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Resumen

La especie Arabidopsis thaliana es un modelo de estudio ampliamente utilizado para
estudiar la fisiologia, genética y biologia molecular de las plantas. Es asi, que la gran cantidad
de investigaciones y avances han llevado a generar individuos mutantes, y con ellos la
posibilidad de estudiar nuevos procesos. En esta tesina se trabaja sobre plantas de Arabidopsis
mutantes de fitocromos, fotorreceptores involucrados en numerosos procesos de la vida de las
plantas, en dos fondos genéticos distintos (también llamados ecotipos), Columbia (Col) y

Landsberg erecta (Ler).

El momento en el cual una semilla logra germinar es una etapa clave en la vida de la
planta, y para que esto ocurra intervienen gran cantidad de factores, tanto externos como propios
de la semilla. En los ecotipos Col y Ler, mutantes para los fitocromos presentan respuestas de
germinacién drasticamente disminuidas. Sin embargo podemos observar diferencias en los
mutantes entre ambos fondos: semillas de Col no pueden germinar, mientras que las de Ler
retienen cierto potencial germinativo. En ambos casos, ambos ecotipos recuperan gran parte de
su potencial con el agregado de giberelinas (GAs), hormonas vegetales inductoras de la
germinacion. Esta diferencia entre ecotipos podria deberse a la funcion de elementos que acttian
independiente de la accion de los fitocromos para regular la germinacion, por lo tanto, este
estudio tuvo como objetivo explorar el origen de la variacion entre ecotipos e identificar
regiones del genoma involucradas en la regulacion de la germinacién independiente de la

sefializacion mediada por los fitocromos.

Se realizaron cruzas de mutantes multiples de fitocromos en los dos fondos genéticos
(Col y Ler) para alcanzar una poblacion de mapeo (F2). Esta poblacion se utilizé para estudiar
la respuesta de germinacion dependiente o independiente del agregado de GAs y la asociacion
de marcadores moleculares especificos para los ecotipos Col y Ler. De esta forma buscamos
regiones del genoma que podamaos relacionar con la respuesta fenotipica contrastante que tienen
ambos ecotipos en la germinacion. A partir del ensayo de germinacion y el posterior mapeo se
logré identificar varios marcadores posiblemente asociados a la variacion en respuesta de
germinacion. Los resultados de este estudio otorgan informacion sobre posibles blancos de
importancia para el mejoramiento y desarrollo de variedades con caracteres adaptativos para

escenarios de produccion, mayoritariamente de agricultura intensiva.
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Abstract

Genetic variation in the germination response of Arabidopsis thaliana seeds

Arabidopsis thaliana is a species widely used as a model to study the physiology,
genetics and molecular biology of plants. Thus, the large body of research has led to the
generation of multiple genetic tools, including knockout mutants, to study many physiological,
ecological and evolutionary processes. In this thesis, we used Arabidopsis phytochrome mutant
plants, photoreceptors involved in numerous processes along the plant life cycle, in two
different genetic backgrounds (also called ecotypes), Columbia (Col) and Landsberg erecta
(Ler).

The moment seeds germinate is a key trait in the life cycle of the plant, and for this to
happen, many factors are involved, both external and inherent to the seed. In Col and Ler
ecotypes, mutants for the phytochromes show drastically decreased germination responses.
However, we can observe differences in the mutants between both backgrounds: Col seeds
cannot germinate, while Ler seeds retain a certain germination potential. In both cases, the
mutants in both ecotype backgrounds recover much of their potential with the addition of
gibberellins (GA), plant hormones that induce germination. This difference between ecotypes
could be due to the function of elements that act independently of the action of phytochromes
to regulate germination, therefore, this study aimed to explore the origin of the variation
between ecotypes and identify regions of the genome involved in the regulation of germination
independently of the signaling mediated by phytochromes.

Higher level phytochrome mutants were used to carry out crosses between the two
genetic backgrounds (Col and Ler) to develop a mapping population (F2). This population was
used to study the GA-dependent or independent germination response and the association of
specific molecular markers for the Col and Ler ecotype responses. In this way, we would find
regions of the genome that we can relate to the contrasting phenotypic response that both
ecotypes showed at germination. From the germination test and subsequent mapping we were
able to identify several markers as potentially associated with the variation in the germination
response. The results of this study provide information on possible targets of importance for the
improvement and development of varieties with adaptive characters for productive scenarios,

mostly intensive agriculture.
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Abreviaturas

ABA: Acido abscisico.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

Col: Columbia.

Cr: Cromosoma.

GA: Giberelina.

Hetero: Heterocigosis.

Ler: Landsberg erecta.

MS: Murashige-Skoog.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
Pfr: Fitocromo en conformacion activa.
phy: Fitocromo.

phyA: Fitocromo A.

phyB: Fitocromo B.

phyC: Fitocromo C.

phyD: Fitocromo D.

phyE: Fitocromo E.

PIF1: PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 1, tambien llamado PHYTOCHROME-
INTERACTING FACTORS-LIKES5 (PIL5).

Pr: Fitocromo en conformacion inactiva.

R: Luz Roja.

R:RL.: Proporcion de luz R respecto a la RL.
RL: Luz Roja Lejana.

Ta: Temperatura de annealing.
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WT: Wild type, salvaje.
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Introduccion

Las plantas que producen flores dan inicio a sus ciclos de vida en las estaciones que
resultan favorables para lograr una Optima adaptacion al ambiente (Shu et al, 2016) y asi
desempefiarse de la mejor manera. Germinan, crecen, reproducen, mueren en el mismo lugar y
para ello es importante que las transiciones del desarrollo se produzcan en el momento correcto
del afio. El inicio del ciclo de vida es entonces un proceso clave y esta finamente regulado por
diversos factores, incluidos factores intrinsecos de las semillas, ambientales y genéticos (Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006). Un gran nimero de especies de plantas presentan un
bloqueo a la germinacién denominado “dormicidon” que les otorga la capacidad de ajustar con
bastante precision el momento ideal para que las semillas germinen dando asi comienzo al ciclo
de vida (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006, Yang et al, 2020). Por lo tanto, la regulacion

fina de la germinacion se torna crucial para garantizar la supervivencia.

En la naturaleza encontramos que la mayoria de las plantas pueden tener ciclos de vida
perennes, bienales o anuales. Arabidopsis thaliana (Fig. 1.1), la especie utilizada en este estudio
es un claro ejemplo de las plantas anuales y de la importancia que tiene la sincronizacion de las
distintas etapas de la planta con el periodo del afio para lograr un correcto ajuste a los cambios

estacionales.
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Figura 1.1: Representacion de Arabidopsis thaliana (Alvarez Nogal y Gonzélez Sierra,

2007).

1. Planta modelo

Perteneciente a la familia Brassicaceae, Arabidopsis thaliana presenta un ciclo de vida

predominantemente de invierno en su rango nativo (area geografica especifica donde habitan

las especies). Las semillas germinan en el otofio, las plantas pasan el invierno en estado

vegetativo y florecen en la primavera. Las semillas se producen en esta estacion y son

dispersadas al comienzo del verano (Fig. 1.2).
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Figura 1.2: Comportamiento de Arabidopsis thaliana en las estaciones del afio.

Las plantas de Arabidopsis experimentan diversas condiciones ambientales durante su
ciclo de vida y el ajuste de las transiciones del desarrollo a las que son correctas para su
crecimiento es clave para asegurar su supervivenciay favorecer el fitness (Donohue et al, 2010).
Entender como el ambiente controla las transiciones del desarrollo y cuales son las redes
génicas involucradas es importante para construir un cuerpo de conocimiento que nos otorgue
oportunidades para mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Arabidopsis thaliana es una especie predominantemente autofertilizante. Permite el
desarrollo de experimentos de laboratorio ya que posee un tamafio pequefio y un ciclo de vida
corto de aproximadamente 3 meses para las variedades usualmente utilizadas como modelo
(Fig. 1.3). De esta manera podemos trabajar con varios ejemplares y poblaciones de las mismas
en camaras con condiciones controladas de luz y temperatura. Cabe destacar la gran capacidad
de proliferacién, cada planta tiene la capacidad de producir por autofecundacién hasta 10.000
semillas (Meyerowitz, 1989). Ademas, esta especie ha sido modelo para el estudio de diferentes

procesos a nivel molecular y genético gracias a que su genoma fue secuenciado completo hace
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Figura 1.3: Imagen representativa del ciclo de vida de Arabidopsis thaliana (Wolpert
et al, 2002).

