a partir de ensayos de ubiquitinacion in vitro utilizando como enzima
conjugadora E2 UBCS8, que una buena parte de ellas presenta actividad E3 ubiquitin ligasa
dependiente del dominio RING (Stone et al., 2005).

Se demostro la interaccion de PFT1 con FRF1/FRF2 por un método independiente del doble
hibrido, utilizando la proteina PFT1:Tap proveniente de un extracto proteico de plantulas pfti-1
PFT1g:Tap y la proteina recombinante MBP:FRF2A315 obtenida de un extracto de E.coli y acoplada a
dos resinas de afinidad diferentes (Figuras 25 y 26). Si bien la interaccién no fue muy fuerte y se
observé una importante cantidad de proteina en las fracciones de lavado, esto puede ocurrir si la
interaccién entre las proteinas requiere de algun cofactor presente en el extracto de plantas. Es
necesario realizar nuevas aproximaciones para determinar si la presencia de algun cofactor es
indispensable para esta interaccidn, y eventualmente la identificacién del mismo.

Este experimento de unién a una columna de afinidad sélo pudo realizarse con FRF2, ya
que no se logré obtener la proteina recombinante FRF1 (tanto su forma completa como su delecién
N-terminal) con ninguna de las dos etiquetas utilizadas para su purificaciéon, GST y MBP. Ademas,
tampoco fue posible demostrar la interaccidn a partir de ensayos de coinmunoprecipitacion debido
a que los anticuerpos producidos o-GST:FRF2A315 sdélo reconocen la proteina recombinante. En
ningln caso se logré detectar las proteinas FRF1 y FRF2 a partir de extractos de plantas con estos

anticuerpos, incluso luego de su inmunopurificacion.

FRF1 y FRF2 son reguladores negativos de PFT1

Utilizando la técnica de agroinfiltracién en N. benthamiana se analizd la estabilidad de
PFT1 infiltrando las hojas con cultivos de A. thumefaciens de forma tal de expresar en forma
transitoria PFT1y FRF1 o FRF2. Se demostré que los niveles de PFT1 disminuyeron notablemente al
expresar PFT1 en presencia de FRF1 y FRF2 y que esta alteracion en los niveles de PFT1 depende del
dominio RING presente en FRF1/FRF2 (Figuras 27 y 28). Resultados similares se obtuvieron al
analizar los niveles de PFT1 en plantas transgénicas que presentan mutaciones insercionales en los

genes FRF1 y FRF2 y en plantas que expresan microRNAs artificiales disefiados para silenciar los
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genes FRF1, FRF2, FRL1 y FRL2. En ambos casos, frente a una disminucidn de los niveles de FRF1 y
FRF2, los niveles de proteina PFT1 fueron mayores (Figuras 34 y 35). Estos resultados demuestran
que FRF1 y FRF2 son reguladores negativos de PFT1 y sugieren fuertemente que promueven su
degradacién, reforzando la idea de que poseen actividad E3 ubiquitin ligasa dependiente del

dominio RING.

FRF1y FRF2 son activadores de la floracion

Con el fin de revelar la funcién bioldgica de los genes FRF1 y FRF2 que codifican para
proteinas capaces de interaccionar con PFT1 y promover su degradacion, se obtuvieron dobles
mutantes insercionales para caracterizarlos fenotipicamente. Ademads, se disefiaron microRNAs
artificiales para silenciar estos dos genes y otros dos genes que presentan homologia de secuencia
(FRL1 y FRL2) y se obtuvieron plantas transgénicas que los expresan. Como PFT1 se encuentra
involucrada en promover la floracion, se realizaron experimentos de floraciéon con las plantas
mutantes para estos genes y con las lineas transgénicas que expresan los amiRNAs. En ambos casos,
se observd que las plantas con bajos niveles de ARNm de los genes FRF1 y FRF2 presentaron un
fenotipo de floracion tardia en comparacién con las plantas del tipo salvaje (Figura 37a y 38). Dado
que PFT1 es un activador de la floracion y que las proteinas FRF1 y FRF2 median su degradacion, las
plantas que presentan una disminucién en los niveles de ARNm de estos genes mostraron un mayor
nivel de proteina PFT1. Al presentar un incremento en los niveles de proteina se esperaria observar
un fenotipo de floraciéon temprano tal como ocurre en las plantas transgénicas sobreexpresantes de
PFT1. Sin embargo, se observé lo contrario. Una posibilidad seria que FRF1 y FRF2 promuevan la
floracién por un mecanismo independiente de PFT1 (Figura 37b).

