Clonado posicional del gen VRN-D4 en trigo hexaploide
(Triticum aestivum)

Tesis presentada para optar al titulo de
Doctor de la Universidad de Buenos Aires, Area Ciencias Agropecuarias

Néstor Fabian Kippes
Licenciado en Biotecnologia, Universidad Nacional de San Martin, 2010

Lugar de trabajo: Universidad de California, Davis, CA, USA

|

-

AUB

>

Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano
Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires



COMITE CONSEJERO

Director de tesis
Jorge Dubcovsky
Lic. en Cs. Bioldgicas (Universidad de Buenos Aires)
Dr. en Cs. Biologicas (Universidad de Buenos Aires)

Co-director
Gabriela Tranquilli
Ing. Agr. (Universidad de Buenos Aires)
Dr. en Cs. Agropecuarias (Universidad de Buenos Aires)

Consejero de Estudios
Maria Laura Appendino
Ing. Agr. (Universidad de Buenos Aires)
M.Sc. Produccion Vegetal (Universidad de Buenos Aires)

JURADO DE TESIS

Director de tesis
Gabriela Tranquilli
Ing. Agr. (Universidad de Buenos Aires)
Dr. en Cs. Agropecuarias (Universidad de Buenos Aires)

JURADO
Ana Maria Castro
Ing. Agr. (Universidad Nacional de La Plata)
Dr. en Genética (Universidad de Cordoba, Espafia)

JURADO
Fernando Carrari
Ing. Agr. (Universidad de Buenos Aires)
Dr. en Biologia (Universidad de Buenos Aires)

JURADO
Esteban Hopp
Lic. en Cs. Bioldgicas (Universidad de Buenos Aires)
Dr. en Cs. Biolégicas (Universidad de Buenos Aires)

Fecha de defensa de la tesis: 2 de DICIEMBRE de 2015



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer especialmente a mi director el Dr. Jorge Dubcovsky, no solo por haberme dado la
posibilidad de trabajar en este proyecto, sino también por ser un ejemplo de dedicacién, compromiso y
estimulo contante.

A mi co-Directora y mi Consejera de Estudios por haberme tenido paciencia y estar siempre disponibles.
A todos mi comparieros del laboratorio de Genética de Trigo de la Universidad de California, Davis. En
especial a Francine, Stephen, Tyson, Hans, Nico y Juan por la ayuda constante y el apoyo moral.

A mis ayudantes, estudiantes de la Universidad de California Davis (Anna, Maisie, Karla y Marielle)
porque sin ellos hubiera sido imposible Ilevar a cabo todo este proyecto.

A Laura Dubcovsky por estar siempre presente y tratarnos como familia.

A mi familia por todo su apoyo.

En especial a mis dos amores... Tomy y Ale.



Declaro que el material incluido en esta tesis es, a mi mejor saber y entender, original
producto de mi propio trabajo (salvo en la medida en que se identifique explicitamente
las contribuciones de otros), y que este material no lo he presentado, en forma parcial o

total, como una tesis en ésta u otra institucion.



Publicaciones derivadas de la tesis:

Nestor Kippes, Juan M. Debernardi, Hans Vasquez-Gross, Bala A. Akpinar, Budak Hikmet,
Kenji Kato, Shiaoman Chao, Eduard Akhunov and Jorge Dubcovsky (2015) Identification of
the VERNALIZATION 4 gene reveals the origin of spring growth habit in ancient wheats
from South Asia. Proc Natl Acad Sci USA 112 (39):E5401-E5410.

Nestor Kippes, Jie Zhu, Andrew Chen, Leonardo Vanzetti, Adam Lukaszewski, Hidetaka
Nishida, Kenji Kato, Jan Dvorak, Jorge Dubcovsky (2013) Fine mapping and epistatic
interactions of the vernalization gene VRN-D4 in hexaploid wheat Mol Genet Genomics 289
(1):47-62.



INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS . ...ttt ettt ettt e e et e e e et e et et e e et e e et et e e e e e nees VII

INDICE DE FIGURAS. . ..t ettttnt et et et et et ettt et et et et e e e e e e et et et e e eaeaneeanens VIII
ABREVIATURAS . . et e ettt XIv
RESUMEN . .o e e e e e et eas XV
ABSTRACT . . e e e e XVI

CAPITULO 1 Introduccién: el cultivo del trigo y la regulacién genética de la floracién 2
1.1 INTRODUCCION 3
1.1.1 EL CULTIVO DEL TRIGO EN LA INDIA 4
1.1.2 CONTEXTO MUNDIAL DE LA PRODUCCION DE TRIGO 5
1.1.3 REGULACION GENETICA DE LA FLORACION EN CEREALES DE CLIMA TEMPLADO 6

1.1.4 VRN-D4 10
1.2 HIPOTESIS 12
1.3 OBJETIVOS 13
1.3.1 Objetivo general 13
1.3.2 Objetivos especificos 13
CAPITULO 2 Mapeo de alta densidad y analisis de genes candidatos para VRN-D4 14
2.1 INTRODUCCION 15
2.2 MATERIALES Y METODOS 16
2.2.1 Material vegetal 16
2.2.2 Condiciones de crecimiento 17
2.2.3 Mapa genético y fisico 17
2.2.4 Caracterizacion de TaVIL-D1 y otros genes candidatos 18
2.2.5 Andlisis de genética comparativa 19
2.2.6 Analisis de expresion mediante qRT-PCR 20
2.2.7 Interacciones epistaticas 21
2.3 RESULTADOS 22
2.3.1 Secuenciacion del gen candidato TaVIL-D1 22
2.3.2 Mapa de alta densidad de la region candidata 23
2.3.3 Mapeo de VRN-D4 usando lineas monotelosémicas y ditelisémica 26
2.3.4 Analisis de genes candidatos mediante genética comparativa 28
2.3.5 Epistasis entre VRN-D4 y otros loci que controlan el requerimiento de vernalizacion 32
2.4 DISCUSION 35
2.4.1 Mapeo de VRN-D4 35
2.4.2 Genética comparativa de la region candidata para VRN-D4 en B. distachyon y arroz 36
2.4.3 Analisis de la region candidata de VRN-D4 38
2.4.4 Interacciones epistaticas de VRN-D4 39

2.5 CONCLUSION 41



CAPITULO 3 Identificacion, validacién y caracterizacion del gen candidato para VRN-

D4

3.1 INTRODUCCION

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Estudio de expresion de genes mediante RT-QPCR

3.2.2 Busqueda y analisis de mutaciones en la poblacién de TILLING
3.2.3 Secuenciacién de BACs y mapa fisico

3.2.4 Marcadores para el sitio de insercién 5DS/5AL

3.2.5 RNA-EMSA

3.2.6 Andlisis de estructura de la poblacién

3.2.7 Diversidad genética

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacién de la linea portadora de VRN-D4

3.3.2 Validacién de VRN-D4 usando mutaciones inducidas

3.3.3 Mapa fisico de la regién de VRN-D4

3.3.4 Caracterizacion del alelo para habito de crecimiento primaveral
3.3.5 Distribucién geografica de VRN-D4

3.4 DISCUSION

3.4.1 Un genoma dindmico

3.4.2 El origen de VRN-D4

3.4.3 El efecto de VRN-D4 en la diversidad genética de T. aestivum ssp. sphaero
3.4.4 Nuevos mecanismos de control del requerimiento de vernalizacién
3.5 CONCLUSION

CAPITULO 4 Discusién general y conclusiones
4.1 DISCUSION GENERAL

4.1.1 Discusidn de los objetivos alcanzados

4.1.2 Andlisis de las hipotesis planteadas

4.2 CONCLUSION GENERAL

BIBLIOGRAFiA

APENDICE

\

42
43
44

44
47
48
50
50
51
52
52
58
62
69
73
83
83
84
85
87
91

93
94
94
96
98

101

111



(il

INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1. Representacion grafica de los haplotipos de los recombinantes criticos. A= TDF-J; B=
CSs402, H= heterocigota, C=B o H, y D= A o H. Un cambio en el color de la celda indica un evento de
recombinacién. El tiempo a floracién observado en la prueba de progenie de cada recombinante critica
esta mostrado al pie de la tabla, para cada clase genotipica, como la media + error estandar de la media.
(Arriba se indica el nombre del marcador utilizado para el test de progenie (TP)). S= significativo (P<
0.0001), NS = non-signifiCatiVO. . .......cooiuiiiii e e p25

Tabla 2.2. Seleccion de genes putativos anotados como factores de transcripcion o genes
relacionados con funciones en desarrollo. ..............oiiiiiii i p31

Tabla 2.3. Interacciones entre VRN-D4 y otros alelos que regulan el requerimiento de vernalizacion.
Se muestra la probabilidad de los efectos principales y las interacciones en un ANOVA factorial 2 x 3, la
proporcion de la variacion explicada por el modelo (R%), el grado de dominancia y el efecto relativo de

una combinacion alélica de dosis SIMPIE. ... . ..o p33

Tabla 3.1. Andlisis de las mutaciones encontradasen VRN-D4. ..o, p60

Tabla 3.2. Distribucién geogréfica de las entradas postuladas como portadoras de VRN-D4 en
estudios previos. La presencia de los productos de los marcadores para los bordes de la insercion
5AL/5DS, y la presencia de la secuencia de RIP-3"""""* es indicada como “+” y la ausencia como “-”. La
deteccion del nimero de copias de VRN-AL (CNV) es descripta en la seccidn de materiales y métodos. La
duplicacion en tindem de VRNA1 fue estudiada mediante la presencia/ausencia de un doble pico C/T en la
posicion 349 de la regién codificante de VRN-AL como se ha descripto con anterioridad (Diaz et al.
2013). TDF, GABO, CSs40, Y TDC fueron incluidos como controles. Lo nombres de las lineas
corresponden a los publicados en estudios previos (Iwaki et al. 2000 y 2001). Los nombres comenzando

con la letra ‘N’ corresponden a entradas del Instituto de Citologia y Genética (Novorsibirsk, Rusia)....p75

