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1 Resumen

El tamafio final de los 6rganos esta determinado mayormente por la extensiéon de una fase
inicial de proliferacidn celular, seguida de una fase de expansion y diferenciacién celular. El
control de estos procesos involucra la acciéon concertada de varias vias de sefalizacion
hormonal y de redes de factores de transcripcidn, los cuales pueden, a su vez, ser regulados
por miARNs. Los microARNs (miARNs) son ARN pequeios de 20-21 nucledtidos y constituyen
un sistema ampliamente distribuido para controlar la expresién génica.

El miARN miR396 regula los factores de transcripcion de la familia GROWTH
REGULATING FACTORs (GRFs). Estos factores de transcripcidn se caracterizan por presentar
dos dominios conservados llamados WRC y QLQ, que median la unién al ADN vy la interaccién
con otras proteinas, respectivamente. En Arabidopsis thaliana, siete de los nueve GRFs son
regulados por miR396. A su vez, los GRFs forman complejos con los GRF-INTERACTING
FACTORS (GIFs). El sistema miR396/GRFs se encuentra conservado en angiospermas vy
gimnospermas. Los GRFs estimulan la proliferacidn celular, mientras que la represién de los
mismos por el miARN miR396 detiene la divisidn celular y dispara la diferenciacién. Durante el
desarrollo de la hoja este sistema regulatorio tiene un rol fundamental en la determinacion el
tamaio y forma del érgano, asi como también participa en el control de la senescencia.

En este trabajo de tesis, en primer lugar, se analizé el control del balance miR396/GRFs
como potencial herramienta biotecnolégica. Obtuvimos plantas con hojas mas grandes a
través de la reduccién de la actividad de miR396. Demostramos que versiones resistentes a la
regulaciéon de miR396 de los genes de Arabidopsis thaliana AtGRF2 (rGRF2) y AtGRF3 (rGRF3)
aumentan el tamafio de las hojas, pero que rGRF3 resulta ser mas eficiente. La introduccién de
At-rGRF3 en Brassica oleracea produce aumento de hojas, raiz y semillas. Ademas, cuando
genes homoélogos At-rGRF3 de soja y arroz son introducidos en Arabidopsis, también se
incrementa el tamaifio de la hoja. Esto sugiere que la regulacion de miR396 sobre GRF3 es
importante para el control del crecimiento de los érganos en un amplio rango de especies. Las
plantas que expresan rGRF3 presentaron hojas mds grandes que las silvestres, incluso en
condiciones de estrés por sequia, estado en el cual se estimula la expresidn de miR396.

Por otro lado, se analizd la evolucién de la regulacion de miR396 sobre los GRFs y se
encontré que la relacidn se encuentra ampliamente conservada evolutivamente. En la mayoria
de las especies de dicotileddneas todos los genes GRF estan regulados por miR396. Sin
embargo, observamos que dentro de las Brasicdceas existe un subgrupo de genes GRFs que
han perdido dicha regulacién. En Arabidopsis thaliana, estos genes son GRF5 y GRF6.

Posiblemente, el subgrupo de GRFs no regulados por miR396 provenga de un Unico ancestro
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comun que perdio originalmente la regulacion. Estudios sobre AtGRF5 muestran que presenta
funciones redundantes con los GRFs involucrados en el control del tamafio de la hoja y
regulados por miR396. Andlisis del promotor de GRF5 mostraron secuencias altamente
conservadas en las Brasicdceas. En particular, la eliminacion de uno de estos motivos
conservados causa la expresion ectépica de GRF5. Estos resultado sugieren que la expresiéon de
GRF5 se controla por represion transcripcional, en contraste con los otros GRFs reprimidos
post-transcripcionalmente por miR396.

A partir del andlisis de distintos candidatos, identificamos que el represor
transcripcional es el factor de transcripcion AUXIN RESPONSE FACTOR2 (ARF2). Mutantes por
perdida de funcidn de arf2 presentan efectos fenotipicos pleiotrépicos, incluyendo hojas mas
grandes, que se asemejan a los observados en plantas que sobreexpresan GRF5. Un analisis de
mutantes arf2 revelé que presentan incremento de los niveles de expresién de GRF5 y otros
GRFs. Finalmente, a través de andlisis genéticos y moleculares describimos como ARF2
controla la proliferacion celular en hojas a través de GRF5. En forma mas general, describimos
una red regulatoria donde se vincula a ARF2 con el sistema de miR396/GRFs/GIFs en el control

de la proliferacién celular durante el desarrollo de las hojas.



2 Abreviaturas y términos en inglés

A Adenosina.

ADN Acido desoxirribonucleico.

ADNasa ADN nucleasa.

ADNc ADN complementario.

ARN Acido ribonucleico.

ARNdh ARN doble hebra.

ARNmM ARN mensajero

ATP Adenosin trifosfato.

C Citosina

ChIP-seq Inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de secuenciacion de alto

rendimiento del ADN obtenido.
ChIP-gPCR Inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de PCR en tiempo real

cuantitativa.

cQ Centro quiescente.

EE Error estandar.

G Guanina.

GFP Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein).
GUS Gen de B-glucuronidasa.

IP Inmunoprecipitacion.

IYG Genes de rendimiento intrinseco (Intrinsic Yield Genes)
LB Medio de cultivo para bacterias Luria-Bertani.

miARN MicroARN

MS Medio de cultivo para plantas Murashige-Skoog.

nt Nucleétidos.

pb Pares de base.

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa.

RAM Meristema apical de la raiz (Root Apical Meristem)

RT Retrotranscripcién.

RT-qPCR Transcripcion reversa seguida de PCR en tiempo real cuantitativa.
SAM Meristema apical del tallo (Shoot Apical Meristem).

SC Célula madre (Stem Cell).

SCN Nicho de células madre (Stem Cell Niche).

SiARN ARN pequeiio de interferencia.



T Timina.

T1 Linea transgénica seleccionada independiente.

ta-siARN ARN pequeiio de interferencia de accién en trans (trans-acting short-
interfering RNA)

T-ADN Fragmento de ADN plasmidico transferido al genoma nuclear en las

transformaciones con Agrobacterium tumefasciens.

u Uracilo.

ZC Zona central.

ZP Zona periférica.

T Zona de transicion.
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Introduccion

3 Introduccion.

Las plantas terrestres son organismos fotosintéticos multicelulares adaptados a vivir en tierra
firme. En las plantas vasculares encontramos érganos fotosintéticos especializados llamados
hojas; estructuras de conduccién y de soporte, los tallos; érganos que fijan la planta al suelo y
absorben agua y nutrientes esenciales de él, las raices; y estructuras reproductoras que en el
caso de las espermatofitas reciben el nombre de flores.

El ciclo de vida de las plantas comienza con una célula, el cigoto, que a través de
divisiones celulares asimétricas desarrolla un embridn y posteriormente los drganos de la
planta. En dicotileddneas, el embrién esta formado por el meristema apical de la raiz (RAM),
una region central denominada hipocétilo y dos cotiledones que flanquean el meristema apical
del tallo (SAM). Estos meristemas son los nichos de las células madre (SC, del inglés "Stem
Cells") pluripotentes. El SAM da lugar a los 6rganos y tejidos del tallo. Por su parte, el RAM da
lugar a diferentes tejidos de la raiz formando el cuerpo principal y la caperuza. Luego de un
periodo de crecimiento vegetativo, se induce la floracién en respuesta a condiciones
ambientales como el largo del dia, y esto conduce cambiar el SAM de meristema vegetativo a
meristema reproductivo. A partir de este nuevo meristema, se producen los meristemas
florales y la formacién de gametos, que luego de la fertilizacidn generan un nuevo cigoto.

El desarrollo de la planta es un proceso altamente regulado genéticamente, que
permite la formacidn correcta de cada estructura. A su vez, las plantas son organismos sésiles y
su desarrollo esta influenciado por factores ambientales, bidticos y abidticos, que pueden
afectar la forma y tamafo final de cada drgano. Es por esto existen multiples redes
regulatorias que involucran factores de transcripcién, ARN pequefos, enzimas, hormonas y
otros componentes celulares que permiten integrar las multiples sefales que inciden sobre el

proceso de desarrollo.

3.1. Desarrollo de las hojas.

Las hojas son el drgano fotosintético por excelencia de las plantas. La forma y tamafio de estas,
son factores criticos que inciden en el éxito de la planta. Generalmente, presentan una
estructura aplanada para absorber eficientemente energia luminica, que produce la excitacién
de electrones en el cloroplasto, y para maximizar el intercambio de los gases, generados o
necesarios durante la fijacion de carbono. Estas funciones son llevadas a cabo por tejidos
especializados dispuestos en capas. La parte superior es la cara adaxial que se especializa en la
captacién de luz, mientras que la parte inferior es la cara abaxial, especializada en el

intercambio gaseoso. Desde una perspectiva anatdmica, la hoja esta formada por dos capas
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Introduccion

epidermales que rodean el meséfilo. Este, consiste de una capa superior de células
densamente empaquetadas (parénquima en empalizada) y por debajo una capa de células de
forma irregular con extensos espacios intercelulares de aire (parénquima esponjoso).

Para llegar a su forma y tamafo final caracteristico, el crecimiento de la hoja en
desarrollo esta estrictamente controlado, primero a través de la proliferacién celular y luego
por la expansion celular (Gonzalez et al, 2012; Piazza et al, 2005; Tsukaya, 2006). Sin embargo,
la forma y el tamafio de las hojas también dependen de estimulos externos, y la mayoria de las
especies tienen plasticidad en la forma de la hoja en respuesta a cambios en las condiciones

ambientales.

3.1.1. Establecimiento del primordio de hoja.

A diferencia de los animales, las plantas producen nuevos drganos a lo largo de todo su ciclo
de vida. Todas las partes del sistema aéreo de la planta, como las hojas, tallo y flores provienen
del SAM. EI SAM contiene regiones con diferentes funciones, incluyendo una zona central (ZC)
(Figura 11.A.), que alberga las células pluripotentes que se dividen a baja frecuencia, y una zona
periférica (ZP) (Figura 11.A), donde las células se dividen mds rapidamente y luego comienzan a
diferenciarse para formar los érganos (Barton, 2010). En Arabidopsis thaliana, dos clases de
factores de transcripcion con homeodominios son esenciales para la formacién vy
mantenimiento del meristema. Uno de ellos es WUSCHEL (WUS), que es expresado en la ZC
por un grupo de células que conforman el nicho de células madres (Tucker & Laux, 2007). El
otro es SHOOT MERISTMELESS (STM), un gen de la familia Homeobox de tipo KNOTTED1 clase |
(KNOXI), que se expresa en todo el meristema y previene la diferenciaciéon temprana de las
células (Hay & Tsiantis, 2010).

En la fase de crecimiento vegetativo, el SAM produce hojas. La ubicacion de las células
fundadoras de los primordios de hojas, en la ZP del meristema, sigue un arreglo regular
denominado filotaxis (Figura 11.B) y se definen por maximos locales de auxina. Esta
acumulacién de auxina es generada por el transportador de auxina PIN-FORMED1 (PIN1) que
produce una polarizacidn del transporte (Heisler et al, 2005; Reinhardt et al, 2003; Stieger et
al, 2002).

Los primordios foliares que comienzan a formarse (Figura I11.A y B) se diferencian del
resto del meristema, a través de redes regulatorias que involucran factores de transcripcion
antagonicos a los de tipo KNOX1, como ASYMETRICS LEAVES1 (AS1) una proteina con dominio
MYB (Byrne et al, 2000; Byrne et al, 2002). AS1 actUa en conjunto con AS2, una proteina con
dominio LOB, y reprimen STM y otros genes KNOX1 en el primordio de hoja (Figura 12.A)(Byrne
et al, 2002; Guo et al, 2008; Semiarti et al, 2001). Esta represién de los genes de identidad del
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meristema es importante para que se ejecute el programa de desarrollo de la hoja y es

mediada por diferentes vias ademds de AS1-AS2.

Figura I1. Estructura del meristema apical del tallo. B) Corte transversal del meristema apical del tallo.
Las células en fase S del ciclo celular se identifican por la expresién de HISTONE H4, detectada por
hibridacién in situ. Se encuentra indicada la zona central (ZC) del meristema y la zona periférica (ZP),
donde esta saliendo un nuevo primordio. B) Vista superior del meristema apical del tallo y los primordios
de hojas en desarrollo (PH). Imagen obtenida por microscopia electrénica de barrido. Figura adaptada de
(Rodriguez et al, 2014).

Los bordes entre el meristema y los primordios de hoja son delimitados por los
factores de transcripcion de la familia NAC denominados CUP-SHAPED COTYLEDON1 (CUC1),
CUC2 y CUC3 (Figura 12.A). Estos genes se expresan especificamente en un pequefio conjunto
de células que separan el domino del meristema y el nuevo primordio en desarrollo (Aida et al,
1999; Takada et al, 2001; Vroemen et al, 2003). Las plantas con mutaciones en estos genes
presentan fusién de cotiledones y la pérdida del meristema apical (Aida et al, 1997; Hibara et

al, 2006).

3.1.2. Determinacion del eje dorso-ventral de la hoja.

Inicialmente, el primordio de hoja que comienza a formarse en el margen del meristema
presenta una estructura en forma de varilla. Posteriormente se expandira formando una
l[dmina aplanada que presenta dos superficies anatémicamente diferentes: la cara adaxial,
especializada en capturar la luz, y la cara abaxial, especializada en el intercambio de gases
(Chitwood et al, 2007; Husbands et al, 2009). Por lo tanto, uno de los primeros estadios del
desarrollo de la hoja es el establecimiento del eje dorso ventral, que conducira a la generacién
de la estructura organizada de tejidos en capa que componen la hoja. En este proceso
participa una red compleja de factores de transcripcidon que tienen interacciones sinérgicas y
exclusiones mutuas. La asimetria inherente de los lados del primordio respecto del meristema

dirige el modelado de la hoja.
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Figura 12. Primeras etapas en el desarrollo de la hoja. A) Genes y hormonas involucrados en el
mantenimiento del meristema e iniciacion del desarrollo de la hoja. B) Zonas de expresién y actividad de
los genes y ARNs pequefios esenciales para el establecimiento de la polaridad de la hoja. Figura
adaptada de (Rodriguez et al, 2014).

El lado adaxial se especifica por la actividad de factores de transcripcion miembros de
la familia HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER de clase Il (HD-ZIPIIl), como PHABULOSA (Figura
12.B). La pérdida de funcién de estos genes causa la perdida de la identidad de la cara adaxial
(Emery et al, 2003; McConnell et al, 2001). Una segunda via regulatoria que promueve la
determinacién de la cara adaxial, involucra los factores de transcripcién AS1 y AS2 (Figura 12.B)
(Xu et al, 2003). Por otro lado, el lado abaxial es especificado por la actividad de los factores de
transcripcidn de las clases KANADI, YABBY y ARF (Figura 12.B) (Kerstetter et al, 2001; Pekker et
al, 2005; Siegfried et al, 1999). Cabe destacar, que los factores de transcripcién que
promueven la definicién de una cara de la hoja tienden a reprimir a los de la otra cara, de esta
manera contribuyen al establecimiento de dominios complementarios definidos.

Ademas de estas redes de factores de transcripcion, dos vias diferentes de ARNs
pequeiios participan en el establecimiento del patron de expresion de los genes de polaridad
(Figura 12.B). La primera involucra a los miARNs miR165/166, que reprimen la expresion de los
factores de transcripcion HD-ZIP (Emery et al, 2003; Juarez et al, 2004; Kidner & Martienssen,
2004; Mallory et al, 2004b). Estos miARNs acttan en el lado abaxial, limitando la expresion de
los HD-ZIP al lado adaxial (Figura 12.B). La otra via de ARNs pequefios conduce a la represion de
los determinantes de la cara abaxial ARF3 (ETT) y ARF4, e involucra la formacién de ta-siARNs

(del inglés, trans-acting short-interfering RNA) (Figura 12.B) (Montgomery et al, 2008a).

3.1.3. Expansion de la lamina de la hoja.

Una vez que los dominios del primordio de la hoja se han establecidos, la ldmina de la hoja
crece adquiriendo su forma y tamano final. El crecimiento es el resultado de la division y

expansion celular. Estos dos procesos estan estrechamente regulados. Inicialmente las células
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se encuentran en activa proliferacién, que involucra tanto divisién como expansién (Figura 13).
Luego, dejan de dividirse y contintan expandiéndose hasta que alcanzan su tamaiio final en la
hoja madura (Figura 13).

El primordio de la hoja aparece en la periferia del meristema con una forma de cilindro
aplanado. Inicialmente, mediante una breve proliferacién celular localizada en los bordes del
cilindro, el mismo adquiere forma de una lamina plana (Donnelly et al, 1999). Posteriormente
la proliferacion se distribuye de manera homogénea en el primordio en crecimiento y esto
conduce al crecimiento de la hoja entera (Figura 13). Las divisiones celulares son
principalmente anticlinales (perpendiculares a la superficie), generando de esta manera una
lamina plana (Donnelly et al, 1999).

A medida que el drgano crece, la zona que contiene las células en proliferacion se va
restringiendo hacia la base del 6rgano (Figura I3). Las células localizadas en la parte distal de la
hoja en desarrollo abandonan el ciclo celular mitético y comienzan a expandirse (Andriankaja
et al, 2012; Donnelly et al, 1999). Luego, la proliferacion se detiene completamente y la lamina
continta creciendo solo por expansién celular (Figura I13). Como la proliferacién primero se
detiene en la parte distal de la hoja, se ha propuesto que un frente de arresto mitético se
mueve desde la punta hacia la base del 6rgano (Donnelly et al, 1999). Sin embargo, cabe
destacar que aunque el concepto de frente de arresto podria interpretarse como una
disminucién progresiva en el tamafio de la zona de proliferacién celular, la evidencia actual
indica que la longitud de esta regidn es bastante constante durante un cierto periodo de
tiempo hasta que desaparece rapidamente (Powell & Lenhard, 2012). Por otro lado, la
dinamica de avance del frente es critica para determinar el tamano final del érgano y multiples

factores son integrados para determinar su comienzo y progresion.
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Figura I3 Proliferaciéon y expansién celular durante el desarrollo de la hoja. Distribucién de las
fases de proliferacion y expansion celular en la hoja en desarrollo a lo largo del tiempo. En azul se
observa el reportero de CYCLINB1;1 (CYCB1,1:GUS), que se expresa en las fase G2-M del ciclo
celular. Adaptado de (Rodriguez et al, 2010)

3.1.4. Senescencia de la hoja.
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La senescencia es el proceso de muerte celular programada dependiente de la edad que se
produce a nivel celular, tejido, érgano u organismo, y que conduce al final de un ciclo de vida.
Este proceso es la ultima etapa del desarrollo de las hojas. Durante esta etapa, las células de la
hoja son sometidas a masivos cambios a nivel de estructura, metabolismo y expresion génica.
El primer y mas significativo cambio en la estructura de la célula es la degradacién de
los cloroplastos. La degradacidn de cloroplastos produce la perdida de color verde de las hojas
debido a la descomposicion de la clorofila (Figura 14). Por el contrario, las mitocondrias y el
nacleo, que son esenciales para la expresion génica y produccién de energia, permanecen
intactos hasta la etapa final de la senescencia. Este proceso ordenado facilita la hidrélisis de
nutrientes y el reciclaje hacia las estructuras reproductivas en desarrollo (Buchanan-Wollaston
et al, 2003; Buchanan-Wollaston et al, 2005; Lim et al, 2007). En estadios mas avanzados
aparecen sintomas cldsicos de muerte celular programada como el colapso controlado de
vacuolas la condensacion de la cromatina y la fragmentacion el ADN. Finalmente la membrana
plasmatica se desintegra eliminando la homeostasis celular y finalizando la vida de la célula en

la hoja.
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Figura 14. Senescencia de las hojas en Arabidopsis. Hoja #4 de Arabidopsis desde el dia 6, después de
emerger del meristema, hasta el dia 34 presentada cada dos dias (Linea superior). En la linea inferior, se
representa la eficiencia fotoquimica de la hoja (F./Fn). Durante la senescencia las hojas se vuelven

amarillas y la eficiencia fotoquimica se reduce gradualmente. Figura adaptada de (Woo et al, 2013).

Los cambios estructurales son acompafnados por cambios bioquimicos. A nivel
metabdlico, la asimilacion de carbono es remplazada por catabolismo. El aumento de la
actividad catabdlica es responsable de la conversién de los materiales celulares acumulados
durante la fase de crecimiento de la hoja en nutrientes que son movilizados hacia las semillas u
otros érganos en crecimiento. El contenido total de polisomas y ribosomas disminuye,
reflejando una disminucién de la sintesis de proteinas. Concomitantemente se reduce la
sintesis de ARNr y ARNt. La desintegracion de los cloroplastos estd acompafada por la
degradacion de clorofila y la progresiva pérdida de proteinas, tales como Ribulosa Bifosfato

Carboxilasa-Oxigenasa (RuBisCO) y la Proteina de Unidn a Clorofila a/b (CAB). La hidrdlisis de
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las proteinas depende de la accién de varias endo- y exo-peptidasas (Hortensteiner & Feller,
2002; Otegui et al, 2005), mientras que las enzimas que degradan lipidos, incluyendo
fosfolipasas, estan involucradas en la hidrélisis de la membrana (Thompson et al, 2000;
Thompson et al, 1998). Coincidente con esto, muchos de los genes que fueron asociados a la
senescencia dado que son inducidos durante este proceso (denominados SAGs, Senescence
Associated Gene o SENs, SENESCENCE), codifican proteinas que participan en la degradacién
de macromoléculas (Gepstein et al, 2003; Lim et al, 2007).

La decisidon de cuando comenzar la senescencia es critica para la planta y debe estar
controlada por un complejo programa genético que integra informacidn sobre la edad de la
hoja, factores ambientales y factores endégenos (Buchanan-Wollaston et al, 2003; Horward
Thomas, 1980; Lim et al, 2007). Ademas, el proceso de senescencia es acelerado debido a
estreses ambientales como temperatura, sequia, deficiencia de nutrientes, oscuridad vy
ataques de patdgenos (Buchanan-Wollaston et al, 2003). Se ha estimado que unos 100
factores de transcripcion que pertenecen a las familias APETALA2, bZIP, MYB, NAC, WRKY, ZF, y
GRAS son regulados diferencialmente durante la senescencia de las hojas (Buchanan-
Wollaston et al, 2005).

La senescencia de la hoja es un proceso perjudicial para el érgano en si, pero es un
proceso critico que garantiza la éptima produccién de progenie. Por lo tanto, es un proceso de
desarrollo seleccionado evolutivamente y comprende una fase importante en el ciclo de vida
de la planta (Lim et al, 2007). Desde el punto de vista tecnolégico, es una caracteristica muy
importante para plantas agrondmicas ya que afecta el rendimiento, biomasa y modifica el

valor nutricional (Woo et al, 2018).

3.2. Regulacion de la expresion génica por ARNs pequefios.

En los organismos unicelulares, el control de la expresion génica se utiliza principalmente para
que las células se ajusten a los cambios en su ambiente de manera de optimizar su crecimiento
y divisidn. En las plantas, al igual que otros organismos multicelulares, la regulacién génica se
utiliza mayoritariamente para la ejecucién del programa genético que subyace al desarrollo del
individuo. La generacién de los numerosos tipos celulares diferentes que forman en conjunto
un organismo multicelular depende de que los genes se activen en las células adecuadas y en
los momentos precisos del desarrollo. Diferentes mecanismos regulan los tipos y las
cantidades de diversas proteinas y ARNs producidas por cada tipo celular particular en un
organismo multicelular. Estos mecanismos funcionan en multiples niveles como el inicio y la
velocidad de transcripcién, la estabilidad de los ARN mensajeros, la eficiencia de la traduccion,

la estabilidad de las proteinas entre otros.
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Los ARNs pequefios, moléculas de ARN de 20 a 25 nucleétidos (nt), son reguladores
claves de la expresién génica en animales y plantas. Dependiendo de su via de biogénesis, se
pueden clasificar en diferentes grupos como ARN pequefios de interferencia (siARNs), siARNs
derivados de transcriptos naturales antisentido (nat-siARNs), ARNs pequefios de accién en
trans (ta-siARNs), y microARNs (miARNs) (Axtell, 2013; Bologna & Voinnet, 2014). A pesar de
sus diferencias, los mecanismos de silenciamiento génico mediado por ARNs pequeiios
comparten cuatro pasos comunes y necesarios (i) el procesamiento de un ARN doble hebra
(ARNdh) largo para liberar un duplex de ARN, de un tamano de 18-25 pares de bases (pb) de
longitud, (ii) la metilacion de ambos extremos 3" del duplex, (iii) la selecciéon de una de las
hebras del duplex de ARN y su incorporacién en el complejo efector que contiene una proteina
de la familia ARGONAUTA (AGO) v, por ultimo, (iv) el reconocimiento del acido nucleico blanco
por complementariedad de bases y su silenciamiento (Bolognha & Voinnet, 2014; Chapman &
Carrington, 2007).El silenciamiento génico puede ser a nivel post transcripcional (PTGS) o
transcripcional (TGS). En el PTGS se produce un corte endonucleolitico sobre ARNm blanco, la
desestabilizacién del ARNm o la supresién traduccional. Mientras que el TGS requiere de la
metilacion de citosinas (C) en el ADN o de las histonas (Bologna & Voinnet, 2014).

El desarrollo de las plantas notoriamente se basa en varias redes evolutivamente
conservadas de miARNs, asi como también en vias que involucran ta-siARNs. Los miARNs, son
generalmente codificados por su propia unidad transcripcional y, como los genes que codifican
proteinas, tienen promotores que son reconocidos por la ARN polimerasa Il (Bologna &
Voinnet, 2014). Por lo tanto, pueden ser regulados espacio-temporalmente para ser
expresados en las células correspondientes y en el momento indicado. La biogénesis de los
miARNs requiere el procesamiento del transcripto primario que tienen complementariedad
sobre si mismo y se pliega dando como resultado un ARNdh imperfecto, que es el precursor
del miARN o pri-miARN. El precursor es procesado por un complejo que contiene una
ribonucleasa de tipo Ill lamada DCL1 (del inglés, DICERL-LIKE1) (Bologna & Voinnet, 2014). El
miARN liberado tiene 21 nucleétidos y funciona en el contexto de un complejo que contiene
una proteina AGO que generalmente es AGO1 en plantas (Mallory et al, 2008). De esta forma,
el miARN guia al complejo hacia ARNs que tengan un sitio de complementariedad de bases, y
se produce la inhibiciéon de la traduccion o corte del ARN mensajero (ARNm) (Bologna &
Voinnet, 2014; Rogers & Chen, 2013).

Los ta-siARNs se generan a partir de un ARN no codificante denominados TAS. Este
transcripto es reconocido y cortado por accién de un miARN que posee una secuencia
complementaria al mismo (Allen et al, 2005). Los fragmentos de corte del ARN TAS son

estabilizados por la proteina SGS3 (del inglés, SUPRESOR OF GENE SILENCING3) y son
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convertidos en ARNdh por la accidén de una polimerasa dependiente de ARN, en particular
RDR6. Este ARNdh de complementariedad perfecta, es procesado por DCL4, generando ARNs
pequefios de 21nt, cuya secuencia esta especificada por la fase generada a partir del corte del
miARN inicial. Algunos de estos ta-siARNs se incorporan a un complejo RISC (por sus siglas en
inglés RNA induced silencing complex) y guian el corte de los transcriptos de otros genes de
manera similar a la accién de un miARN (Allen et al, 2005; Gasciolli et al, 2005; Xie et al, 2005).
En Arabidopsis se han descripto ocho loci que codifican para ARNs TAS. TAS1a, TAS1b, TAS1icy
TAS2 son cortados por miR173 cargado en AGO1. TAS3a, TAS3b y TAS3c son cortados por
miR390 cargado en AGO7 y TAS4 es cortado por miR828 (Allen & Howell, 2010; Cuperus et al,
2010; Montgomery et al, 2008a; Montgomery et al, 2008b; Peragine et al, 2004).

3.2.1. Conservacion evolutiva de los miARNs en plantas.

Actualmente existen mas de ~8500 MIARNS del reino Plantae anotados y en Arabidopsis se
han identificado mas de 300 MIARNs (miRBASE http://www.mirbase.org/)(Kozomara &
Griffiths-Jones, 2014). Los genes de miARNs se agrupan en familias, las cuales incluyen los
diferentes loci que codifican para miARNs con secuencia madura similar o idéntica, y que se
diferencian en el resto de las secuencias del precursor (Meyers et al, 2008).

En base a la conservacién y diversificacion de los miARNs en la evolucién de las
plantas, las familias de miARNs se pueden agrupar en dos clases. Los miARNs antiguos,
generalmente presentan altos niveles de expresién y estdn conservados evolutivamente; los
mMiARNs jovenes comparativamente se expresan en bajos niveles o son inducidos bajo
condiciones especificas y generalmente existen en pocas especies, como resultado no son
conservados evolutivamente (Qin et al, 2014). Muchos de los miARNs conservados sufrieron
duplicaciones a partir del locus original, por lo que las familias de miARNs conservados poseen
multiples loci. Se han reportado evidencias de que en Arabidopsis existe una alta frecuencia de
aparicién y desaparicidon de genes de miARNs, mientras que algunos se estabilizarian
integrandose a redes regulatorias (Fahlgren et al, 2007)

Hay 21 familias de miARNs conservadas en las angiospermas y muchas de estas
también estan conservadas en linajes mas divergentes como gimnospermas y briofitas (Figura
I5) (Cuperus et al, 2011). Las briofitas son las plantas terrestres mds primitivas, indicando que
estas familias de miARNs estuvieron presentes en el ancestro comun de las plantas terrestres.
El resto de las familias tienen una distribucién taxonémica mas restrictiva a determinados

géneros.
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Figura 15. Familias de MIARNs conservadas en plantas. Familias de MIARNSs (columnas) que estan
conservadas en diferentes familias de plantas (filas). Los grupos de familias MIRNA se resaltan en
diferentes colores segun el rango taxonémico en el que fueron identificados. Adaptado de (Cuperus et
al, 2011)

3.2.2. Control del desarrollo de la hoja por miARNs.

Muchos de los miARNs conservados regulan factores de transcripcion involucrados en el
desarrollo de la planta y mds especificamente el desarrollo de la hoja. El establecimiento y
mantenimiento del SAM, desde donde se originan las hojas como todos los érganos de la parte
aérea de la planta, requiere la accién de varias redes que involucran miARNs, tales como:
miR394, que reprime indirectamente la expresion de WUS, y miR165/166 que regula
directamente a los genes HD-ZIPIII (Holt et al, 2014; Zhou et al, 2015).

En las primeras etapas del desarrollo del primordio de hoja, se produce la separaciéon
del meristema y el establecimiento del eje dorso ventral de la hoja. En relacién a estos
procesos, el miARN miR164, regula la expresién de los genes CUC1 y CUC2 acotando su
expresion a los limites entre el meristema y el primordio (Figura 12.A) (Mallory et al, 2004a).
Por otro lado, dos vias de ARNs pequefios estan implicadas en el preciso modelo de expresion
de los genes de polaridad. La primera, involucra a miR165/166 que regulan a los genes HD-
ZIPIll, como PHABULOSA y PHAVOLUTA limitando su expresién al lado adaxial (Figura 12.B). La
segunda, corresponde a miR390 que conduce a la generacion de ta-siARNSs, al direccionar el
corte de TAS3. Los ta-siARNs derivados de TAS3 se producen en el lado adaxial y generan un
gradiente que inhibe la expresion de ARF3/4 (Figura 12.B) (Montgomery et al, 2008a; Nogueira
et al, 2007).

A continuacién, el primordio entra en la etapa de desarrollo de la lamina foliar, que se
caracteriza por la activa proliferacion celular. Adquiere forma aplanada y finalmente su

tamafio y forma final, tras una etapa de expansidn. Las redes de miARNs controlan y coordinan
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la proliferacién celular. En esta etapa tienen un rol principal miR319 y miR396 que regulan los
factores de transcripciéon TCP (TEOSINE BRANCHEDI1, CYCLOIDEA, PCFs) y GRF (GROWTH
REGULATING FACTORS), respectivamente. Los GRFs activan la proliferacién celular, mientras
que los TCPs la reprimen y desencadenan la diferenciacién celular (Debernardi et al, 2014;
Efroni et al, 2008; Efroni et al, 2013; Rodriguez et al, 2010; Sarvepalli & Nath, 2011; Schommer
et al, 2014). El miARN miR159 de secuencia semejante a miR319 pero que regula los factores
de transcripcion GAMYB, también incide sobre la proliferacion (Palatnik et al, 2007). A su vez
miR319 y miR164 tienen una importante actividad en los margenes de la hoja, y afectan la
forma de la ldmina en los bordes (Efroni et al, 2008; Hasson et al, 2011; Koyama et al, 2007;
Nikovics et al, 2006; Schommer et al, 2008). Cabe mencionar que estas redes de miARNs se
encuentran interconectadas de varias maneras, incluyendo a la regulacién de la transcripcién
de MIR164 por TCPs y la interaccidon entre las proteinas TCP y CUC (Koyama et al, 2010;
Schommer et al, 2014).