En algunos casos la actividad del proteasoma es requerida para activar la transcripcién. Por
ejemplo, la actividad transcripcional mediada por el receptor de progesterona se encuentra inhibida
por inhibidores del proteasoma, y esta inhibicién concuerda con un reducido reclutamiento de la
ARN polimerasa Il en los promotores de los genes regulados por este receptor (Dennis et al., 2005).
De forma similar, al bloquear la protedlisis mediada por ubiquitina del activador de levaduras Gen4,
se bloguea la habilidad de Gen4 de reclutar la ARN polimerasa Il a los promotores, lo cual indica que
la protedlisis y la ubiquitinacién son importantes para la funcién de Gnc4 (Lipford et al., 2005).
Ademas, dos publicaciones (Kim et al., 2003; Lehr et al., 2003) complementan la evidencia de que
Skp2, una subunidad del complejo E3 ligasa, se requiere para la ubiquitinacidon y degradacién de

Myc. Aln promoviendo su ubiquitinacidn y degradacién, Skp2 induce la expresion de los genes de
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respuesta a Myc y la entrada en fase S en células del tipo salvaje. En concordancia con estas
observaciones, Myc no puede activar la expresion de sus genes en células mutantes skp2.

En otro trabajo (Muratani et al., 2005), se demostré que la destruccion de la forma
transcripcionalmente activa de Gal4 se encuentra mediada por una proteina F-Box llamada
Dsgl/Mdm30. En ausencia de Dsgl, Gal4 es estable, no se ubiquitina y no puede estimular la
transcripcion eficientemente. Analizando el fenotipo de las levaduras mutantes para Dsgl, los
autores encontraron que en ausencia de Dsgl, los genes blanco de accién de Gal4 se transcriben,
pero los ARNs producidos no son capaces de traducirse. Los defectos en la traduccion se encuentran
relacionados con defectos en la fosforilacion del dominio C-terminal de la ARN polimerasa Il, que
afectan el reclutamiento de factores necesarios para el procesamiento del transcripto.

Muchos activadores transcripcionales son proteinas inestables y su potencial transcripcional
se correlaciona con su tasa de destruccion. Existe evidencia de que la destruccion de activadores
transcripcionales mediada por el proteasoma puede encontrarse intimamente ligada a su funcidn
(Lipford & Deshaies, 2003; Collins & Tansey, 2006; Collins et al., 2009). En un modelo planteado, el
activador transcripcional una vez unido al ADN, recluta la E3 wbiquitin ligasa que actua como
coactivador. Luego de esta unidn, el activador se ubiquitina permitiendo su asociacién con los
factores generales de la transcripcion y completando el ensamblado del complejo de preiniciacion.
La degradacion subsiguiente del activador gatilla entonces la liberacion de la ARN polimerasa Il
permitiendo la elongacién transcripcional y la transcripcién génica (Lipford & Deshaies, 2003;
Muratani & Tansey, 2003). Dado que la regién N-terminal de FRF1 es capaz de activar la
transcripcion en levaduras (Figura 20), es posible que FRF1 y FRF2 actien como coactivadores,
favoreciendo la funcidn transcripcional de PFT1.

Consistente con este modelo, se ha demostrado recientemente (Wang et al., 2010) que sélo
tres subunidades del complejo MEDIATOR de levaduras, pertenecientes al médulo de la cola,
funcionan como activadores transcripcionales al fusionarlos al dominio de uniéon a ADN de LexA.
Estas proteinas de fusion resultaron inestables, a diferencia de otras subunidades pertenecientes al
modulo “cabeza” y “medio” las cuales mostraron estabilidad pero no fueron capaces de activar la
transcripcion. Se demostrd que la inestabilidad de estas proteinas Med depende del proteasoma, en
particular de una proteina F-Box que forma parte de un complejo del tipo SCF con actividad E3
ubiquitin ligasa. Cuando se expresé la proteina de fusidén en una cepa de levadura carente de esta
proteina F-Box, la proteina de fusidn fue estable, pero su actividad se redujo cinco veces respecto de
la cepa del tipo salvaje. Estos resultados indican que la inestabilidad del activador transcripcional