Tabla 3.3. Alelos primaverales presentes en las entradas de T. aestivum ssp. sphaerococcum
utilizadas en este estudio. Los marcadores para los alelos de VRN-AL, VRN-B1 y VRN-D1 fueron
descriptos previamente (Yan et al. 2004 y Fu et al. 2005). VRN-Ala= duplicacién del promotor y VRN-
Bla= insercion de un retrotransposon en la secuencia promotora, ambas ligadas a habito de crecimiento
primaveral (Chu et al. 2011). Los nombres comenzando con ‘PI” “‘Cltr’ corresponden a entradas de GRIN
y nombres comenzando con la letra ‘K’ al Instituto Vavilov (St. Petersburgo, Rusia). La presencia de
VRN-D4 fue estudiada con los marcadores para los bordes de la insercion 5DS/5AL, la presencia del SNP

A367C, y la presencia de la secuencia de RIP-3VRN P4 p77

Tabla 3.4. Diversidad genética por genoma de las cinco subspecies de T. aestivum. Se utilizé un total
de 14,263 SNPs para los cuales se conoce su ubicacion cromosomica seleccionados del conjunto inicial
de marcadores de 16,371 SNPs identificados en el chip 90K iSelect Illumina (Wang et al. 2014) para

estudiar la diversidad genética de cada genomMa. ...........ovirinininiiii et p79



Vil

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. Triticum aestivum spp. sphaerococcum cultivado en la provincia de Karnataka, India.
(A) Plantas cultivadas en condiciones de campo (B) Espigas (C) granos. (Mori et al. 2013)................ p5

Figura 1.2. Regulacion genética del requerimiento de vernalizacion. Antes de la vernalizacion los
niveles de VRN1 y TaFT son mantenidos bajos debido a altos niveles del represor VRN2, evitando asi la
ocurrencia de la floracién durante el otofio. Durante la vernalizacion un incremento en los niveles de
VRNL1 actda como inhibidor de VRN2, liberando TaFT de su represion. Una induccién de TaFT, produce
un aumento de los niveles de VRN1 en hoja lo que a su vez retroalimenta el ciclo. TaFT viaja de las hojas
a los &pices, donde induce un aumento de VRN1, como resultado se induce la transicion del estadio
vegetativo al reproductivo. Flechas verdes indican promocion, naranja indica represion, y gris representa
una via desfavorecida (Adaptado de Trevaskis et al. 2007 y Chenetal. 2014)....................oceeel. p10

Figura 2.1. Uso de lineas ditelocentricas para el mapeo de VRN-D4. (A) Bandeo-C del cromsoma 5D,
cromosoma telocentrico 5DS y 5DL e iso-cromosoma 5DS. (B) Tiempo a floracién de las plantas con
diferentes dosajes del brazo corto del cromosoma 5D (5DS): 0 copiAs (mt5DL, dt5DL y nullisomicos
5D), una copia (mt5DS), dos copias (dt5DS y TDF-J), y cinco copias (dt-iso5DS + 5D). El nimero de
plantas para cada clase esta indicado en la base de cada barra y el error estandar de la media est4
representado en la barra de error. Los valores de significancia P son el resultado de dos t-test para las
muestras con variancias desiguales con los datos transformados para recuperar la normalidad de los
residuales (test Shapiro-Wilk no significativo). La clase dt-iso-5DS + 5D no fue utilizada en las
comparaciones por estar representada por una Unica muestra. N6tese la aceleracién de la floracién cuando

el brazo corto del cromosoma 5D eSta PreSente. ..........oninininii i p27

Figura 2.2. Mapeo comparativo de la regién candidata de VRN-D4. (A) Mapa de alta densidad de
VRN-D4 en la poblacién de trigo hexaploide TDF-J X CSsag, (3.182 gametas). Las distancias estan
expresadas en cM. (B & C) Mapas de la region de VRN-D4 en B. distachyon y arroz. Las distancias son
expresadas en Mpb y estan basadas en las posiciones actuales de los respectivos genomas. Las regiones

centromérica no estan dibujadas a escala. (B) Cromosoma 4 de B. distachyon . (C) Cromosomal2 de

Figura 2.3. Comparacion de los niveles de transcriptos de TaAGL31 en hojas de TDF (Vrn-D4) y
TDC (vrn-D4) en platas de tres y cinco semanas de edad. Los niveles de transcriptos estan expresados

(CTACTINA — CTTaAGL31)

como veces-ACTINA y fueron calculados de acuerdo a la férmula 2 . Las barras de

error representan el error estandar de la media calculado a partir de 6 réplicas bioldgicas. .................p32

Figura 2.4. Interacciones entre VRN-D4 y otros alelos que regulan el requerimiento de
vernalizacion. Para simplificar la visualizacién solo graficaron solo los valores de las plantas
homocigotas para los diferentes alelos de vernalizacidn segregando en cada poblacion. A Interacciones
entre VRN-D4 y VRN-AL. B Interacciones entre VRN-D4 y VRN-BL1. C Interacciones entre VRN-D4 y



VRN-D1. D Interacciones entre VRN-D4 y VRN-B3. Todas las interacciones son significativas (P <
0.0001, basado N ANOWVA 2 X ) ... iu ittt et e e et et et e r e e reeie e e e e aaa p34

Figura 3.1. Caracterizacién de la linea TDF (Vrn-D4). Niveles de transcriptos de (A) VRN-1 (todos los
homologos combinados), (B) FT1y (C) VRN-2. (D) Efecto en tiempo a floracion de VRN-DA4. El
experimento fue terminado 114 dias después de la siembra. (E) Niveles de transcripcion de los tres
diferentes homdlogos de VRN. (F) NUmero haploide de copias de VRN-AL. Jagger, Munstertaler y
Moldova fueron incluidos como controles para 1, 2 y 3 copias de VRN-AL respectivamente (Zhu et al.
2014). (A-E) Las medias fueron calculadas a partir de ocho replicas bioldgicas. (F) Media calculadas a
partir de cuatro replicas biologicas. Las barras de error en todos los gréaficos representan el error estandar
de la media (SEM). TDCy CSsy,: invernal, sin alelos de habito primaveral. TDF: primaveral, Vrn-D4.
TDD= primaveral, Vrn-Ala. BW (Bobwhite): primaveral, Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-D1. NS= no significativo,
*=P<0.05 ** =P <0.0L, y*** =P <0.00L)...iniinitiitiiie e p54

Figura 3.2. Niveles de expresion en hoja de los tres homologos de VRN1. (A) Plantas de tres semanas
de edad (B) Plantas de cinco semanas de edad. Los resultados a semana 1, que forman parte del mismo
experimento, son presentados en la figura 3.1.Las barras representan la media calculada de ocho
replicaciones bioldgicas y el error representa el error estandar de la media (SEM). El habito de
crecimiento y los alelos presentes se describen a continuacion: TDC (invernal, vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 vrn-
D4), TDF (primaveral, vin-Al vrn-B1 vrn-D1 Vrn-D4), TDD (primaveral, Vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 vrn-
D4), y BW (Bobwhite, primaveral, Vrn-Al Vrn-B1 Vrn-D1 vrn-D4). NS = no significativo, * = P < 0.05,
o P <0.0L, Y FFF S P < 0.00L. . p55

Figura 3.3. Deteccién del SNP A367C de VRN-D4. (A) Cromatogramas de secuenciacion mostrando el
polimorfismo A367C en las lineas portadoras del alelo dominante Vrn-D4 (TDF y Gabo) y su ausencia
en las lineas portadoras del alelo recesivo de vrn-D4 (CSs4g,, CS: Chinese Spring y TDC). (B)
Cromatogramas mostrando el polimorfismo A367C en los recombinantes criticos de la poblacién TDF x
CSs402 detallada en el Capitulo 2. En los estudios de progenie realizados para cada individuo
recombinante se estableci6 si dicha progenie segrega para el habito de crecimiento primaveral
(segregante). Cuando todos los individuos de esa progenie florecieron sin diferencias significativas entre
ellos y de forma similar al padre portador de VRN-D4 se los considera no segregantes y de floracion
temprana (temprana). No se encontraron recombinantes donde todos los individuos de la progenie

tuvieron una floraCion tardia. ... ... ..o p56

Figure 3.4. Expresion de los paralogos de VRN1 del brazo cromosémico 5AL (VRN-A1) y 5DS
(temporalmente denominado VRN-5DS). RT-PCR con cebadores que amplifican ambos genes
(VRN-A1y VRN-5DS). Los dos transcriptos pueden ser identificados mediante el polimorfismo A367C,
el cual genera un sitio adicional de corte con la enzima de restriccion BstNI en la secuencia de VRN-5DS.
Luego de la digestion con BstNI, el fragmento de 251-pb detectado en VRN-A1 (sefialado con una cabeza
de flecha) es cortado en dos fragmentos de 195 pb y 56 pb en VRN-5DS (flechas). En la linea TDF, donde
VRN-5DS y vrn-Al estan presentes, solamente los transcriptos de VRN-5DS (variante “C” del SNP 367)
son detectados hasta la tercer semana. A las cinco semanas, una banda tenue correspondiente a VRN-A1



también es detectada en TDF (variante “A” del SNP 367). TDC tiene un habito de crecimiento invernal y
por lo tanto no expresa VRN1. Se incluyeron tres réplicas bioldgicas para cada genotipo. ACTINA (Yan et
al. 2003) fue usado como control de carga de la amplificacion por PCR................oooiviiiiiniiiinnn, p57

Figura 3.5. Andlisis de las mutaciones inducidas generadas por TILLING en VRN-DA4.