El tamaio y la forma final de la hoja, también se modifican de acuerdo al tiempo de
desarrollo de la planta. Una decisién critica en el desarrollo es la transicion de la fase juvenil a
la fase adulta de la planta. Este proceso es regulado por miR156 que controla la expresidn de
los factores de transcripcion SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) (Wu et al,
2009; Wu & Poethig, 2006). En Arabidopsis, este cambio de la fase vegetativa esta asociado
con diferencias en el desarrollo del érgano, que incluye la generacién de hojas mds grandes
con mads células, aumento de la cantidad de serraciones y cambios en la relacién largo ancho
de la hoja (Wu et al, 2009; Wu & Poethig, 2006).

También se ha identificado la participacién de miARNs en la regulacion de la Ultima
etapa de desarrollo de la planta que es la senescencia. miR164, regula al factor de
transcripciéon de tipo NAC2, ORE1, que es un activador de los genes tipo SAG12 (Kim et al,
2009). Por otro lado, también se ha observado cierto rol en el control de la senescencia de las
redes miR319/TCPs y miR396/GRFs (Debernardi et al, 2014; Kim et al, 2018; Schommer et al,
2008).

3.3. El sistema miR396/GRFs/GIFs.

3.3.1. Familia de miR396.

El microARN miR396 fue identificado por Jones-Rhoades y col. en un trabajo en el que
realizaron una busqueda de miARNs conservados entre Arabidopsis y arroz (Jones-Rhoades &
Bartel, 2004). El miR396 es un miARN altamente conservado en plantas. Hasta el momento se

han identificado 134 genes en 48 especies distintas (http://www.mirbase.org/cgi-
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bin/mirna_summary.pl?fam=MIPFO000047). Esta presente desde plantas menos complejas
como Selaginella moellendorffii, una planta vascular de la divisidn Lycophyta, hasta en
angiospermas como Arabidopsis y arroz (Oryza sativa) (Figura I5). Puede encontrarse como
gen Unico, por ejemplo en Selaginella, o en familias de multiples miembros, como es el caso de
arroz donde hay 9 locus. En Arabidopsis esta familia estd constituida por dos genes (MIR396A y
MIR396B) que producen moléculas de 21 nt que solo difieren en el Gltimo nucledtido 3".
Predicciones bioinformaticas y posterior confirmacién experimental mostraron que
este miARN reprime la expresién de los miembros de la familia de factores de transcripcién
GRFs, a través de la unién a un sitio complementario, localizado en la region codificante (Figura
16). Esta interaccidén se encuentra altamente conservada en plantas, identificandose factores
de transcripcién GRFs con sitios complementarios a miR396 tanto en angiospermas como en
gimnospermas (Jones-Rhoades & Bartel, 2004; Zhang et al, 2006). En Arabidopsis la familia de
los GRFs esta formada por 9 miembros (Kim et al, 2003), de los cuales siete tienen sitio de
reconocimiento del miR396 (Jones-Rhoades & Bartel, 2004). La interaccién entre el miR396 y
los GRFs es de algin modo inusual entre los 21 miARNs conservados de plantas ya que
contiene una base adicional desapareada en la regién 5’ del miARN (Figura 16.) (Jones-Rhoades

& Bartel, 2004; Rodriguez et al, 2010) generando una protuberancia en la interaccion.

QLQ WRC

| | I
|/ x.
L
H
R S R K P V E
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GRF3 5/ -..CCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA...
GRF4 5’ -..CCGUUCAAGAAAGCCUGUGGAA...
GRF7 5/ - . UCGUUCAAGARAGCAUGUGGAA...
GRF8 5/ -..UCGUUCAAGARAGCAUGUGGAA...
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Figura 16. Esquema de la interaccion de miR396 con los GRFs de Arabidopsis que presentan sitio
blanco. En el sitio de interaccion de los GRFs donde se une miR396, hay una base que queda

desapareada. Esta base varia en distintos GRFs.

3.3.2. GROWTH REGULATING FACTORS.

El primer miembro de la familia de los GRFs identificado fue OsGRF1 de arroz (van der Knaap
et al, 2000). Se observd que este gen se inducia en respuesta a giberelinas en los meristemas

de los entrenudos. La giberelina activa la proliferacién celular en los meristemas intercalares y
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promueve el crecimiento de los tallos de arroz (Kende et al, 1998). De acuerdo a la funcién
identificada, se asign6 el nombre de la familia de estos genes.

Actualmente, los factores de transcripcion de la familia GRFs se han identificado en
todos los genomas de plantas terrestres disponibles, tanto angiospermas como gimnospermas.
También en musgos como Physcomitrella patens y en la licofita Selaginella moellendorffii. Sin
embargo, no se han identificado genes GRFs en los genomas de cloréfitas y caredfitas, ni en
especies de otros reinos (R. E. Rodriguez, 2016).

La familia de los GRFs se define por la presencia de dos regiones conservadas en el
extremo N-terminal: los dominios QLQ y WRC (Figura 17.A). El dominio QLQ es llamado asi por
la conservacion del motivo GIn-Leu-GIn (Figura 17.B). Este dominio presenta similitud con la
region N-terminal de la proteina de levadura SWI/SNF2, una ATPasa que participa en procesos
de remodelacién de la cromatina (Treich et al, 1995; van der Knaap et al, 2000). La regién N-
terminal de dicha proteina media la interaccién con otros componentes del complejo de
remodelado de la cromatina en levaduras y, de la misma manera, el dominio QLQ de los GRFs
esta implicado en interacciones proteina-proteina (Horiguchi et al, 2005; Kim & Kende, 2004).

El dominio WRC recibe su nombre por el motivo Trp-Arg-Cys. Tiene dos caracteristicas
distintivas, una sefal de localizacién nuclear y un supuesto motivo de unién a ADN de tipo
dedos de Zinc (Zn), que consiste de tres cisteinas conservadas espaciadas y de un residuo de
histidina (CXgCX1oCX,H) (Figura 17.B). La secuencia aminoacidica del dominio WRC y el
espaciado entre las Cys e His no coinciden con los de las clases mas comunes de dominios de
dedos de Zn (Kim & Kende, 2004; van der Knaap et al, 2000). Sin embargo, en cebada ha sido
descripto un represor, denominado HRT, que se une a un elemento de respuesta a giberelinas
a través de un motivo de dedos de zinc (CXoCX1oCX,H) similar (Figura 17.B.) (Raventos et al,
1998). Estas caracteristicas sugirieron que los GRFs actuarian como factores de transcripcidn.
Esta idea estaba soportada ademds por experimentos realizados en levadura donde se
demostré que los mismos tenian actividad de transactivacién transcripcional (Kim & Kende,

2004).
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Figura I7. La familia de factores de transcripcion GRFs. A) Organizacion de los dominios QLQ y WRC
en GRFs representativos de A. thaliana (AtGRFs), O. sativa (OsGRFs), y Zea mays (ZmGRFs). En rojo se
indica las regiones C-terminal de AtGRF1, AtGRF2, AtGRF5 y AtGRF7 que presentan actividad de
transactivacion transcripcional en levaduras (Kim et al, 2003; Kim et al, 2012). B) Alineamiento multiple de
las secuencias de los dominios QLQ y WRC. En rojo se indican los residuos conservados del motivo de
dedo de ZV C3H, presente en el dominio WRC del represor transcripcional HRT de cebada. Adaptado de
(R. E. Rodriguez, 2016).

La region C-terminal de los GRFs es mas divergente en secuencia y tamaio entre los
miembros de la familia. Esta regidn es rica en los aminoacidos Pro, Gin, His, Ala/Gly y Ser/Thr,
los cuales son frecuentemente encontrados en los dominios de activacién transcripcional de
otros factores de transcripcion (Triezenberg, 1995). Ademas, estudios de delecion de la regién
carboxilo terminal de varios GRFs de Arabidopsis y arroz, indicaron que es responsable de la
actividad de transactivacion transcripcional en levaduras y protoplastos de Arabidopsis (Choi et
al, 2004; Kim & Kende, 2004; Liu et al, 2014).

El andlisis de expresion de los GRFs en varias especies ha demostrado que los mayores
niveles ocurren en tejidos en desarrollo con activa proliferacion celular (Bazin et al, 2013; Choi
et al, 2004; Debernardi et al, 2014; Debernardi et al, 2012; Horiguchi et al, 2005; Kim et al,

2003; van der Knaap et al, 2000; Zhang et al, 2008). De manera consistente, el analisis del
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patron de expresidon de estos genes en el atlas de expresion génica de varias especies de
plantas, como Arabidopsis (Schmid et al, 2005) y arroz (Wang et al, 2010), también muestran
que los niveles mas elevados de expresion de los GRFs son detectados en los tejidos que
presentan los mayores niéveles de expresion de genes especificos de mitosis (Figura 18). Esto,

se correlaciona con su funcién como promotores de la proliferacién celular.
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Figura 18. Patrones de expresion de los GRFs en el atlas de expresion génica. El perfil de expresion
de los GRFs se correlaciona el de los genes especificos de mitosis (MSG). Adaptado de (R. E.
Rodriguez, 2016)

La caracterizacién de la familia GRF en Arabidopsis indicé que estos genes son
importantes reguladores del tamafio de diferentes érganos de las plantas y que actian de
modo redundante. Se observé que las plantas transgénicas que sobreexpresan GRF1, GRF2 o
GRF5 desarrollan hojas mas grandes (Horiguchi et al, 2005; Kim et al, 2003), mientras que las
triples mutantes nulas de GRF1, 2, 3 tienen hojas y pétalos mas angostos (Kim et al, 2003; Kim
& Kende, 2004). Generalmente los GRFs son considerados activadores transcripcionales
aunqgue se han descripto varios casos en los que los GRFs actian como represores (Kim et al,

2012; Kuijt et al, 2014; Osnato et al, 2010; Wu et al, 2014).

3.3.3. GRF-INTERACTING FACTORs.

Los factores de transcripcién con dominio de unién a ADN generalmente cooperan con co-
activadores que estimulan el ensamblado del aparato de transcripcidon basal o reclutan
remodeladores de la cromatina (Lemon & Tjian, 2000).

Mediante una busqueda de proteinas que se asociaran a AtGRF1, se identificé una
pequefia familia de co-activadores transcripcionales, denominados GRF-INTERACTING
FACTORs (GIFs) (Kim & Kende, 2004). Los genes de esta familia codifican proteinas pequefas

que carecen de un dominio de unién a ADN. La regién N-terminal de estas proteinas presentan
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homologia al dominio SNH del co-activador humano SYNOVIAL TRANSLOCATION (SYT)
(Horiguchi et al, 2005; Kim et al, 2003), el cual se ha demostrado que interacciona con los
complejos remodeladores de la cromatina SWI/SNF de humanos. La regidon C-terminal es rica
en Glny Gly.

En Arabidopsis, la familia GIF estd compuesta por tres miembros. GIF1, GIF2 y GIF3 que tienen
importantes roles en el desarrollo de Arabidopsis (Ferjani et al, 2007; Kim & Kende, 2004;
Kozuka et al, 2005; Lee et al, 2009; Lee et al, 2014). Se ha demostrado que AtGIF1 interacciona
fisicamente con AtGRF1, AtGRF2, AtGRF4, AtGRF5, AtGRF7 y AtGRF9 in vitro y por estudios de
doble hibrido en levaduras (Y2H) (Kim & Kende, 2004; Kim et al, 2012). A su vez, se confirm¢ la
interaccion de AtGIF1 con AtGRF5 y AtGRF3 in vivo por experimentos de co-inmunoprecitacion
(Co-IP) seguida de espectrometria de masa, en inflorescencias de Arabidopsis (Debernardi et
al, 2014). El analisis bioquimico utilizando versiones truncadas indico que los complejos GRF-
GIF se producen a través delos dominios QLQ y SNH (Kim & Kende, 2004). Complejos similares
GRF-GIF han sido descriptos en maiz (Wu et al, 2014) y en arroz (Liu et al, 2014).

Las proteinas GIF estan involucradas en la actividad de transactivacién transcripcional
en levaduras (Kim & Kende, 2004; Liu et al, 2014), pero lo que es mas interesante es que son
capaces aumentar las capacidades moduladoras de la transcripcién de los GRFs en Arabidopsis
y en arroz (Debernardi et al, 2014; Kim et al, 2012; Liu et al, 2014). Por experimentos de Co-IP
se encontré6 a AtGIF1 asociado a complejos remodeladores de la cromatina SWI/SNF
(Debernardi et al, 2014; Vercruyssen et al, 2015). De acuerdo a esto, el posible mecanismo por
el cual el cofactor GIF1 podria ejercer su accién, seria reclutando complejos SWI/SNF hacia
determinadas regiones del genoma de manera de dejarlas expuestas a los factores de
transcripcién GRFs, u otros factores de transcripcién, para estimular o reprimir la transcripcién
de los genes blanco de regulacion directa (Debernardi et al, 2014; Ercoli et al, 2018; R. E.

Rodriguez, 2016).

3.4. Control del crecimiento y desarrollo de las plantas por el sistema

mir396/GRFs/GIFs.
3.4.1 Control del desarrollo de la hoja.

La progresidon a través de las fases del ciclo celular (G1, S, G2, M) constituye la fuerza que
conduce al incremento del nimero de células (Beemster et al, 2003). La maquinaria que
controla el ciclo celular depende de la actividad de quinasas dependientes de ciclinas (Inze &
De Veylder, 2006). Muchos aspectos y componentes de esta maquinaria se encuentran

conservados entre eucariotas. Sin embargo la integracion de estos mecanismos bdsicos del
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ciclo celular con los programas de desarrollo de cada organismo conduce a una enorme
diversidad de fenotipos. En las plantas, el tamafio y forma final de las hojas esta relacionado
con la extensidn de la fase de proliferacidn celular, la localizacion de las células que se dividen
en el 6rgano en crecimiento, y la orientacidn de los planos de divisién.

Se han identificado muchos genes y vias que participan en el control del desarrollo de
la hoja, incluyendo varias redes de factores de transcripcién. Sin embargo, los mecanismos
moleculares que conectan las diferentes vias entre si o con la maquinaria del ciclo celular son
todavia poco conocidos. El sistema miR396/GRFs/GlIFs tiene un rol fundamental en el control
de la proliferacion celular.

La sobreexpresién de miR396 en Arabidopsis causa una significativa reduccién de los
niveles de expresion de los GRFs y esto resulta en hojas mas pequeinas con reduccién del
numero de células (Figura 19.A y C) (Liu et al, 2009; Rodriguez et al, 2010; Wang et al, 2011a).
Fenotipos semejantes se observan en las plantas mutantes en AtGRFs (Kim et al, 2003; Kim &
Kende, 2004; Kim et al, 2012) o en AtGIF1 (Figura 19.C). La combinacién de la mutacién en GIF1
con co mutantes gif2 o gif3 reduce alin mas el tamafio de las hojas (Lee et al, 2009). Los
andlisis detallados de estas mutantes y plantas que sobreexpresan miR396 indican que la
proliferacidn celular termina de manera prematura (Ferjani et al, 2007; Rodriguez et al, 2010).

Por otro lado, el aumento de los niveles de expresién de los GRFs por sobreexpresion
de GRF1, GRF2 o GRF5 utilizando promotores fuertes (Gonzalez et al, 2010; Horiguchi et al,
2005; Kim et al, 2003), o introduciendo alelos resistentes a la regulacién por miR396 de GRF2 o
GRF3 (rGRF2 o rGRF3) (Figura 19. B) (Rodriguez et al, 2010) (Debernardi et al, 2014) produce
hojas mas grandes con mas células (Figura 19. C). La sobreexpresiéon de GIF1 también
incrementa el tamafio de las hojas (Kim & Kende, 2004), ademas de acuerdo a su funcién como
co-activador, aumenta sinérgicamente el efecto de rGRF3 y GRF5 en el tamafio de las hojas
(Debernardi et al, 2014).

En las hojas jovenes en desarrollo, los genes MIR396 y GRFs presentan gradientes
opuestos de expresidn (Figura 19. D). El miR396 comienza a acumularse en la parte distal de la
hoja y se genera un gradiente de expresion, a lo largo del eje longitudinal, que decrece hacia la
base del érgano. El miARN reprime la expresién de los GRFs, generando un gradiente opuesto
que presenta su mdaximo en la zona proximal (Debernardi et al, 2012; Rodriguez et al, 2010). La
expresion de AtGIFs también se restringe a la parte proximal del primordio de hoja, como es
esperado de acuerdo a su funcién como co-activadores de los GRFs (Lee & Kim, 2014). En un
estadio mas tardio del desarrollo de la hoja, que coincide con el momento en que la
proliferacién celular finaliza, miR396 se expresa a lo largo del todo el 6rgano y la expresion de

los GRFs se apaga (Debernardi et al, 2014; Debernardi et al, 2012; Rodriguez et al, 2010).
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Defectos similares en el desarrollo de las hojas y patrones de expresién comparables
de GRF, GIF y miR396 se obtuvieron en plantas monocotiledéneas (Candaele et al, 2014; Liu et
al, 2014), indicando una funcién conservada para este sistema en el desarrollo de hojas en

diferentes especies.
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Figura 19. Control del desarrollo de la hoja por el sistema miR396/GRFs/GIFs. A) Fenotipo de la roseta
de plantas de 18 dias que sobreexpresan miR396 y silvestre (wt). Las plantas 35S:miR396 tienen reducidos
los niveles de expresion de GRFs. B) Esquema del gen GRF con un sitio blanco de miR396 y un alelo de
GRF resistente a miR396. Las mutaciones silenciosas que previenen la interaccion con el miARN estan
marcadas en rojo. C) Siluetas de la primera hoja de plantas que sobreexpresan miR396 (35S:miR396) o
GRF2 (rGRF2) y mutantes grfs o gif. Debajo se indica el numero de células del parénquima en empalizada
normalizado a la planta silvestre. D) Patrones de expresion de una ciclina mitética (CYCB1;1), GRF2
resistente (rGRF) y miR396 en hojas en desarrollo. La proliferaciéon celular y la expresion de GRF2 estan
restringidas a la zona proximal de la hoja, mientras que la expansién celular y la expresion de miR396
ocurre en la zona distal. E) Retardo en la senescencia observado en plantas rGRF. Adaptado de (Rodriguez
et al, 2014).

Considerando estos resultados en conjunto, se ha propuesto que el sistema
miR396/GRFs/GIFs puede funcionar como un vinculo entre los programas de desarrollo y los
mecanismos mas basicos de control del ciclo celular (Rodriguez et al, 2010). De esta forma,
controla el crecimiento de los 6rganos foliares luego de la iniciacion del primordio. Los

complejos proteicos GRF-GIF promueven la proliferacidn celular en la zona proximal de la hoja,

mientras que miR396 restringe la actividad de estos complejos reprimiendo post-
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transcripcionalmente a los GRFs en la parte distal, donde se produce la expansion vy

diferenciacion.

3.4.2. Control de la senescencia de la hoja por el sistema miR396/GRFs/GIF.

La ultima etapa del desarrollo de la hoja es la senescencia. Se ha demostrado que el sistema
miR396/GRFs/GIFs regula la longevidad de la hoja. Los analisis de plantas de Arabidopsis que
expresan altos niveles de GRF3 o GRF5 presentan un retardo en la senescencia (Figura 19.E) y
en la expresién de marcadores especificos de senescencia de la hoja, como SEN1, SEN4 y
SAG12 (Debernardi et al, 2014). Semejante a los efectos en el tamafo de la hoja, la
sobreexpresion de GIF1 aumenta el efecto de retardo de la senescencia. De acuerdo con estos
resultados, las platas que sobreexpresan miR396 o mutantes grf3, grf5 y gifl senescen mas
rapido que las plantas silvestres. Por lo tanto los GRFs, no solo estimulan la proliferacion
celular durante los estadios tempranos de desarrollo de la hoja, sino que también impiden el

comienzo del programa de senescencia prematuramente.

3.4.3. Embrién y meristema apical del tallo.

Existen evidencias que indican que los GRFs no solo son requeridos para el crecimiento del
primordio de hoja, sino también para el desarrollo y mantenimiento del SAM desde donde se
originan.

Tanto el miR396 como GRF2, son detectados en el SAM vegetativo de plantas de
Arabidopsis. La sobreexpresién de miR396 causa una disminucion en el tamafo del SAM,
mientras que se observa el efecto opuesto en plantas que expresan un alelo de GRF2
insensible al mMiARN (Rodriguez et al, 2010). Estos cambios se correlacionan con la actividad de
proliferacién celular del SAM, lo que sugiere que los GRFs promueven la proliferacion celular
en el meristema ademas de en los primordios de drganos. Las plantas con disminucion de la
actividad GRF, a través de la sobreexpresion de miR396 en mutantes gif1 (Rodriguez et al,
2010) o en las cuadruple mutantes grf1-grf2-grf3-grf4 (Kim, 2006) no presentan un meristema
funcional y tienen fusionados los cotiledones como resultado de defectos en el desarrollo del
embrion. Finalmente, el tamafio del SAM se correlaciona también con los niveles de GIFs (Lee
et al, 2009).

En conjunto, estos resultados indican que el sistema mir396/GRFs/GIFs regula el
desarrollo del embridn, el establecimiento y mantenimiento del SAM, y determina el tamafio

del SAM a través del control de la proliferacion celular.
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3.4.4. Desarrollo reproductivo.

Los drganos reproductivos en la familia de Poaceae (gramineas) son la unidad basica que
determina el rendimiento de granos en los cultivos de cereales. Las espiguillas son las unidades
basicas de la inflorescencia en arroz y consiste de una flor formada por una cubierta generada
por el entrelazado de la lema y la palea, dos lodiculos, seis estambres y un pistilo. Tanto la
sobreexpresion de miR396, y la consecuente reduccidn de la expresién de sus genes blanco,
como la doble mutacién osgrf6-osgrf10 conducen a la generacién de espiguillas anormales con
la cubierta abierta, con la lema estéril alargada y numero anormales de estambres y pistilos
(Liu et al, 2014). En particular, se atribuye la apertura de la cubierta al crecimiento anormal de
la lema vy la palea que no llega a ser suficiente como para que se alcancen la una a la otra.

Por otro lado, se identificaron mutaciones naturales de los genes OsGRF4 y OsGRF6 en
el sitio de reconocimiento de miR396, que conducen a la produccién de granos mas grandes
(Che et al, 2015; Duan et al, 2015) o mayor ramificacién de la inflorescencia (Gao et al, 2015).
Las plantas que tienen el gen resistente OsGRF4 presentan un aumento de la expansién y
proliferacién celular en los 6rganos exteriores del fruto que cubren el grano y también un
aumento del tamafio del embrién y endospermo (Che et al, 2015; Duan et al, 2015). Por su
parte la acumulacién de OsGRF6 conduce a la activacion de factores involucrados en la
ramificacion como OsTAWAWAI1 y OsMADS34, posiblemente a través de la interaccién de
OsGRF6 con sus promotores (Gao et al, 2015). También observaron que la reduccién de la
expresion de miR396,a través de la utilizaciéon de un “mimic”, promueve la ramificacién de la
inflorescencia aunque en este caso no se observé cambios en el tamafio del grano(Gao et al,

2015). Estos cambios inciden directamente en el rendimiento de granos de la planta.

3.4.5. Desarrollo de la raiz.

En las plantas, el crecimiento de la raiz es sostenido a través de la coordinacion de la division y
expansion celular en la punta de la raiz. El crecimiento indeterminado en la raiz es mantenido
por el SCN (de inglés, Stem cell niche) en donde las células madre propiamente dichas se
organizan alrededor de células mitéticamente inactivas que constituyen el centro quiescente
(CQ) (Dolan et al, 1993). El CQ es esencial para la especificacién del SCN y el mantenimiento
del estado indiferenciado de las SC (van den Berg et al, 1997). Las nuevas células producidas
por las SC en el RAM progresan a través de diferentes zonas de desarrollo en su camino hacia
la madurez. Estas zonas se encuentran dispuestas de manera consecutiva a lo largo del eje
longitudinal de la raiz. En primer lugar se encuentra la zona meristemdtica (ZM), en donde las

células se dividen activamente para determinar el tamano final del érgano. Este tipo de
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divisiones de amplificacién son caracteristicas de las células llamadas TACs (del inglés, “transit-
amplifying cells”) (Galinha et al, 2007). La capacidad que presentan las células meristematicas
de dividirse disminuye con el incremento de la distancia desde el SCN. Las células finalmente
salen del ciclo celular mitético en la zona de transicidn (TZ), ubicada entre la ZM y la zona de
elongacidn (ZE). La posicion de la zona de transicién determina el tamaio del meristema. En la
ZE, las células pierden su capacidad de dividirse y aumentan su tamafo expandiéndose de
manera unidireccional.

Se ha observado que tanto la represion de los GRFs debido a la sobreexpresién de
miR396, como la sobreexpresién de AtGRF1 o AtGRF3 producen raices mas cortas. Esto se
debe a que el sistema miR396/GRFs/GIFs forma parte de una compleja red regulatoria que
determina las zonas de desarrollo de la raiz. El miR396 regula la transicion de las SC a las TAC
(Rodriguez et al, 2015). Los GRFs se expresan en las TACs, pero son excluidos de las SC gracias a
la regulaciéon por el miR396 (Rodriguez et al, 2015). A su vez, los factores de transcripcion GRF
reprimen genes normalmente expresados SC en las TACs, siendo esto esencial para la rapida
progresién del ciclo celular, caracteristica distintiva de esta zona que posibilita la amplificacién
del numero de células del érgano en crecimiento (Ercoli et al, 2016; R. E. Rodriguez, 2016). La
sobreexpresion de miR396, produce una expansién de las caracteristicas de SC en el
meristema de la raiz y esto conduce a una disminucién de la velocidad del ciclo celular y
aumento del tamaio del meristema (Ercoli et al, 2016; R. E. Rodriguez, 2016). Por otro lado, al
suprimir la regulacién de la expresiéon de miR396 sobre los GRFs, estos expanden su zona de
expresion al SCN lo que conduce una distorsién de la organizacion del CQ. Estos resultados
demuestran que las interacciones entre el miR396, los GRFs y los genes especificos de SC son
necesarias para establecer el limite entre el SCN y la regién de activa proliferacion celular

(Rodriguez et al, 2015).

3.5. AUXIN RESPONSE FACTORs.

La genes ARF (AUXIN RESPONSE FACTORS) integran una familia de factores de transcripcion
que presenta tres dominios que se han conservado a lo largo de cientos de millones de afio de
evolucién (Finet et al, 2013). La mayoria de las proteinas ARF consisten de un dominio de
union a ADN de tipo B3 (DBD) en el lado N-terminal, una region media que es variable y que
funciona como dominio de activacién (AD) o dominio represor (RD), y un dominio de
dimerizacion en el extremo C-terminal (CTD: dominio IlI/IV), el cual estd involucrado en
interacciones proteina-proteina por dimerizaciéon con proteinas codificadas por los genes de la
familia auxin/indole-3-acetic acid (Aux/IAA) asi como también entre ARFs (Guilfoyle & Hagen,

2007; Piya et al, 2014).
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Los factores de transcripcién ARF actian por unién a elementos de respuesta a auxina
(AuxRE) en los promotores de los genes de respuesta a auxina, activandolos o reprimiéndolos
(Guilfoyle et al, 1998). Se ha identificado que el motivo de ADN al que se une el dominio DBD
presenta la secuencia TGTCTC (Boer et al, 2014; Ulmasov et al, 1997). Sin embargo en los
ultimos afos, se ha ampliado el espectro de los AuxRE conocidos. A través de microarrays de
union de proteinas (PBMs) se encontré que el AuxRE original no era el que presentaba mayor
afinidad por ARF, y se identific el elemento TGTCGG de alta afinidad (Boer et al, 2014; Franco-
Zorrilla et al, 2014). Esta secuencia, también aparecié como motivo representativo de union a
ADN de ARF2 y ARF5 en un andlisis de “cistroma” que mide la unién a fragmentos de genoma
in vitro (O'Malley et al, 2016). Junto con esto, los analisis de PBM de ARF1 y ARF5 evaluando
todos los posibles TGTCNN han demostrado que los ARFs pueden unirse a distintas variantes
de este motivo. Se han reportado también, pruebas indirectas de que otras variantes TGTCNN
pueden estar involucradas en la respuesta a auxina a través de meta-analisis de transcriptomas
de auxina previamente publicados (Zemlyanskaya et al, 2016), y de transcriptomas especificos
de raiz (Bargmann et al, 2013).

En Arabidopsis, la familia de los factores de transcripcién ARF, estd integrada por 22
genes y un pseudogen (ARF23), que presenta un coddn de stop en el dominio DBD. En general
los genes ARF se pueden agrupar de a pares relacionados como ARF1y2,3y4,6y 8,7y 19,11
y 18, o tripletes como ARF10, 16 y 17. Mutantes dobles en estos pares generan fenotipos mas
fuertes que las mutaciones simple, lo que sugiere que presentan roles redundantes (Guilfoyle
& Hagen, 2007).

En base a estudios de los genes de respuesta auxina en protoplastos transfectados, se
determiné que cinco proteinas ARF actian como activadores (ARF5, ARF6, ARF7, ARF8 vy
ARF19) (Tiwari et al, 2003). El resto de los ARFs de Arabidopsis de acuerdo a los estudios
actlan como represores transcripcionales. Sin embargo es posible que un ARF clasificado
como represor pueda actuar como activador o viceversa en ciertas células o entorno.

La actividad de los factores ARF activadores es regulada por las proteinas Aux/IAA. En
la ausencia de auxina estas proteinas forman heterodimeros con los activadores ARF (Ulmasov
et al, 1999; Vernoux et al, 2011) y reclutan co-represores de la familia TOPLESS (Szemenyei et
al, 2008). En presencia de auxina, las proteinas Aux/IAA son marcadas por el complejo E3
ubiquitin ligasa SCF y dirigidas al proteosoma (Chapman & Estelle, 2009). De manera contraria
a los activadores, los represores ARF tienen una interaccién limitada con las proteinas Aux/IAA
(Vernoux et al, 2011). Por lo tanto, los represores estan desconectados de la regulacién de
auxina, pero podrian actuar compitiendo con los activadores o bloqueandolos por

heterodimerizacion (Boer et al, 2014; Richter et al, 2013).
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Relacionado con la regulacién de estos factores de transcripcién, se ha reportado que
pueden interaccionar y ser regulados por otras proteinas (Wang & Estelle, 2014). También,
informacidn reciente sugiere que las modificaciones post-traduccionales constituyen otra capa
regulatoria de los factores ARF, se encontré que la fosforilacion de ARF puede suprimir la
interaccion con Aux/IAAs o con el ADN (Hill, 2015; Wang & Estelle, 2014). Ademas, son
regulados post-transcripcionalmente por miARNs y ta-siARNs. ARF6 y ARF8 son regulados por
miR167; ARF10, ARF16 y ARF17 son blancos de miR160; y ARF2, ARF3 y ARF4 son regulados por
los ta-siARNs TAS3 (Guilfoyle & Hagen, 2007; Lin et al, 2015; Rhoades et al, 2002; Williams et
al, 2005).

3.5.1. Regulacion del desarrollo por ARF2.

El factor de transcripcidn ARF2 fue originalmente identificado como una proteina de unién a
ARF1. Se ha encontrado que mutantes KO de arf2, presentan efectos fenotipicos pleiotrdpicos,
incluyendo incremento en el crecimiento de los érganos aéreos debido a aumento de la
divisién celular, inhibicién de la apertura de la flor, retraso en el tiempo de floracién,
senescencia, abscision del érgano floral, y maduracién de la silicua (Ellis et al, 2005; Okushima
et al, 2005b; Schruff et al, 2006). Se piensa que ARF2 actla como un represor transcripcional,
por lo tanto el efecto pleiotropico de la mutante se debe a la desregulacién de genes
downstream involucrados en vias relacionadas al crecimiento celular y senescencia (Okushima
et al, 2005b). ARF1 también actia como un represor de genes inducidos por auxina, y
mutantes KO de arfl y arf2, presentan algunos efectos sinérgicos y otros independientes
indicando redundancia y especializacion de las funciones de ARF1 y ARF2 (Ellis et al, 2005).
Se ha identificado que ARF2 esta involucrado en varias vias de sefializacién de fitohormonas.
Funciona como regulador negativo del crecimiento de la raiz primaria y germinacién en
respuesta a ABA, a través de la regulacion del gen HB33 (Wang et al, 2011b). A su vez, coordina
junto con las proteinas PINs y PLETHORA la actividad del meristema de la raiz en respuesta a
ABA (Promchuea et al, 2017). Es regulado por la quinasa BIN2 (BRASSINOSTEROID-
INSENSITIVE2) y participa en la sefalizacion de brasinoesteroides (BR) (Vert et al, 2008).
Participa también, en las vias de sefializacion de luz y etileno que controlan el doblado del
hipocétilo (Li et al, 2004). Y se ha encontrado que participa en la regulacion de la absorcién de
potasio a través de un mecanismo que requiere la fosforilacién de ARF2 para detener su
actividad represora (Zhao et al, 2016). En conjunto estos resultados indican que ARF2 tiene
diversos roles y podria funcionar como un nodo conector en respuesta a diferentes estimulos.
Recientemente, se ha identificado también que ARF2 actlia en conjunto con ARF3 y

ARF4, y en contraposicién con ARF5, durante el desarrollo de la hoja en dos niveles. En primer
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lugar, los tres represores promueven el desarrollo del lado abaxial. En segundo lugar, de
manera colectiva determinan el establecimiento de los meristemas de hoja en la zona marginal
(Guan et al, 2017). Los meristemas de hoja son meristemas transientes que permiten la

expansion de la Idmina foliar.
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4. Objetivos.