Esta planta tiene una particularidad de suma importancia que la diferencia de otros
modelos biolégicos como Caenorhabditis elegans o Drosophila melanogaster, se encuentra
muy emparentada con las especies a las cuales modela. Esto se debe en gran medida a que todas
las denominadas angiospermas comparten rasgos, que ademas de la teoria que dicta el origen

monofilético de las angiospermas, hacen de Arabidopsis thaliana un excelente organismo
modelo.
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Por todas estas razones, se ha optado por elegir a Arabidopsis thaliana como sistema de
estudio para esta tesis en particular y para investigaciones cientificas pertinentes a los vegetales
en general (Pruitt et al, 2003).

2. Ecotipos

Al dia de hoy se han aislado més de 750 poblaciones salvajes (ecotipos) de Arabidopsis
thaliana (www.arabidopsis.org/portals/education/aboutarabidopsis.jsp#world), dichos ecotipos
presentan plasticidad en mdaltiples caracteres y varian mucho en cuanto a su morfologia,
desarrollo y fisiologia. Estas diferencias en los ecotipos se traducen en la expresion de
caracteristicas particulares debido a la variacion natural que permiten la adaptacion a diferentes
ambientes dentro del rango nativo de la especie (Fournier-Level et al, 2011; Horton et al, 2012;
Lopez-Arboleda et al, 2021). En otras palabras, los ecotipos son variedades de una especie que
se encuentran adaptadas genéticamente a un determinado hébitat (Fig. 1.4). Son poblaciones
genéticamente diferenciadas debido al ambiente que las rodea: luz, temperatura, presion,

humedad, etc.

Geographical distribution of ecotypes of Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH.

Jonathan Clarke
Kingston University London
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Figura 1.4: Planisferio que ilustra la distribucion geogréafica de los ecotipos de
Arabidopsis thaliana, los puntos negros indican locaciones donde se han identificado ecotipos.

Imagen: Jonathan Clarke, John Innes Centre.

Dentro de la gran variedad de ecotipos, dos en particular son los més utilizados en
ensayos de laboratorio: los ecotipos Landsberg erecta (Ler, recolectado originalmente en
Alemania) y Columbia (Col, recolectado originalmente en EEUU). Si bien la razon por las que
estos dos ecotipos son los predominantemente utilizados en laboratorio puede ser esquiva,
difieren en multiples respuestas que permiten el estudio de los origenes de la variacion natural
en diversos rasgos adaptativos. Un caso es el del factor de transcripcion SPATULA (SPT),
involucrado en la regulacion de la germinacion de las semillas, que tiene roles opuestos en el

periodo de dormicidn en los ecotipos Ler y Col (Vaistij et al, 2013).

3. Germinacion

La germinacion es un proceso critico presente al inicio del ciclo de vida de todas las
plantas ya que determina el ambiente que la planta en crecimiento experimentara durante su
desarrollo. Se lo considera como el momento en el cual el embrion presente en la semilla
comienza su crecimiento para desarrollar una nueva planta que alcanzara su etapa adulta. Sin
embargo, para comenzar con el proceso de germinacion, primero debe ocurrir una cierta
interaccion entre la semilla con su ambiente (Fig. 1.5). La germinacién es un proceso finamente
regulado, el momento en que ésta se produce influye fuertemente en la supervivencia de la

planta que crecera a partir de la semilla (Donohue et al, 2010; Ehrlén 2015).

Pégina 17 de 60



UADE S VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE
VARF )
~ SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA Deguer, Tomas
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Figura 1.5: Sobre la izquierda vemos una semilla aun sin germinar, mientras que en la
derecha vemos una semilla recientemente germinada.

La dormicion, proceso regulatorio que puede bloquear la germinacion ain en
condiciones favorables, es una propiedad innata de la semilla que define las condiciones
ambientales en las cuales es capaz de germinar (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).
Gracias a la dormicién, las semillas tienen la posibilidad de permanecer latentes a la espera de
que el ambiente presente las condiciones 6ptimas para su crecimiento.

Las condiciones impuestas por el ambiente tienen un rol fundamental en la reproduccion
de las plantas y son elementos claves que controlan la dormicion y germinacion de las semillas
(Klupczynska y Pawtowski, 2021). Tanto la dormicidon como la germinacion son reguladas por
distintos factores como la temperatura, humedad y calidad de luz a la cual se exponen las
semillas (Carrera-Castafio et al, 2020). La luz y las temperaturas son sefiales que promueven la
salida de la dormicion, y ademéas la germinacion también depende de cambios a niveles
hormonales (Arana et al, 2017; Yang et al, 2020). La calidad de luz de un ambiente informa a
las plantas sobre la presencia de actuales y futuros competidores por la luz como fuente de
energia. La luz Roja (R) es absorbida por la clorofila mientras que la luz Roja Lejana (RL) es
reflejada y transmitida, entonces en una comunidad vegetal densa la proporcion de luz R
respecto a la RL (R:RL) serd menor que en una comunidad abierta (Casal, 2013). Los

fotorreceptores llamados fitocromos (phy) son los encargados de percibir estos cambios en la
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proporcion de luz R:RL en el ambiente (Casal, 2013) y los principales reguladores de la
germinacion de las semillas de Arabidopsis.

La regulacién de la germinacion de semillas por medio de luz R y luz RL es de los
primeros eventos en los cuales se ve la intervencion de los fitocromos. La disponibilidad de
mutantes de fitocromos en Arabidopsis thaliana ha dado la posibilidad de estudiar la funcién
de estos fotorreceptores en el desarrollo. En dicha especie, la familia de genes de los fitocromos
esta formada por cinco miembros: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD y PHYE (Casal, 2013) (Fig.
1.6). La luz percibida a través del sistema de fitocromos aumenta el contenido de GA en la
semilla (Oh et al, 2006; Seo et al, 2009) y estimula su sensibilidad durante la germinacion (Oh
et al, 2009; Yang et al, 1995) indicando que los fitocromos regulan positivamente la
germinacién, al menos en parte, a traves de cambios en el metabolismo y la sefializacién de GA
(Arana et al, 2014).

Photosensory Module  Output Module
I LA 1

Canonical Phytochromes

Plant
At-PhyB (P®B)

Figura 1.6: Representacion de la estructura del fitocromo PHYB de Arabidopsis
thaliana (Burgie y Viertra, 2014).

Ademas, estos fotorreceptores también serian los encargados de percibir los cambios de
temperatura del ambiente (Legris et al, 2016; Jung et al, 2016). Utilizando semillas de la especie
Arabidopsis thaliana se ha demostrado que las vias de germinacién mediadas por fitocromos
son sensibles tanto a la luz como a la temperatura (Heschel et al, 2007).

En respuesta a la luz los fitocromos se traslocan al nucleo, si bien este movimiento
difiere en los distintos fitocromos, una vez en el nicleo los fitocromos disparan varias cascadas
de transcripcion que derivan en la regulacion de distintos procesos fisioldgicos, tal como la
germinacion (Oh et al, 2004) (Fig. 1.7).
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EN OSCURIDAD

GERMINA NO GERMINA

Figura 1.7: Representacion del mecanismo de germinacién mediado por fitocromos en

Arabidopsis thaliana.

Una alta concentracion de acido abscisico (ABA) esta asociada a la dormicién y una
alta concentracion de giberelinas (GA) con la germinacion, mientras que la transicion entre los
estadios se controla con el cambio de concentracion para ambas hormonas (Finch-Savage y
Leubner-Metzger, 2006). El correcto balance entre estas hormonas es clave para que semillas
como las de Arabidopsis thaliana puedan germinar, y los fitocromos son factores claves en la
regulacion de este balance. PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 1 (PIF1/ PIL5/
bHLHO015) es una proteina que interactia con los fitocromos y uno de los principales
componentes intermediarios entre los fitocromos y el metabolismo de GA. PIF1, en ausencia
de fitocromo activo (oscuridad o ausencia de luz Roja), inhibe la germinacion al reprimir la
transcripcion de dos genes GA3OX involucrados en la sintesis de giberelinas (GA3OX1 y

Pégina 20 de 60



UADE 5@;@‘% VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE
VARF )
~ SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA Deguer, Tomas

GA30X2) y aumentando la expresion del gen catabdlico GA20X2, asi bajando los niveles de
GA activa (Oh et al, 2004, 2006).