(A)Estructura génica de VRN-D4, las flechas indican la localizacion del SNP A367C, y las mutaciones de
TILLING (E158K y la mutacion en el sitio de splicing) y la localizacion del SNP A367C. (B) Mediante
un alineamiento multiple de 268 secuencias que incluyeron los genes AP1, AG, FUL, CAULIFLOWER,
VRNL1 y otras proteinas de la familia MAD-BOX se realizé la representacion grafica de la conservacion de
cada aminoacido. Se utilizo el sitio web de WebLogo (weblogo.berkeley.edu) que a partir del
alineamiento genera la representacion grafica donde en tamafio de cada letra representa un aminoacido y
el tamafio es proporcional al su frecuencia en esas posicion. La region mostrada cubre las posiciones del
aminoécido 115 al 175 (en VRN-D4) dentro del dominio K-Box. Las flechas indican la posicion donde se
encuentran los cambios K123Q (natural de VRN-D4) y el producido mediante EMS E158K. (C)
Caracterizacion de los mutantes de TILLING en tiempo a floracién. Efecto de la mutacién E158K en
tiempo a floracion. wt: homocigota para el alelo salvaje, het: heterocigota, E158K= homocigota para el
alelo mutante. (D) Efecto de la mutacion de splicing en tiempo a floracién. Spl. = homocigota para la
mutacion de splicing. Las barras indican la media de al menos seis replicas biolégicas. Las barras de error
indican el error estandar de la media (SEM). NS = no significativo, * = P <0.05, ** =P < 0.01, y *** =P
S 010 ) USRI p61

Figura 3.6. Representacién gréfica de la region cromosémica de VRN-D4 en el brazo corto del
cromosoma 5D. (A) Ensamblado de la secuencia cromosémica CS-dt5DS (~680 kb) comparada con las
bases de datos de secuencias de los brazos 5DS y 5AL (IWGSC), T. urartu y tres bases de datos de Ae.
tauschii. Fueron anotados dos genes (VRN-D4 y Cyclin A2-1= TRIUR3_24995) y un gene hipotético
TRIUR3_08792. (B) Representacion esquematica de la secuencia ensamblada: Amarillo= secuencia
>99% idéntica a Ae. tauschii, Rojo= >99% idéntica al brazo 5AL; Negro = contigs de Ae. tauschii
(http://aegilops.wheat.ucdavis.edu/ATGSP/), Rectangulos grises= BACs secuenciados, Amarillo= region
>99% idéntica, Tridngulos= insercion 5DS/5AL (C y D) Marcadores moleculares para la presencia de los
sitios de insercién 5DS/5AL rio arriba y rio abajo de VRN-D4 respectivamente. El producto de 1,440-pb
indica la presencia de la 5DS/5AL rio arriba de VRN-D4 y la banda de 687-pb de tamafio corresponde a
un control positivo de amplificacion de la PCR (correspondiente al EST BJ315664). El producto de
amplificacion de 1,283-pb indica la presencia del sitio de insercion 5DS/5AL rio abajo de VRN-D4 y la
banda de 534-pb corresponde a un control positivo de amplificacion (EST BE606654)..................... p64

Figura 3.7. Productos de amplificacion de PCR de los genes flanqueantes a VRN-AL en ADN
purificado del brazo cromosémico 5DS. Se utilizd6 ADN del cromosoma 5DS purificado mediante
cartometria de flujo (Instituto de Boténica Experimental, Olomouc, Republica Checa) para estudiar si los
genes cercanos a VRN-AL en el cromosoma 5AL (Yan et al. 2003) se encuentran también presentes en la
insercion en el cromosoma 5DS. CS: Chinese Spring, 5DS: ADN del brazo 5DS, TDC: Triple Dirk C.
Usando el mismo ADN para todos los marcadores solamente VRN-A1 fue amplificado, indicando que los


http://weblogo.berkeley.edu/
http://aegilops.wheat.ucdavis.edu/ATGSP/

Xl

genes PHYC, CYS y AGLG1 no estan presentes en el cromosoma 5DS. Las bandas multimples en el gen
CYS se deben a amplificaciones de las diferentes copias de este gen, ninguna presente en el ADN del
brazo 5DS. Los genes PHYC, CYS y AGLG1 tampoco fueron encontrados en la base de datos del
cromosoma 5DS mediante BLAST, confirmado los resultados de PCR..............ccooiviiiiiiininnnn. p65

Figura 3.8. Amplificacion de PCR de los sitios de insercion en los recombinantes criticos de la
poblacion TDF x CSss0,. (A) Marcador para la insercion 5AL/5DS rio arriba de VRN-D4 (1,440-bp
band). (D) Marcador para la insercion 5AL/5DS rio abajo de VRN-D4 (1,283-bp band). Nétese que todas
la lineas portadoras del SNP A367C muestran amplificacion de las bandas de 1,440-pby 1,283pb. H=
segregante para el habito de crecimiento (heterocigota VRN-D4 vrn-D4), temp.= toda la progenie tuvo
floracién temprana (homocigota Vrn-D4), tardia= toda la progenie tuvo floracién tardia (homocigota vrn-
D4), control= como control positivo de la amplificacion de PCR se incluy6 un par de cebadores

adicionales para producir amplificacion en todas las lin€as...............cocooviiiiiiiiii i p66

Figura 3.9. Filogenia de VRN-DA4. Ar bol filogenético basado en la region genémica de ADN de las
secuencias de VRN-AL / VRN-D4 (Neighbor-Joining utilizando 1000-pb rio arriba del codon de inicio y
1000-pb rio abajo del codén de stop de la transcripcion) utilizando el programa MEGAG6 (Tamura et al.
2013). Los numeros en los nodos de este arbol indican los valores de confidencia basado en un 5000
submuestreos (% de arboles simulados con este nodo presente). Con excepcion de VRN-D4 todas las
otras secuencias corresponden a VRN-AL. Los nimeros indican los identificados correspondientes en
GenBank, con excepcion de la secuencia de T. urartu, en la cual se indica el niumero de contig en el
ensamblado del proyecto genoma del mismo (plants.ensamble.org, GCA 000347455.1)................p67

Figura 3.10. Analisis de la secuencia de proteina de VRN-D4. Alineamiento multiple de la secuencia
de proteina predicha para VRN-D4 y las disponibles en bases de datos publicas VRN1. Resaltado en

rojo se detalla el cambio de aminoacido caracteristico de VRN-D4 K123Q. El dominio K-Box se indica
en color gris. La secuencia de T. urartu fue obtenida del sitio web plants.ensembl.org (scaffold60538).
La secuencia completa de VRN-AL en la variedad Chinese Spring (GenBank KR422423) y VRN-D4
(GenBank KR422424) fueron obtenidas en este estudio. ...............coooiiiiiiiiiii p68
Figura 3.11. Detalle de la region correspondiente a RIP-3 en el primer intron de VRN-1y VRN-D4.
(A) El sitio de union de GRP7 en Arabidopsis (Streitner et al. 2008) comparte 8 nucledtidos con la
secuencia de RIP-3 donde se une TaGRP2. (B) La secuencia candnica de RIP-3 fue encontrada en VRN-
B1, VRN-D1y VRN-A™1 (T. monococcum), mientras que VRN-A1, T. urartuy todas las lineas de trigo
tetraploide y hexaploide secuenciadas en la Tabla A.5 comparten el cambio de nucleétido T2783C. El
haplotipo de RIP-3 con 3 SNPs fue encontrado en VRN-D4 y en las secuencias de VRN-A1 de las
variedades Chines Spring, Jagger y Claire, el cual fue asociado con un débil requerimiento de
vernalizacion. Las flechas en RIP-3 indican la posicidn de los polimorfismos 2780, 2783y 2784
(contando desde el ATG de VRN-D4). Los nombres de las secuencias incluyen los nimeros de acceso de
(C1-10] 27 | PSPPI p70
Figura 3.12. Union de TaGRP2 a la region RIP-3 en el primer intron de VRN1/VRN-DA4. (A)
Expresién de GST-TaGRP2 en E. coli, ET: Extracto total, EP: elucion de proteina. (B) Ensayo de
movilidad electroforética de ARN (REMSA) mostrando la interaccion entre TaGRP2 y la sonda de 27-nt
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de ARN de RIP-3, usando la misma secuencia publicada previamente (Xiao et al 2014). Fueron
analizadas dos concentraciones de TaGRP2 (1= 1puM y 2= 2uM) (C) REMSA mostrando las
interacciones entre TaGRP2 con las tres diferentes sondas de ARN de 27-nt: RIP-3 presento una
interaccion fuerte, se observe una reduccion en la interaccién con la sonda RIP-3Y*"*! (SNP T2783C), y
se detect6 una interaccion muy débil con la sonda RIP-3""""P* (SNPs G2780C, T2783C y C2784T,
también presente en VRN-AL en Jagger, Claire y Chinese Spring). (D) Estructuras secundarias predichas
para las sondas de 27-nt utilizadas mediante el programa RNA fold (Gruber et al. 2008). Las flechas

indican la posicién de los tres SNPs desde el coddn de inicio de la traduccion en VRN-D4 (2780, 2783 y

Figura 3.13. Interaccion de TaGRP2 con las sondas de ARN del sitio RIP-3. (A) Sitio de unién de
GRP2 en el primer intrén de VRNL. (B) Estructura secundaria predicha para la secuencia de ARN
incluyendo 50 nt 0 200 nt para cada lado del sitio RIP-3. (C) Estructura secundaria predicha de las tres
sondas de ARN de 34-nt utilizadas (-L). RIP-3L: secuencia canénica, RIP-3"""*1"t: SNP T2783C, RIP-
3VRN-D4L: SNPs G2780C, T2783C y C2784T. Las flechas indican las posiciones de los SNPs estudiados
en la estructura predicha y los colores representan la probabilidad del apareamiento de las bases. (D)
Ensayo de movilidad electroforética del ARN (REMSA) mostrando la interaccion de TaGRP2 con las
tres sondas de ARN. Las interacciones se estudiaron utilizando dos concentraciones de proteina (1= 1 uM
y 2= 2 guM). Una sonda RIP-3L sin marcar fue utilizada como competidor. (E) Las mismas sondas

utilizadas en D fueron estudiadas a dos diferentes temperaturas de union (calles 1-3= 4 °C y calles 4-7=