4.1 Objetivo general.

El objetivo general de este trabajo de Tesis es contribuir al conocimiento sobre los mecanismos
moleculares que controlan el crecimiento de las plantas, y en especial, a la participacién de
redes de factores de transcripcién y ARNs pequenos, y evaluar las posibilidades

biotecnolégicas que surgen de su modificacidn.

4.2 Objetivos particulares.

e Analizar a nivel molecular y fenotipico plantas con cambios en el balance
miR396/GRF.

e Comparar la actividad promotora del crecimiento de distintos genes de la
familia GRF.

e Evaluar el efecto de GRFs en plantas crecidas en condiciones de estrés y en
otras especies ademds de Arabidopsis thaliana.

e Evaluar a nivel evolutivo la relacién regulatoria entre el miARN miR396 y los
GRFs.

e Identificar mecanismos regulatorios de los GRFs que carecen del sitio blanco
de miR396.

e Integrar el sistema miR396/GRF con otros reguladores del desarrollo de la

hoja.
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5. Materiales y Métodos.

5.1. Metodologia para el clonado de fragmentos de ADN.
5.1.1. Cepas bacterianas empleadas.

e Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983).
e Agrobacterium tumefasciens ASE. Esta cepa es resistente a los antibidticos

cloranfenicol y kanamicina. Se la utilizé para transformar Arabidopsis thaliana.

5.1.2. Vectores plasmidicos utilizados.

e Plasmido pBluescript Il SK(-) (Stratagene).

e Plasmido pCHF3. Vector binario que permite la transformacion de Arabidopsis por A.
tumefasciens. Posee origenes de replicacion para E. coli y A. tumefasciens, y un gen de
resistencia a espectinomicina para la seleccién bacteriana. EI T-ADN es la porcién de ADN
transferida al genoma de la planta durante la transformacidn. Esta regién contiene el gen nptll
que confiere resistencia a kanamicina en plantas bajo el promotor 35S del virus del mosaico
del coliflor. Ademas presenta un sitio de multiple clonado (SMC) flanqueado por el promotor
35S y el terminador de la transcripcidon de la subunidad pequefia de RuBisCo de arveja (Jarvis
et al, 1998).

e Plasmido pMX202. Vector binario que permite la transformacién de Arabidopsis por A.
tumefasciens. Posee origenes de replicacion para E. coli y A. tumefasciens, y un gen de
resistencia a espectinomicina para la seleccidén bacteriana. En el T-ADN contiene un gen que
confiere resistencia a kanamicina en plantas, bajo el promotor 35S. Este vector no posee un

promotor 35S corriente arriba del sitio de multiple clonado.

5.1.3. Vectores utilizados en esta tesis.

Vector | Construccion Cromosoma: Inicio-Final ® Binario

GRF3:rGRF3 (2: 15274101 — 15270085)
PRER32 rGRF3 CGC AAC CGT TCT AGA AAA CCA GTA GAG AcT cca | PCHF3
R N R S R K P VvV E T P

GRF2:rGRF2 (4:17729683-17725302)
PRER35 rGRF2 CGT CAT CGT TCT AGA AAA CCG GTIC GAA crc caa | PCHF3
R H R S R K P V E V O

GRF2:GRF2 (4:17729683-17725702) - GUS CDS
PRERSS | GRF2-GUS | cg7 CAT CGT TCA AGA AAG CCT GTG GAA GTC can | PCHF3
R H R S R K P V E V O
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GRF2:rGRF(2 4:17729683-17725702) - GUS CDS

PRERS6 | rGRF2-GUS | cGT caT CGT TCT AGA AAR CCG GTC GAA GTC caa | PCHF3
R H R S R K P V E V Q
PGRF3 (2: 15273644 - 15272819) —rGRF2 (4: 17727612 -
RER149 | pGRF3-rGRF2 pCHF3
17725536)
RER160 At-rGRF3 PGRF3 (2: 15273644 - 15272819) — At-rGRF3 CDS ° pCHF3
RER159 Gm-rGRF pGRF3 (2: 15273644 - 15272819) — Gm-rGRF CDS ° pCHF3
RER158 Os-rGRF4 PGRF3 (2: 15273644 - 15272819) — Os-rGRF4 CDS © pCHF3
iR396b:
pJD189 pmi pmiR396 (5: 13609793 — 13611798) — GUS CDS pMX202
GUS
pJD207 | pGRF5:GUS PGRF5 (3: 4606514 - 4608524) — GUS CDS pMX202
MutpGRF5: PGRF5 (3: 4606514 — 4607810)A(4607881 - 4608524)
pMB45 pMX202
GUS - GUS CDS
Vector | Construccion Secuencia expresada b Binario
GTACCATGAAGATCCTGGTCATACTT TTCCACAGCTTTCTTGA
pRER38 355:miR396p | ACTTTCTTTTTCATTTCCATTGTTTTTTTCTTAAACAARAGTA pBART
AGAAGAAAAAAAACTTTAAGATTAAGCATTTTGGAAGCTCAAG
AAAGCTGTGGGAAAACATGACAATTCAGGGTTTGGATC
GATCCGCCGTAGCCGGCAGGTCTTCTCCCTCTAGAAATTGTTC
AAGAGCTCAGCTGTGGAAAGCTTCGGTTTTTCTCTTTGGAATG
TTCAAGAGCGCAGCTGTGGAATTTTTCAATTTTTTTGGTTGGA
ATGTTCAAGAGCTTAGCTGTGGAATTTTGATGGAAGATCCGCC
355: GTAGCCGGCAGGTCTTCTCCCTCTAGAAATTGTTCAAGAGCTC
pMB11 ' AGCTGTGGARAGCTTCGGTTTTTCTCTTTGGAATGTTCAAGAG | pCHF3
9X-MIM396 | CGCAGCTGTGGAATTTTTCAATTTTTTTGGTTGGAATGTTCAA

GAGCTTAGCTGTGGAATTTTGATGGAAGATCCGCCGTAGCCGG
CAGGTCTTCTCCCTCTAGAAATTGTTCAAGAGCTCAGCTGTGG
AAAGCTTCGGTTTTTCTCTTTGGAATGTTCAAGAGCGCAGCTG
TGGAATTTTTCAATTTTTTTGGTTGGAATGTTCAAGAGCTTAG
CTGTGGAATTTTGATGGAAGATC

a Sombreado, los nucledtidos que se aparean con el miR396. Subrayado, los residuos mutagenizados.
b Sombreado, la secuencia del microARN maduro expresado. Subrayado, la secuencia a la que se une el
miR396 en el “mimic”.

C At-rGRF3 : ATGGATTTGCAACTGAAACAATGGAGAAGCCAGCAGCAGCAACAACATCAGACAGAGTCAGAAGAACAACCTT
CTGCAGCTAAGATACCAAAACATGTCTTTGACCAGATTCATTCTCACACTGCAACTTCTACTGCTCTTCCTCTCTTTACCCCTGAGC
CTACTTCTTCTAAACTCTCCTCTTTGTCTCCTGATTCTTCCTCCAGGTTCCCCAAGATGGGGAGCTTCTTTAGCTGGGCACAGTGG
CAAGAACTTGAACTACAAGCTCTGATCTACAGGTACATGTTGGCTGGTGCTGCTGTTCCTCAGGAGCTCCTTTTACCAATCAAGA
AAAGCCTTCTCCATCTATCTCCTTCCTACTTTCTTCACCATCCTCTTCAACACCTACCTCATTACCAACCTGCTTGGTATTTGGGAAG
GGCAGCGATGGATCCTGAGCCAGGCAGATGCAGGAGAACGGATGGTAAGAAGTGGAGATGTTCAAGAGACGTCTTCGCTGGC
CACAAGTATTGCGAGCGCCACATGCACCGTGGCCGCAACCGTTCtAGAAAACCaGTaGAgACTCCAACCACCGTCAATGCAACTG
CCACGTCCATGGCTTCATCAGTAGCAGCCGCAGCCACCACTACAACAGCAACAACAACATCTACGTTTGCTTTTGGTGGTGGTG
GTGGTAGTGAGGAAGTGGTTGGTCAAGGAGGATCTTTCTTCTTCTCTGGCTCTTCTAACTCTTCATCTGAACTTCTCCACCTTAGT
CAAAGTTGTTCGGAGATGAAGCAAGAAAGCAACAACATGAACAACAAGAGGCCATACGAGTCCCACATCGGATTCAGTAACAA
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CAGATCAGATGGAGGACACATCCTGAGGCCCTTCTTTGACGATTGGCCTCGTTCTTCGCTCCAAGAAGCTGACAATAGTTCAAG
CCCCATGAGCTCAGCCACTTGTCTCTCCATCTCCATGCCCGGGAACTCTTCCTCAGACGTCTCTCTGAAGCTGTCCACAGGCAACG
AAGAGGGAGCCCGGAGCAACAACAATGGGAGAGATCAGCAAAACATGAGCTGGTGGAGCGGTGGAGGTTCCAACCACCATCA
TCACAACATGGGCGGACCATTGGCCGAAGCCCTGAGATCTTCTTCCTCATCTTCCCCAACCAGTGTTCTCCATCAGCTTGGTGTCT
CGACACAAGCCTTTCATTGA

d Gm-rGRF: ATGGACTTCCATCTGAAGCAATGGAGAAACCAGCACGAGTCAGAGGAACAACATTCTACAAAGATGCCAAAACT
TCTCCCTGAATCCCATCAACAACAACAGCCATCAGCCTCTGCACTCCCTTTGTTTGTACCTGAACCCAACAGCAGCAAAGTCAGCA
CCCTATTATTTCCCAGGATGGGGAGCTACTTCAGCTTGTCTCAGTGGCAGGAGCTTGAGTTGCAGGCTTTGATATTCAGGTACAT
GTTGGCTGGTGCTGCTGTTCCTCCTGAACTCCTTCAACCAATCAAGAAAAGCCTTCTTCATTCTCCACACTATTACCTCCATCACCC
TCTCCAACATTACCAACCTTCTGCTTGGTATTGGGGTAGAGGAGCGATGGATCCGGAGCCAGGGCGGTGCCGGAGAACCGACG
GCAAGAAGTGGCGCTGTTCGAGGGACGTGGTGGCTGGGCAAAAGTACTGTGAGCGCCACATGCACCGTGGAAGAAACCGTTC
tAGAAAaCCaGTaGAgCTACCCACACCAACTAGTGCTATTAACAATTGTGGTGTAACTGGAGTTGGATCCCTAGGACCAGGTGCT
TCATCATCTTCCATTTGTTCACCACCCTTAGCTTCTGCTTCATTCAAATCTCCTTTTGATCTTCATCTTGATGAACGTTCCTCTGGGA
CCAAGAATGAAGACGAAGATCATGTGGGTGGGGATGGCAGATCAGGTGGAGGTGGTGGCCATATGCTGAGGCATTTCTTCGA
TGATTGGCCACGATCACTCCAAGACTCTGACAACGTTGAAAACAATGCTGCTGCTGGCCGTAGCCTCTCTATTTCAATGCCCGGT
GCTTCCTCGGATGTGTCATTGAAATTGTCCACGGGCTATGGAGAGGACTCGGGCCCAGGAAATGAGAATGTAAGCCTCGAGCC
AGAGCAGCTGCAGTTGAATTGGGCCGGAGGATGGGCCTCGTCTAATCAAGTGGCTTCGATGGGAGGTCCACTTGCTGAGGCAC
TCAGATCATCTACTTCAACCTCATCTCCCACTAGTGTTTTGCATCGTCACTTGCCTCGTGGATCTGAGACCAGCTTTATTAGCACCT
GA

€ Os-rGRF4: ATGCCTCCCTGTCTCCGGCGGTGGCCGACCACCGCTCGTCCCCGGCAGCCGCGACCGCLCTCCCTCCTCCCCTTCT
GCCGCTCCACCCCGCTCTCCGCGTAAGCAACGCGAACCCGCGGCTACAACCCATTTTCTTGGCTCCAGTGGTGCATGTGACAAC
ACGGTGAGACGTTGTGTGTGGGTGGGTGGGTGCAGGGGCGGTGGTGGCGTCGCGATGGGGGAGGACGCGCCGATGACCGC
GAGGTGGCCGCCGGCGGCGGCGGCGAGGCTGCCGCCGTTCACCGCGGCGCAGTACGAGGAGCTGGAGCAGCAGGCGCTCAT
ATACAAGTACCTGGTGGCAGGCGTGCCCGTCCCGCCGGATCTCGTGCTCCCCATCCGCCGCGGACTCGACTCCCTCGCCGLCCG
CTTCTACAACCATCCCGCCCTTGGATATGGTCCGTACTTCGGCAAGAAGCTGGACCCAGAGCCAGGGCGGTGCCGGCGTACGG
ACGGCAAGAAATGGCGGTGCTCGAAGGAGGCCGCGCCGGATTCCAAGTACTGCGAGCGCCACATGCACCGCGGCCGCAACCG
TTCtAGAAAaCCaGTaGAgACGCAGCTGGTCGCCCAGTCCCAACCGCCCTCATCTGTTGTCGGTTCTGCGGCGGCGCCCCTTGCT
GCTGCCTCCAATGGCAGCAGCTTCCAAAACCACTCTCTTTACCCTGCTATTGCCGGCAGCAATGGCGGGGGCGGGGGGAGGAA
CATGCCCAGCTCATTTGGCTCGGCGTTGGGTTCTCAGCTGCACATGGATAATGCTGCCCCTTATGCAGCTGTTGGTGGTGGAAC
AGGCAAAGATCTCAGGTATACTGCTTATGGCACAAGATCTTTGGCGGATGAGCAGAGTCAACTCATTACTGAAGCTATCAACAC
ATCTATTGAAAATCCATGGCGGCTGCTGCCATCTCAGAACTCGCCATTTCCCCTTTCAAGCTATTCTCAGCTGGGGGCACTAAGT
GACCTTGGTCAGAACACCCCCAGCTCACTTTCAAAGGTTCAGAGGCAGCCACTTTCGTTCTTTGGGAACGACTATGCGGCTGTC
GATTCTGTGAAGCAAGAGAACCAGACGCTGCGTCCCTTCTTTGATGAGTGGCCAAAGGGAAGGGATTCATGGTCAGACCTCGC
TGATGAGAATGCTAATCTTTCGTCATTCTCAGGCACCCAACTGTCGATCTCCATACCAATGGCATCCTCTGACTTCTCGGCGGCC
AGTTCTCGATCAACTAATGGTGACTGA

5.1.4. Extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis.

La extraccidn de ADN gendmico se realizd a partir de hojas jovenes de Arabidopsis, segun el
siguiente protocolo:

Se calentd a 65 °C un volumen de 600 pL de una solucién (Buffer CTAB) conteniendo
1,4 M NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8, 20mM EDTA pH 8 y 0,2% (v/v) CTAB, al cual se le adiciond
- mercaptoetanol hasta concentracion final 0,2% (v/v), y RNAsa A a concentracién final 3,3
ng/uL . Esta solucion se denomind buffer CTAB modificado.

Las hojas contenidas en tubos de microcentrifuga se sumergieron en N, liquido y se
redujeron a un polvo fino utilizando un pilén. Posteriormente la muestra se resuspendié en
600 pL de buffer CTAB modificado precalentado, y la suspension resultante se incubé a 65 °C
por una hora. Luego se adicion6 600 pL de una mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y
se agito durante 5 min. A continuacion, se realizé una centrifugacién a mdxima velocidad a 4°C
durante 10 min. Finalizada la centrifugacién se transfirié la fase acuosa superior a un tubo de

microcentrifuga nuevo. Se realizé la precipitacién del ADN en la fase acuosa mediante la
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adicién de 0,7 volumenes de isopropanol, mezclando por inversién e incubando a 4 °C por al
menos una hora. Luego se centrifugé a maxima velocidad durante 20min a 4°C. Se descarté el
sobrenadante y se lavo el precipitado con 500 puL de 70% (v/v) etanol y agitacion. Se centrifugd
la muestra durante 5 min a 8000 g a 4°C y se eliminé el sobrenadante. El precipitado resultante
se sec6 completamente y finalmente se resuspendié en 40uL de agua Milli-Q (Milipore). La

muestra de ADN resultante fue conservada a -20°C.

5.1.5. Minipreparaciones de ADN plasmidico.

Los pldsmidos se obtuvieron utilizando el “kit” comercial “Wizard® Plus SV Minipreps”

(Promega), segun las indicaciones del fabricante.

5.1.6. Amplificacién de fragmentos de ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR).

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: en un
volumen final de reaccion de 25 pL se adiciond 2,5 pyL de buffer Pfu ADN polimerasa con
MgS04 10x (Promega), 7,5 pmol de cada oligonucleétido y 2 U de Pfu ADN polimerasa
(Promega). La concentracién en la mezcla de reaccién de cada uno de los dNTPs (dCTP, dATP,
dGTP, dTTP) fue de 0,2 mM. Se completé el volumen restante con agua Milli-Q. La cantidad de
ADN molde varié dependiendo del ADN utilizado: 1 ng de ADN plasmidico; 100 ng de ADN
gendmico. El termociclado de las mezclas de reaccién se llevé a cabo en un equipo PCR SPRINT

Termal Cycler (Termo Electron Corporation) segln el siguiente programa:

Etapa | Ciclos Temperatura | Tiempo
1 1 95°C 30 seg.
2 30 95°C 30 seg.
55°C 30 seg.
68°C X min.
3 1 68°C 10 min.

X: 1min de tiempo de elongacién por cada 1000 nucleétidos.

La separacién de moléculas de ADN por electroforesis en geles de agarosa se realizé
mediante el sistema tipo submarino (J. Sambrook, 2001) en cubas de acrilico. Se utilizaron
concentraciones de agarosa de 1 a 1,5% (p/v) segun el tamafio de las moléculas de ADN a
resolver. Los geles se prepararon con solucién buffer 1X TAE y se agregd bromuro de etidio a
una concentracion final de 0,3 pg/ml. Las muestras de ADN, previo a la siembra, se mezclaron

con 1/5 volimenes de solucion de siembra. Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo en
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solucion buffer 1X TAE, empleando voltaje constante. Se utilizaron marcadores de tamaiio

molecular adecuados.

5.1.7. Mutagénesis por delecidn.

Para realizar la mutagénesis por delecién se utiliz6 la técnica “Extensién por Superposicion”
(del inglés, Overlap Extension; (Pogulis et al, 1996). Esté método permite introducir inserciones
o deleciones sobre la regién de interés mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

utilizando cuatro o mas oligonucleétidos que se solapan entre si.

5.1.8. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Luego de la separacion electroforética, el fragmento de ADN deseado se identific6 mediante la
visualizacién del gel con un transiluminador UV y se escindié la banda correspondiente con
bisturi. La purificacién de los fragmentos de ADN del gel se llevé acabo utilizando el “kit” de

purificacién de ADN Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

5.1.9. Digestidon de ADN con endonucleasas de restriccion.

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccion se realizaron utilizando enzimas y
buffers comerciales (Promega). Las condiciones de reaccién fueron las especificadas por el

fabricante.

5.1.10. Ligacion de fragmentos de ADN.

Para la ligacion de fragmentos de ADN en los vectores plasmidicos deseados se siguieron dos
estrategias segun el origen del fragmento.

a) Clonado de productos de PCR en pBlueScript por el método de “restriccién-ligacion”.
Teniendo en cuenta que la amplificacién de fragmentos de ADN mediante PCR se llevd a cabo
utilizando ADN polimerasas que dejan extremos romos, el clonado de dichos fragmentos se
realizo siguiendo el siguiente protocolo:

En un primer paso se digirid el vector de clonado pBluescript Il SK(-) con la enzima de
restriccion Smal, la cual deja extremos romos.

En el siguiente paso se procedidé a la ligacidon del fragmento de ADN en la siguiente
mezcla de reaccién: en un volumen final de 21 pL se adicioné 20 ng de pBluescript Il SK(-)
cortado previamente con Smal, 2 pL de Buffer Tango (Fermentas), 2 U de T4 ADN ligasa, 3 U de
Smal (Fermentas), ATP a una concentracion final de 0,09 mM y aproximadamente 20 ng de
inserto. La mezcla de ligacion se incubd toda la noche a 16 °C, y se utilizaron 5 pL de la misma

para transformar E. coli DH5a.
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b) La ligacion de fragmentos de ADN generados por corte con enzimas de restriccidon en los
vectores plasmidicos correspondientes se llevd a cabo con la enzima T4 ADN ligasa
(Fermentas). Las condiciones de la reaccion fueron las especificadas por el fabricante. En todos
los casos el volumen de reaccién de ligacién fue de 10 plL y se utilizaron 5 pL de la misma para

transformar E. coli DH5a.

5.1.11. Transformacion bacteriana.

a) Transformacion de E. coli. Para la preparacién de electrocompetentes se partié de un
cultivo saturado de E. coli DH5a, crecido toda una noche a 37° C en medio Luria-Bertani (LB; 10
g/l peptona de caseina, 5g/| extracto de levadura y 5 g/l NaCl), se realizé una dilucion 1:100 en
el mismo medio y se incubd 2 horas a 37 °C. Una vez que este cultivo alcanzé una DO 600nm
de entre 0.5 y 1, se centrifugd durante 7 min a 4000 g a 4°C. Luego, se removid el
sobrenadante y se lavé el sedimento de células sucesivamente con agua Milli-Q y una solucién
de glicerol al 10% (v/v). Finalmente el sedimento de células libre de iones se resuspendid
suavemente en 125 ulL de glicerol al 10% (v/v) y se redistribuyé en tubos de microcentrifuga.
Por cada transformacién se tomé un tubo de electrocompetentes, se adicioné el volumen
correspondiente de soluciéon plasmidica. Esta mezcla se transfiri6 a una cubeta de
electroporacion (BIO-RAD), y utilizando un electroporador MicroPulser (BIO-RAD) se sometio a
la mezcla a cortos pulsos de corriente eléctrica de alto voltaje (pulso de 2,5 kV con capacitancia
de 25 pF y una resistencia de 400 Q). A continuacién, se adicioné 900 pL de medio LB y se
incubd durante una hora a 37 °C. Transcurrida la incubacion se realizé una centrifugacion de 2
min a 3500 g a temperatura ambiente, el sedimento de células se resuspendié en 100uL de
medio LB y finalmente se sembrd en placas de medio LB que contenian el antibiético
correspondiente. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C.

b) Transformacion de A. tumefasciens. Un cultivo de A. tumefasciens (cepa ASE), crecido toda
la noche a 28 °C en medio LB, se diluyé 1:100 en el mismo medio y se cultivé hasta una DO 600
entre 0,5 y 1. La suspension de células se fraccioné en alicuotas de 1,5 mL, cada una de las
cuales sirve para realizar una transformacion. Se centrifugé a 3500 g por 2 min a 4 °C, y se
resuspendio el sedimento de células en 0,5 mL de agua destilada estéril a 4 °C. Se repiti6 estos
lavados 3 veces. Luego se resuspendié las células en 0,5 mL de 10% (v/v) glicerol estéril a 4 °C.
Se centrifugd nuevamente a 3500 g por 2 min a 4 °C y se resuspendio las células en 20 pL de
10% (v/v) glicerol estéril. Se agregd el plasmido a transformar, se transfirié a una cubeta de
electroporacion (Biorad) y se aplicé un pulso de 2,5 kV con capacitancia de 25 pF y una
resistencia de 400 Q. A continuacion se adicioné 1mL de medio LB y se incubé durante dos

horas a 28° C. Transcurrida la incubacién se realiz6 una centrifugacién de 2 min a 3500 g a
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temperatura ambiente, el sedimento de células se resuspendié en 100uL de medio LB y
finalmente se sembro en placas de medio LB que contenian el antibidtico correspondiente. Las

placas se incubaron durante dos noches a 28 °C.

5.1.12. Seleccidn y analisis de transformantes.

La seleccidn de las colonias E. coli DH5a transformadas se realizdé suplementando las placas
con medio LB agar con el antibidtico adecuado segun el vector usado. Cuando el vector fue
pBluescript 1l SK(-) las placas se suplementaron 100 pg/mL de ampicilina. Ademas, se adiciond
a las placas 100uM IPTG y 20 pg/mL X-Gal. Esto permitié identificar potenciales colonias que
transformadas con el vector que contenia el inserto clonado por su ausencia de coloracién
azul. Para bacterias (E. coli DH5a) transformadas por el vector pCHF3, la seleccidn se llevd
adelante con 50 pg/mL de espectinomicina. Para la seleccion de las colonias ASE
transformadas con el vector binario pCHF3 las placas con medio LB se suplementaron con 50

pg/mL de espectinomicina, 50 pg/mL de kanamicina y 25 pg/mL de cloranfenicol.

5.2. Material vegetal utilizado y obtencidn de plantas transgénicas.
5.2.1. Ecotipos y mutantes utilizados, y condiciones de crecimiento.

Las plantas de Arabidopsis utilizadas en esta Tesis corresponden al ecotipo Columbia-0 (Col-0).
Las plantas se cultivaron en una camara de crecimiento con un régimen de 16 h de luz (100
ME.m-2.s-1) y 8 h de oscuridad (condicidn dia largo). La temperatura de crecimiento fue de 23
°C durante el ciclo luz/oscuridad, mientras que la humedad fue mantenida en 65% de
humedad relativa. Las plantas se regaron una vez por semana con agua. Para el crecimiento
directo en tierra, las semillas se estratificaron a 4 °C por 2 dias en tubos de microcentrifuga con
1mL de 0,1% (p/v) agarosa, y luego se sembraron en tierra.

En este tesis se utilizaron plantas mutantes y lineas transgénicas (Tabla MM1).

Mutantes/Linea Transgénica Descripcion de la linea Cita

grf3 Mutante insercional Debernardi et al., (2014) Plant J.
Salk_026786 en ecotipo Col-0.

grf5 Mutante insercional Debernardi et al., (2014) Plant J.
Salk_086597 en ecotipo Col-0.

gif1 Mutante insercional Lee et al., (2009) Plant Physiol.
Salk_150407 en Ecotipo Col-0.

arf2-8 Mutante insercional Okushima et al., (2005) Plant J.
Salk_108995 en ecotipo Col-0

35S:GRF5 Linea sobreexpresante del cADN Horiguchi et al., (2005) Plant J.

de GRF5 en ecotipo Col-0.
PARF2:ARF2-GFP Reportero traduccional de ARF2. |Rademacher et al., (2011) Plant J.

Tabla MM1. Mutantes y lineas transgénicas utilizadas en esta Tesis.
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Las cruzas entre lineas de plantas requirieron del genotipeo de las lineas gif1, grf5, arf2-8. Una
vez que se realizo la extraccién de ADN de las plantas de interés (Materiales y métodos 5.1.4)

se llevo a cabo una reaccién de PCR utilizando la siguiente combinacidn de oligos:

Insercion Oligo directo Oligo reverso Producto
GCCAGGTCGACTTAATTAGCTACCAG |  ACGTTCTCTCCCcaacTcere | AmPlificacion Gen
grf5 Silvestre
Salk_086597 Amplificacion de la

Inserciéon T ADN
) TTGGACGAAAACAAATCGTTGA CTGTTGCTGTTGAGTCGCTTGT Amphfucaaon Gen
gifl Silvestre
Salk_150407 Amplificacién de la
Insercién T ADN
CTGAGAGTGTAGAGTGTGATGC CATCTTCCTCACTTCCTCTTTC Amphfucaaon Gen
arf2-8 Silvestre
Salk_108995 Amplificacion de la
Insercién T ADN

GCCAGGTCGACTTAATTAGCTACCAG GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

TTGGACGAAAACAAATCGTTGA GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

CTGAGAGTGTAGAGTGTGATGC GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

5.2.2. Transformacion vegetal.

La transformacién de plantas de Arabidopsis se realizd6 mediante la técnica de “floral-dip” (D.
Weigel, 2002). Se cultivaron las cepas de A. tumefasciens (ASE) transformadas con los distintos
plasmidos binarios en 100 mL de LB conteniendo 50 pg/mL de espectinomicina, 50 pg/mL de
kanamicina y 25 pg/mL de cloranfenicol a 28 °C hasta llegar a una DO 600 cercana a 2. Se
cosechd las células por centrifugaciéon a 3500 g durante 10 min a temperatura ambiente y se
resuspendié en un medio con 5% (p/v) sacarosa y 200 pL /I de Silwet L-77. Las inflorescencias
de plantas de Arabidopsis regadas el dia anterior se sumergieron en la suspension de células
durante 30 segundos. Luego de escurrir el exceso de medio de cultivo, se colocaron las plantas
en posicién horizontal dentro de bolsas plasticas para conservar la humedad. Luego de 24 hs
se sacaron de las bolsas y se prosiguid con el cultivo de las plantas en la cdmara de crecimiento
hasta la maduracién de las semillas.

Las plantas transgénicas de Brassica Oleracea fueron generadas por un servicio del

John Innes Centre.

5.2.3. Recoleccidn y esterilizacién de semillas.

La recoleccion de semillas se realizé a partir de plantas que finalizaron su ciclo de vida y que
presentaban semillas maduras. Se retiraron las plantas del pote de tierra y frotando las mismas
con las manos se dejé caer las semillas sobre una hoja de papel. Se eliminaron los restos de
silicua y hojas por tamizado. Las semillas se almacenaron en bolsas de papel en un recipiente

seco hasta su posterior utilizacion. Para la esterilizacion de las semillas, las mismas se
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incubaron con una solucién de70% (v/v) etanol, 0,1% (v/v) tritdn-X-100, durante 8 min. Luego
se realiz6 un enjuague con 96% (v/v) etanol y finalmente se las dejé secar en el flujo laminar.
La manipulacién del material vegetal en condiciones de esterilidad se realizé en una cabina de

flujo laminar.

5.2.4. Seleccion de transformantes.

Para la seleccion de plantas transformadas, las semillas esterilizadas se sembraron en placas
de Petri con medio MS-agar (T. Murashige, 1962) suplementado con 25 pg/mL de kanamicina.
Las placas se mantuvieron en oscuridad a 4 °C por 48 hs. Transcurrido este periodo, se
transfirieron las placas a la cdmara de cultivo y en estas condiciones las plantas se dejaron
crecer 5-10 dias. Luego se analizaron las placas y aquellas plantas que presentaban un fenotipo
de resistencia al agente de seleccion, evidenciado por el desarrollo de la raiz primaria y del
primer par de hojas verdaderas, se transfirieron a potes con tierra. Los potes se ubicaron en
bandejas con agua las cuales se cubrieron con papel de nylon transparente, de modo de evitar
la pérdida de humedad. En estas condiciones se cultivaron en la cdmara durante 2 dias,

momento en el que se retird el nylon y se continud con su cultivo.

5.3. Medida del drea de las células, y estimacion del nimero de células de las hojas.

El tejido vegetal a estudiar se fijo y clarificdé sumergiéndolo en solucidn etanol 70% durante
24hs y posteriormente en dacido lactico 70%, el cual fue utilizado también para montar las
muestras. Posteriormente, las muestras se observaron en una lupa binocular bajo campo
oscuro y se tomo una fotografia de las células del meséfilo en empalizada en una posicidn de la
hoja que corresponde a la mitad en el eje distal-proximal. Para determinar el drea celular por
linea, se midi6 el area de 20 células por hoja de 10 hojas independientes utilizando el
programa Image-pro Plus 6.0. El nimero de células por hojas se estimé haciendo la relacion

entre el drea de la hoja y el 4rea de las células.

5.4. Senescencia inducida por oscuridad y medida del rendimiento cuantico maximo

del Fotosistema Il.

Para los experimentos de senescencia de las hojas inducida por oscuridad, se colectaron las
hojas #5 una vez que las mismas alcanzaron el tamaio final e incubaron en una placa con un
papel absorbente humedecido de manera que conserven la humedad, en oscuridad. La
eficiencia del Fotosistema se midié utilizando el equipo MultispeQ. La informacién fue
visualizada y analizada en el portal web de Photosynq (www.photosyng.org ). Los parametros

que se midieron fueron los valores F, (fluorescencia minima en hojas adaptadas a oscuridad) y
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Fm (fluorescencia maxima en hojas adaptadas a oscuridad). A través de estos parametros se
obtuvo el rendimiento cuantico maximo del Fotosistema Il (FSII), (Fv/Fm = (Fm - FO)/Fm), de
acuerdo a Maxwell y Johnson, 2000 (Maxwell & Johnson, 2000). Este parametro representa la

eficiencia fotoquimica maxima del FSII.

5.5. Caracterizacion del sistema radicular de las plantas
5.5.1. Condiciones de crecimiento.

Para los experimentos abocados a la caracterizacién fenotipica del sistema radicular las plantas
fueron crecidas verticalmente en medio MS-Agar 1X (T. Murashige, 1962) suplementado con

1% P/V sacarosa, y 2.3 mM acido 2-(N-morpholino) etanesulfénico (MES) (pH 5.8).