Por otro lado, la luz percibida por los fitocromos es conocida por estimular la
germinacion al aumentar los niveles de sintesis de GA (Yamaguchi y Kamiya, 2002; Oh et al,
2007). Los fitocromos activos (Pfr) se traslocan al ndcleo, donde promueven la degradacion del
factor PIF1 en el proteasoma 26S, y en consecuencia se promueve la transcripcion de los genes
GA30X1 y GA30X2, y se reprime la de GA20X2, aumentando los niveles de GA activa
(Yamaguchi et al, 1998; Oh et al, 2006, 2007). Las GA activas promueven a su vez la
germinacion de la semilla al activar la degradacidn de proteinas DELLA (Tyler et al, 2004). De
esta manera, los fitocromos tienen un rol importante en la sintesis de GA y la regulacion de la
germinacién mediante la regulacion del factor PIF1 y el metabolismo de GA y ABA (Oh et al,
2007).

En el fondo genético Columbia, semillas del mutante multiple de fitocromos son
incapaces de germinar sin el agregado exdgeno de GA (Strasser et al, 2010, Sanchez-Lamas et
al, 2016). Sin embargo, a diferencia del fondo genético Col, semillas del mutante mdaltiple de
fitocromos en el fondo Ler conservan cierta capacidad germinativa (Strasser et al, 2010; Hu et
al, 2013; Sanchez-Lamas et al, 2016). Esta diferencia entre ecotipos sugiere que existe
variacion genética que otorga rasgos adaptativos a las diferentes poblaciones de Arabidopsis en
rasgos relacionados a la germinacion regulada por fitocromos. Ademas, muestra que existe una
via de regulacion independiente a la de los fitocromos y PIF1 descripta mas arriba.

En el presente proyecto de investigacion se evaluaron las causas a nivel genético que
determinan la germinacion de semillas de Arabidopsis deficientes en fitocromos. Para dicho
estudio se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana de los ecotipos Columbia (Col) y
Lansdberg erecta (Ler) mutantes en los fitocromos. Las mutantes en estos dos fondos genéticos
tienen respuestas de germinacion contrastantes: mientras que las semillas mutantes en fondo
Ler germinan, las semillas en fondo Col requieren de los fitocromos y el agregado exdgeno de
GA para poder germinar (las mutantes no germinan) (Strasser et al, 2010; Hu et al, 2013;
Sanchez-Lamas et al, 2016). Esta variacion en la respuesta nos puede ayudar a encontrar vias
alternativas a los fitocromos por las cuales se puede inducir la germinacion, lo que nos llevara
a obtener informacion sobre las vias de sefializacion involucradas en la adaptacion de diferentes

poblaciones a distintos ambientes.
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A medida que la poblacién mundial aumenta se vuelve indispensable lograr avances que
colaboren a cumplir con la demanda alimentaria de la humanidad en el presente y el futuro. Es
por ello, que mas alla de la voluntad por desentrafiar los misterios de la naturaleza, muchas
personas vuelcan sus recursos y tiempo en investigaciones con perspectivas de colaborar con
dicha demanda. Con esto en vista, y teniendo en cuenta las virtudes del uso de Arabidopsis
thaliana como modelo de estudio, el uso de dicha especie nos da la posibilidad de trasladar los
descubrimientos en la misma, con los debidos resguardos, a cultivos extensivos (trigo, maiz,

S0ja, etc).
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Hipotesis

Dada que semillas mutantes de fitocromos phyA, phyB, phyD y phyE en el ecotipo
Landsberg erecta (Ler) conservan cierta capacidad germinativa en comparacion con las
semillas cuadruples mutantes de fitocromos (phyA, phyB, phyD y phyE) en el fondo genético
Columbia (Col), podemos evaluar diferencias en la respuesta de las semillas para ayudar al
entendimiento del proceso de germinacion. La hipdtesis que se plantea en el presente proyecto
radica en que existe variacion genética en genes involucrados en el proceso de germinacion de
Arabidopsis thaliana que permiten la germinacién independiente de los fitocromos y otorgan

rasgos adaptativos a diferentes poblaciones de esta especie.

Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el de explorar el origen de la variacion genética de
la cuadruple mutante de fitocromos A, B, D y E en dos fondos genéticos (ecotipos) diferentes,
Landsberg erecta (Ler) y Columbia (Col) de la especie Arabidopsis thaliana, con respuestas
contrastantes de germinacion: las semillas cuadruples mutantes pertenecientes al ecotipo Col

no germinan mientras que las que poseen ecotipo Ler si lo hacen.

Obijetivo especifico 1. Confirmar el genotipo de las cuddruples mutantes phyA phyB

phyD phyE en ambos fondos genéticos (Col y Ler).

Obijetivo especifico 2. Generar una poblacién de mapeo al realizar las cruzas entre los

mutantes en fondos Ler x Col y realizar el fenotipado de la descendencia.

Obijetivo especifico 3. Usar marcadores moleculares e identificar aquellos que se asocien
y segreguen con la respuesta de germinacion diferencial, identificando posibles regiones del

genoma involucradas en la variacion natural entre estas dos poblaciones.
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Metodologia

1. Material vegetal

Para analizar la variacion en la etapa de germinacion, se utilizaron plantas de
Arabidopsis thaliana ecotipos Columbia-0 (Col) y Landsberg erecta (Ler) de genotipos salvajes
(WT) y cuddruple mutante de fitocromos A, B, D, E (abde). Los ejemplares vegetales utilizados

para el estudio fueron donados por el Dr. Pablo Cerdan.

2. Condiciones de crecimiento

2.1. Disefo experimental

Se puso en marcha un experimento piloto en el cual se crecieron plantas de la generacion
FO con el fin de generar un stock de semillas disponibles para confirmar el genotipo de las lineas
mutantes y el futuro desarrollo de los ensayos. Esto permiti6 homogeneizar el origen de la
poblacién de semillas provenientes de un ambiente comdn y cosechadas al mismo tiempo. Esto
es importante ya que se conoce que el ambiente en el cual crecieron las plantas madre puede
alterar la respuesta de germinacion de las semillas (Auge et al, 2017). De esta manera podemos

concentrar los esfuerzos en evaluar la variacion genética.

2.2. Crecimiento de plantas FO

El estado de dormicion de las semillas puede ser regulado por diversos factores
ambientales, entre ellos temperaturas altas o bajas, sin embargo, condiciones ambientales
adicionales pueden tener efectos dependiendo de la especie (Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006). Dado que A. thaliana necesita frio (estratificacion) para disminuir la dormicion e inducir
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la germinacion, se colocaron las semillas en tubos de microcentrifuga (uno para cada genotipo)
con una solucién de giberelinas (100 uM GAs, hormonas promotoras de la germinacion, GAs,
Sigma-Aldrich) y se incubaron en camara de frio a 4°C durante 4 dias en oscuridad. Luego de
este periodo, se realizaron 3 lavados con agua destilada para asi eliminar el exceso de hormonas
y proceder con la siembra. Las semillas se sembraron en placas de Petri con medio 1X
Murashige-Skoog (MS, medio nutritivo, Duchefa Biochemie) donde se dejaron germinar a
24°C en dia largo (16h luz/8h oscuridad, luces policroméaticas LED, radiacion
fotosintéticamente activa, PAR: 100-120 pmol m™ s?). Plantulas de aproximadamente 7 dias
se trasplantaron a macetas individuales preparadas a partir de un vaso plastico de 180 cc con
una mezcla de tierra fértil (Grow Mix Multiprop, Agroquimica Larroca S.R.L) y perlita gruesa
(Agroquimica Larroca S.R.L) en proporcion 2:1, y con vermiculita mediana (Agroquimica
Larroca S.R.L) sobre la superficie. Para asegurarnos el crecimiento de al menos una planta por
maceta, se trasplantaron 4-5 plantulas por maceta. Al cabo de un corto periodo de tiempo
(aproximadamente una semana) se realizo el raleo, una técnica que consiste en elegir y
conservar en la maceta una Unica planta, removiendo el resto para dejar una Unica planta focal.
Las macetas deben prepararse con antelacién para que al momento de trasplantar se encuentren
himedas y facilite la viabilidad de las plantulas, asi como también debe lavarse la vermiculita
antes de colocarla en las macetas para eliminar sales y componentes que pueden inhibir el
desarrollo de las mismas. Las macetas, debidamente rotuladas, se colocaron en cdmara a 24°C
con un fotoperiodo de 16h de luz. Estas plantas FO, fueron controladas y regadas periédicamente

para asegurar la supervivencia del material vegetal.