Figura 3.14. Sitio de coleccién geogréafica de las entradas de T. aestivum ssp. sphaerococcum
utilizadas en este estudio. Los colores representan cada localizacién geogréfica de acuerdo a las
coordenadas disponibles en GRIN (www.ars-grin.gov/npgs/searchgrin.html). Los puntos fueron
posicionados de acuerdo a las coordenadas geograficas utilizando Google Maps (maps.google.com).
Todas las entradas poseen VRN-D4 con excepcidn de las entradas Cltr 8610 y Cltr 10911, ambas

colectadas en China del €StE (GriS)......uvurnr e e e p80

Figura 3.15. Diversidad genética por subespecie y cromosoma. La diversidad genética fue calculada
para cada locus (14,236 SNP) y cada subespecie usando la férmula del Contenido de Informacion
Polimérfica (PIC) descripta en la secciona de materiales y métodos. Estos valores de PIC fueron
promediados para cada cromosoma, y para reducir los efectos de sesgos en el disefio de esta plataforma,
se dividié este promedio por la diversidad genética promedio del genoma y la subespecie correspondiente.
Notese que el cromosoma 5D de T. aestivum ssp. sphaerococcum (sphaero.) es uno de los valores mas
bajos de diversidad genética, y este cromosoma muestra una diversidad genética méas alta en las otras

CUALIO SUDBSPECIES. .. ettt ettt e et et et et e ee e e p80

Figura 3.16. Representacion de la matriz de correlacion de las 100 entradas de T. aestivum (5
subespecies) utilizadas en este estudio. Este analisis fue basado en 16.371 SNPs. Rojo= alta similitud.
Lo nameros a la derecho indican los identificadores mostrados en la Tabla A.6y la Figura 3.17. (A) En la
barra exterior se indica la presencia o ausencia de VRN-D4 mediante color gris oscuro y claro
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respectivamente. (B) En la barra de color se indican las entradas de: T. aestivum ssp. aestivum habito de
crecimiento primaveral en verde, y con habito de crecimiento invernal en celeste, T. aestivum ssp.
compactum en color naranja, T. aestivum ssp. sphaerococcum in en azul oscuro, T. aestivum ssp. macha
en amarillo, y T. aestivum ssp. spelta con color rosado. Los asteriscos indican las dos entradas descriptas
como T. aestivum ssp. sphaerococcum colectadas en China y que no poseen VRN-D4 (Cltr 8610 y Cltr
10911). La clasificacion taxonémica sigue se corresponde con la informacién disponible en GRIN

(WWW.AIS=0FIN.GOV/NPUS) . et ettt et et et e rerteiettesteseesseseeseereesestnssessessessessesssssassesassnssessessassessennene oo 2 POL

Figura 3.17. Relaciones genéticas entre las subespecies de T. aestivum estudiadas. (A) Gris oscuro
indica la presencia y gris claro la ausencia de VRN-D4 basado en los marcadores desarrollados en este
estudio. (B) Estructura de la poblacion basada en 16371 marcadores SNP. Cada barra representa un
genotipo (100 lineas en total). (C) Clasificaciones taxondmicas de acuerdo a GRIN (www.ars-
grin.gov/npgs). Verde: aestivum (habito de crecimiento primaveral), naranja: compactum, azul:
sphaerococcum, amarillo: macha, rosa: aestivum (habito de crecimiento invernal), cyan: spelta. Los
asteriscos indican las dos entradas de clasificadas como ssp. sphaerococcum colectadas en China donde
VRN-D4 no esta presente. Los identificadores de las entradas estan descriptos en la Tabla A.6. (D) Nivel
de diferenciacién genética entre todas las combinaciones de pares de subspecies determinada mediante el
calculo de indice de diferenciacion (Fst). Todas las comparaciones son significativas con un P < 0.001.
(E). Valores de diversidad genética estandarizada para la regién distal y proximal de los cromosoma del
grupo 5. Nétese la alta reduccion de la diversidad en la region proximal del cromosomas 5D en T.

aestivum ssp. sphaerococcum relativa a 1as otras SUDESPESCIES. ........ovveiniiriiiiiiiiieee e, p82



ABREVIATURAS

ADNCc: Acido Desoxiribonucleico Copia

AGL31: AGAMOUS LIKE 31

ANOVA: Anaélisis de varianza

ARNi: Acido Ribonucleico de Interferencia

ARNmM: Acido Ribonucleico Mensajero

BAC: Bacterial Artificial Chromosome

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BLAT: Basic Local Alignment Tool

BW: Bob White

CO: CONSTANTS

cM: centiMorgan

CNV: Copy Number Variation

CS: Chinese Spring

CSsao2: Linea sintética de sustitucion del cromosoma 5D en Chinese Spring
EST: Expressed Sequence Tag

FD: FLOWERING LOCUS D

FLC: FLOWERING LOCUS C

FRI: FRIGIDA

FT: FLOWERING LOCUS T

GRP2: GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN 2
GRP7: GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN 7
IWGSC: International Wheat Genome Sequencing Consortium
MTP: Minimum Tiling Path

PCR: Polimerase Chain Reaction

RHT: REDUCED HEIGHT GENE

SNP: Single Nucleotide Polimorfism

SOC1: SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1
TDB: Triple Dirk B (Vrn-B1, dominante primaveral)
TDC: Triple Dirk C (invernal)

TDD: Triple Dirk D (Vrn-Al, dominante primaveral)
TDE: Triple Dirk E (Vrn-D1, dominante primaveral)
TDF: Triple Dirk F (Vrn-D4, dominante primaveral)
TILLING: Targeting Induced Local Lesions IN Genomes
VRN1: VERNALIZATION 1

VRN2: VERNALIZATION 2

VRN3: VERNALIZATION 3

VIL1: VERNALIZATION-INSENSITIVE 3 LIKE 1

XV



XV

Clonado posicional del gen VRN-D4 en trigo hexaploide
(Triticum aestivum)

RESUMEN

as variedades de trigo con habito de crecimiento invernal requieren una
Lprolongada exposicion a bajas temperaturas para acelerar la floracion. Este

requerimiento se denomina ‘vernalizacion’ y la variacion natural en los genes que
controlan este proceso ha favorecido la adaptacion del trigo a diferentes ambientes. Los
principales loci que controlan el requerimiento de vernalizacion en trigo se denominan
VRN1, VRN2, VRN3 y VRN-D4. Los primeros tres genes han sido aislados vy
caracterizados pero VRN-D4 no ha sido identificado aun a nivel molecular. EI objetivo
de esta tesis es la identificacion de VRN-D4 mediante clonado posicional, lo que incluyo
la construccion de un mapa genético de alta densidad, un mapa fisico, el estudio de los
genes candidatos y su validacion. Usando esta estrategia se encontrd que VRN-D4 esta
localizado en la region centromérica del brazo corto del cromosoma 5D. En esta region
se identifico la insercion un fragmento cromosomico de ~290Kb del cromosoma 5A
incluyendo una copia del gen de floracion VRN-AL. Usando mutantes inducidos por
EMS este estudio demuestra que esta segunda copia de VRN-AL es VRN-D4. VRN-D4
fue encontrado en muy alta frecuencia en la sub-especie  T. aestivum ssp.
sphaerococcum predominante en el sur del continente Asiatico. Esta sub-especie carece
de otros genes para habito de crecimiento primaveral, lo que sugiere que VRN-D4 jugo
un rol importante en la adaptacion del trigo a esta region. Este estudio tambien
identifico6 mutaciones en una region regulatoria de VRN-D4 asociadas a su expresion
temprana. Mutaciones similares identificadas en alelos de VRN-A1 también estuvieron
asociadas con un reducido requerimiento de vernalizacion. Los alelos de VRN-Al y
VRN-D4 identificados en este estudio representan una herramienta atil para regular la
fecha de floracion de trigo. Este estudio contribuye también al conocimiento basico de
los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta a la vernalizacion.

Palabras clave: trigo, floracion, vernalizacion, VRN1, VRN2, VRN3, VRN-D4, sphaerococcum,
TaGRP2, TILLING, genémica comparativa.
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Positional cloning of the VRN-D4 gene in hexaploid wheat
(Triticum aestivum)

ABSTRACT

heat varieties with a winter growth habit require long exposures to low
Wtemperatures (vernalization) to accelerate flowering. Natural variation in the

vernalization genes has favored wheat adaptation to different environments.
The main wheat vernalization genes VRN1, VRN2, and VRN3 have been cloned and
characterized at molecular level but VRN-D4 has remained unknown. The main
objective of this thesis was to use the positional cloning approach to progress towards
the identification of VRN-D4, aiming to produce a genetic and a physical map to
identify candidate genes that can be study as potential candidates for VRN-D4. Using
this strategy the VRN-D4 was narrowed down to the centromeric region of the short arm
of the chromosome 5D. In this region a ~290-kb DNA fragment from chromosome arm
5AL carrying an extra copy of the vernalization gene VRN-Al was detected. EMS
induced mutations demonstrated that this gene is VRN-D4. VRN-D4 was found in high
frequency in the subspecies Triticum aestivum ssp. sphaerococcum from South Asia.
This subspecies lack of any other allele for spring growth habit suggesting that VRN-D4
played an important role in the adaptation of wheat to this area. This study also
characterized mutations in regulatory regions of VRN-D4 associated with its high
expression that were also identified in VRN-ALl alleles linked with reduced
vernalization requirement. The alleles of VRN-D4 and VRN-A1 described in this study
represent a new tool to regulate flowering time in wheat. This study also contributes to
the basic understanding of the molecular mechanism involved in the vernalization
response.

