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INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado una gran plasticidad fenotipica que les permite adaptar su
desarrollo a las condiciones ambientales cambiantes. Cada especie vegetal tiene una
temperatura éptima de crecimiento, existe un rango alrededor de esta temperatura en el cual
pueden sobrevivir y reproducirse. Brachypodium distachyon es una graminea templada, que
se encuentra naturalmente adaptada a diferentes entornos y ecosistemas alrededor del mar
mediterrdneo (Lopez-Alvarez y col., 2015). La plasticidad sobre la floracién de B. distachyon
en respuesta a la temperatura ambiente, indican una tendencia hacia una demora del
momento de emergencia de la espiguilla cuando las plantas se cultivan a altas temperaturas
(Bodeny col., 2013; Liy col., 2019). Poco se sabe sobre los factores moleculares que regulan
la respuesta a estos cambios de temperatura. (Boden y col. 2013) demostraron que la
formacion de los nucleosomas mediados por la histona H2A.Z es importante en la
coordinacion de la sensibilidad a los cambios de temperatura durante el desarrollo del grano.
Por su parte BdVIL4, una proteina VRN3-like, es capaz de inhibir la floracién en respuesta a
altas temperaturas, a través de la represion del miRNA156 (Any col., 2015). La respuesta a
la vernalizacion ha sido mas estudiada. Se sabe que BdVRNT se acumula en hojas y apices
luego de una exposicion prolongada al frio (vernalizacién), y se considera responsable de
promover el adelanto en el tiempo de floracion mediado por frio en plantas de B. distachyon
(Ream y col., 2014; Liy col., 2016). A su vez, BAVRN1 y BdFUL2 serian capaces de formar
dimeros con proteinas SEP (Liy col., 2016), entre las cuales se encuentra BAPAP2. Estudios
previos realizados en nuestro laboratorio indican que plantas con mayores niveles de
expresion de BAPAPZ2 (de ahora en mas llamadas BAPAP2/ADN-T) presentan un adelanto en
el tiempo de floracion respecto a las plantas control (denominadas Bd21.3). Sin embargo, este
adelanto desaparece cuando ambos genotipos se ven expuestos a un proceso de
vernalizacion (Gonzalo y col., comunicacién personal).
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OBJETIVOS
1. Estudiar los cambios en el tiempo de floracién de plantas de B. distachyon Bd21.3 y
BAPAP2/ADN-T a diferentes temperaturas, considerando la exposicién previa (0 no)
de las semillas a vernalizacion.
2. Analizar la expresion de BdPAPZ2 en las condiciones mencionadas.

METODOLOGIA
Respuesta a vernalizacion y temperatura ambiente
Las semillas fueron colocadas en placas humedas a 4°C, durante una semana en el caso de
las semillas control (C), 4 semanas en caso de las vernalizadas (V). Se analizaron las lineas
Bd21.3 (genotipo control) y las mutantes BAPAP2/ADN-T (genotipo que cuenta con una
insercion en BAPAPZ2 que promueve la expresion de este gen). Luego de la vernalizacion, las
semillas fueron pasadas de las placas a macetas con sustrato estéril, y crecidas en camaras
de cultivo con condiciones de iluminacién de dia largo, con una intensidad de luz 50umol.m-
.seg™”, a temperaturas diurnas de 23 o 29°C respectivamente. En todos los ensayos se uso
un N de plantas igual o mayor a 10.
El analisis fenotipico implico la determinacion del dia a floracion, contabilizando a partir del
dia de germinacion, asi como la determinacion del nimero de hojas totales al momento de
floracién (Derbyshire y Byrne, 2013).
Los datos obtenidos fueron analizados y comparados mediante el andlisis de ANOVA y Test
de Tukey con el software Microsoft Excel ® (2019).

Niveles de expresion de BAPAP2

Los niveles de expresién de BdPAPZ2 fueron determinados por PCR cuantitativa en Tiempo
Real (gPCR), tal como se describe en el protocolo especificado para Brillant Il Ultra-Fast
SYBR Green gPCR Mix suministrado con ROX como colorante de referencia (Agilent). Como
molde se utiliz6 ADN copia obtenido a partir de la retrotranscripcion de ARNm total extraido
de plantas al dia de floracion. Como gen de referencia se utiliz6 SamDC (Hong y col., 2008).