3. Genotipado mediante el uso de la técnica de PCR

Las plantas FO se utilizaron para recolectar muestras de tejido de todos los genotipos
(WT y mutantes) con el fin de confirmar su identidad. Para ello realizamos el genotipado
mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) con primers especificos que nos
permitieron discernir entre los alelos mutantes de los salvajes. Dado que los ejemplares para el
ecotipo Columbia ya eran especimenes confirmados como mutantes (phyA, phyB, phyD y phyE)
en proyectos previos realizados en el laboratorio de Fundacién Instituto Leloir, nos centramos

en la confirmacion de las plantas en el fondo Landsberg erecta. Cortamos hojas de cada
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individuo y realizamos la extraccion del ADN mediante una técnica de lisis celular que se
detalla a continuacion. Se coloca la hoja en un tubo Eppendorf que es sumergido en nitrégeno
liquido. Trituramos las hojas congeladas con la ayuda de un émbolo plastico hasta lograr un
polvo fino, de esta forma se rompen las paredes celulares. Para el método de Sucrose Prep, la
ruptura de las membranas celulares la logramos con la adiciéon de una solucion que posee
cloruro de sodio 300 mM, sacarosa 300 mM y buffer Tris 50 mM (200 pl de solucion por tubo)
y luego llevando a incubar a un blogue térmico durante 10 minutos a 65°C. Posteriormente, los
tubos se centrifugaron a temperatura ambiente a 9.000 rpm por 3 minutos. Se tomd la fase
acuosa de cada tubo y se coloco en un tubo nuevo (correctamente rotulados) luego de la
separacion por centrifugacion. Una vez finalizado el procedimiento, podemos utilizar la
muestra (ADN en fase acuosa) o conservar en frio para futuros usos. Para realizar la PCR para
confirmar los mutantes, se utilizaron los primers indicados en Hu et al, 2013 (Tabla I). Los
amplicones obtenidos fueron separados en un gel de electroforesis (agarosa 1.5% p/v). Al leer
el gel en el cual corrimos nuestros productos de PCR, pudimos evaluar las mutaciones segln
Hu et al, 2013. Luego de realizar la PCR, una por cada fitocromo (C, D y E), analizamos los
productos de amplificacidn obtenidos para nuestras muestras en comparacién con una muestra
WT vy la mutante cuadruple homocigota. De esta forma pudimos confirmar en las PCR para
PHYD y PHYE la presencia de amplificaciones mutantes con peso diferencial a la muestra
salvaje. Solo en la PCR para PHYC se esperaba ver que la amplificacion WT coincida con el

resto de las muestras.

TABLA I: Primers utilizados para el genotipado de las cuadruples mutantes en el fondo Ler.

Mutante Primer Tamafio amplicén Tamafio amplicén
WT (pb) mutante (pb)

phyC-1 CCCAAACCTTCCCTTGATGTTC 207 290

ACTATTAAGCAGCATACGCTTCACGCCT
G

CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTA
C

phyD-1 GGCCATCGCCGAAGTCGTC 78 64

GATTCTGTGACCTTAGGGC
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phyE-1 GTCACTTGCCGATGAGATTG 252 +127 + 80 + 55 | 252 + 134 + 127 + 29
+29 luego de la luego de la digestion

digestion con Hinfl | con Hinfl
CTCCAAAGACTTCACCGGG

Fuente: Hu et al, 2013.

4. Fenotipado de la FO

Una vez analizada la condicion de mutante para phyD, phyE, y la condicién salvaje para
phyC, quedaba analizar a los phy restantes. En el caso de los fitocromos A y B, la evaluacion
se realizo de forma fenotipica. Se utilizaron semillas de Col WT, Ler WT y de las obtenidas a

partir de los individuos antes evaluados y que no hayan sido descartados.

Para el analisis se procedio a incubar las semillas del mismo modo que se procedié con
el crecimiento de FO pero en dos condiciones de luz, R y RL. Y luego de los 7 dias de
crecimiento en placa, en lugar de pasarlas a maceta se cuantifico la elongacion de los hipocotilos
para poder completar la seleccion de los individuos. Se tomaron con una pinza de diseccion
quirdrgica de punta fina individuos de Col WT, Ler WT y Col abde a los cuales se los iba
comparando con distintos individuos de supuestas cuadruples mutantes del fondo Ler. De esta
forma, podemos ver variaciones en el largo de hipocotilo, una apertura a diferentes tiempos de
los cotiledones e incluso una coloracién visiblemente distinta. Con rasgos marcados dado por
las mutaciones de PHYA y PHYB, individuos con caracteristicas de etiolacion, como hipocotilos
largos, una apertura de los cotiledones retrasada y una coloracién mas amarillenta. Esto nos
permite retener aquellos con un fenotipo bien marcado, y afirmar que son mutantes para los
fitocromos Ay B.

Con esto finalmente confirmamos que los individuos que utilizamos como progenitores
fueran mutantes para fitocromos abde de los ecotipos Col y Ler, al retener s6lo aquellos que
pasaron las pruebas de PCR vy la de fenotipo.
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5. Ensayo de germinacion FO

Luego, se realizd un ensayo con el fin de confirmar el fenotipo de los mutantes y evaluar
el efecto de la hormona giberelina (GASs) en la germinacién. Se colocaron dos cuadrados de
papel de filtro de 2,5 cm x 2,5 cm en placas de Petri de 35 mm de didmetro y se embebieron
con 400 pl de una solucion de 100 uM de GA3 0 agua destilada (32 placas en total, Fig. 2.1).
Se sembraron 20 semillas por genotipo (Col WT, Ler WT, y los cuadruple mutantes en cada

fondo) y tratamiento por placa.

Figura 2.1:Siembra de 20 semillas en una placa de 35 mm con dos cuadrados de papel
de filtro y agua destilada o GAs.

Una vez sembradas, cerramos las placas con Parafilm y estratificamos en heladera por
4 dias. Luego las placas fueron incubadas a 24°C en dia largo (16h luz/8h oscuridad) donde
recibieron entre 100 y 150 pmoles de fotones (medidos con Quantum Meter, modelo QMSW-
SS de Apogee Instruments). A los 7 dias se evalu6 la proporcidn final de germinacion (nimero
de semillas germinadas / nimero total de semillas sembradas) realizando el conteo de las
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semillas germinadas bajo lupa estereoscopica. Las semillas que se consideraron germinadas
fueron aquellas que mostraron protrusion de la radicula de las cubiertas (en la Fig. 2.2 se puede

observar el estadio de las plantulas en el momento del conteo).

Figura 2.2:Luego de aproximadamente 10 dias desde la siembra, vemos la germinacion

de las semillas (estadio posterior a la protrusion) en una placa de 35 mm con dos cuadrados de

papel de filtro y agua destilada 0 GAs.

6. Generacion de la poblacion de mapeo
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6.1. Cruzas Col x Ler para la obtencion de F1

Para obtener nuestras semillas para el analisis final de la germinacion, se cruzaron las
plantas Col abde con Ler abde, y viceversa. Una vez las plantas florecieron, las inflorescencias
se sujetaron a un soporte tutor para asi evitar que las mismas vuelquen y minimizar la
posibilidad de cruzamiento no deseado entre plantas. En la etapa de floracién, y estando tanto
las plantas Col abde y Ler abde en dicha etapa, se realizaron las cruzas. Para esto, se tomo
polen de las anteras de una planta mutante de uno de los ecotipos y se lo coloco sobre el estigma
de la flor receptora del otro ecotipo que fue previamente emasculada (remocion de sépalos,

pétalos y estambres) (Fig. 2.3).

~a—k

Figura 2.3:Representacion de las etapas del proceso de emasculacion.

El procedimiento se lleva a cabo bajo un microscopio estereoscépico (Fig. 2.4) para
poder identificar de forma precisa las partes de la flor y a su vez, se emplea una pinza de

diseccion quirurgica de punta fina que nos permite realizar de forma correcta el cruzamiento.
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Figura 2.4: Foto ilustrativa sobre la realizacion de los cruzamientos, con la ramificacion de
Arabidopsis thaliana bajo un microscopio estereoscopico sostenida con cinta y la pinza de

diseccion quirurgica de punta fina que se utiliza para el procedimiento.