contribuye a la eficiencia en su actividad.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, es probable que algo similar este ocurriendo con
PFT1 que forma parte del complejo MEDIATOR de Arabidopsis thaliana. Esta subunidad Med25 se
encuentra presente en mamiferos y en D. melanogaster pero no en S. cerevisiae y alin no se conoce
su localizacion dentro del complejo. PFT1 es capaz de activar la transcripcién en levaduras cuando se
fusiona al dominio de unién a ADN de LexA (Cerdan & Chory, 2003). Los resultados indican que las
proteinas con dominios RING H2 Finger FRF1 y FRF2 promueven la degradacién de PFT1 y que esta
inestabilidad podria ser necesaria para que PFT1 para pueda cumplir su funcién transcripcional.

En cuanto a los antecedentes en plantas consistentes con este modelo, LFY actia activando
la expresion de multiples genes homedticos florales integrando sefiales enddgenas y ambientales. La
activacion transcripcional de AP3 que depende de LFY requiere de la actividad de una proteina F-
Box, UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) que es un componente del complejo SCF que presenta
actividad E3 ubiquitin ligasa (Chae et al., 2008). En este trabajo demostraron que UFO interacciona
fisicamente con LFY, tanto in vitro como in vivo, y que esta interaccién es necesaria para reclutar a
UFO hacia el promotor de AP3. Ademas, al eliminar la actividad del proteasoma, tanto quimica como
genéticamente, la activacion transcripcional de AP3 dependiente de LFY se vio comprometida, lo
cual indica que se requiere la degradacién de proteinas para promover la actividad transcripcional
de LFY. Por lo tanto, la proteina F-Box funciona como un cofactor transcripcional que se asocia al
ADN para regular la expresion de genes homedticos florales. Estos resultados mostraron un nuevo
mecanismo para promover el desarrollo floral a través de la degradacién de proteinas y la
subsiguiente activacion del factor de transcripcion LFY.

Otro trabajo publicado recientemente muestra un caso diferente que relaciona la protedlisis
de un factor de transcripcion con su actividad transcripcional. En este trabajo se describe un factor
de transcripcion del tipo NAC asociado a la membrana plasmatica de Arabidopsis thaliana (NTL6)
(Seo et al., 2010a; Seo et al., 2010b). La exposicidn al frio induce la activacion de NTL6 a partir de un
procesamiento proteolitico. Esta forma transcripcionalmente activa de NTL6 induce la expresidon de
los genes PR (relacionados a patdgenos) por union directa a sus promotores y estimula la resistencia
de la planta a la infeccion por patdgenos. El procesamiento proteolitico de NTL6 se encuentra
mediado por una actividad metaloproteasa y ocurre dentro de la membrana. Por lo tanto, es
necesario el procesamiento proteolitico de este factor de transcripcidn para que pueda cumplir su

funcion.

122



Capitulo 2

La fusién de VP16 a PFT1 produce un retraso en el tiempo de floracién. Dadas las diferencias
observadas en los tiempos de floracidn, nuestros resultados indican que la fusién al VP16 estaria
convirtiendo a PFT1 en un represor de la floraciéon y no simplemente en un dominante negativo.
PFT1, como parte del complejo MEDIATOR, podria encontrarse activando o reprimiendo varias vias
que regulen la floracién. En este sentido, Kidd et al. (2009) observaron que en las plantas mutantes
pftl se encontraban elevados los niveles de ARNm de FLC, un represor de la floracién, lo cual indica
que PFT1 podria ser un represor de FLC. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al fusionar
PFT1 al dominio activador VP16, lo que podria estar ocurriendo es que en este contexto PFT1
promueva el accionar de FLC en lugar de reprimirlo y por ese motivo se observen fenotipos de
floracién tan retrasados.