Key words: wheat, flowering, vernalization, VRN1, VRN2, VRN3, VRN-D4, sphaerococcum,
TaGRP2, TILLING, comparative genomics.
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Introduccion: el cultivo del trigo y la regulacion
genética de la floracion.



1.1 INTRODUCCION

| trigo pan (Triticum aestivum L.) es uno de los cereales mas
ampliamente cultivado en el mundo y provee alrededor de 20% de
las calorias y proteinas consumidas mundialmente (FAO 2013).
Esto lo hace un componente critico de la alimentacion humana y de
la seguridad alimentaria mundial.
El cultivo del trigo ha sido fundamental para al hombre desde el origen de las primeras
civilizaciones. La transicion de los humanos de cazadores-recolectores a agricultores
ocurrié en el cercano oriente (actuales Turquia, Siria, Israel, Jordania, Irag e Iran) hace
aproximadamente 12.000 afios, y se estima que fue causada por los extensos cambios en
las temperaturas y disponibilidad de agua que tuvieron lugar en ese periodo (Pleistoceno
tardio), lo que motivo la identificacién de nuevas y mas estables fuentes de alimentos
(Salamini et al. 2002). La domesticacion del trigo pan tiene su origen en las costa
sureste del mar Caspio hace alrededor de 8.000 afios (Dubcovsky y Dvorak 2007). Estas
formas domesticadas han sido el foco de una intensa seleccion, que resultaron en la
modificacion de muchas de sus caracteristicas fisioldgicas, como el color, sabor, habito
de crecimiento, reduccion en la dispersion de semillas y rendimiento, por citar algunos
(Diamond, J. 2002, Purugganan MD y Fuller DQ 2009).
El trigo pertenece al género Triticum, (tribu Triticeae, familia Poaceae). El género
Triticum contiene varias especies que pueden ser clasificadas en cuanto a su ndmero
cromosomico: trigos diploides (2n=2x=14, genoma AA), tetraploides (2n=4x=28,
genomas AABB y AAGG) y hexaploides (2n=4x=42, genoma AABBDD). Dentro de
las especies mas estudiadas se encuentran T. monococcum (diploide), T. turgidum ssp.

durum (tetraploide, usado para pastas y cusclis) y T. aestivum (hexaploide usado



principalmente para pan). T. aestivum representa alrededor del 95% del trigo cultivado
mundialmente, y el 5% restante corresponde a T. turgidum ssp. durum T. monococcum
(conocido como eikorn wheat) el cual tiene una distribucion marginal.

La forma hexaploide de trigo que se conoce actualmente es el fruto de dos procesos de
hibridacion espontanea que ocurrieron en las variedades diploides salvajes (Dubcovsky
y Dvorak 2007).). En primer lugar, hace alrededor de 400.000 afios, el trigo diploide
salvaje ancestro del actual genoma A (T. urartu, 2n = 2x = 14) hibridiz6 con el ancestro
del genoma B (una especie relacionada a Aegilops speltoides, 2n = 2x = 14, genoma SS)
para producir el trigo tetraploide salvaje conocido como ‘Wild Emmer’ (T. dicoccoides,
2n = 4x = 28 (Huang et al. 2002; Dvorak y Akhunov 2005). Este fue el primer trigo en
ser cultivado y domesticado por el hombre y es el que di6 origen al trigo pan mediante
una segunda hibridacion, esta vez con otro miembro del genero Aegilops, que aporto el
genoma D (Ae. tauschii, 2n = 2x = 14, genoma DD) para producir las versiones
actualmente utilizadas conocidas como T. aestivum.

T. aestivum incluye diferentes subespecies que fueron adoptadas en distintas partes del
mundo y que son identificables por caracteristicas morfologicas especificas: T. aestivum
ssp. compactum (Europa oeste), T. aestivum ssp. spelta (Europa oeste), T. aestivum ssp.
macha (Rusia) y T. aestivum ssp. sphaerococcum (India). Esta Gltima subespecie es
particularmente importante para este estudio debido a que el gen VRN-D4 ha sido
encontrado en algunas muestras de esta subespecie, sugiriendo que VRN-D4 pudo
haberse originado en esta subespecie en la antigua civilizacién del Valle del Indio
(Goncharov y Shitova 1999, Goncharov 2003). Por lo tanto una revision mas detallada

del desarrollo del trigo en India se incluye en la proxima seccion.

1.1.1 EL CULTIVO DEL TRIGO EN LA INDIA

En la India el trigo se ha cultivado por mas de 5.000 afios. La subespecie T. aestivum
subsp. sphaerococcum se cultivd principalmente en areas del Norte de Pakistan e India
con elevadas temperaturas y poca humedad. Esta subespecie se caracteriza por su baja
estatura, floracién temprana, resistencia a la roya amarilla y moderada resistencia a la
sequia (Percival, 1921, Mori et al. 2013). T. aestivum subsp. sphaerococcum se

encuentra distribuido principalmente en la regién que comprende el Noreste de Pakistan



y Noroeste de la India (Punjab) por lo que se estima que este es su lugar de origen
(Percival 1921, Ellerton 1939, Hutchinson 1976). T. aestivum subsp. sphaerococcum
es distinguible de otras subespecies por su menor altura (semi-enano 60-70cm), tallos
cortos y duros, barba corta, y granos semiesféricos (Figura 1.1). Esta variedad ha sido
reemplazada por variedades modernas de T. aestivum ssp. aestivum, con mayor
rendimiento  (Hutchinson 1976), y su cultivo estd actualmente limitado a pequefas
producciones para consumo local (Mori et al. 2013).

El interés en T. aestivum subsp. sphaerococcum ha crecido recientemente debido a que
algunas de sus caracteristicas, como la altura de planta y resistencia a enfermedades
(Maccaferri et al. 2015), representan nuevas fuentes de variabilidad genética para el
mejoramiento de los trigos modernos (Mori et al. 2013). Semillas clasificadas como T.
aestivum subsp. sphaerococcum son abundantes en los registros arqueoldgicos de las
antiguas ciudades de Harappa y Mohen-Daro de la civilizacion del Valle del Indio que
florecié en esta region 2000-4000 afios atras. La distribucion de estas muestras

arqueoldgicas coincide con la distribucion moderna de T. aestivum subsp.
sphaerococcum (Weber 1999 y Weber at al. 2010).

Figura 1.1. Triticum aestivum spp. sphaerococcum cultivado en la provincia de Karnataka, India.
(A) Plantas cultivadas en condiciones de campo (B) Espigas (C) granos. (Mori et al. 2013).

1.1.2 CONTEXTO MUNDIAL DE LA PRODUCCION DE TRIGO

De acuerdo a las estimaciones mas recientes se espera que la poblacién mundial alcance
aproximadamente los 9.000 millones de personas para el afio 2050 (Godfray et al.,
2010). Debido a que la expansion del area cultivable existente es insuficiente para



satisfacer el incremento esperado en la demanda, es necesario generar un incremento
significativo en los rendimientos de trigo, y otros cereales (Parry et al., 2011; Reynolds
et al., 2011).

La utilizacion de fertilizantes asi como el mejoramiento genético y la mejora en el
manejo de las enfermedades han producido un considerable incremento en el
rendimiento en trigo durante el ultimo siglo (Semenov et al., 2012). Sin embargo, los
rendimientos de los cereales cultivados como el trigo son altamente sensibles a cambios
climaticos y medioambientales. El calentamiento global, representa un desafio adicional
para obtener los incrementos de rendimiento deseados (Semenov et al., 2012). Las
estimaciones actuales predicen que para el afio 2100 la temperatura media de la tierra
puede incrementarse entre 1.1 y 6.4°C (Agencia de Proteccion del Medioambiente de
los Estados Unidos, Global Climate Change Impacts in the United States Report 2009).
El trigo es particularmente sensible a temperaturas extremadamente frias o calientes
especialmente durante el estadio reproductivo (Saini et al., 1983; Marcellos y Single,
1984; Alghabariet al., 2014; Vara Prasad y Djanaguiraman, 2014). Cambios en las
temperaturas de cultivo pueden acelerar la transicion a estadios reproductivos generando
una exposicion a temperaturas suboptimas para el desarrollo del grano, y por
consiguiente a reducciones en el rendimiento (Fuller et al., 2007). En este contexto, un
mejor entendimiento de las bases genéticas que regulan los estadios fisioldgicos del
desarrollo puede proveer herramientas adicionales para una optimizacion del ciclo

reproductivo de trigo a nuevas condiciones ambientales.

1.1.3 REGULACION GENETICA DE LA FLORACION EN CEREALES DE
CLIMA TEMPLADO

El cultivo de trigo esta ampliamente distribuido en todo el mundo, actualmente se
estima que es producido en mas de 125 paises (FAO, 2013). Su amplia distribucion y su
habilidad de adaptacion a diferentes condiciones ambientales es atribuido en parte a la
combinacién de un genoma con una alta tasa de cambio (indels) combinado con un
sistema poliploide que actia como buffer de los cambios (Dubcovsky & Dvorak 2007)
y en parte a la plasticidad de la red genética que regula su desarrollado reproductivo
(Distelfeld et al. 2009a).