Para poder tener un correcto seguimiento del procedimiento, se marcan las flores que
son polinizadas y se remueven las no polinizadas de forma manual para asegurarnos que la
planta use sus recursos en la produccién de las semillas resultado de la cruza realizada. Una vez
alcanzada la madurez de las plantas, las semillas se cosechan y almacenan en tubos de 1,5 ml

en un lugar fresco y seco hasta el momento en que sean usadas para los ensayos de germinacion.

6.2. Crecimiento de cruzas (F1)

Las plantas F1 fueron crecidas bajo las mismas condiciones que la FO. Por lo tanto, se
esterilizaron las semillas con cloro gaseoso (lavandina comercial:acido clorhidrico fumante
37%, en una proporcion 27:1), y se estratificaron con GAs. Luego de 4 dias en frio (4°C), las
semillas se sembraron en placas de MS y se incubaron en una camara de 24°C en dia largo
(16h luz/8h oscuridad). Las plantulas de aproximadamente 7 dias se trasplantaron a macetas y

fueron regadas periédicamente hasta el momento de la cosecha.
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6.3 Genotipado de cruzas (F1)

Para comprobar que las cruzas realizadas funcionaron, evaluamos si las plantas F1 se
encontraban en heterocigosis. De esta manera se descarto la posibilidad de autopolinizacion o
polinizacién cruzada no deseada y asi afirmamos que nuestra F1 fuera descendiente de la cruza

manual entre los mutantes en fondos Col abde y Ler abde.

Para esto, se extrajo el ADN por el método de Sucrose Prep de hojas recolectadas de
plantas en crecimiento (de 3-4 semanas) y posteriormente se realizé una PCR. La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 de la misma forma que se utilizd para evaluar la
identidad de las plantas FO. Se utilizaron primers de los indicados en Hu, et al (2013) para el
gen phyD (Tabla Il). Los primers amplifican un producto de 78 pb para el alelo mutante de
Col, Col WT y Ler WT, mientras que amplifican un producto de 64 pb del alelo mutante de
Ler. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 3% p/v (Agarosa, Duchefa
Biochemie). Si el cruzamiento fue exitoso y las plantas son heterocigotas para el alelo mutante
(el cruzamiento funciond) esperdbamos ver dos productos de amplificacion en el gel. Nos
guedamos con las plantas F1 para las cuales pudimos confirmar heterocigosis viendo la doble
amplificacion en el gel. De esta forma, continuamos con la caracterizacion y fenotipado de la

F2 con las plantas F1 confirmadas.

TABLA II: Informacion especifica del set de primers utilizados para evaluar

heterocigosis.

Tamafio Tamafio Tamafio Ta
Mutante Primer Secuencia amplicon | amplicon amplicon (°C)
WT (pb) mutante heterocigota
(pb) (pb)
Fwd GGCCATCGCCGAAGTCGTC | 78 64 64 + 78 55
Rev GATTCTGTGACCTTAGGGC
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7. Crecimiento y fenotipado de F2

Una vez seleccionados los individuos F1 heterocigotas, dejamos que las plantas se
autopolinicen dando lugar a una nueva generacion segregante (F2) provenientes de parentales
heterocigotas. Se cosecharon cada una de las plantas de forma individual, rotulando
debidamente cada tubo en el cual se guardaron las semillas. Con la obtencion de la F2, se
procedio a realizar un ensayo para evaluar el fenotipo de las mismas al momento de la
germinacion. Una de las tantas diferencias que podemos observar entre los mutantes Col abde
y Ler abde es su comportamiento en el momento de la germinacion: las semillas del mutante
Col abde no germinan sin la adicion externa de GAs, y por el otro lado, Ler abde no tiene

requerimiento estricto de GAs exdgenas para promover la germinacion.

El ensayo de fenotipado se plante6 en 2 etapas: en primera instancia se evaluaron
aquellas semillas que no requirieron de GAs para germinar y luego vimos la germinacion de
aquellas que si la necesitaron. Para esto, se esterilizaron como se explicé anteriormente semillas
de la progenie de una de las plantas F1 que se identificaron como heterocigotas (id: Z5437) ,
Col WT, Ler WT, Col abde y Ler abde. Estas semillas se sembraron en flujo laminar en placas
con medio 1X MS (3 réplicas), dividiendo la placa en 5 espacios correctamente rotulados para
poner 100 (cien) semillas de Z5437 y las semillas de los controles. Cerramos las placas con
Parafilm, y se estratificaron por 4 dias en oscuridad y frio (4°C). Las placas luego se incubaron
a 18°C en dia largo (16h luz/8h oscuridad) por 7 dias cuando se realizd el primer conteo de
germinacién bajo flujo laminar (Fig. 2.5). Las plantulas de semillas que no requirieron GAs

para germinar se transplantaron a macetas.
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Figura 2.5: Muestra de como se realizé la siembra de la placa con los distintos genotipos
(25437, Col WT, Ler WT, Col abde y Ler abde).

En la segunda etapa del ensayo, las semillas restantes remanentes en las placas (aquellas
que no germinaron en primera instancia) se las levant6 utilizando agua esterilizada, y se las
colocé en tubos Eppendorf con una solucion de GAs (100 uM GA3). Las semillas se estratifican
en oscuridad y frio (4°C) por 4 dias y luego fueron sembradas en 3 placas con 1X MS, del
mismo modo que en la primera etapa. Las placas se llevaron a 18°C en dia largo (16h luz/8h
oscuridad) y a los 7 dias se realizd un conteo de las semillas que germinaron y a aquellas

germinadas se las transfirio a macetas.
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Las plantulas de semillas que germinaron sin o con la adicion de GAs se llevaron a una
camara de crecimiento a 24°C con un fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad hasta el momento

de la cosecha.

Todas las plantas que fueron aisladas fueron identificadas y luego de 3-4 semanas de
crecimiento se les realizé la recoleccion de una muestra de tejido de hoja (Fig. 2.6) para
proceder con una extraccion de ADN siguiendo el protocolo de extraccion por CTAB (ver
abajo). EI ADN extraido se us6 en PCRs con marcadores moleculares que nos permitieron
mapear la ubicacién en el genoma de potenciales loci causales de la variacion natural en la

respuesta de germinacion.

Figura 2.6: Demostracion de como se hace la toma de muestra, a partir de hojas de

Arabidopsis thaliana.

8. Mapeo

8.1 Extraccion de ADN

En todos los casos en los que queramos tomar muestras, se cortaron hojas de cada planta

y se colocaron en tubos Eppendorf. Para simplificar la molienda, los tubos fueron sumergidos
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en nitrégeno liquido y las hojas congeladas trituradas con la ayuda de un émbolo pléstico hasta

lograr un polvo fino.

En este caso para el mapeo de F2 utilizamos el método de extraccion por CTAB (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide). Inicialmente se le agrega al polvo fino 200 ul de Buffer de
extraccion (100 mM Tris-HCI pH:8; 20 mM Na-EDTA pH: 8; 1,4 M NaCl; 2% CTAB; agua
MiliQ) y se incuba a 65°C por 15 minutos. Luego se adiciona 200 pl de Cloroformo
(triclorometano), y se lleva a la centrifuga a maxima velocidad (12.000 rpm) por 15 minutos a
temperatura ambiente (25°C). En este paso vemos como se forman dos fases, la fase acuosa
contiene el ADN y en la fase orgéanica, junto con el Cloroformo, quedan las proteinas y lipidos
(Fig. 2.7).

Figura 2.7: Posterior al paso de agregado de Cloroformo en el método de extraccion

por CTAB, se pueden apreciar las dos fases (acuosa y organica).

Luego transferimos la fase acuosa (fase superior) a un tubo con 200 pl de Isopropanol
y llevamos por 20 minutos a 4°C a la centrifuga a maxima velocidad. EIl Isopropanol permite
que el ADN precipite y por eso vemos la formacion de un pellet. Pasamos a descartar el
sobrenadante utilizando una bomba de vacio, adicionamos alcohol 70% (Etanol 96%; agua

destilada) y llevamos a la centrifuga por 2 minutos a 4°C a maxima velocidad, y repetimos para
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alcanzar dos lavados con alcohol. Para finalizar, cuando tenemos Unicamente el pellet, lo
resuspendimos con 60 pl de agua apirégena y homogeneizamos. Las muestras se guardaron en
un freezer a -20°C. Este método permite purificar el ADN con mejor calidad gracias al uso de

CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio).

