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Abstract

Plants have developed a complex organization to cope with environmental changes,
synchronizing their physiological processes and metabolism with the rotation of the
Earth’s axis. This rhythm is regulated by the circadian clock, an intricate system based on
a set of genes called the oscillator, forming several feedback loops of transcription and
translation. GIGANTEA (GI), a plant-specific nuclear protein, is a gene belonging to the
evening loop of the circadian gene regulatory system. This gene is characterized by its
pleiotropic actions, including flowering time, growth and defense against pathogens. Here
we show how the specific silencing of the GI gene, through the RNA-interference technique,
affects the vegetative development in Petunia.
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Resumen

Las plantas han desarrollado una organizaciéon compleja para hacer frente a los cambios
ambientales, sincronizando sus procesos fisiolégicos y metabolismo con la rotacion del eje
de la Tierra. Este ritmo esta regulado por el reloj circadiano, un intrincado sistema basado
en un conjunto de genes llamado oscilador, que forma varias respuestas ciclicas de
transcripcion y traduccion. GIGANTEA (GI), una proteina nuclear especifica de la planta, es
un gen que pertenece al ciclo de la tarde del sistema génico, que regula el ritmo circadiano.
Este gen se caracteriza por sus acciones pleiotrdpicas, que incluyen el tiempo de floracion,
el crecimiento y la defensa contra patégenos. Aqui mostramos como el silenciamiento
especifico del gen GI, a través de la técnica de interferencia de ARN, afecta el desarrollo
vegetativo en Petunia.
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1. INTRODUCCION

Gracias a la capacidad de reconocer los cambios estacionales, las plantas aumentan sus
posibilidades de supervivencia, seleccionando el momento del afio mas favorable parala floracion,
y de esta manera aumentando las posibilidades de éxito reproductivo [1].
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Hasta ahora, la mayoria de los estudios genéticos moleculares se han realizados usando la
planta modelo Arabidopsis thaliana [2][3], demostrando que la floracion fotoperiddica y la
regulacion del reloj circadiano comparten elementos comunes, como los receptores de luz y las
proteinas que forman el temporizador circadiano. Gracias a estos estudios sabemos que GI
estabiliza ZEITLUPE (ZTL) [4], una proteina F-box conocida por poseer un dominio de deteccién
de luz azul [LUZ, OXIGENO, VOLTAJE (LOV)] en el extremo N, que facilita su estabilidad.
Facilitando la maduracion de ZTL en su forma activa, GI, a través de su actividad de proteina
chaperona, le permite degradar TIMING OF CAB 1 (TOC1) y PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 5
(PRR5) por degradacion proteasomal [5] ayudando a mantener una alta amplitud de oscilaciéon
de estos genes a lo largo del dia. En este trabajo, hemos caracterizado el gen GII1 en Petunia x
hybrida ycreado plantas transgénicas con pérdida de funcién, a través del método de ARN de
interferencia.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Fueron recolectadas semillas de Petunia x hybrida (familia Solanaceas), de la variedad doble
haploide ‘Mitchell’. Las plantas fueron cultivadas en una camara de crecimiento en condiciones
estacionarias de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, una intensidad luminosa de de 20-25 pE
m-2s-1y una temperatura de 26+1°C.

2.2 Diseiio v construccién molecular del vector RNAi

Através de una serie de PCR se seleccion6 la region de GI codificante para GI1 y se insertaron
secuencias attB1 y attB2 para la recombinacién a través del método de clonaciéon Gateway®
(https://www.thermofisher.com/). El amplicon de 225 bp, se recombind primero en el vector de
clonacién pDONR201 (Invitrogen) y después en el plasmido binario pHellsgate12 para inducir la
formacidn de estructuras de doble hebra de ARN en forma de horquillas. El gen nptll, presente
entre los bordes derecho e izquierdo del ADN-T del plasmido binario, fue usado como gen
marcador de seleccidn bajo el control del promotor CaMV 35S.