5.5.2. Medidas de elongacion de raiz primaria.

Para los andlisis del crecimiento de la raiz primaria en Brassica oleracea, las semillas
esterilizadas se dispusieron sobre la superficie del agar en una linea recta. A continuacion, las
placas fueron estratificadas en oscuridad a 4°C por 48 horas. Transcurrido este periodo las
placas fueron transferidas a la cdmara de cultivo. Se realizaron marcas en la cara posterior de
la placa en las puntas de las raices, de manera de registrar el crecimiento en forma de
segmentos secuenciales diarios durante al menos 5 dias. Una vez finalizado el marcado de las
placas, se procedié a tomar una imagen digital de las mismas y haciendo uso del software
Image-Pro Plus se midid el largo de cada segmento marcado. La evaluacién de la longitud de
estos segmentos en funcidn del tiempo derivé en el gréfico de largo de la raiz primaria (cm) en

funcién del tiempo.

5.5.3. Caracterizacion celular del sistema radicular.

Para determinar los parametros celulares en raices de Arabidopsis, se utilizé Microscopia
Confocal de Barrido Laser (LSCM, del inglés Laser Scanning Confocal Microscopy). Imagenes de
secciones longitudinales medias fueron obtenidas utilizando raices tefiidas con 10 pg/mL de
loduro de Propidio (IP) (Sigma) para visualizar las paredes celulares.

Las imdgenes de LSCM fueron obtenidas en un microscopio ZEISS LSM880. El IP fue
excitado utilizando la linea de 488nm del laser multilinea de i6n de argdn, y su fluorescencia
fue detectada en un rango 590nm-700nm.

La determinacion del largo de la zona meristematica se realizd6 midiendo la distancia
entre el CQ vy la primer célula de la corteza que muestra signos claros de expansion (Perilli &

Sabatini, 2010).
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5.6. Tincion GUS.

Para analizar la expresion de los distintos reporteros generados como fusiones al gen de la B-
glucuronidasa, se hicieron reacciones de tincién del material vegetal con X-Gluc. Para ello se
colectd el tejido vegetal a tefiir en 90% (v/v) acetona en hielo y se incubé durante 20 minutos.
Se lavd con solucién de tincidn sin X-Gluc para eliminar la acetona, y por ultimo se cambi6 la
solucion por solucidn de tincion con 750 pg/mL de X-Gluc. Se infiltré durante 20 minutos,
rompiendo el vacio cada 7 minutos. Se incubd una noche a 37 °C en oscuridad. Por ultimo se
lavé con 70% (v/v) etanol dos o tres veces hasta la eliminacion total de la clorofila.

Solucién de tincion sin X-Gluc: 100 mM de buffer fosfato pH 7,2, 3 mM de Ferricianuro de

potasio (K3Fe(CN)6), 10 mM de EDTA y 0,1% (v/v) Tritdn (Donnelly et al, 1999).

5.7. Tratamiento de estrés por sequia.

Las plantas se germinaron en placa luego de estratificar a 4 °C en oscuridad. A los 4 dias post-
siembra (DPS), las plantas se transfirieron a potes con tierra. Previo al trasplante, se seted la
cantidad relativa de agua a: 1.19 g de agua por gramo de tierra seca para el estrés por sequia
moderada y para la condicién control 2.19 g de agua por gramo de tierra seca. Una vez que las
plantulas fueron transferidas a estos potes se ubicaron en la plataforma de fenotipeo
automatico WIWAM (Skirycz et al, 2011). El contenido de agua se mantuvo constante hasta 8
DAS y luego se redujo a 1.02 g de agua por gramo de tierra. Esta plataforma de fenotipeo estd
disefiada para monitorear el desarrollo vegetativo hasta 19 DAS, durante este tiempo toma
imagenes de la roseta dia a dia. Para evaluar el crecimiento del érgano durante el
experimento, se realizaron mediciones del drea de hoja 1 a partir de las imagenes obtenidas.
También, las medidas del plastocrono se estimaron registrando el tiempo en el que cada hoja

consecutiva alcanzaba 1 mm de longitud.

5.8. Cuantificacion del nivel de expresion génica.
5.8.1. Extraccién de ARN.

La extraccion de ARN de tejido vegetal de Arabidopsis se realizd utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen). La recoleccién de las muestras de tejido se realizé en tubos de microcentrifuga
que inmediatamente fueron sumergidos en N, liquido. El material fue reducido a un polvo fino
utilizando un pilén.

A continuacidn, sobre este polvo se adicioné TRIzol (1 mL de reactivo para un maximo
de 100 mg de tejido) y se agité de modo de resuspender el tejido mortereado. El homogenado

se centrifugd a 12000 g a 4 °C durante 10 min y finalmente se transfirio el sobrenadante a un
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tubo de microcentrifuga nuevo. A continuacién se agregd 0,2 volumenes de cloroformo por
cada volumen de TRIzol original. Esta mezcla se invirtié vigorosamente por 15 segundos y se
centrifugd a 12000 g a 4 °C durante 15 min. Se transfirié la fase superior a un nuevo tubo de
microcentrifuga y se precipité el ARN mediante el agregado de un volumen de isopropanol.
Esta mezcla se incubd por al menos 2 hs a 20 °C. Luego se centrifugd a 12000 g a 4 °C durante
10 min. Finalizada la centrifugacién se descarté el sobrenadante.

Se lavo el precipitado de ARN mediante el agregado de 1 mL de 70 % (v/v) etanol frio y
agitacion con vortex. Luego se centrifugd a 7500 g a 4 °C durante 5 min, descartando el
sobrenadante una vez finalizada la centrifugacién. Este paso de lavado se repitié una vez mas.
El precipitado de ARN obtenido se secd en estufa 37 °C por 10 min y luego se resuspendié en

50 pL de agua Milli-Q esteril.

5.8.2. Cuantificacién y chequeo de la integridad del ARN purificado.

Se determind la absorbancia a 230, 260 y 280 nm. Se estimd la pureza de la preparacion a
partir de la relacién de las medidas de absorbancia a Abs260/Abs230 y Abs260/Abs280. La
integridad del ARN purificado se determiné mediante la electroforesis en geles de 1,5% (p/v)
agarosa de 5 pL del ARN preparado. Las bandas de ARN ribosomal se visualizaron por tincién

de los geles con bromuro de etidio.
5.8.3. Tratamiento del ARN preparado con ADNasa.

Se prepard la siguiente mezcla de reaccién: En un volumen final de reacciéon de 20 pL se
adiciond: 0,25 a 0.5 pg de ARN total, 2 pL de buffer “RQ1 RNase-Free DNase” (Promega), 1 U
“RQ1 RNase-Free DNase”(Promega) y agua Milli-Q para completar el volumen de reaccién.

La mezcla de reaccién se incubd 30 min a 37 °C. Luego se inactivd la ADNasa mediante
la adicién al tubo de reaccidn de 1 pL de “DNase Stop Solution” (Promega) e incubacién por 10
min a 65 °C. De los 21 pL de reaccidn final, 10 pL se utilizaron para sintetizar ADN
complementario (ADNc). Los 11 L restantes se utilizaron como control negativo en la PCR en

tiempo real.
5.8.4. Retrotranscripcion (RT).

La sintesis del ADNc a partir del ARN preparado se llevé cabo segun el siguiente protocolo. En
una primera etapa se prepard la siguiente mezcla: en un volumen final de 12 pL se adicioné
0,25 pg de oligo dTv (0.5 pg/ uL), 10 pyL de ARN tratado con ADNasa, dNTPs a una
concentracion final de 0,4 mM cada uno.

La mezcla de reaccidn se incubd durante 5 min a 65 °C y a continuacién en hielo

durante al menos un minuto. Luego se realizd una centrifugacién rdpida y se adicion6 a cada
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tubo de reaccién 4 pL de “5X First Strand Buffer”, 2 uL de 0,1 M DTT, 1 uL “RnaseOUT
Recombinant Ribonuclease Inhibitor” (Invitrogen) y 100 U de “Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase" (M-MLV) (Invitrogen).

Se mezclé por inversion y se incubé 50 minutos a 37 °C. Luego se realiz6 una
centrifugacion rapida y se inactivé la reaccién mediante la incubacién a 70 °C durante 15 min.
Finalmente el ADNc a usar como molde en la reacciones de amplificacidn se diluyé al menos 40

veces en agua Milli-Q.
5.8.5. Retrotranscripcion para analizar la expresion de miARNs.

Debido a que los miARNs maduros no poseen una cola de poliA en el extremo 3’, se utilizé un
protocolo alternativo para realizar la retrotranscripcion. En la etapa de desnaturalizacion, se
realizo la siguiente mezcla: en un volumen final de 12 pL se adiciond: 0,25 pg de oligo dTv, 8 pL
de ARN tratado con ADNasa, dNTPs a una concentracién final de 0,4 mM cada uno y 1 uM de
oligo especifico para la retrotranscripcién del miARN a analizar, denominado stem-loop oligo
(Chen et al, 2005) (Figura MM1). La mezcla de reaccién se incubé durante 5 min a 65 °Cy a
continuacién en hielo durante al menos un minuto. Luego se realizé una centrifugacién rapida
y se adicioné a cada tubo de reaccién 4 plL de “5X FirstStrand Buffer”, 2 uL de 0,1 M DTT, 1 pyL
“Rnase OUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor” (Invitrogen) y 100 U de “Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase" (M-MLV) (Invitrogen). Se mezclé por inversién y se
incubd 30 min a 16 °Cy luego 50 min a 37 °C. Por ultimo, se realizé una centrifugacién rapida y
se inactivo la reaccién mediante la incubacién a 70 °C durante 15 min. El ADNc a usar como

molde en la reacciones de amplificacidn se diluyé al menos 40 veces en agua Milli-Q.
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ARN: mintscula
ADN: mayuscula
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Retrotranscripcion con
oligo stem-loop

miR396 uuccaca-gcuuucuugaacug
ERRR
miR396 cDNA ARGGTGT-CGAARGARCTTGACCAGAGGAGACCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTGGTCTCCTCTG

gPCR
miR396 oligo directo
GGCGGTTCCACA-GCTTTCTT
miR396 cDNA AAGGTGT-CGAAAGAACTTGACCAGAGGAGACCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTGGTCTCCTCTG
TTATGGAGCCTGGGACGTGGT

oligo reverso

Figura MM1. Descripcion del método utilizado para cuantificar el miR396 maduro. La reaccion
de retrotranscripcion se realizd utilizando un oligo stem-loop que hibrida con el miR396 de
Arabidopsis.

5.8.6. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR).

La cuantificacién relativa de los niveles de expresidn génica se llevo a cabo mediante la técnica
de PCR cuantitativa en tiempo real (Real-Time gPCR) segin el método 2*“ (Pfaffl, 2001).
Como calibrador se utilizd un gen de expresion constitutiva que codifica por la Ser/Thr proteina
fosfatasa 2 (PP2A; Atlgl3320) (Czechowski et al, 2005), para el caso de las medidas de
Brassica oleracea se utilizd el gen UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME (UBC). Un aspecto
importante que se tuvo en cuenta para la aplicacién del método de cuantificacion 2% es que
las eficiencias de amplificacién de los fragmentos del gen de interés y del gen de referencia
sean similares y préximas a 2 (Pfaffl, 2001). Para el disefio de los oligonucleétidos para la
cuantificacion de blancos de miARNs se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones. Los
miARNs en plantas regulan la expresion de sus blancos principalmente mediante el corte del
ARNm. De esta manera para cuantificar el nivel de expresiéon de un gen que es blanco de un
miARN es fundamental distinguir el ARNm completo del cortado. Dado que en la
retrotranscripcidn se sintetizan las hebras de ADNc a partir del oligo dTV que hibrida en el
extremo 3’ de los ARN mensajeros, la secuencia que se ubica 5 del sitio complementario al

miARN solamente sera retrotranscripta en aquellos ARNm que no hayan sido cortados por el
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miARN. De esta manera si los oligonucleétidos utilizados en la PCR en tiempo real hibridan en

esta region se amplificard especificamente un fragmento presente en el ADNc generado de

ARNmM intactos.

Gen Locus ID Oligo Directo Oligo reverso
GRF1 At2g22840 ATGGAAAGAAATGGCGGTGCTC CGGCGGCAGCATTAGTATTGT
GRF2 At4g37740 CACATCAACAGAGGCCGTCATCG AACCGGAGATTCCTTGGGTTGTAAG
GRF3 At2g36400 GTCTTCGCTGGCCACAAGTATT TGTTGCTGTTGTAGTGGTGGCT
GRF4 At3g52910 GCCACATTCACCGTGGAAGAAA CCACTGTTAGCTTCATATGGCCTC
GRF5 At3g13960 | TCAGTTCAATGTCTTAGCCTCTGC | CCCAACTCCTCCAACTCTCTCC
ARF2 At5g62000 | GCTCCTAAGAAAGATTGGTTGA CATCTTCCTCACTTCCTCTTTC
MIR396 At5g35407 GGCGGTTCCACAGCTTTCTT TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT
DERB2A At5g05410 CAGCAACAACAGCAGGATTCGCTA ACTTTGTTGACTCTCGGGCCTGTA
PP2A At1g13320 CCTGCGGTAATAACTGCATCT CTGGAGGGAAGTGAATGGTAAC
Br-UBC GATCCACCCACCTCGTGTAG CTGGAGGGAAGTGAATGGTAA

Tabla MM2. Oligos utilizados en las reacciones de RT-qPCR.

Las reacciones se realizaron en un equipo de qPCR “Mastercycler® ep realplex” (Eppendorf) en
microtubos apropiados para esta técnica. Para determinar el perfil de amplificaciéon durante la
PCR se utilizé el colorante fluorescente “SYBR Green | Nucleic Acid Gel Stain” (Roche). Las
reacciones de amplificacién se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones. Para un
volumen final de reaccién de 20 pL se adicioné a cada tubo: 2 pL de “10X PCR Buffer”
(Invitrogen), 3mM MgCI2, 0,2mM de cada dNTP, 5 pL de ADNc, 0,5 U de “Platinum Taq DNA
Polymerase” (Invitrogen), 20 pmol de cada cebador, y 0,8 uL de una dilucién 1000X en agua del
“SYBR Green | Nucleic Acid Gel Stain (Roche)” original. El volumen se completé con agua Milli-
Q. Como control negativo se prepard un tubo de reaccién para cada muestra en el cual se
agregaron los mismos componentes en las mismas condiciones, pero en lugar de utilizar ADNc
como molde se colocé 5 plL del ARN sobrante luego del tratamiento con ADNasa, diluido en la
misma proporcidn. El termociclado de las mezclas de reaccién se llevé a cabo segun el

siguiente programa:

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacién 95 1 min 1.
95 15 seg
Ciclos 55 30 seg 40
72 40 seg
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Lectura de fluorescencia

Se incluyé una etapa final de determinacién de la temperatura de fusiéon de los
productos amplificados, lo que permite conocer la especificidad de la reacciéon. Ademas, la
primera vez que se utilizaron los oligonucledtidos, el producto de la reaccién de amplificacion

se analiz6 en un gel de agarosa para confirmar la especificidad de la reaccion.
5.8.7. Blot de ARN pequefios.

5.8.7.1. Armado del gel y corrida electroforética.

Se armaron geles de poliacrilamida al 17% en condiciones desnaturalizantes segln las

siguientes instrucciones:

37% Acryamida/ 1% Bis-acrylamida (Sigma: A6050 10,6 mL
Urea 10,5g

H20 (autoclavada dos veces) 1,75 mL

TBE 5X 12,5mL

Temed 12,5mL
APS 10% (peso/peso) 50mL

La polimerizacion se llevd a cabo por aproximadamente 1 hora después de la cual se

procedid a pre-correr el gel por 1 hora a 180 V (E844 — CONSORT) en TBE 1X. Posteriormente,
se prepararon las muestras a sembrar. Para ello, se mezclé 1 volumen de colorante de siembra
y 2 volimenes de formamida. 1,5 volimenes de esta preparacidn se mezclaron con 1 volumen
de la muestra de ARN (2 — 6 ug). Se incubé durante 4 min a 95 °C y luego se enfrié en hielo.
Se sembraron las muestras en el gel y se realizé la corrida electroforética del mismo a 180 V y
durante dos horas. Una vez finalizada la corrida, se tiné el gel con 1X TBE y Bromuro de Etidio
por 5 min. Se tomd una foto y el gel se destifidé con 1X TBE. Se transfiri6 el gel a una membrana
“Nytran Super Charge” (NYLON, Schleicher & Schuell BioScience). Para ello, se empapé la
misma junto con dos papeles “Whatman” (Axygen®) con 1X TBE.

Luego, se realizé la transferencia en 1X TBE a 300 mA durante 1 hora (Trans-Blot ® SD
Semi Dry Transfer Cell — Biorad). Terminado esto, se realizd el crosslinking de la membrana

durante 5 min. Con UV (UV Transilluminator ® UVP).

52




Materiales y Métodos

5.8.7.2. Marcado radioactivo de la sonda

El LNA (del inglés, locked nucleic acid) es un nucleétido de ARN modificado en cual se genera
un enlace que une al oxigeno del C2 con el C4. Esta modificacién en la estructura, produce un
aumento en las propiedades de hibridacién del oligo LNA. Entre ellas, un incremento en la
estabilidad térmica del duplex y capacidad de discernir entre secuencias similares. Mediante
sintesis quimica se pueden generar oligos que poseen bases intercaladas de LNA y ADN o ARN.
Se utilizéd una sonda LNA disefiada contra miR396 (5-MAGTTCAAGAAAGCCTGTGGAA) y una
sonda contra U6 snARN (5-CTCGATTTATGCGTGTCATCCTTGC) como control.

Para llevar adelante el marcado radioactivo de la sonda, se prepard la siguiente mezcla

de reaccioén:
Oligonucleétido DNA/LNA (10uM) 2L
Buffer polinucleétido quinasa 10X 1ul
H20 3uL
[32P]y-ATP (6900ci/mmo|; 10 3L
mCi/mL)
Polinucledtido quinasa T4 1uL

Se incubd a 37°C durante 1 h, luego se agregé 40 pL dH20. El oligo marcado se purificé por
cromatografia de exclusiéon molecular (BioRad columns, MICROBIO-SPIN 6, Cat. No. 7326200).

5.8.7.3. Hibridacion.

Se pre-hibridé la membrana a 38 °C durante 1 hora utilizando PerfectHybTM (Sigma). Se
agregd la sonda (5 pmol) a 100 uL de PerfectHybTM y se calentd la mezcla a 65 °C durante 10
min. tras lo cual se enfrié en hielo y centrifugd. Se agregaron 10 mL de PerfectHybTM y se dejé
hibridando la membrana con esta mezcla a 38 °C durante toda la noche.

Terminada la hibridacién, se procedié a enjuagar la membrana con 4X SSC. Luego se
realizaron dos lavados durante 20 min. con 4X SSC seguidos de un tercer lavado con 2X SSC y

0,1 % SDS durante 15 min.
5.8.7.4. Deteccion y cuantificacion.

La deteccion se realizé utilizando el equipo Typhoon (GE) y la intensidad de la sefal se
determind a través del software GelQuant. NET (biochemLabsolutions.com ). Los valores
detectados para las bandas correspondientes a la sonda de miR396 primero fueron
normalizados de acuerdo a los valores obtenidos con la sonda U6 snARN, y luego relativizados

al genotipo o condicién control seleccionado.
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|5.9. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiP).
5.9.1. Recoleccion y fijado de las muestras.

La recoleccién de las muestras de tejido (apices de plantas de 12 dias) se realizd en tubos
Falcon de 50 mL en hielo (la recoleccién no debe demorar mas de 30 min). El material
colectado se fij6 en 25 mL de buffer MC suplementado con formaldehido (1% (v/v)
concentracién final) en vacio y hielo. Luego de 15 min de incubacidén se liberd el vacio, y a
continuacioén se aplicé vacio por otros 14 min (tiempo total del tratamiento 30 min). Se detuvo
el fijado por la adicidn de 2.5 mL de una solucién 1.25 M glicina. Se mezcld bien y se incubd en
vacio por 2 min. El tejido fijado se lavé 3 veces con 25 mL de buffer MC. Finalizado esto, se
seco el tejido con papel y se transfirié a un tubo falcén de 50 mL nuevo. Luego se sumergié los
tubos en N2 liquido, y se guardd en freezer a -80 °C hasta su utilizacién. Se utilizaron plantas
salvajes Col-0 como control, las cuales se procesaron de la misma manera que las plantas en
estudio.

Buffer MC: 10 mM Fosfato de sodio pH7, 50 mM NaCl, 0.1 M glucosa.
5.9.2. Extraccion de nucleos.

El material (= 0.5 g) se redujo a un polvo fino utilizando el molinillo Retsch MM40,
manteniendo los contenedores en frio con N,. El polvo se transfiriéd a un tubo Falcon. Sobre
este polvo se agregd 10 mL de buffer M1 y se resuspendid hasta lograr homogeneidad. El
extracto generado se filtré utilizando un embudo de vidrio con una tela de 55 um de poro. El
material que quedé en el filtro se lavd con 2.5 mL adicionales de buffer M1. Se centrifugé el
filtrado a 1500 g por 20 min a 4 °C.

Se eliminé el sobrenadante y el sedimento se lavé con 2.5 mL de buffer M2. Se
centrifugd a 1500 g por 10 min a 4 °C. Este lavado se repitié 5 veces.
Se lavé el sedimento una vez con 5 mL de buffer M3, y se centrifugo a 1500 g por 10 min a 4
°C.
El sedimento de nucleos obtenidos se resuspendié en 600uL de buffer de Sonicacion, se
adiciond 27 pL de inhibidor de proteasas 25X (Roche), y se transfirié a un tubo de 2 mL.

El extracto de nicleos se sonicé utilizando el equipo Bioruptor (Bioruptor™ UCD200),
12 veces durante 30 segundo a intervalos de 1 min. Una vez terminado se dejé en hielo 3-4
min.

La suspensidn se centrifugd a 20000 g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirio a

un tubo nuevo 2 mL. Este proceso se repitié dos veces mas.
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Buffer M1 (Preparar en el momento y frio): 10 mM Fosfato de Sodio pH 7.0, 0.1 M NaCl, 1 M 2-
metil 2,4-pentanediol, 10 mM 2-mercaptoetanol, 1 pastilla de Complete Protease Inhibitor
Cocktail (Roche) para 50mL.

Buffer M2 (Preparar en el momento y frio): Igual que buffer M1 mas 10 mM MgCI2 y 0.5%
(v/v) Triton X-100.

Buffer M3 (Preparar en el momento y frio): 10 mM Fosfato de Sodio pH 7.0, 0.1 M NaCl, 10
mM 2-mercaptoetanol, 1 pastilla de Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) para 50mL.
Buffer de Sonicacién: 10 mM Fosfato de sodio pH 7, 0.1 M NaCl, 0.5% (p/v) Sarkosyl, 10 mM
EDTA.

Inhibidor de proteasas 25X: Resuspender 1 pastilla de Complete Protease Inhibitor Cocktail en

2 mL de H20.
5.9.3. Preincubacion con beads.

El extracto de cromatina se transfirié a un nuevo tubo conteniendo igual volumen de buffer IP
(Aqui se separaron 70 uL del extracto para usar posteriormente como ADN de partida (input
DNA), al input se le realiz6 el proceso de preincunbacién con las beads (Protein-A agarose
beads), pero no la inmunoprecitacién). Se realizaron dos centrifugaciones a 20000g por 10 min
a 4°C y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5mL. Luego se agregd 56 pL de
beads, previamente preparadas, y se incubé durante 1:30 hs a 4°C con rotacion.
Posteriormente se realizd una centrifugacién a 3800g por 5min a 4°C, se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo y se volvié a centrifugar a mdxima velocidad durante 10 min a

4°C, nuevamente se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo.

Preparacion de las beads: Se colocaron 112 plL de beads por muestra mds un extra de 200 uL
en tubos de 1.5 mL y se adiciond 1 mL de Buffer IP. El tubo se mezcld por inversion varias veces
y luego se centrifugd a 3800g por 3 min y se descartd el sobrenadante. Este proceso se repitié
una vez mas procurando recuperar un volumen final de beads iguala la inicial.

Buffer IP: 50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 5mM MgClI2, 10 pM ZnS04, 1% (v/v) Triton X-
100, 0.05% (p/v) SDS.

5.9.4. Inmunoprecipitacion.

Para la Inmunoprecipitacion se agregé 1 pL de anticuerpo anti-GFP (1,5 pg) a la muestra y se
incubd ON a 4 °C con rotacidn. Luego, se afiadieron 56 pL de beads y se incubo durante 50 min
a 4 °C con rotacién. A continuacion se centrifugé a 3800g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante se

descarto y se siguid el proceso con las beads. Se realizaron 5 lavados con 700 pL de buffer IP
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incubando durante 8 min a T ambiente con rotaciéon. Entra cada lavado se realizd6 una
centrifugacién a 3800g por 5 min a 4 °C se removié el IP y se recuperaron las beads.

Finalmente, se eluyd el complejo ADN-proteina de las beads agregando 70 pL de buffer
de elucioén frio. Se incubd 1 min a 37°C con agitacion y luego se centrifugd a maxima velocidad
por 1 min, el sobrenadante se transfirié a un tubo de 1.5 mLy se le agregé 35 pL de Tris iM pH
= 9 para neutralizar. El paso de elucién se repiti6 dos veces mas y en el Ultimo se incubé
durante 4 min. Por ultimo, todo el volumen recuperado se centrifugd a maxima velocidad por
2 min y se transfirid el eluato a un nuevo tubo de 2 mL.

Buffer de elucién: 1.25M Glicina, 5M NaCl 5M, 1/2000, 0.05%Tween-20.
5.9.5. Reversion del entrecruzamiento quimico ADN-proteina, y purificacion del ADN.

Se adiciond proteinasa K (Roche, cat. 03 115 836 001) al eluato (concentracién final 0.5
mg/mL) y se incubd durante una noche a 37 °C. Desde este punto también se continud con la
muestra de “DNA input”. Luego, se adiciond una segunda alicuota de proteinasa K (la misma
cantidad que antes) y se incubé a 65 °C por al menos 6 hs.

A continuacién, se precipité el ADN mediante el agregado de 2,5 volimenes de etanol
absoluto, 1/10 volimenes de acetato de sodio 3 M pH5.4 y 4 pL de glicégeno. Se incubd
durante una noche a -20 °C.

Se centrifugd a 20000 g por 30 min a 4 °C. El ADN precipitado se resuspendié en 70 pL de agua
milliQ.

Luego se purificé el ADN obtenido utilizando columnas para purificar productos de PCR

(Qiagen PCR purification columns) y se eluyé en 35 uL de buffer de elucién.

5.9.6. Cuantificacidn del enriquecimiento por qPCR.

Se realizaron diluciones 1/5 de las muestras y 1/50 del “ADN input” y se cuantificaron los
fragmentos de ADN de interés por qPCR con la misma metodologia que se describié en la
seccion 5.4.6. El calculo del enriquecimiento se hizo con el método 2" (Pfaffl, 2001),

utilizando como calibrador el “ADN input”. Se utilizaron los oligos de la tabla MM3.

Gen Locus ID [Fragmento Oligo Directo Oligo Reverso

Blanco TCATAGCGATGTTGTGAAGAG ATGAAATCAAACTCATAATTCAAC

GRF3 | At2g36400 Control
GTCTTCGCTGGCCACAAGTATT TGTTGCTGTTGTAGTGGTGGCT
negativo

Blanco  |AGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTG |GGGATGAAGAAGAAGAGTGTGGTCC

GRF5 | At3g13960 Control
TCAGTTCAATGTCTTAGCCTCTGC CCCAACTCCTCCAACTCTCTCC
negativo
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HB33

Atl1g75240 Blanco CATCTCTCACAAAGGGCTCAGC GCTCAAAGCTTTTTGCTTGTGAAGG

Tabla MM3. Oligos utilizados en para la cuantificacion del enriquecimiento por gPCR.

5.10. Recursos Bioinformaticos.

MEGA-X: MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) es un software que
implementa multiples herramientas y métodos analiticos para Filogendémica vy
Filomedicina. Se utilizé este programa para realizar alineamientos y generar los arboles
filogenéticos siguiendo la metodologia publicada en Hall et al 2013(Hall, 2013).
mVISTA: Es una herramienta que permite comparar secuencias de ADN de dos o mas
especies y visualizar estos alineamientos. Presenta una salida visualmente clara, que
permite identificar facilmente similitud de secuencias y diferencias. Utilizamos este
software para el andlisis de regiones promotoras.

T-COFEE: Es un programa para el alineamiento de secuencias multiples.

RNAhybrid: Es una herramienta para identificar la hibridacién de menor energia libre
de un ARN largo y uno pequefo. ldentifica uno o mas dominios de hibridacidn,
seleccionando las regiones donde el ARN pequeiio aparea con el largo. Esta ideada
para la prediccion de sitios blanco de miARNs. Utilizamos esta herramienta para el

analisis de genes GRFs.
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6. Resultados Capitulo 1.

REGULACION DEL CRECIMIENTO EN PLANTAS POR EL FACTOR DE TRANSCRIPCION GRF3

6.1. Introduccion

El rendimiento de los cultivos es una caracteristica que depende de factores internos y
externos. Los genes de rendimiento intrinseco (IYG, de “Intrinsic Yield Genes”) han sido
definidos como aquellos genes que al ser mutados o expresados ectépicamente son capaces
de generar 6rganos mas grandes como hojas, raices o semillas (Gonzalez et al, 2009). En este
sentido, la modificacién precisa de los IYG podria incrementar el rendimiento de cultivos y es
por eso que constituyen una fuente potencial para aplicaciones biotecnoldgicas.

Se ha visto que en algunos casos la expresion ectépica de GRFs es suficiente para
producir un aumento del tamafo de la hoja. En Arabidopsis, la sobreexpresién de los genes
AtGRF5 (Gonzalez et al, 2010; Horiguchi et al, 2005), Brassica napus BnGRF2 (Liu et al, 2012) y
Brassica rapa BrGRF8 (Wang et al, 2014), utilizando el promotor 35S, producen incremento del
tamano foliar. A su vez, las plantas que expresan versiones resistentes a miR396 de los genes
AtGRF2 (rGRF2) y AtGRF3 (rGRF3), debido a la introducciéon de mutaciones silenciosas en el
sitio de reconocimiento del miR396 (Figura 19.B), producen hojas mas grandes respecto de las
plantas silvestres (Rodriguez et al, 2010) (Debernardi et al, 2014).

Sin embargo, no siempre un incremento en los niveles de GRFs en Arabidopsis resulta
en drganos mas grandes, por ejemplo la sobreexpresion del gen Os-GRF1 de Oryza sativa en
Arabidopsis resulta en efectos pleiotrépicos, como hojas arrugadas, retraso en la floracion y
defectos en el desarrollo del carpelo (van der Knaap et al, 2000). Los resultados en cultivos
también son variables. La sobreexpresién de Zm-rGRF1 incrementa el tamafio de las hojas de
maiz, pero también causa efectos perjudiciales como la generacidon de pelos grandes en la
gluma y en el eje de la mazorca, que producen una reduccion de la fertilidad (Nelissen et al,
2015). La sobreexpresién de Zm-GRF10, que le falta un dominio de transactivacion, reduce el
tamafio de la hoja de maiz (Wu et al, 2014). Ademas, en Arabidopsis el aumento de los niveles
de AtGRF7 y AtGRF9 no producen aumento del tamafo de hojas (Kim et al, 2012; Liang et al,
2014; Wang et al, 2011a). AtGRF7 esta involucrado en la respuesta a estrés osmotico en
plantas (Kim et al, 2012), mientras que sobre AtGRF9 se ha reportado que actlla como represor
del crecimiento (Arvidsson et al, 2011). En determinados 6rganos y condiciones los GRFs
pueden afectar tanto al nimero de células como al tamafio (Che et al, 2015; Hu et al, 2015).

El hecho de que algunos GRFs incrementan el tamafio de la hoja sugiere que pueden

actuar como IYG incrementando el tamano de érganos de la planta y por lo tanto son una
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valiosa herramienta para aplicaciones biotecnolédgicas. Sin embargo, no todos los GRFs
generan un impacto positivo y en algunos casos pueden producir efectos negativos. En este
capitulo, caracterizamos a GRF2 y GRF3 de Arabidopsis y encontramos que el gen AtGRF3
insensible a miR396 (rGRF3), promueve de manera consistente el aumento del tamaio de
hojas en Arabidopsis thaliana, y que esta habilidad depende de la secuencia aminoacidica del
factor de transcripcién. También demostramos, que rGRF3 puede aumentar el tamafio de
hojas, raices y semillas en Brassica oleracea. Finalmente, encontramos que las plantas que
expresan el transgén rGRF3 aun en condiciones de estrés por sequia leve presentan hojas mas

grandes.

6.2. Resultados.
6.2.1. Analisis de la estructura génica de los GRFs.

En Arabidopsis hay nueve GRFs (Figura R1.1.A y B), siete de ellos presentan un sitio de
reconocimiento de miR396 localizado sobre el final del dominio WRC (Figura R1.1.B y C). El
sitio blanco del miARN es idéntico en cada uno de los GRFs con excepcién de la octava posicién
donde hay una C en GRF1-4, una A en GRF7-8 y una U en GRF9 (Figura R1.1.C). La base variable
en posiciéon ocho queda desapareada, por lo tanto la interaccién con el miR396 es similar para
todos los factores de trascripcion, sin embargo, la secuencia aminoacidica codificada varia
(Figura R1.1.C).