8.2. PCRs

Primero debemos poner a descongelar los reactivos y las muestras en hielo, mientras
tanto y usando guantes sin polvo, limpiamos la mesada donde trabajaremos con alcohol.
Utilizamos H>O apirdgena, buffer de polimerasa, MgCl., dNTPs, primers (forward y reverse),

enzima polimerasa TAQ y ADN segun se describe en la Tabla I11.

TABLA I11: Reactivos empleados en las reacciones en cadena de polimerasa (PCR).

Reactivo Concentracion final Volumen por reaccion (pl)

H>0 apirdgena - 18,2
Buffer 1X 2,5
MgCl, 1,5mM 15
dNTPs 0,2 mM 0,2
Primers forward 0,25uM 0,25
Primers reverse 0,25 uM 0,25
DNA - 2
TAQ polimerasa - 0,1
TOTAL - 25

Para la reaccion se coloca hielo en un recipiente para encima colocar la placa
termoresistente de PCR de 96 pocillos (ABgenes ® Termo-Fast ®). Armamos la MIX (H20
apirégena, buffer de polimerasa, MgClz, dNtps, primers y enzima polimerasa TAQ) y

alicuotamos 23 ul de la misma en cada well, y luego dentro de cada pocillo se ponen 2 pl de

Pégina 37 de 60



UADE 5@;;‘1;% VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE
VARF )
g

SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA

Deguer, Tomas

ADN para lograr un volumen final de 25 pl en cada well. La placa se tapé con una almohadilla,

y se llevd a un ciclador térmico con el programa de corrida seteado como se describe en la
Tabla IV.

TABLA 1V: Representacion del programa utilizado para las reacciones en cadena de

polimerasa (PCR).

1 | Desnaturalizacion inicial: 5 minutos a 94°C
2 | Desnaturalizacién: 20 segundos a 94°C
Ciclos: 40
3 | Hibridacion: 20 segundos a la Ta (depende de los primers)
4 | Extension: 20 segundos a 72°C (el tiempo depende del largo del
fragmento a amplificar)
5 | Extension final: 5 minutos a 72°C

8.3. Marcadores utilizados y amplificacion

En las reacciones en cadena de la polimerasa (PCRs) se utilizaron 14 marcadores

moleculares (Tabla V), los cuales se distribuyen a lo largo de todo el genoma de Arabidopsis

thaliana (Fig. 2.8).

Pégina 38 de 60



VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE
SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA

Deguer, Tomas

CER46081%
CER4aa434
CER461370
CER450323
CER464657
CER453014
CER440011
CER440140 CER448362
CER460045
FraC12
CER440032
CER448440

CER450691

CER408221

CER45300%

CER468510

CER4468032

NGAIY

- =

CER458380

Figura 2.8: Mapa fisico de la ubicacion de los marcadores utilizados (recuadro rojo) en

el genoma de Arabidopsis thaliana (obtenido de Sanchez-Lamas, 2008)

TABLA V: Marcadores moleculares utilizados para el mapeo.

Marcador

Cr.

Coordenadas

pb
Col

pb
Ler

Primers
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CER448484 5151366 TGTGCATGGTATTATAGGTGGACCAGATT
123 | 107 | AT
| 5151488 GGTGGACATTTGTATCTTTTCGGTTTCTT
CER464657 12202629 CCTTGAGGTGGGCCATAACAAGCTAT
109 | 99
12202737 CACGACCCCTGTGTACCCATTCCTA
CER460835 4153260 CGCCGTCAATCTCTCCAAAATAAGAA
154 | 140
4153413 CAAATACATAGCCCTAAAGCGTGTCGAT
CER461379 9666401 ATGCAGTCGAGAGCTGTCTCAGGCT
I 254 | 239
9666601 GTGCTTGACGGTTTGTCGACGAA
CER459323 11602876 CGATTAAACTCAATCCAACGGCTTAGAGA
105 | 93 | TA
11602981 CAAGACTTTGCAAACATTTACTAATGAAC
GA
CER458362 18611848 CGTGTTGGCCTAAATCAGAGAGAGCAT
108 | 96
18611955 TGCCAGAGAAACCAAGAAATTGATACAA
TTA
CER464712 2408173 CAATAAGAAGAAGGAAGCGTACTGCACA
140 | 123
2408312 GTGAATGAACACATGGTGTGTTGTAACAT
TA
ciwil 9775545 CCCCGAGTTGAGGTATT
1] 179 | 230
9775723 GAAGAAATTCCTAAAGCATTC
CER460458 16358966 GTTTGTGACGAATAGTGAAAGGAGAGAA
407 | 365 | GTAA
16359372 GAGAACCAACATAAATCCGTTACAATGTC
AA
CER449332 21332892 CCCACTGCTTGGACAGTGTACGAA

Pégina 40 de 60



UA‘DE S VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE

\d
~ SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA Deguer, Tomas
21333010 119 [ 108 | GAATCCGATGGATAGAGGAAAAATGAAT
GTA
CER466221 8007990 ATCAAACGCCAACTGAATCAATCAATTAA
218 | 193
8008207 GTGTGTGGACTCACCATTGGTCACAT
v
CER453065 12107892 GGAAGGCTATTTGTCTATATTGTTCATGG
153 [ 135 | AA
12108044 TCACGAATACAAAATCAAACTCAGATAG
AGAAA
CER449857 16046936 CCTGGCGCTAATGTACACTCTTCGTT
331 | 293
16047266 TGTAATCTATCTCTCACTCACGATGCCTCT
T
CER456386 23900136 AGTAACTCAAAACCAAACAAGGAC
\Y 120 | 100
23900256 TTTGATGCATCATAACAGAAAGTC

Fuente: obtenido de Sanchez-Lamas, 2008.

8.4 Informacion de marcadores moleculares

Los marcadores utilizados permiten la amplificaciéon por PCR de secuencias con
inserciones o deleciones que difieren entre Col y Ler. Los productos amplificados tienen un
tamafo entre 93 y 407 pb, y una diferencia de no mas del 10% en tamafio entre los diferentes
alelos. Los productos de PCR fueron sembrados en geles de agarosa al 3% en buffer TBE 0.5X
(Tris Base 12,11% m/v, acido borico 5,5% m/v, EDTA 0,744% m/v, agua destilada, solucion a
pH 8). Luego de la corrida electroforética por 45-60 minutos a 100-120 v (puede variar de

acuerdo a las amplificaciones esperadas), se revelaron en un transiluminador.
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9. Analisis estadistico

El comportamiento observado en los ensayos de germinacion, tanto para FO como para
F2, fueron analizados de forma estadistica. Para todos los anélisis estadisticos mencionados se
utilizaron paquetes desarrollados dentro del lenguaje estadistico R (version 4.1.2), ademas de

la implementacion de la herramienta RStudio para un mejor manejo del mismo.

Se emplearon graficos de caja de bigote, o también Ilamados boxplot, para la
representacion de los resultados obtenidos. La significancia estadistica se analiz6 para
comprender los efectos de la adicion de GAs y el genotipo (mutantes) sobre la respuesta
dependiente de la variable germinacion. Las proporciones finales de germinacién fueron
analizadas usando modelos lineales generalizados (glm) ajustados a una funcion de enlace logit
usando ‘glm’ en el paquete ‘stats’ y la funcion ‘Anova’ del paquete ‘car’. Debido a que se
realizaron mdltiples comparaciones que afectan el poder estadistico, los P valores fueron

corregidos con el método “Holm” usando la funcion ‘p.adjust’ del paquete ‘stats’.
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Resultados

1. Confirmacion de los genotipos mutantes

En primera instancia es importante confirmar la identidad de las plantas bajo estudio.
Es por ello que se realizaron reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) o analisis del fenotipo

para identificarlas.

Inicialmente, se tomaron muestras de plantas mutantes en el fondo Ler para luego
proceder con la extraccion de ADN y posterior PCR. Se realizaron las PCR correspondientes al
andlisis de PHYC, PHYD y PHYE (Tabla 1). Para PHYC se vieron amplicones de
aproximadamente 207 pb en todas las muestras, incluyendo el control WT confirmando la
presencia del alelo salvaje para el gen PHYC. Por otro lado, al correr los productos de PCR para
PHYD y PHYE se vieron productos de amplificacion distintos con respecto a la muestra WT,
como era esperado. En el caso de PHYD vimos que las muestras dieron amplicones de menor
tamafo (64 pb) que para la referencia salvaje (78 pb) (Fig. 3.1). Al analizar la PCR para PHYE,

se obtuvieron amplicones de 543 pb que luego fueron seleccionadas para realizar una restriccién

y la posterior seleccion de las que resultaron mutantes.