Otra posibilidad para explicar los resultados obtenidos en el tiempo de floracién es que los
activadores transcripcionales fuertes pueden dar lugar a una inhibicion no especifica de la
transcripcion cuando se expresan en altos niveles. El dominio activador VP16 interacciona con
multiples factores dentro del complejo de iniciacion de la transcripcién de la ARN polimerasa Il y con
proteinas adaptadoras que median entre los dominios activadores y la maquinaria transcripcional.
Se cree que en altas concentraciones el activador secuestra los factores de transcripcion,
blogueando la iniciacién (Matis C. et al., 2001). Por lo tanto, el dominio activador VP16 puede inducir
un efecto inhibitorio o estimulatorio en la transcripcion. Nuestros resultados concuerdan con este
efecto inhibitorio ya que las plantas transformadas en el contexto de la mutante de pfti-1
presentaron un fenotipo de floracién mucho mas retrasado que cuando la transformacidn se realizé
en el contexto del tipo salvaje. En este Ultimo caso la copia endégena de PFT1 seria la responsable
de que la floracién no se encuentre tan retrasada como en el contexto de la mutante pft1-1 (Figura
40). Sin embargo, dado que la fusién de PFT1 al VP16 se realizd en el contexto gendmico de PFT1y
no bajo un promotor constitutivo que sobreexprese esta proteina de fusion, no se puede asegurar

que exista este efecto inhibitorio.

Por otro lado, seria interesante analizar la estabilidad de PFT1 en las lineas transgénicas que
presentan la fusion PFT1g:VP16 para determinar si el retraso en el tiempo de floracidon observado
correlaciona con un aumento en la estabilidad de la proteina.

En este contexto, se analizd la estabilidad de PFT1:GR-HA en plantas transgénicas pfti-1
PFT1g:GR-HA cultivadas en presencia y ausencia de DEX. Se observé una muy baja estabilidad de la
proteina en las plantas cultivadas con DEX (Figura 41), lo cual indica que la degradacion de PFT1
ocurre mayoritariamente en el nlcleo. Ademas, las plantas con la fusién GR-HA cultivadas en

presencia de DEX presentaron un fenotipo de floracion mas acelerado que las plantas pft1-1
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PFT1g:HA (Figuras 42a) y esta disminucion en el tiempo de floracidn se encontré acompafiada de
bajos niveles de PFT1:GR-HA (Figura 42b y c). Por lo tanto, es probable que la baja estabilidad de
PFT1 en estas condiciones tenga correlacion con su capacidad de promover la floracién.

De todas formas es necesario profundizar este estudio para corroborar fehacientemente si
la degradacion de PFT1 mediada por el proteasoma, a través de FRF1y FRF2, es necesaria para que

PFT1 pueda cumplir su funcién de activador transcripcional.
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CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se estudidé el rol de PFT1 en la regulacidn de la floracién utilizando
aproximaciones genéticas y bioquimicas.

Se generd un sistema capaz de inducir la traslocacién de PFT1 al nucleo mediante el
agregado de un glucocorticoide al medio de cultivo. Este sistema permitié determinar que PFT1 es
capaz de activar la expresion de los genes FTy CO luego de tres horas de realizada la induccién y que
la traslocacion de PFT1 al nucleo induce la floracién, generando que las plantas florezcan incluso mas
temprano que las plantas del tipo salvaje. Ademas, permitié analizar el comportamiento de las
plantas in vivo realizando experimentos de floracidon con la fusidn inducible de PFT1 en distintos
backgrounds genéticos. De esta forma, se determind que PFT1 es capaz de activar la floracién en
ausencia de CO, en parte a través del gen integrador FT. Si bien PFT1 es capaz de regular
positivamente a FT, también podria actuar regulando otros genes, como por ejemplo FLC vy
posiblemente TSF. Estos hechos son consistentes con que PFT1 es una subunidad del complejo
MEDIATOR de Arabidopsis thaliana y por lo tanto, presenta un rol importante en la regulacion
transcripcional. No se puede descartar que PFT1 pueda actuar como un regulador negativo de la
sefializacién de los fitocromos “corriente arriba” de CO (Wollenberg et al., 2008), pero si se puede
asegurar que PFT1 es capaz de promover la floracidn en forma independiente de CO.