El analisis de la estructura de intrones y exones de los genes GRFs de Arabidopsis
permite ver que existen diferencias entre alguno de ellos, asi como también en la distribucidn
de los dominios caracteristicos de la familia (Figura R1.1.B). Consistentemente con la similitud
observada en el sitio de unidén de miR396, los genes GRF1-4 presentan una estructura similar
de cuatro exones de tamafio semejante, el dominio QLQ en el segundo exdén y el dominio WRC
en el tercero. A su vez, dentro de este subgrupo, de acuerdo a la longitud de los intrones
podriamos subdividir a GRF1-2 y GRF3-4. Luego podriamos agrupar a GRF5-6, los cuales
presentan tres y cuatro exones respectivamente, el dominio QLQ en el primero y el dominio
WRC en el segundo. Estos dos GRFs no son regulados por miR396. Los GRFs7, 8, 9 presentan
los tres estructuras de exones e intrones diferentes. GRF7 cuenta con tres exones y dos
intrones pequenos, los dominios QLQ y WRC en el segundo exdn. GRF8 presenta dos exones
pequeiios en el extremo 5°'luego un intrén largo y luego cuatro exones mas, los dominios QLQ
y WRC en los exones cuarto y quinto respectivamente. GRF9 tiene cuatro exones, el dominio
QLQ en el primer exén y a diferencia del resto de los GRFs presenta dos dominios WRC, uno en

el segundo exdn y otro en el tercero.
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Figura R1.1. Analisis de los GRFs de Arabidopsis thaliana. A) Arbol filogenético de la secuencia
aminoacidicas completa de los GRFs de Arabidopsis construido por el método Neighbor joining. En los
nodos se indican valores de bootrstrap mayores a 50%. B) Esquema que representa la estructura de
intrones y exones, localizaciéon de los dominios proteicos WRC y QLQ, y el sitio de unién de miR396. C)
Esquema de representacion de un GRF tipico y una vision detallada de la interaccion de los GRFs de
Arabidopsis con miR396.

6.2.2. Actividad diferencial de los GRFs entre los miembros de la familia.

Para estudiar la perdida de funcién de MIR396, preparamos y caracterizamos plantas que
expresan un “mimic” contra el miR396 (MIM396). EI “mimic” consiste en un ARN no
codificante que tiene un sitio capaz de unir al miARN, pero que lo bloquea en su funcién y
promueve su degradacion (Franco-Zorrilla et al, 2007) (Todesco et al, 2010). Los “mimics”
tienen una estructura particular, generando un desapareamiento de tres nucledtidos con el
miARN entre las posicion 10 y 11, que es el enlace que es cortado por la maquinaria de
silenciamiento (Franco-Zorrilla et al, 2007) (Todesco et al, 2010). El MIM396 generado cuenta
con 9 sitios que pueden actuar como una esponja para miR396 (9x-MIM396) (Figura R1.2.A).
Primero analizamos 20 plantas transgénicas primarias independientes transformadas con 9X-
MIM396. Observamos, que este constructo causa un incremento del drea de la hoja que puede
alcanzar el 70% en los casos mas extremos (Figura R1.2.B y C). Posteriormente se
seleccionaron tres lineas independientes homocigotas, y en estas plantas obtuvimos un

aumento del area de la primera hoja de entre un 10 y un 37% (Figura R1.2.D).
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Figura R1.2. miR396 limita el tamafo de la hoja en Arabidopsis. A) Esquema del multi-mimic
preparado contra miR396 (9X-MIM396). B-C) Distribucion de tamafio de la hoja 1 completamente
expandida en una poblacién de transgénicas primarias de Arabidopsis con el vector vacio o con 9X-
MIM396. En el panel B, cada silueta corresponde a la hoja #1 a una planta transgénica independiente
transformada con el vector indicado. En el diagrama de dispersion en el panel C, cada circulo indica el
tamafio de una unica hoja, la linea horizontal representa la mediana de la muestra. Barra = 1cm. D)
Tamafio de hoja #1 en plantas control (vector vacio) y tres lineas transgénicas homocigotas
independientes transformadas con 9X-MIM396. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E..
Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a la planta control, determinada por la prueba T-
student (p<0.05).

La linea con fenotipo mas fuerte seleccionada, fue evaluada a nivel molecular y observamos
que estas plantas presentan una caida del 50% en la expresién de MIR396 (Figura R1.3.A). Esta
disminucion del miARN se ve reflejada en los niveles de los GRFs, GRF2 y GRF3 presentan un
incremento del 30% (Figura R1.3.A). El nivel de expresién del miARN se midié también por
Northern blot (Los blots de ARNs pequeios fueron realizados por la Lic. Arantxa Rojas), y se

obtuvieron resultados semejantes (Figura R1.3.B).
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Figura R1.3. Anadlisis molecular de una linea estable 9X-MIM396. A) Niveles de expresion de miR396,
GRF2, GRF3 en plantas control (vector vacio) y 9X-MIM396. Los niveles de miR396 y GRFs fueron
medidos por RT-gPCR y normalizados a la planta control. Los datos mostrados corresponden al promedio
+ E.E. de 3 réplicas biolégicas. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control,
determinado a través de la prueba T-student (p<0.05). B) Nivel de expresion de miR396 en plantas
transformadas con el vector vacio y 9X-MIM396 #3, medido blots de ARNs pequefios. Los numeros
indican la abundancia relativa. Los datos corresponden al promedio + E.E. de tres replicas biologicas.
Como control de carga y transferencia se utilizé6 una sonda contra U6. El blot mostrado en la figura es un
par representativo de las muestras control y 9X-MIM396.

Resultados previos han permitido ver que la sobreexpresion de los GRFs produce
diferentes efectos, por ejemplo, mientras que rGRF2, rGRF3 y 355:GRF5 causan un incremento
del tamafiio de las hojas en Arabidopsis (Debernardi et al, 2014; Gonzalez et al, 2010; Rodriguez
et al, 2010), la sobreexpresion de GRF7 y GRF9 no (Kim et al, 2012; Liang et al, 2014; Wang et
al, 2011a). Ademas, la sobreexpresién de algunos GRFs de otras especies podrian también
inhibir el crecimiento (van der Knaap et al, 2000). La observacion de que la mayoria de los
GRFs son regulados por miR396 en angiospermas y que el fenotipo de la expresiéon de MIM396
fue un incremento del tamario de las hojas, demuestran que el médulo miR396/GRFs controla
el tamafio del érgano in vivo. Estos resultados nos incitaron a focalizarnos con mas detalle en
rGRF2 y rGRF3, especialmente para estudiar sus potenciales aplicaciones biotecnoldgicas para
aumentar el tamano de las hojas y otros 6rganos.

Primero se analizaron 30 plantas transgénicas primarias que expresaban rGRF2 o
rGRF3 desde su propio promotor (Figura R1.4.A y B) (El analisis en plantas T1 fue realizado por
el Dr. Juan Manuel Debrnardi). Aunque ambas construcciones producen un aumento del area
de la hoja, los efectos producidos por rGRF3 son significativamente mayores que los obtenidos
con rGRF2. Luego seleccionamos lineas transgénicas homocigotas y determinamos los niveles
de transcriptos de los GRFs. Encontramos que un incremento de dos veces en la expresion de

GRF3 es suficiente para cambiar el tamafio de la hoja en un 70%, mientras que un aumento de
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25 veces de los transcriptos de GRF2 produce un incremento similar del tamafio del 6rgano
(Figura R1.4.D y E). En ambos casos, el aumento de tamaiio de las hojas se debe a un aumento
similar del nimero de células, sin que se produzca un cambio apreciable del tamaio de las
células (Figura R1.4.Fy G).

Un analisis mas extenso de las plantas rGRF2 permite ver que las hojas presentan
determinados defectos morfoldgicos, como peciolos alargados y torcidos con hojas curvadas.
En las plantas rGRF3 no se observaron este tipo de cambios acompafando el incremento de
tamafio (Figura R1.4.C). Para confirmar que el promotor no es la causa de las diferencias
observadas entre rGRF2 y rGRF3, se expreso a rGRF2 y rGRF3 desde el promotor de GRF3 y
observamos que pGRF3:rGRF3 causa un aumento mayor del drea de las hojas que
pGRF3:rGRF2 (Figura R1.4.H). Esto indica que es importante considerar tanto el nivel de
expresion como la secuencia de la proteina GRF para aumentar eficientemente el tamafo del
6rgano. De esta manera, aunque ambos rGRFs pueden ser utilizados para aumentar el tamafio

de las hojas, rGRF3 resulta ser mas eficiente.
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Figura R1.4 GRF3 es mas eficiente que GRF2 para incrementar el tamafio de hojas. A-B) Distribucién
del tamario de hoja #1completamente expandida de una poblacién de plantas transgénicas primarias T1
transformadas con el vector vacio, rtGRF2 o rGRF3. En el diagrama de dispersion, panel B, cada circulo
representa el tamafio de una hoja de una planta transgénica independiente T1, la barra horizontal
representa la mediana de la muestra. Las letras diferentes representan diferencias significativas,
determinado por ANOVA seguido por la prueba de comparacion multiple de Tukey (p<0.05). Barra = 1cm.
C) Plantas de 30 dias transformadas con el vector vacio, rtGRF2 o rGRF3. Se puede ver en las plantas
rGRF2 el cambio en la morfologia (flecha en blanco), los peciolos estan alargados y torcidos, y las hojas
curvadas hacia abajo. Barra = 1cm. D) Niveles de expresion relativa de GRF2 y GRF3 en plantas
transgénicas homocigotas T3 transformadas con el vector vacio, rGRF2 y rGRF3. Los niveles fueron
determinados por RT-qPCR y normalizados a las plantas control (vector vacio). Los datos mostrados
corresponden al promedio + E.E de 3 réplicas biologicas. Las letras diferentes indican diferencias
significativas determinadas por ANOVA seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey (p<0.05).
E) Area de hoja 1, F) area de células del meséfilo en empalizada y G) numero de células en las plantas
control, rGRF2 y rGRF3. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E. Las letras diferentes
indican diferencias significativas determinado por ANOVA seguido de la prueba de comparacién multiple
de Tukey (p<0.05). H) Distribucién del tamarfio de hojas #1 completamente expandidas en una poblacién
de plantas de Arabidopsis transgénicas primarias T1, transformadas con rGRF2 y rGRF3 bajo control del
promotor de GRF3. En el diagrama de dispersién cada circulo representa el tamafio de una hoja de una
planta transgénica independiente, la barra horizontal representa la mediana. Las letras diferentes indican
diferencias significativas determinadas por ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de
Tukey (p<0.05).

6.2.3. La expresion de GRFs tipo AtGRF3 de distintas especies producen un incremento del

tamafiio de hojas en Arabidopsis.

Dado que rGRF3 de Arabidopsis resulta ser una potencial herramienta para promover el
incremento del tamafio de 6rganos, decidimos evaluar también la expresién de secuencias de
GRF3 de otras especies en Arabidopsis. Para esto se analizaron en las bases de datos las
secuencias de los factores de transcripcién GRFs de arroz (Choi et al, 2004) y soja (Zhang et al,
2011), y se seleccionaron aquellos de mayor similitud a AtGRF3 (Anexo R1). Luego, expresamos
los GRFs tipo AtGRF3 de soja y arroz en Arabidopsis bajo control del promotor de AtGRF3 en
Arabidopsis. Como ambos genes presentan sitio de unidn de miR396, se introdujeron
mutaciones silenciosas para evitar el reconocimiento del miARN. Las plantas transformadas
con dichos vectores mostraron un incremento de tamano semejante al producido por rGRF3

de Arabidopsis (Figura R1.5.A y B) (Plantas generadas por el Dr. Ramiro Rodriguez).
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Figura R1.5. GRFs tipo At-GRF3 aumentan el tamafio de las hojas en Arabidopsis thaliana. A) Area
de hojas #1 completamente expandidas de plantas de Arabidopsis transgénicas que expresan Af-rGRF3 o
los ortologos seleccionados en soja (Gm-rGRF) o arroz (Os-rGRF4). Los datos presentados corresponden
al promedio + E.E de 20 réplicas biolégicas. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto de
las plantas transformadas con el vector vacio, determinado por la prueba T-student (p<0.05). B) Hoja #1
de plantas de Arabidopsis transgénicas que expresan At-rGRF3 o los ortélogos seleccionados en soja
(Gm-rGRF) o arroz (Os-rGRF4). Barra = 1cm.

Por otro lado, para evaluar el potencial de rGRF3 como herramienta biotecnolégica se
prepararon plantas transgénicas de Brassica oleracea que expresaran rGRF3 de Arabidopsis.
Llevamos a cabo un andlisis de dos lineas independientes y encontramos un incremento
significativo del area de las hojas de 20 y 32% respecto de las plantas silvestres (wt) (Figura
R1.6.A y B). Este incremento se correspondia con la expresidon de rGRF3 de Arabidopsis la cual
se cuantifico por RT-qPCR (Figura R1.6.C). También el analisis de las hojas de lineas
transgénicas permitié ver que el incremento de tamafo es causado por un aumento en el
namero de células y no por aumento de tamafio de las mismas. Se analizé también el
crecimiento de la raiz (Figura R1.6.F y G) y (Figura R1.6.D y E) el tamafio de las semillas. La
evaluacién del crecimiento de la raiz en las plantas B. oleracea rGRF3 #10 mostré que
presentan una mayor velocidad de crecimiento de la raiz primaria respecto de las plantas
control (Figura R1.6.G). Ademas, estas plantas tienen un incremento del tamafio de las semillas
del 10% (Figura R1.6.D y E) (Las medidas de tamafio de semillas y crecimiento de raiz fueron
realizados por la Lic. Camila Goldy). De acuerdo a estos resultados, los GRFs del tipo AtGRF3 de
diferentes especies son capaces de producir un incremento del tamafo de drganos, incluyendo

hojas, raiz y semillas, cuando son desacoplados de la regulacién por miR396.
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Figura R1.6. rGRF3 incrementa el tamano de los 6rganos en Brassica oleracea. A) Plantas de
Brassica oleracea silvestre (wt) y transgénicas que expresan Af-rGRF3. A la izquierda, plantas de 4
semanas. En el medio, hoja #3 completamente expandida. A la derecha, vista paradermal del mesdfilo
en empalizada en hoja #3 completamente expandida. B) Area de hoja #3 de plantas de B. oleracea de 4
semana wt y transgénicas. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E.. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto a Col-0 determinada por la prueba T-student (p<0.05). C)
Niveles de expresion de Af-rGRF3 en plantas transgénicas de B. oleracea, determinados por RT-qPCR.
Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E de 3 réplicas biologicas. D-E) Tamario de las
semillas de plantas B. oleracea wt y At-rGRF3 #10 y #7. Los datos mostrados en D) corresponden al
promedio + E.E. de 30 réplicas biologicas. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto de
las plantas wt determinada por la prueba T-student (p<0.05). F-G) Arquitectura de la raiz F) y
crecimiento de la raiz G) en plantas de B. oleracea wt y at-rGRF3 #10. Los datos mostrados
corresponden al promedio £ E.E. de 6 réplicas biolégicas.

6.2.4. Rol del nodo miR396/GRFs bajo condiciones de estrés.

El estrés por sequia es una situacion bastante compleja, que dispara diferentes tipos de

respuesta de acuerdo a la magnitud del estrés y el estado de desarrollo de la planta (Claeys &
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Inze, 2013). En particular, la condiciones de limitacién de agua reprimen la proliferacién y
expancion celular de organos en desarrollo y/o inducen una serie de respuestas de tolerancia y
supervivencia en los organos maduros (Claeys & Inze, 2013; Clauw et al, 2015; Dubois et al,
2017). En condiciones de campo, la disponibilidad limitada de agua reduce el crecimiento de
las plantas, la acumulacién de biomasa y por lo tanto tambien el rendimiento de semillas
(Skirycz et al, 2011). Evaluamos la respuesta a estrés por sequia moderada que consiste en una
reduccién del 55% del contenido de agua utilizando la plataforma de fenotipeo automatico
WIWAM (Skirycz et al, 2011). Estos experimento fueron llevados a cabo por la Dra Maria
Florencia Ercoli en el contexto de una colaboracion con el laboratorio del Dr. Dirk Inze en
Bélgica. Bajo dichas condicion experimental, las plantas control transformadas con un vector
vacio tuvieron una reduccién del area de la roseta (Figura R1.7.A) y una reduccion del 35% del
area de la hoja 1 (Figura R1.7.F).

Se chequeé tambien, la expresion de MIR3968B utilizando el reportero transcripcional
pmiR396B:GUS, que permitié hacer un monitoreo de la expresién del gen MIR396B, que es el
mas abundante en hojas. A los 11 dias despues de sembradas las plantas (DAS), en los potes
regados regularmente, MIR396B se expresa en bajos niveles en el extremo proximal de la hoja
tres, que aun se encuentra en estado de proliferacion (Figura R1.7.B y C). El nivel mas alto de
expresion se observa en la zona distal, donde las celulas ya han salido del ciclo celular. Cuando
las plantas son sometidas a estrés por sequia moderada el tamaio de las hojas se reduce y el
reportero de miR396 es detectado en un area mayor de la zona distal de la hoja con mayor
intensidad (Figura R1.7.B y C). De acuerdo con esto la cuantificacion por blots de ARNs
pequefios muestran un incremento del 70% en los niveles de miR396 maduro en las hojas en
desarrollo de plantas sometidas a estrés (Figura R1.7.D). Por el contrario, los niveles de
transcripto de AtGRF3 disminuyen aproximadamente un 60% (Figura R1.7.E). En conjunto
estos resultados indican que la red de miR396 responde al estrés por sequia. A cotinuacidn, se
evaluod el rol del nodo miR396/GRFs durante el estrés por sequia. Para esto, se analizd primero
la respuesta a estrés por sequia moderada de plantas 355:miR396, las cuales tienen hojas mas
pequefas debido a la sobreexpresion del miARN vy la represion de los GRFs(Rodriguez et al,
2010) (Figura R1.7.F). Cuando estas plantas son sometidas a condiciones de sequia, no se
observa una reducciéon aun mayor del tamafio de las hojas (Figura R1.7.F), esto indica que la
sobreexpresion de miR396 enmascara el efecto de induccién endogena de MIR396,

previamente mostrado, que se produce en las plantas estresadas.
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Figura R1.7. Respuesta del sistema miR396/GRFs al estrés por sequia. A) Disminucion del area de la
roseta en plantas control transformadas con el vector vacio a los 19 dias, sometidas a estrés por sequia
moderada. Barra = 1cm. B) Induccion prematura de MIR396b durante el estrés por sequia moderada. Se
utilizé un reportero pMIR3b6b:GUS para visualizar la expresion de miR396b en condiciones normales y de
sequia. La tincion se realizd en plantas de 11 dias. Barra = 0.5mm. C) Longitud de la zona tefiida con
GUS (azul) y sin tefir (blanco) a lo largo de las hojas en condiciones normales y de sequia. Las medidas
fueron tomadas en hojas tefiidas como las del panel B, en un area definida lo largo de la hoja. Esta area
esta marcada en amarillo. Los datos presentados son el promedio + E.E. de 20 hojas. D) Induccion de
miR396 luego del tratamiento de sequia en las hojas en desarrollo. La acumulacion de miR396 en
extractos de ARN total de hojas como las del panel B fue estimada por blots de ARNs pequefios. Los
numeros indican la abundancia relativa respecto de las plantas control. Los datos presentados
corresponden al promedio + E.E. de dos replicas biolégicas. Como control de carga y transferencia se
utilizé una sonda contra el snARN U6. El blot mostrado en la figura es un par representativo de las
muestras de plantas crecidas en condiciones control y de sequia. E) Niveles de expresion de GRF3 en
plantas crecidas en condiciones control y de sequia. Los datos presentados, estan normalizados al valor
de expresién en condicion control y corresponde al promedio + E.E. de tres replicas biol6gicas. El
asterisco indica diferencias significativas respecto del control determinado por T-Student (p<0.05). F)
Crecimiento de la hoja #1 en condiciones control y de sequia, de plantas control (vector vacio) o
35S:mir396. El crecimiento se sigui6é desde los 7 hasta los 19 dias después de la siembra en la plataforma
WIWAM. Los datos presentados corresponden al promedio + E.E. de 10 réplicas bioldgicas

Cuando se aplicé la condicion de estrés a plantas rGRF3, el tamaiio de las hojas se redujo con
respecto al de la condicion control (Figura R1.8.A y B). Sin embargo, al final del experimento,
20 dias despues de la siembra (DAS), las hojas de las plantas rGRF3 eran significativamente

mayores que las de las plantas control crecidas en condiciones de sequia (Figura R1.8.B). Para

chequer que las diferencias no se debieran a un aumento del plastocrono por una mayor
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expresion de GRF3 o a la condicién de sequia ensayada, se realizaron estas medidas de tiempo
pero no se encontraron diferencias (Figura R1.8.C y D). Por lo tanto, las diferencias de tamarnos
de roseta observados, se deben principalmente a un cambio en el tamafio del organo y no a

cambios en el tiempo de desarrollo.
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Figura R1.8.rGRF3 reduce los efectos del estrés por sequia. A) Rosetas de plantas control y rGRF3 de
19 dias crecidas en condiciones control y de sequia. Las flechas sefialan la hoja 1. Barra = 1cm. B)
Crecimiento de la hoja 1 de plantas control y rtGRF3 crecidas en condiciones control y de sequia. El tamafio
de las hojas fue seguido desde el dia 7 al 19 después de la siembra en la plataforma WIWAM. Los datos
presentados corresponden al promedio + E.E. de 10 réplicas biolégicas. C) Analisis del numero de hojas a lo
largo del tiempo en las plantas control y rGRF3, en condiciones control y de sequia. D) Medida del
plastocrono (expresada como el numero de nuevas hojas por dia) en plantas control y rGRF3, en
condiciones normales y de sequia.

6.3. Discusion.

En este capitulo, demostramos que los GRFs tipo AtGRF3 de varias especies como soja y arroz
pueden incrementar sistemdticamente el tamafo de hojas, raiz y semillas en especies
Brasicaceas, como Arabidopsis thaliana y Brassica oleracea, cuando desacoplamos la
regulacién de miR396.

Los trabajos previamente reportados, en los que se ha utilizado a los GRFs para

aumentar el tamafio y rendimiento de la planta han presentado diversos resultados. Por un
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lado, la utilizacién de un “mimic” MIM396 ha permitido mejorar el crecimiento en tomate (Cao
et al, 2016). También, se han obtenido alelos naturales de Os-rGRF4, un GRF de arroz regulado
por miR396 que presenta homologia a AtGRF3, que tienen mutaciones en el sitio de
reconocimiento por miR396 y producen aumento del tamafo de hojas, peso del grano y
rendimiento de las plantas de arroz (Che et al, 2015; Duan et al, 2015; Hu et al, 2015; Li et al,
2016). En contraposicién, la sobreexpresion de GRF1 en Arabidopsis (van der Knaap et al,
2000) o0 Zm-GRF1 en maiz (Nelissen et al, 2015) producen defectos de desarrollo que afectan la
fertilidad de la planta y la produccién de semillas. Los resultados aqui obtenidos sugieren que
es importante elegir la secuencia codificante de GRF adecuada para incrementar el
crecimiento de los drganos de la planta y eventualmente el rendimiento de un cultivo.
También, indican que la expresién controlada de genes del tipo AtGRF3, tienen mayores
posibilidades de aumentar el tamano de los 6rganos de la planta sin generar defectos
asociados. El potencial biotecnolégico de los GRFs dependeria entonces de la correcta eleccién
de la secuencia codificante entre los distintos miembros de la familia y el nivel de expresién.

En condiciones de campo, las plantas cultivables casi nunca crecen en condiciones
optimas. Generalmente, enfrentan una variedad de estreses ambietales, como la sequia, que
reducen el crecimiento y rendimiento de las plantas. Una de las respuestas al estrés por sequia
es la represién del crecimiento para limitar el tamafo del tallo, reducir la superficie de
evaporacion y adecuar la demanda de los tejidos frente a la escaces de recursos debida a la
restriccion de los estomas y el metabolismo (Claeys & Inze, 2013). Esto ocurre a través de una
transiciéon prematura de la proliferaciéon celular a la expansidn celular combinado con una
reduccion de la magnitud de expansion celular (Aguirrezabal et al, 2006; Clauw et al, 2015).

En las hojas de especies monocotiledéneas y dicotiledéneas, el miARN miR396 se
expresa en bajos niveles en el meristema y se induce en estadios tardios para promover la
transicion de proliferacidn celular a expansién y maduraciéon (Bertolini et al, 2013; Candaele et
al, 2014; Debernardi et al, 2012; Rodriguez et al, 2010). Encontramos que en condiciones de
estrés por sequia moderada miR396 se induce prematuramente y AtGRF3 es reprimido. En
conjunto estos resultados indican que miR396 podria formar parte de los mecanismos
genéticos que limitan el tamaio de la hoja en condiciones de escasez de agua.

Varios estudios de RNA-seq y microarrays han permitido observar que MIR396 puede
responder a otros tipos de estrés abiotico, como aluminio (Chen et al, 2012), cadmio (Ding et
al, 2011), sal (Ding et al, 2011) y estrés alcalino (Gao et al, 2010). Recientemente, también se
ha demostrado que, tanto en Arabidopsis como en maiz, MIR396 es inducido prematuramente

por UV-B en las hojas en desarrollo. Esta induccién reprime la expresidn de los GRFs y
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disminuye la proliferacién celular, conduciendo a la generacién de hojas mds pequeias con
menos células (Casadevall et al, 2013; Fina et al, 2017).

Las plantas que expresan GRF3 insensible a miR396 presentan reduccién del tamaiio
en condiciones de estrés por sequia moderada. Sin embargo, las hojas de las plantas rGRF3 son
significativamente mds grandes que las de las plantas control crecidas en las mismas
condiciones. De acuerdo con esto, At-rGRF3 es capaz de incrementar el tamafio de drganos de
la planta en condiciones dptimas y adversas de crecimiento.

Se ha estudiado que AtGRF7 en Arabidospsis funciona como represor de los genes de
respuesta a estrés, incluyendo DEHYDRATATION RESPONSIVE ELEMENT BIDING PROTEIN2A
(DREB2A). Este gen es un regulador master de la respuesta a condiciones de agua limitada. Por
lo tanto, GRF7 evita los efectos perjudiciales de la respuesta a estrés durante el crecimiento
del organo y la proliferacién celular. La inactivacion de GRF7 por miR396 en respuesta al estrés
por sequia podria permitir un aumento de DREB2A y entonces activar la respuesta a sequia.

El resultado que muestra que las plantas rGRF3 son mas grandes sin ser mas sensibles
a la sequia es de alguna manera sorprendente. Sin embargo, tambien concuerdan con
resultados que muestras que plantas MIM396 son mas grandes que las silvestres luego del
tratamiento con UV(Casadevall et al, 2013). Es posible entonces que GRF3 cumpla funciones
adicionales ademas de la estimulacion de la proliferacion. Tambien es necesario destacar que
las plantas analizadas presentan un incremento moderado en los niveles del factor de
transcripcion. No podemos descartar que un incremento mayor conduzca a una sensibilidad al
estrés.

En resumen, los resultados presentados en este capitulo indican que a través de la
manipulacion de factores de transcripcién del tipo AtGRF3, podria ser posible aumentar el
tamano de la planta incluso en condiciones de estrés. Es importante mencionar, que los
cambios a nivel genetico requeridos se limita a unos pocos pares de bases en el gen del GRF
apropiado seleccionado. Por lo tanto, es posible utilizar tecnologias de edicicdn genica para

introducir estos cambios en la especie de cultivo de interés.
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7. Resultados Capitulo 2.

ARF2 ACTUA SOBRE EL SISTEMA MIR396/GRFS EN EL CONTROL DE LA PROLIFERACION

CELULAR EN EL DESARROLLO DE LAS HOJAS DE ARABIDOPSIS.

7.1. Introduccion

El desarrollo de las hojas comienza en los margenes del meristema apical del tallo donde se
genera un primordio que presenta alta proliferacién celular. Posteriormente, la hoja adquiere
su forma aplanada caracteristica y se produce un frente de arresto mitético que avanza desde
la punta de la hoja hacia la base. La proliferacién celular cesa y las células contindan creciendo
solo por expansién, hasta que la hoja alcanza su tamafio final (Beemster et al, 2005; Donnelly
et al, 1999). En la ultima etapa de vida de la hoja, se produce el proceso de senescencia, que
consiste en la muerte programada y organizada del 6rgano, permitiendo la redistribucién en la
planta de los recursos almacenados. Estos procesos se encuentran regulados por vias de
sefializacion hormonal y multiples factores de transcripcién, incluyendo los GRFs.

Siete de los GRFs de Arabidopsis son regulados a nivel post transcripcional por el
miARN miR396 y esta interaccién se encuentra conservada tanto en Angiospermas como
Gimnospermas. miR396 se acumula a medida que avanza el desarrollo de la hoja y restringe la
expresion de los GRFs a la zona de proliferacién celular.

GRF5, junto con GRF6, no se encuentra regulado por el miARN miR396. Sin embargo,
ambos genes presentan un patréon de expresién similar al de los demas GRFs durante el
crecimiento del 6rgano (Horiguchi et al, 2005; Rodriguez et al, 2010). Plantas mutantes en grf5
presentan hojas mds pequefias y con menor numero de células. Por el contrario, la
sobreexpresion de GRF5 genera hojas mas grandes con mayor numero de células (Gonzalez et
al, 2010; Horiguchi et al, 2005).

La regulacion a nivel post transcripcional de los GRFs por miR396 se encuentra bien
descripta pero no hay demasiado conocimiento sobre la regulacidn a nivel transcripcional. Se
ha observado, que TCP4 regula positivamente a miR396 en forma directa (Schommer et al,
2014) y negativamente a GRF5, GRF6 y GIF1 (Rodriguez et al, 2010), sin embargo el mecanismo
de regulacién de estos ultimos genes no se conoce aun. Recientemente se ha identificado el
factor de transcripcidn ORE15 como un activador transcripcional de los GRFs. ORE15 regula
positivamente la proliferacion celular y suprime la senescencia de las hojas (Kim et al, 2018).

Por otro lado, mediante técnicas de inmunoprecitacion de la cromatina seguida de

secuenciacién (Chip-seq), se ha identificado la unién de varios factores de transcripcién a las
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secuencias cercanas de los GRFs. Los promotores de GRF1 y GRF8 de Arabidopsis fueron
identificados por experimentos de ChIP-chip en inflorescencia como loci genémicos que
contienen regiones de unidn para APETALA2 (AP2) y SCLAMUTZE (SMZ), estos factores de
transcripcidon estdn involucrados en la transicion a floraciéon y en la especificacion de la
identidad del érgano floral (Yant et al, 2010). GRF5 ha sido identificado como un gen blanco
del factor de transcripcién LEAFY (LFY), que es un regulador master de la floracién y dirige
modelado del érgano floral (Winter et al, 2011). También se han identificado sitios de uniéon de
JAGGED, que estimula el crecimiento de los érganos vegetativos y reproductivos, en los genes
GRF4, 5, 6, 8 y 9, pero solo GRF8 parece estar regulado directamente por este factor de
transcripcién de acuerdo a estudios de transcriptoma (Schiessl et al, 2012). Por ultimo
APETALA1 (AP1) y SEPALLATA3 (SEP3), involucrados en la identidad del meristema floral y
reguladores homedticos de la identidad de sépalos y pétalos, presentan unién a secuencias
regulatorias de varios GRFs en diferentes estadios del desarrollo de la flor (Pajoro et al, 2014).
Es importante remarcar que estos experimentos identifican blancos transcripcionales
candidatos para los factores de transcripcion analizados, pero la relevancia biolégica de estas
relaciones necesita ser estudiadas mediante ensayos bioquimicos y genéticos.

En este capitulo, desarrollamos un estudio evolutivo de la regulacién del miR396 sobre
los GRFs. Luego nos focalizamos en el andlisis del promotor de GRF5 orientado a la
identificacién de reguladores transcripcionales de dicho gen. En Arabidopsis esta regulacion

cobra importancia al no ser GRF5 un blanco del miR396.

7.2. Resultados.
7.2.1. Analisis de la regulacion de los GRFs por el miR396 en diferentes especies.

Los GRFs pueden ser identificados en las especies primitivas briofitas Marchantia polymorpha
y Physcomitrella Patens (Omidbakhshfard et al, 2015), plantas en las que no esta presente el
miARN miR396. En la licofita Selaginella moellendorfii, se encuentran cuatro genes que
pertenecen a la familia de los GRFs y también uno para miR396, sin embargo el andlisis de
estos genes permite ver que no existe un vinculo regulatorio ya que dichos GRFs no presentan
sitio blanco. Sin embargo, a partir de la aparicién de las plantas vasculares, el nodo regulatorio
miR396/GRF se encuentra conservado.

En Arabidopsis thaliana existen dos GRFs que no son regulados por miR396. Para
indagar el vinculo entre la familia de factores de transcripcidon GRFs y el miARN miR396,
decidimos estudiar la presencia del sitio blanco de miR396 en los GRFs de distintas especies.