78pb
> 64pb «

Pégina 43 de 60



UADE ﬁé’;%;ﬁ VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE
VARF )
~ SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA Deguer, Tomas

Figura 3.1:Representacion de seleccion de plantas, en este caso por la técnica de PCR
para identificar individuos mutantes para PHYD.

Para los fitocromos restantes, PHYA y PHYB, la evaluacién de su genotipo se hizo a
partir del analisis del fenotipo que presentaron las plantas. Se procedié a sembrar y crecer
ejemplares de Ler wt, Col wt, Ler abde y Col abde en dos condiciones de luz, Roja (R) y Roja
Lejana (RL). En ambos tratamientos esperamos ver que tanto Ler wt como Col wt tengan bien
abiertos sus cotiledones y sean de un tamafio mayor a los ejemplares de Ler abde y Col abde.

Las plantulas abde presentan en las dos condiciones de luz caracteristicas de etiolacion,

hipocotilos largos, cotiledones con una emergencia mas tardia y los mismos en coloracion

»

amarillenta (Fig. 3.2).

v v v

Col WT Ler WT  Col abde Ler abde

A A A 4

Pt

LUZ ROJA /
LEJANA a5

Figura 3.2: Seleccion de mutantes por fenotipo, condiciéon de luz Ry RL.

Los plantas de Arabidopsis thaliana que resultaron mutantes, sea por PCR o por
fenotipo, para PHYA, PHYB, PHYD y PHYE y salvaje para PHYC fueron las seleccionadas para

realizar las cruzas (Ler abde x Col abde) y asi continuar con el proyecto.
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2. Confirmacion de fenotipo de la generaciéon FO

Una vez que identificamos individuos de Arabidopsis thaliana cuadruples mutantes de
fitocromos (PHYA. PHYB, PHYD y PHYE), pasamos a poner a prueba la premisa, y con ello

evaluar el comportamiento de Col abde y Ler abde en la etapa de germinacion (Anexo A).

Luego de realizar el ensayo de germinacién y recolectar los datos, con los mismos y
utilizando el lenguaje de programaciéon R pasamos a analizarlos de forma estadistica (Anexo
B) (Fig. 3.4).

1.004 -—— ’_’

0.751

Proporcion
o
o
<

0.251

0.001 —

Colwt Colabde Lerwt Lerabde
Genotipo
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Figura 3.4: Resultados obtenidos del ensayo de germinacion en FO. El grafico muestra
los valores de proporcion de germinacion (eje y) para cada genotipo (eje X) en respuesta a la

incubacion con (en amarillo) y sin el agregado exdgeno de GAs (en azul).

En el gréafico se aprecia como los genotipos salvajes Col y Ler WT germinan en alta
proporcion en ambas condiciones con y sin el agregado de GAs. Se puede observar también
que tanto Col abde y Ler abde germinan en gran proporcion cuando son incubadas con GAs.
Para las semillas mutantes en ambos fondos genéticos en ausencia de GAs la germinacion es
muy baja. Sin embargo vemos una diferencia ya que las semillas Ler abde germinan alrededor

del 10% mientras que para las de Col abde la germinacion es nula (0%).

3. Confirmacion de heterocigosis de la F1

Luego de realizar las cruzas (Q Ler abde x &' Col abde, y la reciproca), es fundamental
confirmar que el cruzamiento funciond. De esta manera, crecimos plantas F1 producto de
nuestras cruzas, recolectamos muestras y procedimos a evaluar heterocigosis por medio de
PCR.

Se extrajo el ADN y se realizé una PCR usando los primers de PHYD como control
dado que Ler abde y Col abde mostrarian productos de amplificacion a distintas alturas.
Aquellas muestras que dieran una unica amplificaciéon de 64 pb serian homocigotas mutantes
para el alelo Ler de PHYD (Ler abde), mientras que las que mostraran una Gnica amplificacién
de 78 pb serian homocigotas salvajes para el alelo Col (Col abde). Nosotros buscabamos
aquellas plantas que mostraron ambos productos de amplificacion (64 pby 78 pb) ya que serian

las heterocigotas y serian los individuos con los que seguiriamos trabajando (Fig. 3.5).
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—>78pb
> 64pb

Figura 3.5: Representacion de los amplicones obtenidos con marcadores
correspondientes PHYD, y con ello la posterior seleccion del ejemplar Z5437 como

heterocigota.

Finalmente, después de las PCRs, retuvimos a la cruza identificada como 25437 (Fig.
3.5). Este ejemplar fue el que nos di6 el resultado mas claro a la hora de ver los geles, y con

ello asegurarnos al menos un individuo heterocigota.

4. Respuesta de germinacion de la poblacion segregante F2

Con la cruza 25437 confirmada como heterocigota, procedimos a cosechar las semillas

F2. Con estas semillas disefiamos y llevamos a cabo un ensayo de germinacion para fenotipar
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la segregacion de la respuesta diferencial entre Col y Ler, y las comparamos con los controles
Col WT, Ler WT, Col abde y Ler abde.

En esta primera instancia, cuando las semillas fueron sembradas sin el agregado de
giberelinas (GAs), germinaron en promedio el 40.67% de las semillas (Fig. 3.6), una proporcion

mayor que la esperada a partir de la respuesta de las lineas parentales (Fig. 3.4) (Fig. 3.6).

Tratamiento E£J GA NoGA

0.45+

0.40-

o
D
,

Proporcion

0.30-

0.25+

0.20-

GA noGA
Tratamiento
Figura 3.6: Proporcion de germinacion de las semillas F2 con (azul) y sin (amarillo)

giberelinas (GAS).

Luego, cuando se les agregd GAs a las semillas restantes germinaron en promedio el

29.47% de las semillas remanentes (178 semillas en total entre las tres réplicas) (Fig. 3.6).
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En ambos pasos del ensayo, la proporcion final de germinacion sin y con el agregado
exogeno de giberelinas resultd mayor que el esperado por la respuesta de las lineas parentales
Col abde y Ler abde (Fig. 3.4).

5. Asociacion de la respuesta de la poblacion segregante con marcadores

moleculares

Los individuos F2 que recuperamos a partir del ensayo anterior fueron crecidos y usados
para recolectar muestras y realizar PCRs con marcadores moleculares. Los marcadores
utilizados nos permiten diferenciar entre regiones del genoma que contienen alelos Ler y
aquellos con alelos Col, de esta manera se pueden asociar regiones del genoma con la respuesta
observada en el ensayo de germinacion de la poblacion segregante F2. Utilizamos diferentes
marcadores moleculares que nos permitieron analizar regiones de todos los cromosomas de
Arabidopsis thaliana (Tabla V).

Analizando los resultados obtenidos en las muestras provenientes de las plantas que
germinaron sin la necesidad del agregado GAs (Fig. 3.6), esperariamos observar marcadores
con presencia de alelos Ler o heterocigotas en caso de que fueran alelos dominantes.
Observamos para los marcadores CER460835 (Cr2) y CER453065 (Cr4) se imponen los alelos
de Ler entre los individuos testeados, y un alto nivel de heterocigosis para CER461379 (Cr2),
ciwll (Cr3) y CER460458 (Cr3). Ademas, para CER449857 (Cr4) se ven valores similares de
heterocigosis y alelos de Ler (Tabla V1).

Luego del agregado de giberelinas (GAs), en la mayoria de los individuos seleccionados
para mapear se observéd que los alelos de Col se asocian principalmente con los marcadores
CERA448484 (Cr1), CER459323 (Cr2) y CER466221 (Cr4) (Tabla VI).

A pesar de observar un bajo nivel de heterocigosis, que puede resultar de la pequefia
diferencia y falta de completa separacion entre los productos de amplificacion de diferentes
alelos en los geles, los resultados sugieren que numerosas regiones gendmicas podrian estar
asociadas a la variacion en respuesta de germinacion en los ecotipos utilizados en este estudio,

indicando que existe una compleja regulacion independiente a los fitocromos.
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TABLA VI: Resultados del mapeo con marcadores alélicos de Col y Ler. En color
naranja los alelos Col, celestes los de Ler y en rosa aquellos que resultaron heterocigotas.
Muestras 1 a 82 son de plantas provenientes de semillas que germinaron sin el agregado
exogeno de GAs; y 88 a 107 de individuos provenientes de semillas que requirieron GAs para
germinar. Los marcadores se ubican en el siguiente orden de acuerdo a la posicion en los
cromosomas: CER448484, CER464657, CER460835, CER461379, CER459323, CER458362,
CER464712, ciwll, CER460458, CER449332, CER466221, CER453065, CER449857,
CER456386.