El tiempo a floracion es crucial para el éxito reproductivo y, en el caso de los cereales
cultivados, para maximizar la produccion de semillas. En trigo el desarrollo
reproductivo estd controlado principalmente por el fotoperiodo y la vernalizacion. La
variacion natural en el requerimiento de fotoperiodo en trigo esta principalmente
determinad por variantes alélicas en el locus PPD1 (Welsh et al., 1973; Law et al.,
1978; Scarth y Law 1983, Laurie et al., 1995). Las diferencias en el requerimiento de
fotoperiodo tienen un impacto importante en la habilidad de trigo para adaptarse a
diferentes ambientes. Por ejemplo, alelos que reducen la sensibilidad al fotoperiodo
confiriendo floracién temprana tanto en dia largo (DL) como en dia corto (DC) resultan
beneficiosos para trigos invernales bajo condiciones agro-ambientales del continente
Europeo (Worland 1996) y para el crecimiento en climas mediterraneos como el
encontrado en California.

En combinacion con las diferencias naturales en fotoperiodo, las diferencias en
requerimiento de vernalizacion son las dos caracteristicas principales en la adaptacion
del trigo a diferentes ambientes. Los trigos invernales requieren una prolongada
exposicion a bajas temperaturas para acelerar la transicion de estado vegetativo a
reproductivo (vernalizacion). Dicho requerimiento esta ausente o0 Se encuentra
disminuido en trigos primaverales. La variacion natural en el requerimiento de
vernalizacion en trigo estd determinada al menos por cuatro loci: VRN1, VRN2, VRN3 y
VRN-D4 (Danyluk et al. 2003; Trevaskis et al. 2003; Yan et al.2003, 2004a, 2006;
Yoshida et al. 2010). Los genes responsables de estas diferencias han sido identificados
a nivel molecular para los tres primeros loci (de los cuales se encuentran copias
ortologas en cada uno de los genomas que conforman el trigo: A, B y D). En los tres
casos los alelos ancestrales son responsables por el tipo invernal mientras que los alelos
determinantes de habitos primaverales son el resultado de mutaciones en regiones
reguladoras o codificantes que disminuyen el requerimiento de vernalizacién (Yan et al.
2004b, 2006; Fu et al. 2005; von Zitzewitz et al. 2005; Distelfeld et al. 2009b; Nitcher et
al. 2013). El habito de crecimiento primaveral determinado por VRN1 y VRN3 es
dominante, en tanto que para VRN2 es recesivo.

VRNL1 codifica para un factor de transcripcion de tipo MADS-Box de alta similitud con
el gen de identidad meristeméatica AP1 de Arabidopsis (Danyluk et al. 2003; Trevaskis
et al. 2003; Yan et al. 2003). La variacion natural en la region promotora de VRNL1 asi
como en el primer intrdn estd asociada con una reduccién o eliminacion del

requerimiento de vernalizacion y con una rapida induccién de los niveles de los



transcriptos de VRN1 en &pices y hojas de plantas no vernalizadas (Yan et al. 2004b; Fu
et al. 2005). Recientemente se ha identificado una region del primer intron de VRN1
como un sitio de union a la proteina TaGRP2 (Xiao et al 2014). Esta region se encuentra
dentro de la ‘region critica’ definida en base a deleciones del primer intrén asociadas a
floracion temprana. TaGRP2 es un homologo de la proteina de unién a ARN de simple
cadena GRP7 la cual juega un rol importante en la regulacién de la floracion en
Arabidopsis (Streitner et al. 2008). En ausencia de bajas temperaturas, TaGRP2 se une
al pre-ARNm de VRN1 e inhibe su expresion. Durante la vernalizacion TaGRP2 es
gradualmente glicosilada (O-GIcNAc) permitiendo la union de otra proteina
denominada VER2. VER2 es una lectina jacalina que reduce la represion de la
acumulacioén del ARNm de VRN1 mediada por TaGRP2 (Xiao et al 2014).

A diferencia de Arabidopsis, la expresion de VRN1 no esta restringida al meristema
apical, sino que también ocurre en las hojas. La principal funcion de VRN1 en las hojas
al principio de la primavera es mantener la represion de VRN2, un gene que opera como
un represor de floracion en dia largo (Chen y Dubcovsky 2012).

VRN2 es un gene caracteristico de los cereales templados ya que no posee un claro
ortdlogo en Arabidopsis (Yan et al. 2004a). Los homologos mas cercanos a VRN2
descriptos hasta la actualidad se encuentran en Sorgo y Arroz (Murphy RL et al. 2014,
Xue et al. 2008), donde también actian como represores durante dia largo (Ghd7). La
principal funcion de VRN2 es actuar como un represor de FT1 en el otofio para prevenir
la floracion antes del invierno, lo que podria dafiar los meristemas florales.

VRN3 (= FT1) en trigo es ortdlogo a FT (Flowering Locus T) en Arabidopsis y actla
como un integrador de sefiales para la induccion de la floracion. TaFT es inducido en
dia largo a actta como un promotor de transcripcion de VRN1 (Yan et al., 2006;
Hemming et al., 2008), Niveles altos de FT1 en estadios tempranos estan asociados con
habito de crecimiento primaveral (Yan et al. 2006).

Le regulacion de VRN, VRN2 y FT1 esta interconectada formando un circuito de
retroalimentacion positiva. Antes de la vernalizacion este sistema se encuentra frenado
por altos niveles del represor VRN2, este represor actla sobre FT1 previniendo la
ocurrencia de la floracion durante el otofio. Durante el periodo de vernalizacion se
produce un incremento en los niveles de expresion de VRN1, el cual previene la
induccion de VRN2 cuando los dias comienzan a alargarse en la primavera. La
presencia de dias largos en ausencia de VRN2 permite la induccién de FT1. Un

incremento en los niveles de FT1 produce una induccion de los niveles de expresion de



VRNL1 retroalimentando el ciclo inductor de FT1y VRNL1 hasta que esos alcanzan los
altos niveles de expresion caracteristicos de la floracion (Figura 1.2) (Chen et al. 2014).

pre-vernalizacidn vernalizacion
TaFT VRN1 TQFT wep VRN
Hoja \
VRNZ2 VRNZ
Apice
TaFT TaFT

Figura 1.2. Regulacidn genética del requerimiento de vernalizacion. Antes de la vernalizacion los
niveles de VRN1 y TaFT son mantenidos bajos debido a altos niveles del represor VRN2, evitando asi la
ocurrencia de la floracion durante el otofio.

Durante la vernalizacién un incremento en los niveles de VRN1 actta como inhibidor de VRN2, liberando
TaFT de su represion. Una induccion de TaFT, produce un aumento de los niveles de VRN1 en hoja lo
que a su vez retroalimenta el ciclo. TaFT viaja de las hojas a los apices, donde induce un aumento de
VRN1, como resultado se induce la transicion del estadio vegetativo al reproductivo. Flechas verdes
indican promocién, naranja indica represion, y gris representa una via desfavorecida (Adaptado de
Trevaskis et al. 2007 y Chen et al. 2014).

1.1.4 VRN-D4

El clonado de los genes de vernalizacion VRN1, VRN2 y FT1 ha permitido un avance
significativo de nuestro entendimiento del proceso de vernalizacion en los cereales
tempranos. Sin embargo, un cuarto gen de vernalizacion, que es importante en Asia aln
no ha sido identificado a nivel molecular.

Las primeras evidencias sobre la existencia de VRN-D4 fueron encontradas por Knott en
la década del ’50 en Gabo (Knott et al. 1959), una variedad ampliamente cultivada en el
periodo 1940 — 1960 en Australia. VRN-D4 fue transferido a Gabo desde un cultivar

Indio denominado Muzaffarnagar (O’Brien et al. 2001). Gabo fue utilizado mas tarde


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3916708/#CR34

para producir una linea isogénica portadora de VRN-D4 en el fondo genético Triple
Dirk, denominada TDF (Pugsley 1972), a modo de estudiar las interacciones con otros
alelos que regular el requerimiento de vernalizacion. Usando pruebas de alelismo,
Stelmakh y Avsenin (1996) confirmaron que VRN-D4 tienen carécter dominante y no es
alélico a VRN1 y, mas tarde mediante estudios de segregacion genética, fue detectado en
T. aestivum subsp. sphaerococcum posicionandolo como la posible fuente de VRN-D4
(Goncharov y Shitova 1999, Goncharov 2003). Los primeros mapas desarrollados para
identificar VRN-D4 lo ubicaron en el cromosoma 5D cercano al marcador microsatélite
gdm3 (Kato et al. 2003). Algunos estudios iniciales cuestionaron la existencia de VRN-
D4 y su localizacion cromosomica (Maystrenko 1980, Stelmakh 1987 y Goncharov
2003), sin embargo analisis posteriores pudieron confirmar su existencia (Goncharov y
Shitova 1999, Yoshida et al. 2010). Mediante analisis genéticos el alelo para habito de
crecimiento primaveral de VRN-D4 fue encontrado distribuido en muchas variedades de
trigo primaverales de diferentes partes del mundo, y la frecuencia mas alta fue
identificada en el sur del continente Asiatico (India y Pakistan) (Iwaki et al. 2000 y
2001). Estas evidencias sugieren que VRN-D4 puede contribuir a la variacion en
floracion en trigo y su identificacion puede tener aplicaciones préacticas en el

mejoramiento de trigo.
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1.2 HIPOTESIS

1. VRN-D4 es un gen diferente a los genes de vernalizacién clonados anteriormente, y
mutaciones en este gene afectaran la respuesta a vernalizacion en trigo y la duracion del
“periodo a espigazon”.

2. En el modelo de regulacion de la etapa reproductiva de trigo, mediada por respuesta a
vernalizacion, VRN-D4 es reprimido, directa o indirectamente por VRN2, y su expresion
promueve la expresion de VRNL1.

3. La diversidad alélica de VRN-D4 se encontrard asociada con variaciones en la
secuencia de sus regiones regulatorias (promotor y/o intrén).