Nos focalizamos en el clado Rosidae y analizamos las secuencias codificantes de los GRFs de 27
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especies. En total analizamos 301 GRFs, y el tamaiio de la familia GRF en las distintas especies
varié de 6 a 26 miembros. Utilizando el software RNAhybrid buscamos los sitios blanco del
miR396 para cada gen. La mayoria de los GRFs tienen un sitio blanco localizado en la dltima
parte de la region que codifica para el dominio WRC, y tiene una secuencia caracteristica que
aparea con la del miARN en todas sus bases excepto la de la posiciéon 13, donde se genera un
desapareamiento (Figura R1.1.A y B). Dentro de los subclados Malpighiales y Brassicales-
Malvales encontramos las especies Manihot esculenta y Gossypium raimondii en las cuales
existen dos y un GRFs, respectivamente, con cambios en la secuencia blanco que generan uno
o tres sitios de desapareamiento extras (Figura R2.1.A y C). El grupo Brassicaceae resulta
particular, ya que en este clado todas las especies tienen al menos dos GRFs que no tienen
sitio blanco para miR396. Es posible identificar en estos genes un sitio que habria sido
originalmente el de reconocimiento del miARN, de acuerdo su ubicacién respecto del dominio
WRC vy el alineamiento de las secuencias aminoacidicas y nucleotidicas. Sin embargo, todos
ellos aparean de manera imperfecta con miR396 generando multiples sitios de
desapareamiento y gaps (Figura R2.1.D).

Los genes no regulados por miR396, fueron organizados filogenéticamente de acuerdo
a su secuencia aminoacidica, y se separan en dos grupos (Figura R2.1.C). Por un lado
encontramos los que agrupan con GRF5 y por el otro los que agrupan con GRF6, de
Arabidopsis. Dentro de cada conjunto los miembros presentan mutaciones semejantes en la
region que debiera ser reconocida por miR396. Ademas, es posible identificar tres mutaciones
comunes en todos estos genes, en las posiciones 15, 17 y 20. Seria factible pensar, que en un
gen ancestro a GRF5 y GRF6 se produjeron estas primeras mutaciones, conduciendo a la
pérdida de regulacién por el micro ARN y posteriormente se produjo la duplicacién de dicho

gen.
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L Trifolium pratense — 480218 (Alyr) SRKPPP CCTCAAGAAAGCCTCCTCCT M

Figura R2.1. Analisis del sitio blanco de miR396 en GRFs de distintas especies. A) Representacion
en forma de arbol de 25 especies correspondientes al taxdn Rosidae. A la derecha se indica el numero de
genes GRFs presentes en cada especie con cuadrados. Segun el color del mismo se indica si el gen
presenta un sitio blanco idéntico al consenso (Azul oscuro), con tres errores 0 menos con respecto al
consenso (celeste), y mas de tres sitios de desapareamiento (naranja). B) Esquema de la estructura de los
GRFs, sefalando la ubicacion del sitio de reconocimiento consenso del miR396, su secuencia nucleotidica
y los aminoacidos codificados en ella. C) Alineamiento de las secuencias de los sitios que tiene tres
errores 0 menos. D) Alineamiento de las secuencias de los sitios que tienen mas de 5 cambios con
respecto al consenso. Se encuentran organizados de acuerdo al arbol filogenético construido con las
secuencias aminoacidicas completas de los genes utilizando el método Maximum-Likelihood.

7.2.2. El promotor de GRF5 cumple un rol primordial en la determinaciéon del patron de

expresion del gen en hoja.

En Arabidopsis, GRF5 no se encuentra regulado por miR396, pero a lo largo del desarrollo de la
hoja presenta una patron de expresion semejante al de los demas GRFs (Horiguchi et al, 2005;
Rodriguez et al, 2010). Junto a los demas genes de su familia, se caracterizan por presentar una
expresion maxima en los estadios mds tempranos del desarrollo de la hoja, que decrece de
manera complementaria al incremento del miARN a media que el proceso avanza (Rodriguez

et al, 2010).
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Utilizando un reportero transcripcional de GRF5, por fusién de su promotor a GUS,
analizamos su expresion en plantulas de 11 y 14 dias. Lo comparamos con los reporteros
traduccionales de GRF2 y rGRF2 (version insensible al miARN). Se observa, que el promotor de
GRF5 presenta un drea de expresion que se corresponde con tejido joven conteniendo células
en proliferacién. Esta expresion es similar a la de GRF2 silvestre, regulado por miR396. En las
hojas mas jovenes ambos reporteros se visualizan cubriendo casi toda la superficie, y en las
mas adultas la expresién queda restringida a la base del érgano. En las plantas en las que el
reportero esta fusionado a rGRF2, las hojas se tifien completamente de azul confirmando que
el patron de expresiéon de GRF2 en hojas jovenes se debe a la represién post-transcripcional

por miR396. Sin embargo, a diferencia de GRF2, la regulacién transcripcional del promotor de

GRF5 seria suficiente para dirigir la expresion de este gen en tejido en proliferacién.

Dias 11 14

Figura R2.2. Regulacion de GRF5 en relacion con GRF2 salvaje o insensible a miR396. A)
Expresion de pGRF2:wtGRF2-GUS en plantulas de 11 y 14 dias. B) Expresion de pGRF2:rGRF2-GUS
en plantas de la mismo tiempo que en A. C) Expresion del reportero pGRF5:GUS.

Considerando estas observaciones, decidimos estudiar el promotor GRF5 y buscar
elementos importantes para la regulacién transcripcional del mismo. Para esto, utilizando la
base de datos de Phytozome seleccionamos todos sus genes ortélogos dentro del grupo
Brasicaceae. Incluimos también promotores de las especies Theobroma cacao y Gossypium
raimondii, que pertenecen al grupo Brassicales-Malvales pero en las cuales todos los GRFs son
regulados por miR396 (Figura R2.1.A). A su vez identificamos los ortélogos de GRF2, para

analizar de manera comparativa. Mediante un analisis filogenético empleando las secuencias

78



Resultados I

aminoacidicas, verificamos que los genes seleccionados se agrupaban con el gen
correspondiente de Arabidopsis (Figura R2.3.A).

Para analizar los promotores consideramos 2000 pb corriente arriba, ademas
incorporamos a estas secuencias el primer exdn. Todas las secuencias fueron comparadas a la
de su gen ortdlogo en Arabidopsis, AtGRF5 o AtGRF2, con la herramienta mVISTA. Los graficos
VISTA generados, usando una ventana de analisis de 100pb con un ancho minimo de
conservaciéon de 100pb, permiten ver varias secuencias con homologia superior al 70% (Figura
R2.3.B). Para ambos genes se ve un buen alineamiento del primer exén, y en la mayoria
también de la region 5°UTR. Focalizdndonos en el promotor, pudimos reconocer al menos 5
sectores de alta homologia que se repiten en todos los ortélogos de GRF5 no regulados por el
miARN. Sin embargo, los GRF5 de Theobroma caco y Gossypium raimondii en los cuales la
regulacién por miR396 es activa, no tienen regiones de alta homologia con su par de
Arabidopsis. Para el caso de GRF2 pudimos identificar dos sectores que mantienen

conservacién en casi todos los miembros del grupo.

AT2G22840 AtGRF1

"‘. ™, — 0 il SI] ALTG12940
oA = A Araha 3067950001
Al Ce0r2429050006

100

100%
A Carubv10004544
| mo%L e -
'GRF2 ] B Ar———son] Thhalvi0024915m
sl Bostr 786751635
96 & o |
] e 7 7 = —= Bol018595
VOD%I !
, o iy T — Brara.K01237
100%
L
) Bol028893
100_[ AT2G36400 AtGRF3 Wgﬂw: — |
AT3G52910 AtGRF4 m"’“l—i—v—v—l—l—l—!—#l—l—l—!—l—r‘ﬁ—l—m e
98 AT5G53660A[GRF7 -2000 -1800 -1600 -1400 -1200 -1000 -B00 600 -400 -200 ATG 200
56
— E AT4G24150 AtGRFB
AT2G45480 AtGRFS

81— AL3G26150.t1 ‘ H AL3G26150.t1
5 ‘Araha.4235s0002

” Bostr.28625s50309 ‘

55 - AT3G13960 AtGRF5
| [z Cagra.0736s0034
Carubv10013860m
Thhalv10020873  GRF5
Brara.E02725.1
89 50
s L— Bol040427
o ‘
70 !
100 |

AT2G06200 AtGRF6

70
3

Araha.4235s0002

Bostr.28625s0309
Cagra.0736s0034

Carubv10013860m

Thhalv10020873

Brara.E02725.1

Bol040427

Thecc1EG029130t1

Gorai.011G058800
Thecc1EG037550t2

B Regulado por miR396 | Gorai.009G035200

No reguladopor miR396

79



Resultados Il

Figura R2.3. Conservacion del promotor de GRF5 y GRF2 en distintas especies. A) Arbol
filogenético de los GRFs de Arabidopsis y los ortélogos de GRF2 y GRF5. Construido a partir de las
secuencias aminoacidicas completas de los genes utilizando el método Maximum-Likelihood. El recuadro
violeta indica los ortélogos regulados por miR396, el recuadro rosa los no regulados por el miARN. Notar
que GRF2 esta regulado por miR396 en todas las especies analizadas, mientras que el control de GRF5
por miR396 se pierde en Brassicaceae. B) Grafico vista de comparaciones de a pares, de 2kpb corriente
arriba del sitio ATG de los ortélogos de GRF2 (superior) y GRF5 (inferior), respecto del correspondiente
gen de Arabidopsis. En gris claro se sefiala el primer exén. En gris oscuro indica las regiones
conservadas en los promotores de cada gen.

7.2.3. Busqueda de factores de transcripcion reguladores de GRF5.

De acuerdo al anadlisis de la secuencia promotora de GRF5 existen multiples regiones
conservadas en las Brasicaceas, que podrian contener elementos reguladores en cis. Entonces
realizamos una busqueda de factores de transcripciébn que puedan estar uniéndose al
promotor. Analizamos los datos de DAP-seq publicos (O'Malley et al, 2016) e identificamos 14
factores que presentan sitios de unién en un rango de 4000 pb corriente arriba del sitio ATG de
GRF5. Luego para cada uno de ellos evaluamos su perfil de unién en dicha regién para conocer
la intensidad de los picos (Tabla R2.1). A su vez recolectamos los datos bioldgicos de cada

factor de transcripcion presentes en la base de datos NCBI (Tabla R2.2).

Factor de Transcripcion Cromosoma Sitio de inicio Sitio de finalizacion Score Intensidad de la sefial
FRS9 chr3 4608243 4608444 233 143.5
LHY1 chr3 4607972 4608173 153 76.9
LHY1 chr3 4607878 4608079 140 58.1
ARF2 chr3 4607748 4607949 119 148.0

REM19 chr3 4607643 4607844 137 55.3
BBX31 chr3 4607608 4607809 117 24.0
dof42 chr3 4607574 4607775 141 13.0
GRF6 chr3 4607323 4607524 113 11.0
SGR5 chr3 4607064 4607265 113 13.0

ABI3VP1 chr3 4607051 4607252 143 62.6
MP chr3 4607032 4607233 150 942.0

REM19 chr3 4607010 4607211 124 36.9

REM19 chr3 4605661 4605862 147 69.8
LHY1 chr3 4605656 4605857 129 42.0
ANL2 chr3 4605309 4605510 181 57.0
ARF2 chr3 4604619 4604820 105 40.0

MP chr3 4604615 4604816 128 536.0
WRKY40 chr3 4604584 4604785 106 49.0

LBD19 chr3 4604262 4604463 104 27.0

LBD2 chr3 4604248 4604449 133 35.0

Tabla R2.1. Localizacion e intensidad de seial de los picos de union de factores de transcripcion
en la region correspondiente a 4000pb corriente arriba de GRF5.

Entre los genes identificados, encontramos a GRF6. En el laboratorio, contamos con
datos de RNA-seq de dpices de plantas de 11 dias, sobreexpresantes de miR396, que expresan
rGRF3, bajo su propio promotor, fusionado al receptor del glucocorticoide (GR). Este sistema
permite controlar la actividad de proteinas nucleares mediante la adicion a las plantas del

glucocorticoide sintético dexametasona (dex) (Lloyd et al, 1994). En ausencia de dex el

80




Resultados I

dominio GR es retenido en el citoplasma por unién a chaperonas endégenas. La adicidn de dex
libera las proteinas de esta retencién de manera que pueden ser traslocadas al nucleo y activar
las respuestas transcripcionales corriente abajo. Consultamos los resultados de este
experimento y analizamos el cambio en los niveles de los GRFs tras el tratamiento con dex
(Tabla R2.2). En estos experimentos es posible ver un aumento significativo de los niveles de
GRF5 y 6, por encima de otros GRFs (Figura R2.4). Entonces, es factible que el putativo sitio de
unién de GRF6, sea un sitio de sensado de los factores de transcripcidn GRFs, en un

mecanismo de feedback regulatorio positivo.
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GRF1 GRF2 GRF3 GRF4 GRF5 GRF6 GRF7 GRF9
Figura R2.4. Expresion de GRFs en apices de plantas 35S:miR396xpGRF3:rGRF3-GFP-GR de 11
dias, tras el tratamiento con dexametasona 25uM durante 4 hs. Estos datos provienen de un RNA-
seq que es parte del trabajo de Tesis de Antonella Ferela, resultados aun no publicados. Los datos
mostrados corresponden al promedio * E.E. de 2 réplicas biologicas. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto a Col-0 determinado a través de la prueba T-student (p<0.05).
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El siguiente gen de interés que encontramos, de acuerdo a su descripcidn y sus picos
de unién al promotor de GRF5, fue ARF2. Este gen codifica un represor transcripcional y
destacan las caracteristicas de las mutantes arf2, que muestran incremento del tamafio de
hojas y semillas, y retardo en la senescencia (Tabla R2.2). Estos efectos son comunes con los de
plantas sobreexpresantes de los GRFs. ARF2 presenta dos picos en el rango del genoma

evaluado corriente arriba de GRF5 y el mas cercano al gen tiene un elevado valor de intensidad

(Tabla R2.1).
Gen Descripcion
REM19 Encodes a nuclear-localized DNA-binding protein that interacts with ITN1 at the PM and
AT1G49480 nuclei in vivo and may regulate ITN's subcellular localization.
VRN1 AP2/B3-like transcriptional factor family protein. Required for vernalization. Essential for
the complete repression of FLC in vernalized plants. Required for the methylation of
At3g18990 .
histone H3
Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding START domain-containing
ANL2 R . . .
protein. Encodes a homeodomain protein of the HD-GLABRA2 group. Involved in the
AT4G00730 . . X
accumulation of anthocyanin and in root development.
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Encodes an auxin response factor. Mutants have many defects including enlarged
ARF2 rosette leaves, reduced fertility, later senescence, hypocotyl elongation defects,
AT5G62000 enlarged seeds and enlarged cotyledons. May not mediate auxin effects. Increase in

seed size due to increased cell proliferation.

Encodes a transcription factor (IAA24) mediating embryo axis formation and vascular
development. Similar to AUXIN RESPONSIVE FACTOR 1 (ARF1) shown to bind to auxin
MP responsive elements (AREs), and to the maize transcriptional activator VIVIPAROUS
AT1G19850 1(VP1). In situ hybridization shows expression in provascular tissue of embryos, the
emerging shoot primordia, then is restricted to provascular tissue, and in the root central
vascular cylinder.

Pathogen-induced transcription factor. Binds W-box sequences in vitro. Forms protein
complexes with itself and with WRKY60. Coexpression with WRKY18 or WRKY60 made
WRKY40 plants more susceptible to both P. syringae and B. cinerea. WRKY18, WRKY40, and
AT1G80840 WRKY60 have partially redundant roles in response to the hemibiotrophic bacterial
pathogen Pseudomonas syringae and the necrotrophic fungal pathogen Botrytis cinerea,
with WRKY18 playing a more important role than the other two.

AT;BGTSilo LOB domain containing protein 19
ATngé)GZZSO LOB domain containing protein 2
AT4?§:170 FAR1-related sequence 9
LHYI Homeodomain-like superfamily protein. LHY encodes a myb-related putative
transcription factor involved in circadian rhythm along with another myb transcription
AT1G01060
factor CCA1
Ang)Z(i;QO B-box type zinc finger family protein
DOF4.2 Dof-type zinc finger domain-containing protein. Encodes a nuclear protein that can bind
ATAG21030 DNA in a sequence specific manner and is involved in seed coat development and shoot
branching. It has been shown to activate transcription of a target gene, AtEXPA9
GRF6 Growth regulating factor encoding transcription activator. One of the nine members of
a GRF gene family, containing nuclear targeting domain. Involved in leaf development
AT2G06200 .
and expressed in root, shoot and flower
SGRS5 C2H2-like zinc finger protein. May be involved in an early event in shoot gravitropism
AT2G01940 such as gravity perception and/or a signaling process subsequent to amyloplast

sedimentation as a putative transcription factor in gravity-perceptive cells.

Tabla R2.2. Descripcion de los genes identificados por DAP-seq, que se unen a la region
corriente arriba de GRF5. Datos extraidos de la base de datos de NCBI.

Anteriormente se menciond que habia cinco regiones conservadas en el promotor de
GRF (Figura R2.3.B). A su vez el motivo de union al ADN de ARF2 fue determinado por analisis
de DAP-seq (Figura R2.5.B). A continuacion, realizamos un alineamiento por T-coffee de los
promotores (Anexo R2) y usamos la herramienta FIMO (Grant et al, 2011) para localizar los
motivos putativos de uniéon de ARF2. Seleccionamos sitios que tuvieran un p-value menor a
0.01, y que estuvieran en las regiones conservadas. Los sitios identificados caen en las regiones
Ill'y V (Figura R2.5.A). En particular, en la region Il hay una mayor densidad de motivos, que a
su vez coinciden con el pico de union de ARF2 por DAP-seq (Figura R2.5.C). Para verificar la
actividad de esta zona como elemento regulatorio generamos una version mutante del
promotor de GRF5 fusionado a GUS. En este promotor se delecionaron 71 pb, removiendo
completamente los motivos localizados en la zona lll. Observamos, que en las plantas en las
que el reportero se encuentra bajo la actividad del promotor mutante, la expresion se expande
a toda la superficie de la hoja (Figura R2.5.D). De esta manera, confirmamos que en la zona
identificada se encuentra un elemento de regulacion negativa en cis y que ARF2 es el factor de

transcripcién candidato que estaria uniendose a dicho sitio.
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Figura R2.5. El promotor de GRF5 presenta sitios de uniéon de ARF2. A) En la parte superior, grafico
mVISTA en el cual se identifican las 5 regiones presentes en los alineamientos de apares de la region
promotora de GRF5 de Arabidopsis con la de sus ortélogos (Adaptacion de la figura R2.3). En la parte
inferior, alineamiento por T-coffee de una parte de las regiones V y lll, en las cuales se encuentran los
motivos de unién de ARF2, sombreados en azul. B) Motivo de uniéon de ARF2 determinado por DAP-seq. C)
Diagrama de la localizacion del pico de unién de ARF2 determinado por DAP-seq, respecto del sitio de inicio
de transcripcién de GRF5 (AT3G13960). D) Esquema del promotor de GRF5 silvestre y mutante en el sitio de
alta afinidad por ARF2, fusionados a GUS. Debajo, patron de expresién de los promotores en plantulas de 14
dias.

7.2.4. ARF2 regula negativamente la expresion de GRF5.

Las mutantes arf2 se caracterizan por presentar multiples fenotipos entre los cuales se puede
mencionar aumento del tamafo de las hojas de la roseta, tallos gruesos, defectos en la
apertura de la flor. Estos efectos estan asociados con un aumento de la divisién y expansién
celular (Ellis et al, 2005; Okushima et al, 2005a; Schruff et al, 2006). Las plantas
sobreexpresantes de GRF5 también producen hojas de mayor tamafo, como resultado de un
incremento en el ndmero de células (Horiguchi et al, 2005), y retardo en la senescencia,
vinculado a la promociéon de la divisién de los cloroplastos y el incremento en el numero

(Figura R2.6.Ay B) (Debernardi et al, 2014; Vercruyssen et al, 2015).
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Figura R2.6. Regulacion de GRF5 por ARF2. A) Plantas de 25 dias, primer panel, y 60 dias,
segundo panel, crecidas en dia largo. B) Desglose de rosetas de plantas de 25 dias. C) Niveles de
expresion de GRF5 en hoja 3 de plantulas de 12 dias, salvaje y mutante arf2-8. Los valores de
expresion fueron determinados por RT-gPCR y normalizados a plantas salvajes. D) Niveles de
expresion de ARF2 en hoja 3 de plantulas de 12, dias salvaje y sobreexpresante de GRF5. Los
valores de expresion fueron determinados por RT-gPCR y normalizados a plantas salvajes. Los datos
mostrados corresponden al promedio + E.E. de 3 réplicas biolégicas. Los asteriscos indican
diferencias significativas respecto a las plantas silvestres determinado a través de la prueba T-student
(p<0.05).

Para estudiar el potencial vinculo existente entre las dos vias de control del desarrollo,

realizamos un analisis comparativo a nivel fenotipico y molecular de las dos lineas. En ambos
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casos pudimos ver, de manera consistente con los resultados previamente publicados, el
incremento de tamano de las hojas en mutantes de arf2 y sobreexpresantes de GRF5 (Figura
R2.6.A y B). También pudimos ver que las hojas de las dos plantas en estudio presentan un
color verde mds oscuro. Posteriormente, observamos que a los 60 dias cuando las plantas
salvajes ya senescieron, las plantas mutantes arf2-8 y las sobreexpresantes de GRF5 aun
permanecen verdes, denotando el retardo en la senescencia (Figura R2.6.A).

Evaluamos luego, que ocurre a nivel molecular en estas lineas. Encontramos que en las
plantas arf2-8, el nivel de expresion de GRF5 se encuentra aumentado mas de tres veces
(Figura R2.6.C). Por el contrario, en las plantas sobreexpresantes de GRF5 no se observa
disminucion de los niveles de ARF2, sino que se produce un leve aumento (Figura R2.6.D).

A continuacidn, evaluamos la asociacidn directa de ARF2 al promotor de GRF5. En la
seccion anterior identificamos el potencial sitio de unién de ARF2 y verificamos que actuaba
como un elemento regulador en cis. Entonces hicimos un ensayo de ChIP-qPCR utilizando
plantas salvajes y plantas que expresaban ARF2 fusionado a GFP. Analizamos el
enriquecimiento del fragmento blanco en el promotor de GRF5. Como control negativo, se
observé el enriquecimiento de una regidn diferente del gen y como control positivo,
evaluamos el enriquecimiento del sitio de unién de HB33 que es regulado negativamente por
ARF2 ((Wang et al, 2011b) (Figura R2.7.A). El fragmento del promotor de GRF5 presento un
enriquecimiento de 4 veces en las plantas ARF2-GFP, respecto de las plantas salvajes. En
contraste, no hubo diferencia significativa en el fragmento control negativo y el control

positivo funciono correctamente (Figura R2.7.B).
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Figura R2.7. Unién de ARF2 al promotor de GRF5. A) Representacion esquematica de los genes
HB33 y GRF5. A y B sefalan la localizacién de los amplicones utilizados para el analisis de CHIP-
gPCR. En rosa, se sefiala la ubicacion de la zona de unién de ARF2, identificada por DAP-seq. B)
Unién de ARF2 a los promotores de HB33 y GRF5. El enriquecimiento se determind en base a la
cantidad de amplicon en la muestra inmunoprecipitada en relacién con la presente en el “ADN input”.
El enriquecimiento relativo, se normalizé de acuerdo al enriquecimiento del fragmento en la planta
salvaje. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E. de 3 réplicas biolégicas. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto a las plantas silvestres determinado a través de la prueba T-
student (p<0.05).
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Se generaron también, cruzas entre plantas mutantes grf5 y arf2-8. Las plantas grf5
presentan hojas mas pequefias que las silvestres (Figura R2.8.A). Esto fue cuantificado a través
de la medida de 4rea de hojas 1 y 2 (Figura R2.8.B). La reduccién de tamafio observada, es
resultado de un menor niumero de células ya que no se observa diferencia significativa en las
dimensiones de las células (Figura R2.8.C y D). Ademads las hojas de estas plantas tienen forma
lanceolada (Figura R2.8.A). De manera opuesta, en las mutantes arf2-8 el area de las hojas es
mayor que en las plantas salvajes (Figura R2.8.B). En este caso, se puede ver un aumento del
nimero de células pero también muestran mayor expansion (Figura R2.8. C y D), en

concordancia con resultados publicados previamente (Schruff et al, 2006).
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Figura R2.8. Analisis de plantas doble mutantes arf2xgrf5 A) Rosetas de plantas: salvaje, grf5, arf2-8,
arf2-8xgrf5. B) Area de hojas 1 y 2 de cada linea. C-D) Area y numero de células en cada linea. Letras
diferentes indican diferencias significativas determinado por ANOVA seguido de la prueba de
comparacion multiple de Tukey (p<0.05).

Las plantas doble mutantes obtenidas arf2-8xgrf5, se asemejan a las plantas grf5 en
cuanto a la morfologia de las hojas (Figura R2.8.A). La doble mutante también presenta un

menor numero de células que las plantas silvestres, sugiriendo que parte de los efectos
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observados en arf2 se deben a la desregulacidon de GRFs. El tamafio de las células fue mayor en
la doble mutante que en plantas silvestres, esto probablemente se debe al efecto que produce

arf2 sobre la expansion celular (Figura R2.7.B).
7.2.5. Mutaciones en GIF1 suprimen el fenotipo de arf2.

GIF1 es un co-activador de los GRFs y se ha visto que presenta mayor afinidad por GRF5 que
por otros GRFs in vivo (Debernardi et al, 2014; Vercruyssen et al, 2014). La mutacién de GIF1
causa reduccion del tamafio de la hoja por disminucion de la proliferacion celular (Horiguchi et
al, 2005). Como estrategia complementaria a las cruzas de arf2-8 y grf5, generamos también
por cruza, plantas dobles mutantes arf2 y gifl. Estas plantas presentan el mismo fenotipo que
las simples mutantes gif1 (Figura R2.9.A) siendo las hojas de menor tamafio que las de plantas
salvajes (Figura R2.9.B). El nimero de células de la doble mutante fue similar a gif1 (Figura
R2.9.D), indicando nuevamente que el mayor nimero de células observado en la mutante arf2
requiere de la actividad del complejo GRF-GIF. Es interesante que el tamafio de las células
resulto ser un efecto aditivo entre arf2 y gifl (Figura R2.9.C), sugiriendo que este efecto en

arf2 es independiente de los GRFs.
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Figura R2.9. Analisis de plantas doble mutantes arf2 gifi. A) Rosetas de plantas: salvaje, gif1, arf2-8 'y
arf2-8 gif1. B) Area de hojas 1 y 2 de cada linea. C-D) Area y nimero de células en cada linea. Letras
diferentes indican diferencias significativas determinado por ANOVA seguido de la prueba de comparacion
multiple de Tukey (p<0.05).

De acuerdo a los resultados de las dos ultimas secciones, ARF2 se encuentra actuando
en la misma via que el sistema GRF-GIF, las mutaciones de grf5 o de gifl son epistdticas sobre
la mutacion de arf2. A demas, ARF2 se une al promotor de GRF5 y los niveles de expresion del
gen bajan en el contexto de la mutante arf2. Esto indica, que ARF2 regula negativamente y de

forma directa la expresidon de GRF5.

7.2.6. Relacion entre ARF2 y los GRFs regulados por miR396.

Decidimos estudiar, si existe también un vinculo entre ARF2 y otros GRFs regulados por
miR396. Primero, medimos los niveles de expresién de GRF1, 2, 3y 4 en la mutante de ARF2 y
observamos, que GRF1, 3 y 4 muestran mayor nivel de expresion (Figura R2.10.A). También
medimos los niveles de ARF2 en plantas que sobreexpresan GRF3 (rGRF3), y observamos que
los niveles de ARF2 no varian (Figura R2.10.B), de igual manera a como ocurre en las plantas
gue sobreexpresan GRF5.

Luego, chequeamos las bases de datos de DAP-seq para evaluar si los GRFs tenian
sitios de unién de ARF2. En esta ocasion observamos picos dentro de las unidades
transcripcionales de GRF1, 3 y 4 (Figura R2.10.C). Es interesante que los picos en GRF3 y GRF4
se encuentren en el tercer intrén en similar posicion. En el gen GRF1 el pico se encuentra en el
tercer exdn cercano a la posicidon observada en los intrones de GRF3 y 4 (Figura R2.10.C). A su
vez, en las secuencias correspondientes a los picos de unién pudimos identificar motivos
correspondientes al sitio de unién de ARF2. En el caso de GRF2, que no mostro un aumento
significativo de expresion en arf2-8, tampoco identificamos un potencial sitio de unién (Figura
R2.10.C).

A continuacién, chequeamos por ChIP-gPCR el sitio de unién de GRF3. Observamos
que las plantas que expresan ARF2-GFP presentan un enriquecimiento del sitio de unién de
ARF2, respecto de las plantas salvajes (Figura R2.10.D). Ademas, no se observd
enriquecimiento del sitio control ubicado en otra regién del gen.

Para evaluar el efecto de este vinculo regulatorio a nivel del desarrollo de las plantas,
se generaron cruzas de arf2-8 con una linea transgénica estable 35S:mjR396b. La
sobreexpresion de miR396 genera hojas mas pequefas que las plantas salvajes, como
resultados de la reduccién de los niveles de expresidon de los GRFs blanco (Figura R2.10.E y F).
Estas plantas tienen un menor nimero de células, de mayor tamano (Figura R2.9.G y H). Las

cruzas arf2 x 355:miR396 presentaron igual tamafio y morfologia que las sobreexpresantes del
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miARN (Figura R2.10.E). Cuantificamos esto a través del area de las hojas 1y 2 (Figura R2.10.F).
A nivel celular, en estas plantas también hay una significativa reduccién del nUmero de células
y se observa una mayor expansién celular incluso que en las plantas 355:miR396 y arf2-8
(Figura R2.10.G y H). Esto indica que la sobreexpresion del miARN es epistatico sobre la
mutacidon de ARF2 en cuanto a la proliferaciéon celular, y por lo tanto ARF2 se encuentra
actuando por arriba del bloque miR396/GRFs en la via regulatoria que controla la proliferacion
celular durante el desarrollo de la hoja. Sin embargo, ARF2 y miR396 afectarian el tamafio

celular por vias independientes.
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Figura R2.10. Interaccion entre ARF2 y el sistema miR396-GRF. A) Niveles de expresion de GRF1,
2, 3y 4 en hoja 3 de plantulas de 12 dias, salvaje y mutante arf2-8. Los valores de expresion fueron
determinados por RT-qPCR y normalizados a plantas salvajes. B) Niveles de expresion de ARF2 en
hoja 3 de plantulas de 12, dias salvaje y rGRF3.Los valores de expresién fueron determinados por RT-
gPCR y normalizados a plantas salvajes. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E. de 3
réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a las plantas silvestres
determinado a través de la prueba T-student (p<0.05). C) Perfil de la unién de ARF2 determinado por
DAP-seq en las regiones genémicas correspondientes a los genes GRF1, 2, 3 y 4. Se indica también
los motivos de uniéon de ARF2 identificados en la secuencia correspondiente a la zona del pico. D)
Representacion esquematica del gen GRF3. A y B sefialan la localizacion de los amplicones utilizados
para el analisis de CHIP-gPCR. En rosa, se sefiala la ubicacion de la zona de unién de ARF2,
identificada por DAP-seq. Debajo, union de ARF2 al gen GRF3. El enriquecimiento se determiné en
base a la cantidad de amplicén en la muestra inmunoprecipitada en relacién con la presente en el
“ADN input”. El enriquecimiento relativo, se normalizd de acuerdo al enriquecimiento del fragmento en
la planta salvaje. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E. de 3 réplicas biolégicas. Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto a Col-0 determinado a través de la prueba T-
student (p<0.05).E) Rosetas de plantas: salvaje, 35S:mir396, arf2-8, arf2-8x35S:miR396. F) Area de
hojas 1 y 2 de cada linea. C-D) Area y numero de células en cada linea. Letras diferentes indican
diferencias significativas determinado por ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de
Tukey (p<0.05).

En conjunto, estos resultados muestran que ARF2 tiene también un rol como regulador
negativo de los genes regulados por miR396. Verificamos que se une de manera directa al gen

GRF3 y pareciera hacerlo de igual manera con los genes GRF1 y 4.
7.2.7. ARF2 afecta los niveles de miR396 a través de un feedback regulatorio.

Evaluamos también que ocurre con la expresién del miARN miR396 en las plantas mutantes
arf2-8. La medida por qPCR nos permitié ver que estas mutantes presenta una reduccién en el
nivel de expresién de miR396 (Figura R2.11.A). Ademas, generamos cruzas entre arf2-8 y una
linea transgénica estable que expresa GUS bajo el control del promotor de miR396. En estas
plantas observamos que la zona de expresidon del miARN se encuentra reducida en el contexto
de la mutante (Figura R2.11.B).