Cr1 Cr2 Cr3 Cr4 Cr5
Muestras A CER448484 | CER464657 CER460835 CER461379 CER459323 CER458362 CER464712 Ciw11 CER480458 CER449332 CER466221 CER453065 CER449857 CER456386

Hetero
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Discusion

La supervivencia de las plantas depende del correcto ajuste del crecimiento y desarrollo
a los ambientes 6ptimos para que las diferentes etapas del ciclo de vida sucedan. En este sentido,
el momento en que sucede el comienzo del ciclo de vida (germinacion de las semillas) es clave
en determinar el ambiente que la planta en crecimiento experimentara en el futuro (Donohue et
al, 2010). La germinacion esta regulada por numerosos factores, incluida la calidad de luz,
efecto mediado por los fitocromos (Casal y Sanchez, 1998). En este estudio analizamos la
variacion natural en la regulacion de la germinacion en ausencia de los fitocromos. Los
resultados muestran que la variacién fenotipica observada entre mutantes mdltiples de
fitocromos en los fondos genéticos Col y Ler estaria asociada con regiones gendmicas en varios
cromosomas. Ademas, nuestros resultados sugieren que la regulacién de la germinacion

independiente de los fitocromos podria ser multigénica.

Los ecotipos utilizados en este estudio presentan un bajo nivel de dormicion y por lo
general no requieren del agregado exdgeno de GAs. En el ensayo de germinacién tanto Col WT
como Ler WT germinaban ambas en un porcentaje muy alto, aun cuando fueron incubadas sin
GAs. Las mutantes Ler abde y Col abde necesitaron del agregado de GAs para mostrar un alto
nivel de germinacién. Sin embargo, en ausencia de GAs las semillas mutantes en el fondo
genético Ler retuvieron cierta capacidad de germinar, aungue en una proporcion menor a la
esperada segun reportes anteriores (Hu et al, 2013). Por el contrario, semillas de Col abde
tuvieron un requerimiento estricto de adicion de GAs para germinar.

Para buscar el origen de esta diferencia, se construyé una poblacion F2 segregante en la
cual mapeamos la asociacion entre el fenotipo de las semillas con marcadores moleculares. El
ensayo de germinacién realizado con las semillas F2 mostr6 una proporcion mayor de
germinacion que el esperado a partir de los datos de las lineas parentales: sin la adicion de GAs
casi la mitad de las semillas germinaron, sugiriendo un posible efecto epistatico o aditivo entre
loci de diferente origen alélico. Este tipo de epistasis fue demostrado para otra transicion clave
del desarrollo, la floracién, y fue asociada con variacion en la respuesta y adaptacion a
diferentes ambientes (Caicedo et al, 2004; Juenger et al, 2005). En el caso de la germinacién
se han encontrado para Arabidopsis de dos a cuatro quantitative trait locus (QTL) y de cinco a
ocho interacciones de epistasia (Malmberg et al, 2005). Ademas, en muchos casos se vio que

Pégina 51 de 60



UADE @;T"f, VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE
~ SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA Deguer, Tomas

locus que interactian epistaticamente en la germinacion, también lo hacen en el fitness de la
planta (Huang et al, 2010).

En el mapeo realizado en este estudio se vid que las semillas que germinaron en primera
instancia (aquellas sin GAs) presentaron marcadores con alelos para el genotipo Ler o en
heterocigosis, sugiriendo que los alelos Ler serian dominantes en la regulacion de la respuesta
de germinacion. Estos marcadores con predominancia de alelos Ler o heterocigotas mapean
con los cromosomas 2, 3y 4. En cambio, el grupo de semillas que germind luego del agregado
de giberelinas (GAS) presenta en sus marcadores un mayor nimero de alelos para Col en los
cromosomas 1y 2.

En particular, los marcadores CER461379, CER460458 y ciw11 podrian estar asociados
a alguna region o secuencia del genoma que tenga relevancia con el fenotipo expresado en la
germinacion independiente de GAs y fitocromos. Esto se debe a que respondieron con gran
cantidad de muestras heterocigotas en la condicion sin GAs, y ademas, en presencia de GAs
sus muestras arrojaron resultados mayoritariamente heterocigota o para alelos del ecotipo Col.
Sin embargo y a pesar de la baja deteccion de individuos heterocigotas, el marcador
CER453065 (Cr4) parece ser el mas asociado con la respuesta ya que presenta mayoria de
individuos con alelos Ler para las plantas de semillas que no requirieron agregado exdgeno de
GAs, y mayoria de alelos Col para las plantas de semillas que si necesitaron del agregado
exdgeno de GAs. Si bien no se observan individuos en heterocigosis para este marcador, es
probable que esto sea debido a problemas en la electroforesis del gel que impidieron la correcta
separacion entre los productos de amplificacion de los dos alelos (20pb).

Lamentablemente, la baja resolucién del mapeo no nos permite sacar conclusiones
respecto a los potenciales genes involucrados en esta respuesta. Sin embargo, nuestros
resultados ameritan la continuacion de la exploracion de estas regiones para determinar

potenciales loci causales de la variacion fenotipica entre los mutantes Col abde y Ler abde.
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Conclusion

Si bien los resultados del proyecto no son conclusivos respecto a la identificacion de
loci causales, logramos identificar regiones del genoma que podrian estar asociadas a la
variacion fenotipica entre los mutantes en los fondos Col y Ler. Seria necesario analizar mas
marcadores para poder aumentar la resolucion del mapeo e identificar genes relevantes para la
germinacion independiente de los fitocromos. Sin embargo, parece ser que el marcador
CER453065 esta asociado a la respuesta fenotipica que se presenta en la germinacion. A pesar
de esto, nuestros resultados también sugieren que la regulacion de la germinacion independiente
de GAs y fitocromos tendria una base compleja con potencial de efectos epistaticos entre

diferentes regiones del genoma.

1. Perspectivas a futuro

Los resultados que obtuvimos al realizar dicha tesina alientan a continuar con la
identificacion de potenciales loci causales. Principalmente, el aumento de resolucién para la
asociacion en los cromosomas 2, 3 y 4. Nuestros resultados prometen ser un camino para
explorar potenciales blancos genéticos que permitan una germinacion mas homogénea e
independiente de la regulacion de factores como la calidad de luz, caracter importante para el

establecimiento homogéneo de cultivos y la disminucién de costos de manejo de cultivos.
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1. Anexo A

Datos recolectados del ensayo de germinacion con ejemplares de FO.

VARIACION GENETICA EN LA RESPUESTA DE GERMINACION DE

SEMILLAS DE ARABIDOPSIS THALIANA

Deguer, Tomas

Genotipo ¢ Placa con GAs? Semillas germinadas n
Col wt SI 20 20
Col wt Sl 20 20
Col wt Sl 20 20
Col wt Sl 20 20
Col wt NO 20 20
Col wt NO 20 20
Col wt NO 20 20
Col wt NO 20 20
Ler wt SI 20 20
Ler wt Sl 20 20
Ler wt SI 17 20
Ler wt Sl 17 20
Ler wt NO 20 20
Ler wt NO 20 20
Ler wt NO 19 20
Ler wt NO 16 20

Col abde Si 16 20

Col abde SI 20 20

Col abde Sl 18 20

Col abde SI 17 20

Col abde NO 0 20

Col abde NO 0 20

Col abde NO 0 20

Col abde NO 0 20

Ler abde SI 20 20
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Ler abde SI 20 20
Ler abde Sl 19 20
Ler abde SI 19 20
Ler abde NO 2 20
Ler abde NO 1 20
Ler abde NO 1 20
Ler abde NO 2 20
2. Anexo B

A. Efecto de la mutante maltiple de fitocromos sobre la respuesta de germinacion.

Genotipo LR Chi-sq df p value
Col WT 0 1 1

Col abde 163.5 1 7.8x10%
Ler WT 0.098 1 1

Ler abde 160.1 1 3.3x1073¢

B. Efecto de la adicion de giberelinas sobre la respuesta de los genotipos utilizados en este

estudio.
Efecto GAs LR Chi-sq df p value
Col con GAs 13.013 1 0.0006
Col sin GASs 221.8 1 8.8x10716
Ler con GAs 2.2 1 0.14
Ler sin GAs 141.7 1 8.8x10°16
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