4. La relaciones de homeologia existentes entre los genomas de trigo (A, B y D),
permitira identificar genes ortélogos a VRN-D4 en los genomas A y B, y caracterizar la
variabilidad existente en los mismos para ampliar las posibilidades de manipulacion del

desarrollo de la etapa reproductiva en programas de mejoramiento.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

El objetivo a largo plazo de este proyecto es aumentar nuestro conocimiento sobre la
regulacion genética que determina el habito de crecimiento en trigo, en particular, y en
cereales de invierno, en forma general. Esto contribuira a nuestro conocimiento basico
sobre adaptacion de los cultivos a diferentes ambientes y proveera nuevas herramientas
para manipular el ciclo de cultivo de trigo in diferentes condiciones medio ambientales.

1.3.2 Objetivos especificos

1 - Desarrollar un mapa genético de alta densidad para la region de VRN-D4.

2 - Construir un mapa fisico de la region VRN-D4 e identificar genes candidatos.

3 - Estudiar la expresion del gen candidato en relacion a la de los genes VRN1, VRN2 y
VRN3.

4 - Estudiar la epistasis de VRN-D4 con otros genes que regulan el requerimiento de
vernalizacion como VRN1, VRN2 y VRN3.

5 - Validar genes candidatos.
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CAPITULO

Mapeo de alta densidad y analisis de genes
candidatos para VRN-D4
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Nishida, Kenji Kato, Jan Dvorak, Jorge Dubcovsky (2013) Fine mapping and epistatic
interactions of the vernalization gene VRN-D4 in hexaploid wheat Mol Genet Genomics 289
(1):47-62.
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2.1 INTRODUCCION

VRN-D4 fue inicialmente identificado en el cultivar Australiano ‘Gabo’ (Knott 1959;
Pugsley 1972). Este cultivar fue utilizado como donante para generar una linea
isogénica en la serie desarrollada para el estudio de genes de vernalization en el fondo
Triple Dirk y fue denominada ‘TDF’ (Pugsley 1972). Los primeros estudios de mapeo
localizaron a VRN-D4 en el cromosoma 5D (Kato et al. 1993), y mas recientemente en
un fragmento de 1,8 cM en la region centromérica del mismo cromosoma (Yoshida et
al. 2010), sin poder precisarse el brazo cromosémico. Esta region de 1,8 cM incluye un
gen denominado TaVIL1 (Fu et al. 2007) el cual codifica para un homologo del gen
VIL1 (VERNALIZATION INSENSITIVE3(VIN3)-LIKE 1) de Arabidopsis. VIL1, en
conjunto con VIN3 juega un papel importante en los cambios epigenéticos que ocurren
durante la vernalizacion y también en la regulacion de la floracién por fotoperiodo
(Sung et al. 2006). En trigo TaVIL1 fue descripto como un gen cuyos niveles de
transcripcion se encuentra regulados por temperatura (Fu et al. 2007). En conjunto, estas
evidencias de similitud con VIL1 en Arabidopsis, localizacion y respuesta en los niveles
de transcripcion por vernalizacion hacen de TaVIL-D1 un gen candidato para VRN-DA4.

En este capitulo se presentan los avances iniciales en el mapeo fino de la region de
VRN-D4 en el cromosoma 5D, el analisis de TaVIL-D1 como gen candidato como asi el

de otros genes localizados en esta region.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal

Se expandié la poblacion de mapeo TDFXCSssg,, de 159 lineas F, utilizadas por
Yoshida et al. (2010) a 1500 plantas. TDF es una linea cuasi isogénica de trigo
hexaploide, portadora del alelo primaveral para el gen VRN-D4, junto con los alelos
recesivos para todas las copias del gen VRN1 y FT1. VRN1 posee tres homdlogos que
estan ubicados en el brazo largo de los correspondientes cromosomas del grupo 5 (VRN-
Al, VRN-B1 y VRN-D1). CSs40, es una linea de sustitucion de trigo hexaploide,
portadora del cromosoma 5D del trigo sintético 5402 en el fondo génico del cultivar

Chinese Spring (CS). Este cromosoma 5D proviene de Ae. tauschii y porta el alelo
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recesivo invernal para el locus VRN-D4 y VRN-D1. CSs4, tiene un habito de
crecimiento invernal debido al reemplazo del cromosoma 5D de CS, portador del alelo
dominante en VRN-D1, que es el que otorga habito primaveral al cultivar. Lineas nulli-
tetrasomicas para el cromosoma 5D (nulisomia del cromosoma 5D compensada por
tetrasomia del cromosoma 5A o del 5B, CSN5DT5A y CSN5DT5B, respectivamente) y
lineas ditelosémicas para el brazo largo Dt5DL (lineas con ausencia del brazo corto del
cromosoma 5D), disponibles en el cultivar Chinese Spring (Endo y Gill 1996;
Linkiewicz et al. 2004; y Sears 1978) fueron utilizadas para determinar la ubicacion
cromosémica de los marcadores moleculares desarrollados para este estudio. La
localizacion en el brazo cromosomico fue validada mediante la utilizacion de ADN de
los brazos largo (5DS) y corto (5DL) del cromosoma 5D de Chinese Spring (Institute
of Experimental Botany, Olomouc, Czech Republic), purificado mediante cartometria
de flujo.

Para localizar VRN-D4 en el correspondiente brazo cromosoémico se produjeron lineas
telocéntricas para el cromosoma 5D de la linea TDF mediante divisiones aberrantes de
los cromosomas 5D univalentes generadas mediante el cruzamiento de lineas nulli-
tetrasomicas CSN5DT5B con TDF. Las plantas F1 obtenidas fueron cultivadas y las
192 semillas obtenidas fueron analizadas mediante bandeo-C para detectar la presencia

de productos de ruptura del cromosoma 5D (Lukaszewski y Gustafson 1983).

2.2.2 Condiciones de crecimiento

Todas las plantas de este estudio fueron cultivadas en invernaculo en condiciones no
vernalizantes con una temperatura de entre 20-25 °C y en fotoperiodo largo (16h de
luz). La longitud del dia fue extendido mediante el uso de luz artificial para obtener un
fotoperiodo deseado cuando no fue provisto por la luz natural. EI tiempo a floracion fue

registrado como el tiempo desde la siembra hasta la emergencia de la espiga.

2.2.3 Mapa genético y fisico

Los marcadores microsatéllites utilizados para la busqueda inicial de recombinates
(barc143, gdm3, wmc318, barc205, cfd67, cfd78 y cfd81) fueron obtenidos de la base

de datos de marcadores del sitio web GrainGenes (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/).
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Las secuencias de los cebadores utilizados y las condiciones de los 19 marcadores
basados en secuencias de ESTs estan listados en la Tabla A.1. EI marcador BG313707
ha sido descripto previamente (Yoshida et al. 2010). Los marcadores fueron asignados
a los distintos brazos cromosdmicos usando los materiales genéticos descriptos en la
seccion de Material vegetal.

Las extracciones de ADN fueron llevadas a cabo usando el método de CTAB (Murray y
Thompson 1980). Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un volumen final de
20 ul, conteniendo Tris—HCI 10 mM PH 8.3, KCI 50 mM, MgCI2 2 mM, dNTP 0.2
mM, 0.5 uM de cada cebadores, 50-100 ng de ADN ,y 0.5 U Taq ADN polimerasa.
Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron las siguientes: 94°C por 5 min,
seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 s, “annealing ” por 30 s, y 72°C por 1 min/kb, con
una extension final de 72°C por 7 min.

Las temperaturas de “annealing” para los marcadores fueron: 57°C para gdme68, cfd78 y
barc143; 60°C para cfd67, gdm3 y wmc318; 65°C para bac205, y 60°C para TaVIL1.
Los productos de PCR de los marcadores BE445181, BE499257, BES591275,
BE606654, DQ512349(=TaAGL31), BE403761, BJ315664, CJ521028, y BE444702
fueron separados en geles de agarosa 1%. Todos los marcadores restantes y los
marcadores microsatélites fueron separados en geles de poliacrilamida 6%. Todos los

geles fueron visualizados con bromuro de etidio.

2.2.4 Caracterizacion de TaVIL-D1 y otros genes candidatos

La secuencia inicial de TaVIL1 fue obtenida de Triticum monococcum (TmVIL-A™1) (Fu
et al., 2007) y de la secuencia del BAC WCS1202110 (AB845602) perteneciente a la
biblioteca de BACs de Chinese Spring (Allouis et al. 2003) usando cebadores para
amplificar un fragmento inicial de TaVIL-D1. TaVIL-D1 fue luego secuenciado en
trigos diploides para obtener las secuencias correspondientes a los genomas A, B y D de
trigo hexaploide a modo de utilizar los SNPs presentes Gnicamente en el genoma D para
generar distintos juegos de cebadores que permitan amplificar toda la regién del gen
TaVIL-D1. Para esto se utilizaron Ae. tauschii (genoma D, AB845601), Ae. speltoides
(genoma S, relacionado con el genoma B de trigo hexaploide, AB845599 y AB845600)
y Triticum urartu (genoma A, AB845597 y AB845598). Utilizando las secuencias
obtenidas se seleccionaron los SNPs genoma D especificos y se disefiar cebadores que

solo amplifiquen Unicamente la copia del genoma D de trigo hexaploide. Las
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condiciones de PCR y los cebadores utilizados para secuenciar TaVIL-D1 estan listadas
en la Tabla A.2. La especificidad de los cebadores fue corroborada mediante la
utilizacién de lineas nulli tetrasomicas para los cromosomas del grupo 5. Los productos
de PCR genoma D especificos fueron secuenciados en las lineas TDF, CSsqo,, Triple
Dirk C (TDC), Hayakomugi y Akakawaaka. La misma estrategia fue utilizada para
secuenciar los otros genes candidatos. Una delecion de 12pb detectada solo en CSsao,
fue utilizada para integrar TaVIL-D1 en el mapa de alta densidad (cebador VIL1-D-F2
GTTGTTTCCTGTCCATACTAACGC y VIL1-D-R2
GGCTTTTTGTCTTGAAACATTTT).