RESULTADOS/CONCLUSIONES
Respuesta a vernalizacion y temperatura ambiente
El analisis fenotipico del desarrollo y tiempo de floracién de las plantas de B. distachyon
crecidas en diferentes condiciones de temperatura y vernalizacion arrojaron resultados
sumamente interesantes, los cuales pueden observarse en la Fig. 1.
En primer lugar, podemos observar un retraso estadisticamente significativo del tiempo de
floracion de las plantas Bd21.3 en funcion del aumento de la temperatura de crecimiento. Esto
se observa tanto en los dias a floraciéon (25,39 dias a 23°C vs 35,22 dias a 29°C, puntos
celestes) como en la cantidad de hojas desarrolladas por las plantas al momento de la
floracion (13 hojas a 23°C vs 31 hojas a 29°C, barras celestes). Cuando las semillas Bd21.3
son vernalizadas, hay un adelanto en el tiempo de floracion y una disminucién en el nimero
de hojas producidas (puntos y barras azules). Este resultado concuerda con lo reportado por
(Li y col. 2016), donde el tratamiento de vernalizacién provoca la aceleracién de la floracion,
de la mano con un aumento de la expresion de BdVRN1. Sin embargo, el efecto de la
temperatura ambiente sigue estando presente, ya que las plantas vernalizadas crecidas a
29°C florecen después y con un mayor numero de hojas que aquellas crecidas a 23°C (puntos
y barras azules).
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Figura 1: Floracidon y numero de hojas en respuesta a vernalizacion y temperatura ambiente.
Analisis fenotipico del tiempo de floraciéon de plantas de B. distachyon Bd21.3 y BAPAP2/ADN-T,
vernalizadas (V) y control (C), en condiciones de crecimiento de 23°C y 29°C, respectivamente.

Las mutantes insercionales BAPAP2/ADN-T crecidas a 23°C muestran un claro adelanto de
la floracién respecto a las plantas Bd21.3, tanto en dias como en niumero de hojas (barras y
puntos verde claro respecto a barras y puntos celestes). Cuando las semillas de
BdPAP2/ADN-T son vernalizadas, las plantas se comportan como plantas control
vernalizadas, desapareciendo la diferencia en los tiempos de floracion.

De manera similar a lo que ocurre con las plantas control, los individuos BAPAP2/ADN-T
crecidos a 29°C desarrollan mayor nimero de hojas y retrasan su floracién respecto a aquellos
crecidos a 23°C. A 29°C, ambos genotipos florecen al mismo tiempo (P = 0,394182, a de
0,05), pero las plantas BAPAP2/ADN-T siguen presentando un menor numero de hojas
respecto a las plantas control (puntos y barras celeste y verde claro).

Al igual que como se observé a 23°C, las plantas vernalizadas Bd21.3 y BAPAP2/ADN-T no
muestran diferencias en dias a floracién y nimero de hojas (barras y puntos azules y verdes
0SCUro).

Niveles de expresion de BAPAP2

El andlisis de los niveles de expresion de PO
BdPAPZ2 se hizo sobre los dos genotipos

estudiados, utilizando las plantas

crecidas a 29°C.

Los niveles de BdPAPZ2 (Fig. 2) aumentan
drasticamente en plantas control Bd21.3

expuestas a vernalizacion, respecto al

mismo genotipo no vernalizado. Esto y

indica que BdPAP2 es un gen que - & -
responde positivamente a la
vernalizacion.

Las plantas BdPAP2/ADN-T presentan Figura 2: Analisis de expresion de BdPAP2.
mayores niveles de expresion basales de  Expresion relativa de BdPAP2 determinada por
BdPAP2 que las Bd21.3, pero no se qgPCR en los genotipos estudiados, control y
observa un aumento de la expresion vernalizadas (C y V al final del genotipo,
cuando este genotipo es expuesto a respectivamente), en plantas crecidas a 29°C.

vernalizacion.
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Estos resultados nos inducen a pensar en dos hipétesis posibles respecto a la funcion de
BdPAP2 en la regulacion de la floracién mediada por vernalizacién. Esta claro que BdPAP2
responde a vernalizacidn, porque sus niveles aumentan drasticamente cuando las semillas
del genotipo Bd21.3 son expuestas al frio. Las plantas BAPAP2/ADN-T hay una respuesta
fenotipica a la vernalizacién, pero no se observa el aumento de expresion de BAdPAP2. Esto
indicaria que existen factores que actuarian en paralelo a BdPAP2, responsables de la
respuesta observada. Es posible que uno de los factores involucrados sea BAVRN1, aunque
la relacién entre ambas proteinas aun debe ser dilucidada.

CONCLUSIONES

e La vernalizacion de los genotipos de B. distachyon estudiados provoca un adelanto
significativo en el tiempo de floracion dentro del mismo genotipo, independientemente
de la temperatura a la que se cultiven las plantas.

e En los genotipos Bd21.3 y BdPAP2/ADN-T, un aumento de la temperatura de
crecimiento provoca un retraso en el tiempo de floracién y un aumento en el nimero
de hojas producidas.

e Los niveles de expresion BAPAP2 en los genotipos con y sin vernalizacion demuestran
gue este es un gen de respuesta a vernalizacion, pero que actuaria en paralelo con
otros factores, a fin de promover la floracién en respuesta a una exposicién prolongada
al frio
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