Las construcciones se comprobaron mediante PCR y los productos se evaluaron por analisis
en gel de agarosa al 1%. Los cebadores utilizados estan enumerados en la tabla 1. Para la
transformacion en planta se aplicé la cepa desarmada EHA105 de Agrobacterium tumefaciens.

2.3 Generacién de las lineas iRNA::PhGI1

Para la transformacion se utilizo6 la cepa desarmada de Agrobacterium tumefaciens EHA105.
El protocolo de transformacion fue desarrollado por el laboratorio de Tom Gerats (Nijmegen) y
reune también la experiencia de Peter de Groot (Nijmegen) y Dave Clark (University of Florida),
[6][7]. La transformacién genética de las plantas se confirmé mediante PCR y andlisis de Southern
Blot [8]. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 3 minutos a 952C, seguidos de 15
segundos a 952C, 15 segundos a 552C y 15 segundos a 722C por 35 ciclos y 5 minutos a 729C (Kapa
Biosystems).

2.4 Muestreo y analisis estadistico

Para el andlisis fenotipico, se consideraron diferentes aspectos vegetativos como el tamafio
de las hojas, la longitud del entrenudo y el nimero de meristemos axilares. El andlisis estadistico
se realizd entre tres y cuatro lineas T1 independientes silenciadas por el gen PhGI1, tres plantas
de tipo silvestre y tres plantas “siblings” no transgénicas. Los datos sobre las hojas son el
promedio de tres hojas por planta.

3. RESULTADOS
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Se obtuvieron 3 lineas iRNA::PhGI1 transgénicas independientes, denominadas 3.7,4.7 y 8.1.
Las hojas basales y apicales de las lineas transgénicas de PhGI1 se mostraron significativamente
mas largas y anchas, particularmente en la zona apical, en comparacidn con las de tipo silvestre y
de los “siblings” no transgénicas (Fig. 1; Fig. 2a). Las plantas transgénicas mostraron una mayor
dominancia apical, caracterizada por una reduccién promedia de la longitud entrenudo y a una
porcentual de meristemos axilares a lo largo de la planta, dando como resultado un fenotipo maés
espeso comparado con las plantas control (“WT” y “siblings”) (Fig. 2b)(Tabla 2). Estas
caracteristicas subrayan un importante cambio estructural en el habito de crecimiento.

4. CONCLUSIONES

Nuestros resultados demuestran que GI1 esta involucrado en el desarrollo vegetativo de
Petunia y que su silenciamiento provoca un cambio en la organizacién estructural de la planta,
caracterizado por un marcado predominio apical.
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Tabla 1. Cebadores utilizados

PhGi13utrF TGGAGAAAGGGCAGAGACAT

PhGi13utrR GTGGAGCCACCCTTACGTT

PhGi13utrFattb1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGAGAAAGGGCAGAGACAT
PhGi13utrRatth2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGTGGAGCCACCCTTACGTT
nptil For CCTGCTTGCCGAATATCATGGTGG

nptil Rev CGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGG
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Figura 1. Longitud y anchura de las hojas basales y apicales en tres lineas T1 independientes de
iRNA::PhGI1 en comparacion con las plantas hermanas no transgénicas de la linea PhGI1.1 y el
tipo silvestre. Los asteriscos indican significancia estadistica, segtin la prueba T de Student * P

<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Tabla 2. Comparacién de parametros vegetativos

wild- . . % GI1 versus
Genotype Type iRNA:PhGI1 W.T.
Entrenudo Basal 12,61 16,93 +34.4
(mm)
Entrenudo
Mediano (mm) 16,30 10,17 -37,6
Entrenudo
Apical (mm) 20,5 13,60 -33,7
N° de
meristemos 34 78 +129,4
axilares

Imagen 1. El habito de crecimiento vegetativo
de las lineas transgénicas en comparacién con
el tipo silvestre. A la izquierda, una linea de tipo
silvestre, a la derecha iRNA::PhGI1 linea 4.8.
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