Realizamos un analisis de la regién genémica del gen que codifica para miR396, pero
no identificamos sitio de unién de ARF2. Por lo tanto, consideramos la posibilidad de una
regulacién indirecta. Se ha reportado anteriormente, que la sobreexpresiéon de versiones
salvajes o resistentes al micro RNA de GRF1 y GRF3, producen una disminucidn en la expresién
de miR396 (Hewezi & Baum, 2012). La cuantificacion del miARN en nuestras plantas que
expresan rGRF3 nos permitié verificar que se produce una reduccion de la expresion de
miR396 (Figura R2.11.C). Entonces, es posible que en las plantas arf2-8 La desregulacion de los

GRFs y el aumento de expresién esté incidiendo sobre la expresién del miARN, reprimiéndolo.
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Figura R2.11. Reduccion de la expresion de miR396 en plantas arf2-8. A) Expresion relativa del
miR396 en plantas Col-0 y arf2-8. Los valores de expresion fueron determinados por RT-gPCR y
normalizados a plantas salvajes. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E. de 3 réplicas
biologicas. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a Col-0 (p<0.05). B) Expresion del
reportero del miR396 en la hoja4 de plantulas de 12 dias, Col-0 y arf2-8. C) Expresion relativa de miR396
en plantas Col-0 y rGRF3. . Los valores de expresion fueron determinados por RT-gPCR y normalizados a
plantas salvajes. Los datos mostrados corresponden al promedio + E.E. de 3 réplicas biolégicas. Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto a Col-0 determinado a través de la prueba T-student
(0<0.05).

7.2.8. Interaccion entre rGRF3 y arf2.

Algunos de los GRFs regulados por miR396, estarian ademas regulados por ARF2 de manera
directa o indirecta a través del cambio en los niveles de miR396. Para estudiar qué ocurre al
suprimir ambas vias regulatorias represoras de la expresién de los GRFs, preparamos cruzas de
las plantas mutantes arf2 y una linea estable de rGRF3. Las plantas rGRF3 generan una
aumento del area de las hojas de aproximadamente un 50%, en las mutantes de arf2 el
tamafio de las hojas es cercano al doble de la salvaje (Figura R2.12.A y B). En las cruzas, rGRF3
x arf2, el incremento en el drea de las hojas fue aln mayor que en las lineas individuales rGRF3
o arf2 (Figura R2.12.A y B). Este efecto se debe mayoritariamente al aumento del nimero de
células (Figura R2.12.Cy D).

Por lo tanto, la supresidn de ambas instancias regulatorias, sumado a que la ausencia
de ARF2 también podria estar afectando a otros GRFs, conducen a un incremento aun mayor
en el tamano de las hojas de Arabidopsis. Cabe considerar, que el control simultdneo de ambos

mecanismos regulatorios puede ser una estrategia para lograr plantas con mayor acumulacion

de biomasa.
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Figura R2.12. Analisis de plantas arf2 x rGRF3. A) Rosetas de plantas: salvaje, rtGRF3, arf2-8, arf2-
8xrGRF3. B) Area de hojas 1 y 2 de cada linea. C-D) Area y nimero de células en cada linea. Letras
diferentes indican diferencias significativas determinado por ANOVA seguido de la prueba de
comparacion multiple de Tukey (p<0.05).

7.2.8. ARF2 regula el sistema miR396/GRFs en raiz.

El miR396 y los GRFs, participan también en el control del desarrollo de la raiz. En nuestro
grupo se estudié que la sobreexpresién del miARN produce un alargamiento de la zona
meristematica. Esto se debe a que se produce una reduccidn de la velocidad del ciclo celular y
un aumento de la elongacién de las células del meristema (Ercoli et al, 2016). ARF2 también se
expresa en la raiz (Figura R2.13.A) y se ha visto que arf2 presenta una reduccion del largo de la
zona meristematica (Promchuea et al, 2017).

Por lo tanto, decidimos ver qué tipo de vinculo existe entre ARF2 y el sistema

miR396/GRFs en la raiz. Las plantas transformadas con el reportero del promotor de GRF5
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mutado en el sitio de unidn de ARF2, presentan una fuerte activacion de la expresién en la raiz,
la cual es nula para el promotor salvaje (Figura R2.13.B). Evaluamos también que ocurria con el
largo de la zona meristematica en las cruzas arf2xmiR396. Estas plantas, presentan un
alargamiento del meristema al igual que como ocurre en las plantas sobreexpresantes del
miARN (Figura R2.13.C y D). En base en estos resultados, es probable que la relacidn entre los
sistemas regulatorios sea igual a como ocurre en el control del desarrollo de la hoja, con ARF2

actuando por arriba del sistema miR396/GRFs.
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Figura R2.13. Los sistemas regulatorios de ARF2 y miR396/GRFs estan vinculados en la

raiz. A) Expresion del reportero traduccional de ARF2 por fusidn a GFP. B) Patrén de expresion
del reportero del promotor de GRF5 salvaje y mutante en el sitio de afinidad de ARF2, en raices de
plantulas de 14 dias. C) Arquitectura de la punta de la raiz siete dias post siembra en las plantas
control (Col-0), 35S:miR396, arf2-8 y arf2-8x35S:miR396. Las puntas de flecha inferiores marcan la
posicion del CQ, mientras que las puntas de flechas superiores marcan el final del meristema (ZM),
donde las células comienzan a alargarse. D) Evaluacién del largo de la zona meristematica de cada
linea. Se graficaron los valores promedios + EE de 15 réplicas biolégicas. Letras diferentes indican
diferencias significativas determinado por ANOVA seguido de la prueba de comparaciéon multiple de
Tukey (p<0.05).
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7.2.9. Relacién entre miR396/GRFs y ARF2 en el control de la senescencia.

Por ultimo, evaluamos la relacion entre los sistemas regulatorios en el control de Ia
senescencia. Las plantas arf2 presentan un retardo en el tiempo de senescencia. Evaluamos,
en las diferentes lineas y cruzas, este proceso realizando un experimento en el que indujimos
la senescencia, de hojas que recién habian llegado a la madurez, por incubacién en oscuridad
luego de haberlas cortado de la planta (Oh et al, 1997). El proceso se monitoreo midiendo el
rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm) (Maxwell & Johnson, 2000). Ya en las
hojas a los 5 dias de iniciacidn del proceso se pueden visualizar las diferencias de tiempo de
senescencia entre cada linea (Figura R2.14.A). Las hojas de plantas salvajes completan su
senescencia a los 8 dias (Figura R2.14.B). En el caso de las plantas que sobreexpresan miR396,
la senescencia es mas rapida (Figura R2.14.B). Por el contrario, en las plantas que expresan la
version resistente de GRF3 lo hacen a los 12 dias (Figura R2.14.B). Las plantas arf2, tienen un
retardo aln mayor y el proceso se extiende hasta pasados los 16 dias (Figura R2.14.B). Al
analizar las cruzas vimos que en las plantas arf2x355:miR396 se produce un retardo en la
senescencia y se acerca a los tiempos de arf2 (Figura R2.14.B). Esto indica que, en el control de
este proceso, el vinculo entre la via regulatoria de arf2 y la del sistema miR396/GRFs es
diferente al que identificamos en el control del crecimiento de la hoja. En este caso la
mutacién de arf2 tiene efecto epistatico sobre los GRFs. De manera consistente con esto, en
las cruzas arf2xrGRF3 la curva del rendimiento cuantico del fotosistema coincide en casi todos

sus puntos con los de la mutante arf2.
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Figura R2.14. Efecto epistatico de arf2 sobre el sistema miR396/GRFs en el control de la
senescencia de las hojas. A) Hoja 5 de las lineas: Col-0, gif1, arf2, rtGRF3, arf2xrGRF3, arf2xgif1, al
comienzo del tratamiento de induccion de la senescencia por oscuridad (Dia 0). Luego se presentan las
mismas hojas a los 5 dias del tratamiento. B) Medidas del rendimiento cuantico maximo del PSIl de
hojas inducidas a senescer por oscuridad. Los resultados representan el promedio + EE de 10 hojas.
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7.3. Discusion.
7.3.1 Evolucion de la regulacion de los GRFs por miR396.

La red regulatoria de miR396/GRFs se encuentra conservada en las plantas terrestres tanto
angiospermas como gimnospermas. El analisis de los GRFs del clado Rosidae nos ha permitido
identificar que el sitio regulatorio de miR396 se encuentra ampliamente conservado. En la
mayoria de las especies, todos los miembros de la familia GRF presentan regulacién por
miR396.

Sin embargo, dentro de las Brasicaceas existen GRFs que han perdido la regulacién por
miR396. Estos se pueden a su vez agrupar en dos clados correspondientes a GRF5 y GRF6 de
Arabidopsis thaliana. Consideramos que estos dos grupos podrian provenir de un Unico gen
ancestral que haya acumulado los primeros cambios que condujeron a la perdida de
regulacion. Posteriormente se habria duplicado dando lugar a los genes tipo GRF5 y 6, que
continuaron sumando variaciones en el sitio blanco de miR396.

Este tipo de cambios regulatorios se ha visto y estudiado también para el caso de los
genes de los factores de respuesta a auxina (ARF). Dentro de esta familia se puede identificar
el subgrupo de los genes ARF1, 2, 3, 4y 9, de los cuales ARF2, 3 y 4 son regulados por tasi-
ARNSs, ARF3 y 4 presentan duplicado a su vez el sitio blanco, mientras ARF1 y 9 han perdido la
regulacion en Arabidopsis (Xia et al, 2017). Sin embargo, se desconoce en este momento los
mecanismos regulatorios que controlan a ARF1 y 9.

El analisis de otras familias de genes regulados por miARNSs, vinculados al desarrollo de
la hoja, permite ver de manera semejante la ocurrencia de miembros cercanos, estructural y
funcionalmente, no regulados. Es el caso de los genes CUC1, 2 y 3 que controlan los dominios
limites durante la formacién de érganos en el meristema, y las serraciones de la hoja. Estos
genes tienen un ancestro comun regulado por miR164, sin embargo, CUC3 ha perdido la
regulacion (Vialette-Guiraud et al, 2011). En el caso de los genes TCP de clase Il, también se
puede identificar el subgrupo denominado CIN, involucrado en el control de la proliferacion
celular en la hoja, integrado por ocho miembros estrechamente relacionados de acuerdo a su
secuencia aminoacidicas, de los cuales cinco son regulados por mi319 y los tres restante no

(Efroni et al, 2008; Li, 2015; Palatnik et al, 2003).

7.3.2. La represion a nivel transcripcional de GRF5 compensa por la falta de regulacién post-
transcripcional por miR396.
Recientemente se ha descripto la evolucién de dos mecanismos regulatorios diferentes de los

genes de RSL de clase | en las plantas terrestres. Estos genes controlan positivamente el
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desarrollo de estructura que derivan de células epidérmicas. En la angiosperma Arabidopsis
thaliana los RSL son regulados por la proteina GL2 mientras que se ha encontrado que en las
primitivas plantas hepdticas como Marchantia polymorpha son reprimidos por un miARN
(Honkanen et al, 2018). Nuestros estudios complementan a los descriptos para GL2, y
muestran la diversificacion de un sistema de represidn durante la evolucién, partiendo de un
primer control por miR396 que se diversifica para depender también de la regulacion
transcripcional.

En este trabajo estudiamos la regulacién a nivel transcripcional de GRF5. Este gen
desempeiia funciones redundantes con los GRFs involucrados en el control de la proliferacién
celular regulados por miARN y a su vez presenta un patréon de expresion semejante.
Identificamos en el promotor de GRF5 multiples regiones conservadas que pueden estar
directamente vinculadas a la regulacion transcripcional. En comparacion, en el promotor de
GRF2 encontramos una menor conservacion a nivel del promotor, en concordancia con el rol
de miR396 en la expresién de este gen.

Mediante un analisis de los resultados de un experimento de DAP-seq (O'Malley et al,
2016), pudimos seleccionar una serie de sitios de union de factores de transcripcién en la
regidon promotora de GRF5. Entre ellos, dos resultan particularmente interesantes. Por un lado
encontramos un sitio de unién para GRF6. Los miembros de una familia de factores de
transcripcion suelen reconocer motivos de ADN muy similares (Franco-Zorrilla et al, 2014). El
motivo de unién de GRF6 y GRF9 de acuerdo a los resultados de DAP-seq, coinciden con el
previamente identificado para GRF7 (Kim et al, 2012). En el laboratorio también hay resultados
no publicados de CHIP-seq que identifican el mismo nucleo en el sitio de unién de GRF3. Por lo
tanto, este motivo podria unir otros GRFs también y funcionar como un sitio de sensado de los
genes de la familia. De acuerdo a nuestros resultados de RNA-seq en dpices de parte aérea de
Arabidopsis que tienen el sistema inducible de rGRF3, GRF5 se activa tras la activaciéon de
rGRF3, indicando un mecanismo de feedback positivo.

En segundo lugar, identificamos que el promotor tiene un sitio de unién de ARF2. Este
factor de transcripcion es un regulador negativo, que se ha visto involucrado en multiples
procesos de desarrollo (Ellis et al, 2005; Okushima et al, 2005a; Schruff et al, 2006). La
remocién del sitio de unién produce expansion de la zona de actividad del promotor, indicando
la importancia de este sitio para la determinaciéon del patron de expresidon de GRF5 en la hoja 'y
también en la raiz.

El promotor de GRF5 no se encuentra conservado en especies relativamente cercanas
a Arabidopsis como Theobroma cacao y Gossypium raimondii, en las cuales el gen conserva la

regulacion del miARN (Figura R2.3). Esto podria indicar que tras la pérdida regulatoria a nivel
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post transcripcional el gen adquiri6 mecanismos regulatorios a nivel transcripcional. Para
confirmar esta hipétesis, seria interesante evaluar la actividad de los promotores de estas

especies en Arabidopsis.

7.3.3. ARF2 actua sobre los GRFs en el control de la proliferacion celular en hojas.

El desarrollo de la hoja se basa en las fases subsiguientes de proliferacién y expansién celular.
El factor de transcripcién GRF5 promueve la duracién de la fase de proliferacién celular,
estimula la divisién de cloroplastos, resultando en un mayor numero de cloroplastos por
células (Vercruyssen et al, 2015). En las plantas sobreexpresantes de GRF5 se observa mayor
expresion y expansion de la region de expresidn de CYCB1;1 que identifica células en activa
divisién (Horiguchi et al, 2005). Ademas, las plantas con elevados niveles de GRF5 muestran
retardo en la senescencia (Vercruyssen et al, 2015) y por el contrario en las mutantes en dicho
gen se acelera el proceso, de igual manera que en las sobreexpresantes de miR396
(Debernardi et al, 2014).

ARF2 es un regulador pleiotrépico que se une a elementos de respuesta auxina y
reprime la expresion de sus genes blanco para regular el desarrollo de la planta. Las mutantes
en ARF2, presentan hojas mds grandes y verdes, tallos mas gruesos, defectos en la apertura de
la flor, y retardo en la senescencia de la hoja y floracién (Ellis et al, 2005; Okushima et al,
2005a; Schruff et al, 2006). El efecto del aumento de tamaio de los érganos se ha vinculado a
un aumento de la divisién celular y expansién celular

En este trabajo demostramos que ARF2 actla como un represor transcripcional que
regula directamente la expresiéon de GRF5. De esta forma se vinculan en una via que controla
el tamafo de la hoja a través de la proliferacidn celular. En ausencia de ARF2, GRF5 se expresa
en mayores niveles y se expande su zona de expresidn. Es por esto que la mutacién grf5
suprime el efecto de aumento de tamaino de las hojas de arf2. El mismo efecto produce la
mutacion en GI/F1, cofactor de los GRFs y que interactda principalmente con GRF5 (Debernardi
et al, 2014; Vercruyssen et al, 2014). A su vez, encontramos que ARF2 también regularia otros
GRFs, verificamos la unidn al gen GRF3. Es probable que en el contexto de estos GRFs
regulados por miR396 el rol de ARF2 sea secundario. De manera indirecta también afecta la
expresion de miR396, y en las mutantes arf2 se observa una restriccién de la zona de expresion
del miARN.

En la raiz, encontramos que los efectos del sistema miR396/GRFs son epistaticos sobre
los de arf2. De esta manera seria posible que se mantenga la relacién regulatoria similar a la
que identificamos en el control de la proliferacion celular en hojas. En el meristema de la raiz,

los genes PLETHORA (PLT) son factores claves que controlan la division y diferenciacién celular
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(Aida et al, 2004). Los GRFs reprimen la expresidon de PLTs en las células de activa proliferacién
celular (Rodriguez et al, 2015). También se ha visto que ARF2 afecta de manera indirecta los
niveles de expresidon de PLT1 en la raiz (Promchuea et al, 2017). Seria interesante profundizar
en el vinculo entre ARF2, GRFs y PLT en el sistema de desarrollo radicular.

En el proceso de senescencia, sin embargo, la relacién entre ARF2 y el sistema de
miR396/GRFs seria diferente, Las plantas arf2 x 355:miR396 presentan hojas chicas (resultado
de disminuir la actividad de los GRFs), pero que senescen tardiamente (caracteristica de la
mutante arf2). Se ha demostrado que los GRFs pueden aumentar la fase proliferativa y tamafio
final de la hoja sin afectar la senescencia, es decir que son dos funciones independientes de los
GRFs (Debernardi et al, 2014). Para el caso de ARF2, se ha considerado que el efecto de retraso
de la senescencia en la mutante podria ser debido al efecto de extensidn de la fase de
proliferacion (Schruff et al, 2006). Sin embargo, nuestros resultados de las cruzas con las
mutantes en los grfs o gif y la sobreexpresante del miR396, indican que ambos procesos serian
actividades de ARF2 independientes, uno de ellos dependeria de los GRFs (proliferacién
celular), mientras que el otro seria independiente de los mismos (Senescencia).

En resumen, proponemos el modelo de la Figura R2.15 segun el cual: GRF5 es regulado
a nivel transcripcional por ARF2, que lo reprime restringiendo la expresién a la zona de
proliferacidn celular en hojas. A su vez, su expresién puede ser activada por otros factores de
transcripciéon de su propia familia. ARF2 también es capaz de reprimir algunos de los GRFs
regulados por miR396, y vimos que se une de manera directa al gen GRF3. Ademas, afecta la
expresion del miARN de manera indirecta, lo que podria ser explicado a través del feedback

regulatorio negativo que producen los GRFs sobre miR396.

v

Hoja en
proliferaciéon

Figura R2.15. Modelo propuesto de control de la proliferacién celular en hojas en desarrollo, a
través de las nuevas relaciones regulatorias identificadas.
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8. Conclusiones.

8.1. Conclusiones I.

En la primera parte de este trabajo de Tesis se profundizé en la caracterizacién del sistema
miR396/GRFs en el control del desarrollo de la hoja, enfocdndose en su aplicacion como
herramienta biotecnoldgica.

e Se realizé un andlisis descriptivo de la estructura génica y el sitio de unién del miARN
miR396 de los genes GRFs de Arabidopsis thaliana.

e Se generd un “multimimic” contra miR396 (9X-MIM396) capaz de producir una
reduccion de los niveles de expresidn del miARN y el consecuente aumento de los
niveles de los GRFs blancos, GRF2 y GRF3.

Ill

e La expresion del “multimimic”, 9X-MIM396, produce un aumento significativo del drea
de las hojas de Arabidopsis.

e Se realizd un anadlisis comparativo de los efectos de los alelos insensibles a la
regulacion por miR396, rGRF2 y rGRF3 de Arabidopsis, en el control del desarrollo y
tamafio foliar.

e rGRF3 resulté ser un activador mas eficiente sugiriendo que la secuencia de
aminodcidos es importante para determinar la actividad promotora del crecimiento.

e Se evalud la efectividad de rGRF3 como herramienta biotecnolégica en plantas de
Brassica oleracea.

e Las plantas de Brassica transgénicas que expresan mayor nivel de GRF3 presentaron un
incremento del tamafio de hojas, raiz y semillas.

e Se identificd que la red de miR396 se induce en condiciones de estrés por sequia.

e Se evalud el efecto de rGRF3 en condiciones de estrés por sequia y se observd que
plantas que expresan rGRF3 desarrollaron hojas mas grandes que las silvestres, incluso

en condiciones de estrés.
8.2. Conclusiones Il.

En la segunda parte de esta Tesis identificamos y caracterizamos el vinculo regulatorio entre la
red de miR396/GRFs/GIFs y el factor de transcripcion ARF2 en el control de la proliferacién
celular, integrando el sistema miR396-GRF con otros reguladores del programa de desarrollo

de la hoja.
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Conclusiones

Se desarrollé un estudio evolutivo de la regulacion de miR396 sobre los GRF en el
clado Rosidae. ldentificamos que la mayoria de los GRFs analizados tiene conservado el
sitio de uniédn de miR396.

Encontramos que en Brasicaceas un grupo de genes GRFs han perdido la regulacion
por miR396. Estos genes estan relacionados a GRF5 y GRF6 de Arabidopsis thaliana
gue carecen del sitio de reconocimiento de miR396.

Se analiz6 la conservacion de la regidn promotora de GRF5 en Brasicaceas e
identificamos potenciales sitios de unién de factores de transcripcién. Entre ellos cabe
destacar un sitio de unién de GRFs y uno de ARF2.

Analisis de genes reporteros, demostraron que la regulacién transcripcional de GRF5
es esencial para expresar este factor de transcripcién en células en proliferacidn.

Una delecion en la regidn del promotor de GRF5 reconocida por ARF2 causa la
expresion ectdpica de GRF5, sugiriendo que ARF2 reprime la expresidn de GRF5.
Validamos experimentalmente que ARF2 se une al promotor de GRF5 y lo reprime
transcripcionalmente.

Encontramos que ARF2 también regula otros GRFs y de manera indirecta al miARN
miR396. Validamos la unién del factor de transcripcidn al gen GRF3.

Caracterizamos mediante andlisis genéticos el vinculo entre ARF2 y el sistema
miR396/GRFs/GIFs en el control de la proliferacion celular en hojas.

Identificamos que ARF2 actla por arriba del nodo miR396/GRF en la cascada
regulatoria, y que el fenotipo de mutantes arf2 puede ser suprimido disminuyendo la
actividad de GRF5 y otros GRFs.

ARF2 tendria un rol principal en la regulacién de GRF5 y un rol secundario sobre otros
GRFs regulados post transcripcionalmente por miR396.

Analizamos la relacion entre ARF2 y el sistema miR396/GRFs en otros procesos del
desarrollo de la planta. Encontramos indicios de que en el control del desarrollo de la
raiz exista un vinculo regulatorio entre ARF2 y miR396/GRFs semejante al identificado
en el desarrollo foliar.

En el control del proceso de senescencia encontramos que ARF2 actla de manera

independiente del sistema miR396/GRFs.
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9. ANEXO.

9.1 Anexo R1

Tabla A1. Seleccion de los genes de soja y arroz para expresar de manera heteréloga en Arabidopsis.

Similitud con

GRF

Organismo Gen Base de dato .
& AtGRF3 (%) seleccionado
Arab/qopSIS AtGRE1 Kim et al (2003) The Plant 36.8
thaliana Journal
AtGRF2 32.6
AtGRF3 100.0 (+)
AtGRF4 74.8
AtGRF5 29.8
AtGRF6 26.9
AtGRF7 35.9
AtGRF8 33.1
AtGRF9 26.7
Oryza sativa OsGRF1 Choi et al. (2094) Plant Cell 320
Physiol
OsGRF2 34.8
OsGRF3 324
OsGRF4 38.2 (+)
OsGRF5 32.0
OsGRF6 33.3
OsGRF7 33.0
OsGRF8 32.2
OsGRF9 37.4
OsGRF10 29.7
OsGRF11 21.1
OsGRF12 23.7
. Glyma.01G148 | Plant Transcription Factor
Glycine max 600 Database 38.1
Glyma.01G234
400 36.9
Glyma.03G19
2200 58.9 (+)
Glyma.04G230
600 31.6
Glyma.07G038
400 30.2
Glyma.09G068
700 32.7
Glyma.09G212
500 37.0
Glyma.10G067
200 54.5
Glyma.11G008
500 37.9
Glyma.11G110
700 36.6
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Glyma.11G208

200 56.1
Glyma.12G014

700 36.0
Glyma.13G109

500 31.9
Glyma.15G176

500 333
Glyma.16G007

600 32.0
Glyma.17G050

200 33.0
Glyma.17G232

600 34.2
Glyma.17G232

700 34.0
Glyma.19G192

700 60.3
Glyma.U02860 340

0

G/yma.(l)JOZ870 344
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9.2 Anexo R2

Alineamiento de las regiones corriente arriba de genes ortélogos a At-GRF5

T-COFFEE, Version_11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507)

Cedric Notredame
SCORE=910
BAD AVG GOOD

*

AT3G13960|Chr3_ 89
Araha.4235s0002 90
AL3G26150 89
Bostr.28625s030 89
Bol040427 90
Brara.E02725 87
Cagra.0736s0034 89
Thhalv10020873m 88
Carubv10013860m 90
cons 91

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3

TGTGTAGGTACCATCTTACATATCTCCA--TATACGCATGCATATCATTTTCGAACCAATTTA

AFang 423580002  s===—=—=s=s=s=s=s=s=s=s==s==—=s==ss=—s=ssemessssssssseeeees CGTGCTTTTACC
AL3G26150 TGTTTAGGTACCATCTTCAATCTCTCTAGATATACACATGCATATCACTTTCGAACCAATTTA
Bostr.28625s030 IHEGINC/ VA UNEANPIUNCHVAINCA T A C T AT Il === GAAT----TTTTA
BelQAQ4A27 = |  —acoomeomomsomoosoososoossasseseee s e s e s o s e s s s o e e o=

Brara.E02725

Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

TGTTTAGGTACCATTGCATCTTTCATAATATAACAACACATATTTC-————————————————
ACTACAATGGTATCCAACAGATTAT === === == == == == —————— oo

AT3G13960|Chr3 GAAGGTGATGTA--—--— I === AATCAAAAGTATTTAGGATGATGGTTTATCGCG
Araha.4235s0002 TGAAACGACTTA--—--— I === TATGAAACGGA-————=————=—————————————
AL3G26150 GAAGGTGAAGTT--—--— CAACAGTATATAATTAAAAAGTATTTAGGATGAATGTTCATTGCT
Bostr.28625s030 CAACACGTTGTAGCGGACTAC

Bol1040427 ==

Brara.E02725

Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_

Araha.4235s0002
AL3G26150

TGAACACCATTTTGTTTAAGTACGTGGTCAT--C-——— —GCAAGGTAACCATCTTTAT

TGAACGCCATTTTATTATGTACAGTGGTCATGGTAAAGAGGTAAGTAAAGTAACCATCTTAAT
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Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

TTTCTTGGGTTG-----———- ATCTTCACTAGCTATATA-————— TTAACCAATTACATATGT

GGGAGTATGT
TTTTGTTGTGTTGACCGATATATCTTCACTAACTAGCTATAATAATTAATTAATTACATATGT
————————————————————————————————————————————— TATGTAAGAGACAGACTA

ACTAGACCAATTCAGAAAACTAACTTCGAAAAGAAAATTCACTTTATCATTCAAAATTCTGTT
————————————————————————————————————————————— TCGATCARAGACAATAAG

ATTATTTTGTACTGAAGAAAGGATATAATTTGTAATCGCCAAATGATTGAATTAGTATTTGCT
ATTATTTTGTACTGAAGAAATGATGTAATTTGTAATCGCCAAATGATAGAATTAGTATTTGCT
ATTATTTTGTACTGAAGAAAGGATATAATTTGTAATTGCCAAATGATAGAATTAGTATTTGCT
CTTTGTTTGCAAACAAAATCGTTTCTTATTTACCATTCATAATTTTTTCAGTTTGCAAACAAT

AATTACAAAAATTTGTAGAAA-———————— TCGCGATAATTATCAACTTTTT-TACTATATCC
AATTACAAAAATTTGTACAATCAAGATATATACTATATATGGTGTACTTTTTTTACTATATTC
AATTACAAAAATTTGTACAATCACGATATATACTATATATGGTCAACTTTTT-TACTATATTC

TTTTATGGAAAATAG————————————————————————————_ ACATTGG-TATGCTATTG
AGTTCTACTAATCAGAGCAATTTC-———————————- TTAGTCCAACTTTGT-TTATTTTGTC
ATCAACTTCCT--CGTTCAAR-———————— TTTTGGCTGTAAATAATCATTT-TCTTATATTC

CATCATTCTACTATTACGCAATGTTATCAATTGT---ACTAGTTTGTTTCATCCACTATGTAA
CACCATTCTACTATTACTTAATGTTATCAATTGT---ACTAGTTAGTATCATCCACTATATGT
CACCATTCTACTATTACTTAATGTTATCAATTGT---ACTAGTTAGTATCATCCACTATATGT
TCCATCCAAAAAACTAAGGTGATCTAGTCTACAA---ATGGATTAGTTCATTCGATCCAATGC
ATTCAGTCGAAGAATTAGAATCTTCACAAATGTT---TAGAAAA-——————————————————
——TGATCTAGTCTACTACAGACGGGTTAATTCATTCTATCCAATAC
TCTACG————————————— TATACTATTCAGCAATTGAACATTTTTTGTTTGTAATCGAATCA
——————————————————— TGATCTAGTCTACTACAGACGGGTTAATTCATTCTATCCAATAC

AATCATTCAAACCCTARAGT-~CGAT——————————————————————————— G---CTCATC
AATCAATCAAACCCTAAATT--TGAT- -
AATCATTCAAACCCTARATT-~TGAT——————————————————————————— G-———————-
AACAATTTAAACCCTARAATTTTAAG-—————————————————————————— G-———————-
——————————————— AACCTTTTGAG-————————=———————————————— A
AACAAATTTAAACCCTAAATTTCGAG-—————————————————————————— G-———————-
AACTATATTCTCATAATTATTTAGAACACAAAAAGAAGAGAACGAAAATAAT GGATCATGCAT
AACAAATTTAAACCCTAAATTTCGAG-—————————————————————————— G-———————-
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AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m

AGCTCATGTATATGTA-—————-— T--GTATCATGTATATGTACATAAGATATAAAA--—-CCT
—=ATCATCTATATATASS===—— == === TGTATGTGTACATTATATATATAA
—ATCATGTAATGTATG-————--— == =—=—=== GAGTACATTATATTAGA--—-TAT
——-ATCATGTATATGTAAGAAATTTATGAATGA-—————— GTGCATTATGTATCGAC--—-TTA
—=ALTATCTATATATT S==—=———— RGP ==—===== CTGCATGTGTGAACTAT--—-GTA
—=ATCATCTATATCTASS=—=—= TP==EANJE R =—=—=== GAGCATAATGCATCGAA--—--GAC
TGATCAAGTTGATGTA-———————— BGTGTGAS S as s ATTGTGTATATATAATAT-—--AT
——-ATCATGTAGATGTA-——-——--— TP==EANINE A =—=—=== GAGCATACTGCATCGAA--—--GAC
—-——-TTAT AGATGTGCATGTARAAGAATGGTAGATAGTAGTAGTAG—————
AAACTTAT ARAATGTGCATGTA-AAGAATGGTAGATAGTAGTAGTAG—————
AAACTTAT--——————————. AAATGTGCATGTA-AAGAATGGTAGATAGTAGTAGTAG—————
IV \—s=—soscsoososos==s ATGTGTATGTA-AAGAACGGTAGATAGTAGGTGTGTAAGG—
TGTGTATACTTATTGTATGTATGTGAGTATGCA-TAGAATGGTAGATTG—————— WAC==—=—
TTATAAGA-——————————— GTATGTGTAAGTA-AAGAATGGTAGATAGTGGTAGTAGTAGCA
TCATATATEGRANGH ===~~~ ATGTGAGTATGTA-TAGAATGGTAGATTGTAGGTGT-——————
TTATAAGA-——————————— GTATGTGTAAGTA-AAGAATGGTAGATAGTGGTAGTAGCAGT -

————————————————— GTGTGTAAGGAGAAAGATCTAGGGGGCTTCA-AAAAAAGGAGAGAA
————————————————— GTGTGTAAGGAGAAAGATCTAGGGGGCTTCA-AAAAAAGGAGAGAA
—————————————— TAGGTGTGTAAGGAGAAAGAT CTAGGGGGCTTCA-AAAAAAGGAGAGAA
———————————————————————— AGAAGAAAGATCTAGGGGGCTTA--AAAAAAGGAGAGAA
————————————————— GTGTGTAAGACGAAAGATCTAGGGGGCTTCA-AAAAAAGGAGAGAA
GTAGTAGTAGGAGTAGGTGTGTAAGGGAGAAAGAT CTAGGGGGCTTCAGAAAAAAGGAGAGAA
————————————————————— GTAAGAAGAAAGATCTAGGGGGCTTCA-AAAAAAGGAGAGAA
——AGTAGTAGGAGTAGGTGTGTAAGGGAGAAAGAT CTAGGGGGCTTCAGAAAAAAGGAGAGAA

AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGGAGTGAACAGTCTTACTC-—-T
AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGGAGTGAACAGTCTTACTC-—-T
AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGGAGTGAACAGTCTTACTCCTTT
AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGGAGTGAACAGTCTTACTCT —-—
AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGTAGTGAACAGTCTTACTCT —-—
AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGGAGTGAACAGTCTTACTCT —-—
AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGTAGTGAACAGTCTTACTCTC-—
AAGGACAGAGCATGTGAAAAGAGACAGAGAAACAAACAGAGGAGTGAACAGTCTTACTCT —-—

TTCTATGCACTTAATGAACC-CAACCCTCTCTGT
TTCTATGCACTTAATGAACC-CAACCCTCTCTGT
TTCTATGCACTTAATGAACC-CAACCCTCTCTGT
———————————— CTCTGCACTTAATGAACA-CAGCCCTCTCTGT
TTTCTGCAACTTAATGACCC-CAACCCTCTCTGA
TTCCTGCAACTTAATGACCC-CAACCCTCTCTGA
TTCTCTGTACTTAATGAACCCCAACCCTCTCTGT