En conclusiodn, las sefales transducidas por los fitocromos se integran en los genes COy PFT1
los cuales son capaces de promover la floracion en forma independiente. CO responde al
fotoperiodo y a la calidad de luz percibida y regula la floracién activando mayoritariamente a FT. Los
resultados indican que TSF, es capaz de regular la floracion pero actia mayoritariamente en forma
independiente del fotoperiodo, siendo minoritaria su respuesta a CO. PFT1 es un activador de la
floracién que responde a la calidad de luz en forma independiente de CO, activando a FT y a otros
genes integradores de la floraciéon. De todas formas, no se puede descartar que PFT1 y CO
interactien en forma directa o indirecta dado que el tiempo de floracién de la doble mutante co-9
pft1-1 resulté en todos los casos menor que el tiempo de floracién de la mutante co-9. Si PFT1 y CO
actuaran por vias genéticas diferentes y estas vias no interactuaran, se esperaria que la doble
mutante co-9 pft1-1 floreciera mas tarde que cada una de las simples mutantes. Seria interesante
realizar experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina para analizar si PFT1 se une
directamente a los promotores de los genes que regula. Si bien, como parte del complejo
MEDIATOR, es probable que se una a muchos genes, seria interesante correlacionar esta unién con
los niveles de expresion génica y asi inferir las funciones que estd cumpliendo PFT1 a nivel

transcripcional.
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Por otro lado, se estudid el comportamiento de la proteina PFT1 y se determind que se
degrada rapidamente y que esta degradacidn ocurre a través del proteasoma 26S. En este sentido,
se determind que PFT1 es capaz de interaccionar con dos proteinas (FRF1 y FRF2) que poseen en su
regidon C-terminal dominios del tipo RING H2 Finger, caracteristicos de proteinas que presentan
actividad E3 ubiquitin ligasa. Estas proteinas interaccionaron con PFT1 tanto in vitro como in vivo y
fueron capaces de promover la degradacion de PFT1 in vivo, tanto en ensayos transitorios de
agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana, como en Arabidopsis. Ademas, el dominio RING de
estas proteinas resultd esencial para promover la degradacion de PFT1, lo cual es un indicio de que
FRF1 y FRF2 pueden presentar actividad E3 ubiquitin ligasa y ser las encargadas de otorgar la
especificidad para que PFT1 sea ubiquitinada y degradada via proteasoma.

Analizando el comportamiento de las mutantes insercionales para los genes FRF1y FRF2 y
de lineas transgénicas que expresan microRNAs artificiales que silencian estos genes, se determind
que FRF1y FRF2 son activadores de la floracion. Existe la posibilidad de que FRF1y FRF2 promuevan
la floracién por un mecanismo parcialmente independiente de PFT1. Sin embargo, una posibilidad
bastante concreta es que la degradacion de PFT1 promovida por FRF1 y FRF2 sea necesaria para que
PFT1 pueda cumplir su funcién de activador de la floracién y que su inestabilidad se encuentre
correlacionada con su capacidad transcripcional. Por lo tanto, en ausencia de las proteinas que
promueven su degradacion, PFT1 es mas estable y no seria capaz de promover la floracion. Se
demostré también que la degradacion de PFT1 ocurre mayoritariamente en el nucleo, dado que en
plantas pft1-1 PFT1g:GR-HA cultivadas en presencia de DEX se observé una muy baja estabilidad de
PFT1 y ademas, esta baja estabilidad estuvo acompafiada de una aceleracién en el tiempo de
floracién.

Los resultados obtenidos al fusionar PFT1g al dominio activador VP16 demuestran que el rol
de PFT1 es complejo y que no debe esperarse una correlacidon simple con la regulacion de la
floracién. Como parte del complejo MEDIATOR, PFT1 podria encontrarse influenciando varias vias
que regulen la floracién en forma antagonica y dependiendo de la via que se vea afectada en
determinada condicidn se observaria un efecto de adelantamiento o retraso de la floracion.

A fin de comprobar que la inestabilidad de PFT1 es necesaria para que pueda activar la
floracidn, seria interesante realizar experimentos de induccién con DEX con las lineas transgénicas
pftl-1 PFT1g:GR-HA incorporando el inhibidor de proteasoma MG132. De esta forma se podria
determinar si la activacién de FT se encuentra disminuida en presencia de MG132, es decir, si
cuando hay mayores niveles de PFT1:GR-HA disminuye la expresidon de FT y por lo tanto se retrasa la

floracion.
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