* ok ok ok x * kkkkkkk Kk * ok kkkkkkkkk

A-TATTTCTGATTCTTCACATGTCTTCCTCTTCTTTTTTATTCCGAAAACTTTTCTTCA---G
A-TATTTCTGATTCTTCACATGTCTTCCTCTTCTTTTTTATTCCTAAAACATTTTTTTTTCAG
A-TATTTCTGATTCTTCACATGTCTTCCTCTTCTTTTTTATTCCTAAAACTTTTTTTTTCAG—
A-TATTTCTGATTCTTCACATGCCTTTCTCTTCTTTTTTATTCCTAAACTTTTTTCAA-————
AGTATTTCTGATTCTTCACATGCCTTCCTCTCCTTTCTTATTCCTATTCTATAAAATTAATG—
AGTATTTCTGATTCTTCACATGCCTTCCTCTCCTTTCTTATTCCTATTCTATAAAACTAATG—
A-TATTTCTGATTCTTCACATGCCCTTTCTCTTTTTTTCTTTCTTATTCCTCCTCCTCAATAT
A-TATTTCTGATTCTTCACATGCCTTTCTCTTCTTTCTTATTCCTATTACTAATGCCCAAAA-
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Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150

Bostr.28625s030

A-TATTTCTGATTCTTCACATGCCCTTTCTCTTTTTTTCTTTCTTATTCCTCCTCCTAAATAT

Kk kkkkkhkkkkkkhkhhkhkkkkkhkkhkk * * *kk K * kK *
—————————————— TA---------AAAACCA---ATGCCGARAA-—————————————————
—————————————— TA---------AARACTA---ATGTCGAARA-—————————————————

ATATATAAT-TTTGTATAAATTGATAAAATTAGGGATGTCCGATATAGAAATATATATATATA
____________________________________________ A__________________
TTAAATTAGTTTTGTATAAATTGATAAAATTAGGGATGTTTGGCCGATATAGAAARAATATATA

Region V

———AAATACATAAIAAAAACGACAAAATATCTAACATTTTTT ===TAT GGACAAAAG
—AAATACTTAATAAAAAAACGACAAAATATCTAACATTTTTTT—TATAGAAAAAGGACAAAAG
—AAATAATTAATAAAAAAACGACAAAATATCTAACATTTTTTA———TAGAAAAAGGACAAAAG

———AAATATTTAAIAAAAACGACAAAATATCTAACATATTTTT —————— AAAAAGGACAAAAG
———AAATATTTAAIAAAAACGACAAAATATTTAACACTTTG ——————— AAAAAAGAACAAAAG
———AAATATTTAAIAAAAACGACAAAATATTTAACACTTTG ——————— AAAAAAGGACAAAAG
TTTAAATAAAATAAAAAAACGACAAAATATCTAACAATTTTTGTGTTTAAAAAAGGACAAAAG
———AAATATTTAAIAAAAACGACAAAATATCTAACAATTTTT ——————— AAAAAGAACAAAAG

TTTAAATCA——AAIAAAAACGACAAAATATCTAACAATTTTTGTGTTTAAAAAAGGACAAAAG

* * L R T T * Kk kkkKh KAk kKA kKK

TACTTT---CACTTCACTTGCAACCAAACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT
TACTTT---CACTTCACTTGCAACCAAACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT
TACTTT---CACTTCACTTGCAACCAAACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT
TACTTT---CACTTCACTTGCAACCAAACAAACCGAGTCCCCTTCTTTTATCCAATGGTCTCT
TACTTT---CACTTCACTTGCAACCAAACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT
TACTTT---CACTTCACTTGCAACCAAACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT
TACTTTTTACACATCGCTTGCAACCAAACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT
TACTTT---CACTTCACTTGCAACCAAACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT
TACTTTTTACACATCACTTGCAACCAARACAAACCTAGTCCCCTTCTT-TATCCAATGGTCTCT

* ok ok ok k K Fhkk kk kkkkkkkkhkhkhhhhhk khkhkkhkkrkkrkkx rkrkkrkkrkkrkkkkxkkx

CCCCTGCTCTCTATTTCTCATCTAAACACCCTTTTCTTTCTTTCTTATTTACCATTTTGCCAA
CCCCTGCTCTCTATTTCTCATCTAAACACCCTTTTCTTTTTTTCTTATTTACCATTTTGCCAC
CCCCTGCTCTCTATTTCTCATCTAAACACCCTTTTCTTTCATTCTTATTTACCATTTTGCCAC
TCCCTGCTCTCTATATCTCATCTA-ACACCCTCTTCTTTATTCCTTATTTACCATTTTGCCAC
TGACTGCTCTCTATATCTCAGCTAAATACCCCTTTCTTTCTTTCTTATTTACCATGATGACAC
TGACTGCTCTCTATATCTCAGCTAAATACCCCTTTCTTTCTTTCTTATTTACCATGATGACAC
TCCCTGCTCTCTATTCCCCATCTAAACACCCTCTTCTCTTTTCCTTATTTACCATTTCGCCAC
TCCCTGCTCTCTATTTATCATCTAAACACCCTTTTCTTTCTTTCTTAATTACCATTTTGCCAC
TCCCTGCTCTCTATTCCCCATCTAAACACCCTCTTCTCTTTTCCTTATTTACCATTTCGCCAC

Fok ok ok ok ok ok k Kk ok *k kkk Kk kkkk *kkKk K * kkkk kkkkkk Kk * kK

CTTATGTARAAGATGTTAAGARAG= === === === = === = — = —— oo
CTTATGTARAAAAT GTTAAGAAG-———————————————————————— oo
CTTATGTARAAAAT GTTAAGARA-———————————— == ———— oo

CTTTTGAAAA-———————————————— TAAACCAACATTTCTA----TGTAAAATGTTAAATA
CTTATCAAACAA-——————————— CACCACATATTTCTACATA----TATCACCATGTAAAAA
CTTATCAAACAA-——————————— CACCACATACTTCTACATA----TATCACCATGTGAAAA
CTTATTTTTTTATT--ACAAAAAAAAGAAACCACATTTTTCTA----TGTCAATATGTTAAAA
CTTTAGAAATAA--——— GAAGAGTAGAAGACCACATTTCTTTCTATATATCACCATGTGAAAG

CTTATGTTATTACAGAAAAAAAAAARAARACCACATTTTTCTA----TGTCAATATGTTAAAA

___________________ AAAATGTGAAA---ATTTAGTAAAAATCTCTCTTTTGTATTGTC
___________________ ARAAATGTGAGA----TTTAGTAARAATCTCTTTTTTTCTATTGTC
___________________ ARAATGTGAGA---—-—-AGTAAAATCTCTTTTTTTCTATTGTC
] AAAATGTGRAARA—————— TTGTAAAATCTTTTGITTTCTATTGTC
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Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
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CTAATAAAACTTTGACAAAAAAATGAATGGTCAAATTATTAAATTTACCTTGTTTCCTTTAGA
CTAATAAAACTTTGACAAAAA-ATGAATTGTCAAATTATTAAATTTACCTTGTTTCTTTTAGA

Gmmmmmmmm AAAAACAAAAT-————— TTGTAAAAR-——————— TCT T HEHE

CTATA-—-ACGTTGACAAAAAAATATGAAA--——T--GT--AAGCTTTACTTTTTTTTTGTTA

Gmmmmmmmm AAAAACAAAAT-————— TTGTAAAAAT-—————— CTTTTTTCTC
* Kk Kk * * *

GTCAGAAACTGTAAAAT---AA-TCTTACTCTTTTTCAAGTCAGCATATAAGTTTGGTTTCTT
GTCAGAAACTGTAAAATCTAAA-TATTACTCTTTTTCAAGTCAGCAAAAAAGTTTGGTTTCTT
GTCAGAAACTGTGAAATCTAAA-TATTACTCTTTTTCAAGTCAGCAAAAAAGTTTGGTTTCTT
GTCAGAGACTGTAAAATCTAAA-TATTACTCTTTTTCAGGTCAGCAAAAAAGTTTGGTTTCTT
GTCAGCAAAGCGTGAATATTTCATATTTAATTTT-——————————. AAAAAGTTTGATTCTCTC
GTCAGCAAAGCGTGAATATTTCATATTTAATTTT-—————————— TAAAAGTTTGATTCTCTC
GTCAGAAACTGTAAAATCTAAAATATTACTCTTTTTCAGGTCAGCAAAAAAGTTTGGTTTCTT
GTAACGCAGCGCAAACCGTAAA-TATTTATGTATCTTTAGT —--TAAAAAAGTTTGGTTCTTT
GTCAGAAACTGTAAAATCTAAAATATTACTCTTTTTCAGGTCAGCAAAAAAGTTTGGTTTCTT

*Kk K * * * kK * x * * * %k * *

C-TCCCGAGTCAGAGATT-CGTGC-AGTGATGATACAAGAAGCTTATTCCGAATTCTTTTCAT
CTTCCCGAGTCAGAGATT-CGTGCCAGTGATGATACAAGAAGCTCATTCCGAATTCTTTTCAT
CTTCCCGAGTCAGAGATT-CGTGCCAGTGATGATACAAGAAGCTCATTCCGAATTCTTTTCAT
CTTCTCGAGTCAGAGATT-CGTG-CAGTGATAC---AAGAAGCTCATTCCGAATTCTTTTCAT
IS EEIeAE e R - eI - CAGTGATAC——————————————————————————————
IR cEIeRERETNIg - IEE - CAGTAATAC——————————————————————————————
CTTCTCGAGTCAGAGATT-CGTG-CAGTGATACACAAAGAAGCTCATTCCGATTTCTTTATCA
CTTCCCCAGTCAGAGATTTTGTG-CAGTGATAC---AAGAAGCTCATTCCGAATTCTATTAAT
CTTCTCGAGTCAGAGATT-CGTG-CAGTGATACACAAAGAAGCTCATTCCGATTTCTTTATCA

* * kkkk Kk kK kK kK * Kk *k K KK

ARATACTCGTATTTCCTTCTTCTTTTTTTTTTTCTTTT-—-TTTTAACATCTATCTGTTCTTCT

ARATACTCGTATTTC-———————————————— TC-TTT--TTTACATCTATCTGTTTTTTTCT
ARATACTCGTATTTC-———————————————— TCTTTT--TTTACATCTATCTGTTTTTTTCT
GAATACTTGTATTTCT-—————-——————————— TTTCTTTTTTACATCTATCTGTTTTTTT-T
—————— TCGTCAAT---——-——-———-——-————TCTTTT--TTTCAACACATCTACCAGTTGTT
—————— TCGTCAAT---——-——--————————-TCTTTT--TTTCAACACATCTATCAGTTGTT
TAAATAAAATACTTGT-———————————————— AG-——————————————— -
ARATACTCGTCAATTC-——————————————— TGTTTT--TTTCAACATATCTATCAGTTGTT
TAAATAAAATACTTGT-—————-——————————— AG-——————————————— -
* *
TGCATCTATCTGATTTTCCTCTGTCTTTTAGACAGTA-————————. ATAACAGA----GCTCA
TGCATCTATCTGATTTTCCTCTGTCTT-TAGACAGTA-———————— ATAACAGA----GCTCA
TGCATCTATCTGATTTTCCTCTGTCTT-TAGACAGTA-———————— ATAACAGA----GCTCA
TGCATCTATCTGATTTCCCCCTGTCT--TAGACTGTA-———————— ATAACAGA----GCTCA
TTTATCTATCTGATTTTCATCTGCC---TAGTCAGTA-———————— ATATCAGG----GTTCA
TTTATCTATCTGATTTTCATCTGCCT--TAGTCAGTA-———————— ATATCAGG----GTTCA
———————————— TATTTCCCCTGTCG--TAGACAGTAGCGTATTTATTTACAGA----GCTCA
TTCATGTATCTGATTTTCTACTGTCT--TAGACAGTA-———————— ATACCAGGCAGGGCTCA

———————————— TATTTCCCCTGTCG--TAGACAGTAGCGTATTTATTTACAGA----GCTCA

*x K *x kK *x*k Kk kkx * * k% * ok k ok
CTAAATGTAA--TAAAT-————————————————————— AAAAAAATGAGCTCAATAAAAAGGT
CTAAATGTGTAATAAAC-———————————————————— AAAAAAATGAGCTCAATAAAAAGGT

CTAAATGTGTAA-TAAA-———————————————————— CAAAAAATGAGCTCAATAAAAAGGT
CTAAATGTAA--TAAACGAAAA-——————————— AATGAAAAAAATGAGCTCAATA-AAAAGG
ATAAATGTAA--ATAATTGTTTTT-——————————————. AAAAGGAGTTCAGTAATARAGAGG

ATAAATGTAA--ATAATTGTTTTT——-- --ARAAGGAGTTCAGTAATAAAGAGE

CTCAATGTAA-—TAAACCAARAGAARARA-———————————— ACAATGAGCTTAATAGAARAGE

CTGAATTTTAAATTAA- ——————————==—=———o--o AARAADATTGAGCTCATTAARAAGG

CTCAATGTAA--TARACCARAAGRARAl  pg gién IV hATGAGCTTAATAGAARAGG
* Kk k Kk * x * * * x *
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ARATGGCACTCATTTTTAGGCCATCAAGTGTTGGGATACAGCTGAAATTAAAAAG---GCGTC
ARATGGCACTCATTTTTAGGCCATCAAGTGTTGGGATACAGCTGAAATTAAAAAG--—-GCGTC
ARATGGCACTCATTTTTAGGCCATCAAGTGTTGGGATACAGCTGAAATTAAAAAG---GCGTC
ARATGGCACTCATTTTTAGGCCATGAAGTGTTGGGATACAGCTGAAATTAAAAAG---GCGTC
ARATGGCACACATTTTTAGGCCATCAAGTATTGGGATACAGCTGAAATTTTAAAAGA-GCATC
AAGTGGCACACATTTTTAGGCCATCAAGTATTGGGATACAGCTGAAAATTTAAAAGA-GCATC
ARATGGCACTCATTTTTAGGCCATCAAGTGTTGGGATACAGCTGAAATTATAAAG-T-GCGTC
ARACGGCACTCATTTTTAGGCCATGGAGTATTGGGATACAGCTGAAATTAAAAAAAAGGCATC
ARATGGCACTCATTTTTAGGCCATCAAGTGTTGGGATACAGCTGAAATTATAAAG-T-GCGTC

* % KA hkhk kA kA A KA KA KA KKK Khkk Kkhkkkkhkk kA kA kA kKA kK K * Kk * Kk KKk

AGCTCAAAGGAAAAAATA--AATAAAAAAGATTCCCAAAAATCAATGCAGRTTTTATAGAAAAA

AGCTTAAAGGAAAAAAT-————— AAAAAAGATTCCCAAAAATCAATGCAQATTTTTTATATAA
AGCTTAAAGGAAAAAAT-————— AAAAAAGATTCCCAAAAATCAATGCAGTTTTTTTATAAAA
AGCTCAAAGGAAGAAA----AAAAAAAAAGATTCCCAAAAATCAATGCARTTT-—————— ARA
TGTTCGAAGGAAGAA--—————— AAAAAAGATTCCCAAAAATACAAATTJATTTATTATAACT
TGTTCAAAGGAAGAA--—————— AAAAAAGATTCCCAAATATACAAATTJATTTATGATAACT
AGCTCAAAGGAAGAAACT--AAAAAAAAAGATTCCCAAAAATCAATGCAGRCCTTTTT——-AAAA
TGCTCAAAGGTTGAA-————— AAAAAAAAGATTCCCAAAAATCAATGCAGTTTTAA---—GAA

AGCTCAAAGGAAGAAACTAAAAAAAAAAAGATTCCCAAAAATCAATGCAGRCCTTTTT-TAAAA

* K * Kk kK * ok dhkrkkkkhhkhkhkkkkkhkhkhkk **k * *
e ATACACATAATTTCAAAAAATACT--TAAATTTTGA-——-—-—
AAAAACACACAAATAAT----TATATATAGTTTCAAAATAAACGAATAGAAAAAAA-——————

AACAAAACACAAATAGTTATATATATAGAGTTTCATAATAAAATCAACAATAAAAAA--—-—AA
AAAAAAATACAAATGGTTATAGGTGTATAAATTCAAAATAAT - —————— AAAAAAA———————
AACAAAACACAAATAGTTATATATATAGAGTTTCATAATAAATTCAACAATATATAAAAAAAA

* Kk Kk
—-——-AAAATAAG-A---TGAAGAAAGGATTGAGA-———————————————— IAGAGAGGAAAG
—-——-TGAATAAT-A---TGAAGAA-AGATTGAGA-———————————————— IAGAGAGGAAAG
—-——-TGAATAAT-A---TGAAGAA-AGATTGAGA-———————————————— IAGAGAGGAAAG
AAATGGGTAATT-T---GAAGAAA-AGATTGAGA-———————————————— IAGAGAGGAAAG
—-——-AGACTA---T---TGAGARAA-AATTAAGGG-——-——————————————— IAGAGAGGAAAG
—-——-AGACTA---T---TGAGAAA-AATTAAGGG-———————————————— IAGAGAGGAAAG
ARAGAGAGTAATTTTGAAGAG-—————————————————————————————— IAGGGGGGGAAG
—-——-GGGGTAAT-A---TTGAAGA-AGATTGAGA--——————————————— IAGAGAGGAAAG
AGAGAGAGTAATTTTGAAGAGAAA-AGATTGAGAGAGAGGGGCGGGCCGGCCRGGGGGGGAAAG

* * ok kx ok k Kk
Regidn Il

AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCT-GA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCT-GA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCT-GA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGGCT-GA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCT-GA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCT-GA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCTGGA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCT-GA
AGTAGTCAGAGAGACAGGAGCATCAAGTGCTGCAGAAGAAGCAACAGGAACACTGGGCCTGGA

Kok kkkhkkhkkhhhhhhhhhhhhhkkhhhkrhrhrhrhrhrhrhrhrhrhrhrhrhdhhhhs **k **

GTCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTTCTTC
GTCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTTCTTC
GTCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTTCTTC
GCCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACATCTCATCECTTACATACATTTTATCT
GTCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTTCTTCECCTCCTTACATTTTTATC
GTCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTTCTTCECCTCCTTACATTTTTATC
CTCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTCACTCfCTTCTCTTCCTCTTCTTC
GTCCCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTCCTTCFTCCCTTACATTTT-——-—
CTCTCTTCAGATTTGCCAGTCTTTATAGGACCACACTCTCACTCfCTTCTCTTCCTCTTCTTC

110



Anexo

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3_
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
Araha.4235s0002
AL3G26150
Bostr.28625s030
Bol040427
Brara.E02725
Cagra.0736s0034
Thhalv10020873m
Carubv10013860m

cons

AT3G13960|Chr3
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I R T * Kk

Region I

—————— TTCATCCCCCTTACATACATTTTATCTAT-—--—4-TTTTACATTTTACAATATTG
—————— TTCATCCCCTTA-CATACATTTTATATTTTTTATTATTTTAACATTTACAATATTG
—————— TTCATCCCCTTA-CATACATTTTATATTT-TTATTATTTTAACATTTACAATATTG
————————— Al -———————————————————————————— - —— T T TECSVAEA SV NIE
TATTTTAACATTAACAATATTG
TATQTATTTTAACATTAACAATATTG
——————————————— |- -—TACATATTTTACAATATTG
—ATQTATTTTAACATTTACAATATTG
——————————————— |- -—TACATATTTTACAATATTG

* * Kk KKk kA KAk K

GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACTCCTTAAAAGCTCTTGTCCT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACTCCTTAAAAGCTCTTGTCAT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACTCCTTAAAAGCTCTTGTCAT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAAAACTCCTTAAAAGCTCTTGTCCT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACCCCTTAAAAGCTCTTGTCCT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACCCCTTAAAAGCTCTTGTCCT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACTCCTTAAAAGCTCTTGTICTT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACTCCTTAAAAGCTCTTGTCCT
GATATTTTAATGTTGTTTTGATTTTACACTACATGGCAAA-ACTCCTTAAAAGCTCTTGTCTT

KA kA kA kA A A A Ak hhhhhhhhhhhhhkhhkhhhhhhhhhhdh ** F hrhrhrhrhrhrhrhsx *

GATGTGATTCTTTTTTCT—f——————————————m e
GATGTGATTCTTTTTTCT-§4-—-— TCTATTTATTTTTTGT T——————————————————___
GATGTGATTCTTTTTTCT-§4-—-— TCTATTTATTTTTTGT T————————————————————_
GATGTGATTTTTTCTTIG-§-———— TP PG T TTCT T————————————————————____
CATCTGACATTTTTCTTGA§-————— CATCCATCTCCATTAGATTTTCTTTTATGAATGTTTT
CATCTGACATTTTTCTTGA§-————— CATCTATCTCCATTAGATTTTCTTTTATGAATGTTTT
GATTTGATTCTTTTTCTA-§4-—-— S R G O T (] S —
CTTATGATATATATATATATATATATTTATTTATATATTGTT-————————————————————
GATTTGATTCTTTTTCTA-§-——-— TTTCTTTTCTTCTTTC T—————————————————_—___
* ok koK *

GTGATTTAACTCTTTGATTTAACTACCAACCATATAAAATCATGATTTCTTTTTATTAATATT
GTGATTTAACTCTTTGATTTAACTATCAACCATACAAAATCATGATTTCTTTTTATTAATA-—

———-TTTCAACACTGTCTARATATCTCTC-—===== === === === ——
~TCTTTTTAACACTGTCTATATATCTCTC - === === === === === —
~TCTTTTTAACACTGTCTATATATCTCTC-————————————————— -

GTTAAATCATTTTTTCAACAGTTTAATAGCTACACCGAAGTAGTTGAAAAACCAAAATAATCT
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AT3G13960|Chr3

TGAAATGTATAATGAAATGTTTTGTGATAGCTCT-TTGATTTATTAACT ———————— CTTTGA
TAAATTCTTTAATGAATGTTTTGTGATAACTC--TTTGATTTATTAACACATATTATATAAA-
TATTATTTTTAATTTATAGTGTCATCTTGAATCTTTAA-————————————————————————
TAAAAATTTTAATGAATATCTTTTGATAAACTCGTTGAGTTTTATAACACATACTATATAATA
——TATTTTTTTATTATTTTTTGTGAAAGAACTCTTTTTTTTATAAATCATGTATTCGTTTTGA
TAAAAAATTTAATGAATATTTTTTGATAAACTCGTTGAGTTTTATAACACATACTATATAATA
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GTGAGGTGGATTGATAAAAGGTGTAAGGTGTTGAATATTTCCAACAAATATACATAGT CTAAT
———————————————————————————————————————————————————— TTCATAGTAAT

————————————————————————————————— CTTTCCTCAATACAAAA---AAGTAGGGTA
——————————————————————————————————————————————— AAA---GTGGGGTATA
————————————————————————————————— CTTTCCTAAATACAAAAAAAGTGAGGTATA
————————————————————————————————— CTCTCCTAAATACAAAA---ATAGGGTATA
AGAGTGTGACTAATTGTATAGTAATCTTTGTTCTATAGT TAACTACA-GA---AACATATTAG
AGAGTGTGACTAATTGTATAGTAATCTTTGTTCTATAGTTGACTACA-AA---AAAATATTAG
————————————————————————————————— TACAATTAAATACA-AA---AAATAGGGTA
————————————————————————————————— ATTCCCAAAATACA-AA---AAATAAAGTA
————————————————————————————————— TACAATTAAATACA-AA---AAATAGGGTA

Regiodn |

TATATATAAAAGAGGGAGTGGCCTCGTGTAGAGAAAGAACCTAGCTAGT ---GTTCATGCAAT
TATATATAAAAGAGGGAGTGGCCTCGTGTAGAGGAAGAACCTAGCTAGT ---GTTCATGCAAT
TATATATAAAAGAGGGAGTGGCCTCGTGTAGAGGAAGAACCTAGCTAGT —---GTTCATGCAAT
TAAATATAAAAGAGGGAATGGTCTCGTGAAGAGGAAGAACCTAGCTAGT ---GTTCATGCAAT
TATATA-TAAAGTGGGTATGGCCTCGTGAAAAGGTAGAGGCTAGCTAGT ---GTTCATGCAAA
TATCTATAAAAGAGGGCATGGCCTCGT TAAAAGGTAGAGGCTAGCTAGT ---GTTCATGCAAA
TATATATTAAAGAGAGAATGGTCTCGTGAAGAGGAAGAACCTAGCTAGTCTTGTTCATGCAAT
TATATATAAAAGAGGGAATGGCCTCGTGAAGAGGAAGAAGCTAGCTAGT ---GTTCATGCAAA
TATATATTAAAGAGAGAATGGTCTCGTGAAGAGGAAGAACCTAGCTAGTCTTGTTCATGCAAT

* % * % *kkKk Kk Kk *hkk kkkkk * kK * Kk *okkok ok ok Kk x *k ok ok k ok kK kK

TTGCATCTGAGGAATATATGCTTA- f -GAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG-————— AGAGA
TTGCATCTGAGGAATATATGCTTA-§-GAAAGAGAAAGAGAGAGAGA————————————————
TTGCATCTGAGGAATATATGCTTA-§-GAAAGAGAAAGAGGGAGAGA————————————————
TTGCATCTGAGGAATATATGCTTT—§--AGAGAGAGAGAGAGAGAGA————————————————
TTGCATCTGAGGAATATATGTTGA- f —~GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
TTGCATCICAGCAATATATGITTA - § —CAGAG--———————=———————-

TTGTATCTGAGGAATATATGCTTT—§--AGAGTGAGAGAGAGAGAGA————————————————
TTGCATCTGAGGAATATATGCTTA- § —-GAGAGAGAGAGGGAGAGAGA-
TTGCATCTGAGGAATATATGCTTTAGAGT GAGAGAGAGAGT GAGAGA-———————————————

*hkk kkkkkkkhkkkkhkkhkkKk Kk * K

5'UTR

GAGAGAGAGAGAGAGATATCAAACCAGAGGPFAAGAGTGACAGAGAAAG———TGGT——CATCT
GATATATCAAACCAGAAGPFAAGAGTGACAGAGAAGG———TGGT——CATCT
————TATCAAACCAGAGGPFAAGAGTGACAGAGAAGG———TGGT——CATCT
GATCAAATTATAAAGAGGCﬁAAAAGTGACAGAGAGGG———TGGTCT——TCT
GAGAAAGAGAGAGAAATATCAAACAAGAGGCFAAGAGTGACAGAGAGAGTGTTGGT——CTTCT
GCAAAAGAGAGATAAATATCAAACAAGAGGCFAAGAGTGACAGAGAGAGTGTTGGT——CTTCT

———————————— GATATATCAAATTATT---§ CAGAGGGACAGAGAGGG---TGGTCTTTTCT
—————————————————— TCAAACCAGAGGCFAAAAGTGACAGAGAAAG———TGGT——CTTCT
———————————— GATATATCAAATTATT---§ CAGAGGGACAGAGAGGG---TGGTCTTTTCT
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* * * kk kkkkkkkk * * Kk K * ok k

TTGTCTGTCTCTGTCCGAAACTCAGGAGCCCTA----ATCTCTGAATCCATCAAGAAAGCTCT
TTGTCTGTCTCTGTCCGAAACTCAGGAGCCCTA----ATCTCTGAATCCATCAAGAAAGCTCT
TTGTCTGTCTCTGTCCGARAACTCAGGAGCCCTA----ATCTCTGGATCCATCAAGAAAGCTCT
TTGTCTATCTCTGTCCGAAACTCAGGAACCCTA----ATCTCTGAATCCATCAAGAAAGCTCT
TTGTCTGTCTCTGTCCTAAACTCAGGAACCCTAGATTACCTCTGAAGCTATCAAGAAAGCTCT
TTGTCTGTCTCTGTCTTAAACTCAGGAACCCTATATTTTCTCTGAAGCTATCAAGAAAGCTCT
TTGTCTGTCTCTGTCTGAAACTCGGGAACCCTA----ATCTCTGAATCCGTCAAGAAAGCTCT
TTGTCTGTTTCTGTCCGAAACTCAGGAACCCTAGCTAATCTCTGAATCTATCAAGAAAGTTCT
TTGTCTGTCTCTGTCTAAAACTCGGGAACCCTA--—-ATCTCTGAATCCATCAAGAAAGCTCT

Kk KK KK K KhkKkk KKk Khkkkkk kkk KAk KkKx Kk KkKK K Kk KhkkkkhkKk kK KhK

TTCTCTTCCTTCTTTTATGCTTCTGAATTTGCTACATATATAA----ACTATCTGAAGAAAGC
TATCT-TCCTTCTTTTATGCTTCTGATTTTGCTATATATATAA----ACCCTCTGAGGAAAGC
TATCT-TCCTTCTTTTATGTTTCTGATTTTGCTACATATATAAATAAACCCTCTGAGGARAGC

TATCA----TTTTTTTATGCTTTTGCTTTTGCTACATATATAA-————, ACCTTTGAGGGAAGC
TATTTTCTTCTTTTATCTTCTTTTGATTTT——-—-CTATATAAA-———— CCCTTTGAGGAAAGC
TATTTTCTTCTTTTATCCTCTTTTGATTTT——--—-CTACATAAA---—--CCCTTTGAGGARAGC
TTTATCTTCTTCTTTTCTGCTTTTCCTTTTGCTACATATATAA-————, ACCTTTGAGTGAAGC
G i I T S O AR GCTACA —— ——TAR————— CCATTTGAGGAAAGC
TTTATCTTCTTCTTTTCTGCTTTTCCTTTTGCTACATATATAA ACCTTTGAGTGAAGC
* kAR K kk Kk * ok x * kKR k ok Kk
ATG
\GATGATGAGTCTAAGTGGAAGTAGCGG
TAG-=————————————————————————— AGAAGARAGATGATGAGTCTAAGTGGAAGTAGTGG
TAG-————————————————————————— AGAAGARAGATGATGAGTCTAAGTGGAAGTAGTGG
TAGAGAGAAGAAAAAGAAGAAAGGTACATAGATAARTATGATGAGTCTATCTGGAAGTAGTGG
TAGAAAATAAGAA-————————————————————— \GATGATGAGTCTAAGTGGAAATGGTGG
TAGAGAATAAGAA-————————————————————— \GATGATGAGTCTAAGTGGAAATGGTGG
TAGAGAGAAGAAGAAGAAGAAGAG-—————————— -ATGATGAGCCTAAGTGGAAATAGTGG
TAGAGAAGAAGAA-—--— G ARGATGATGAGCTTAAGTGGAAGTAGTGA
TAGAGAGAAGAAGAAGAAGAAGAG-—————————— —-ATGATGAGCCTAAGTGGAAATAGTGG
*ok ok kkkkkkkk  xk  kkkkk Kk Kk ok

GAGAACAATAGGAAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGGAAGAACTGGAACATCAAGCCCT
GAGAACAATAGGAAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGGAAGAACTGGAACATCAAGCCCT
GAGAACAATAGGAAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGGAAGAACTGGAACATCAAGCCCT
GAGAACAATAGAGAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGCAAGAACTGGAACACCAAGCCCT
GAGAACAATAGAGAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGCAAGAACTGGAGAATCAAGCCCT
GAGAACAATAGAGAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGCAAGAACTGGAGAATCAAGCCCT
GAGAACAATAGAGAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGCAAGAACTGGAACACCAGGCCCT
GAGATCAATAGAGAGGCCTCCATTCACACCAACACAATGGAAAGAACTGGAGCATCAAGCCCT
AAGAACAATAGAGAGGCCTCCATTTACACCAACACAATGGCAAGAACTGGAACACCAGGCCCT

*kx Kk kkkk Fhkkkkkkhhhkk hhhhhhhhhhhhkkrk krkkrkrkxkx * kk kkkkk

AATCTACAAGTACATGGTCTCTGGTGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATCTACAAGTACATGGTCTCTGGTGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATCTACAAGTACATGGTCTCTGGTGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATTTACAAGTACATGGTCTCTGGTGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATTTACAAGTACATGGTCTCAGGAGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATTTACAAGTACATGGTCTCAGGAGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATTTACAAGTACATGGTCTCTGGTGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATTTACAAGTACATGGTCTCTGGTGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG
AATTTACAAGTACATGGTCTCTGGTGTTCCTGTCCCACCTGAGCTCATCTTCTCCATTAGAAG

Kk kkkkkkhkhhkhhkhhhhhk kk hhhkkhkhkhkhkhkhrkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk ok

AAGCTTGGACACTTCCTTGGTCTCTAGACTCCTTCCTCACCAATCCC
AAGCTTGGACACTTCCTTGGTCTCTAGACTCCTTCCTCACCAATCCC
AAGCTTGGACACTTCCTTGGTCTCTAGACTCCTTCCTCACCAATCCC
AAGCTTGGACTCTACCTTGGTGTCTAGACTCCTCCCTCACCAATCCC
AAGCTTGGACTCTTCCTTGGTCTCTAGACTCCTCCCTCACCAATCCA
AAGCTTGGACTCTTCCTTGGTCTCTAGACTCCTCCCTCACCAATCCA
AAGCTTGGACTCTACCTTGGTCTCTAGACTCCTCCCTCATCAGTCCC
AAGCTTGGACTCTTCCTTGGTCTCTAGACTCCTCCCTCACCAATCCC
AAGCTTGGACTCTACCTTGGTCTCTAGACTCCTCCCTCATCAATCCC
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