2.2.5 Analisis de genética comparativa

El analisis de genética comparativa para delimitar la region candidata en B. distachyon
que es colinear con la region de VRN-D4 en trigo fue realizado mediante BLAST en el
sitio web del genoma de B. distachyon (Brachyl.0, http://www.brachypodium.org) con
los marcadores basados en ESTs que delimitan la region de VRN-D4. Los genes
encontrados en B. distachyon fueron utilizados para buscar los genes ortélogos en arroz
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi y Department of Energy’s Joint

Genome Institute and the Center for Integrative Genomics, http://www.phytozome.net).

Si bien arroz no posee requerimiento de vernalizacion y esta evolutivamente menos
relacionado con trigo, su analisis permitié identificar genes colineares que sirvieron para
disefiar nuevos marcadores para la region de mapeo. Para la basqueda de potenciales
candidatos para VRN-D4, el estudio fue enfocado en las comparaciones con B.
distachyon. Los dominios proteicos de los genes encontrados en B. distachyon fueron
anotados mediante la blsqueda de dominios conservados de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) e InterProScan del EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). De acuerdo con esta informacion se
identificaron factores de transcripcion y genes conocidos como involucrados en
desarrollo. Estos genes fueron utilizados para buscar los homdlogos mas cercanos en
trigo en la base de datos del NCBI , del proyecto genoma de trigo (International Wheat
Genome Sequencing consortium, http://urgi.versailles.inra.fr) y de los transcriptomas
mas recientes (Krasileva et al. (2013), http://maswheat.ucdavis.edu/Transcriptome/).

Los genes de trigo detectados fueron usados para buscar nuevamente en B. distachyon


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www.phytozome.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
http://urgi.versailles.inra.fr/
http://maswheat.ucdavis.edu/Transcriptome/
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usando la secuencia de proteina predicha mediante BLASTp, y de esta forma confirmar
que el homologo correcto fue encontrado.

2.2.6 Analisis de expresion mediante gRT-PCR

Tejido de la ultima hoja completamente extendida fue colectado en nitrégeno liquido y
el ARN fue extraido de acuerdo a las especificaciones del sistema Spectrum Plant Total
RNA Kit (Sigma-Aldrich). La integridad del ARN en las muestras fue comprobada
mediante geles de agarosa 1%. Dicho ARN se cuantifico usando un espectrofotometro
en la relacion de absorbancia 260/280nm (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer). La
expresion del gen candidato TaAGL31 fue analizada con los cebadores F-
CCAGATGCTGCAAAGCACTA y R-GAGCTCATTCTTCCTGGCC, estos cebadores
estan disefiados sobre regiones conservadas de los homdlogos del genoma A, B y D.
Para evitar amplificacion de ADN genomico el cebador reverso fue disefiado sobre una
union de exones. La especificidad fue comprobada mediante curva de desnaturalizacion
de las curvas estandar utilizadas para calcular la eficiencia de estos cebadores usando el
sistema SYBR Green®. La reaccion de PCR cuantitativa fue llevada a cabo en un
equipo 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems). Como control
enddgeno de expresion genica se utilizo ACTINA (Uauy et al. 2006). Los niveles de

CTacti na7CTbIanco)

expresion fueron calculados mediante la formula 2( y expresados en

relacion a los niveles de actina.

2.2.7 Interacciones epistaticas

Se desarrollaron cuatro poblaciones segregantes para estudiar las interacciones
epistaticas entre VRN-D4 y otros genes que controlan el requerimiento de vernalizacion.
La linea TDF fue cruzada con las lineas isogénicas portadoras de los alelos primaverales
de VRN-A1, VRN-B1 y VRN-D1 (TDD, TDB y TDE respectivamente). Estas lineas
fueron producidas para el estudio de los diferentes loci que controlan el requerimiento
de vernalizacion (Pugsley AT 1971 y 1972). Una poblacion adicional fue generada
mediante el cruzamiento de TDF con la linea portadora del alelo primaveral de TaFT1
CS(Hope7B) (Yan et al. 2006) para estudiar la interaccion entre VRN-D4 y VRN-B3

(TaFT1). El cromosoma 7B proveniente de la variedad ‘Hope’ posee un alelo de VRN-
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B3 sobre expresado por la insercion de un elemento repetitivo en su region promotora
(Yan et al.2006). Aproximadamente 100 plantas para cada poblacién F2 fueron
cultivadas en invernaculo en condiciones no vernalizantes y dia largo (24°C de
temperatura y 16h de luz). Los genotipos de VRN-A1, VRN-B1, VRN-D1 y VRN-B3
fueron determinados mediante PCR mediante la utilizacién de marcadores diagnostico
previamente descriptos (Fu et al. 2005; Yan et al. 2006). Los genotipos de VRN-D4
fueron inferidos mediante el marcador microsatélite barc205 localizado a 1.2cM distal a
VRN-D4 (Yoshida et al. 2010).

Se registro el namero de dias desde la siembra hasta la emergencia de la primer espiga
para cada poblacion F2. Los datos fueron evaluados usando ANOVA factoriales 2x3
considerando VRN-D4 y cada uno de los otros loci como factores con tres niveles:
homocigota Vrn-D4, heterocigota y homocigota vrn-D4. En el caso de la poblacion
VRN-B3xVRN-D4 se considero la segregacion de otro locus dominante primaveral (Vrn-
D1) proveniente de la linea CS(Hope7B), de esta manera solamente 33 plantas que
poseian el alelo invernal de VRN-D1 fueron consideradas en el analisis de las
interacciones epistaticas.

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el programa SAS version 9.3. El
grado de dominancia fue calculado usando la siguiente formula: D = (2X2 — X1 —
X3)/(X1 — X3) (Falconer 1960) donde X1, X2y X3 son los datos de tiempo a floracion
(HT) de las plantas homocigotas para el alelo invernal, heterocigotas y homocigotas
para el alelo primaveral respectivamente. También se comparé el efecto relativo de
VRN-D4 con respecto a los otros genes de vernalizacion (VrnX) en tiempo a floracién
(HT) cuando cada uno de estos estaba presente en estado de heterocigosis en un fondo
genético invernal segun la siguiente formula:

Efecto relativo de dosis simple =

HT(VrnD4/vrnD4 vrnX/vrnX)—HT(VrnX/vrnX vrnD4/vrnD4).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Secuenciacion del gen candidato TaVIL-D1

La region génica que contiene a TaVIL-D1 fue secuenciada en la linea portadora de
VRN-D4 TDF (No. ldentificador en GenBank AB846583), en cinco lineas que no
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poseen VRN-D4: Hayakomugi (AB846584), CSss, (AB846585), TDC (AB846586),
Akakawaka (AB846587) y en Ae. tauschii (AB845601). La region secuenciada cubre
desde 1 Kb rio arriba del codon de inicio de la transcripcion hasta 1.2 Kb rio abajo del
codon de terminacion, proveyendo un total de 5.4 Kb. Todas las lineas donde TaVIL-D1
fue secuenciado, con excepcidn de TDF, poseen un habito de crecimiento invernal.

La linea denominada CSsao2, €S una linea de sustitucion donde el cromosoma 5D de
Chinese Spring fue reemplazado por el cromosoma 5 de Ae. Tauschii (progenitor del
genoma D en trigo hexaploide) y fue la linea que mostré méas polimorfismos. CSsao2
posee 18 cambios de nucle6tidos (SNPs) en comparacion con TDF. Dentro de estos
cambios solo seis corresponden a cambios en regiones codificantes y cinco de estos
producen cambios de aminoécidos. Adicionalmente se encontr6 una delecion de 12 pb
en el exon 2 que resulta en la pérdida de cuatro aminoacidos localizados fuera de los
dominios conservados de la proteina (PHD, FNIII o VID). No se encontré ningun
polimorfismo entre TDF y las otras lineas con habito de crecimiento invernal
(Hayakomugi, TDC, o Akakawaaka). La evidencia provista por la secuenciacion de
TaVILD-1 sugirié que este no es un buen candidato para VRN-D4, y para proveer una
evidencia mas concluyente se produjo una poblacién de mapeo entre TDF y CSsy0, para
avanzar en la delimitacion de la region candidata mediante la busqueda de eventos de
recombinacion entre VRN-D4 y TaVIL-D1.

2.3.2 Mapa de alta densidad de la region candidata

Usando una poblacion de mapeo de 1.591 plantas F2 totales (3,182 gametas) TaVIL-D1
pudo ser mapeado en la region centromérica del brazo corto del cromosoma 5D (5DS).
Utilizando las secuencias disponibles del proyecto de genoma de trigo hexaploide
(http://wheat-urgi.versailles.inra.fr/Seq-Repository/BLAST) también encontramos los
homedlogos de TaVIL-D1 en los cromosomas 5AS y 5BS, y en la misma ubicacion en
cebada (plants.ensembl.org), sugiriendo conservacion en la tribu de los Triticieae.
Mediante un analisis de gendmica comparativa también localizamos ortdlogos en el
cromosoma 4 de Brachypodium distachyon (organismo modelo en cebada y trigo)
(Brad4g05950, 4.91 Mb) y en el cromosoma 12 de arroz (0s12934850, 21.21 Mb).


http://wheat-urgi.versailles.inra.fr/Seq-Repository/BLAST
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La poblacion de mapeo utilizada mostré una recombinacion limitada pero a pesar de
este fendmeno, se encontraron dos eventos de recombinacion entre VRN-D4 y TaVIL-
D1 (Tabla 2.1, plantas 189 y 768). Ensayos de progenie de estas dos recombinantes
criticas demostraron que segregan para el caracter tiempo de floracion cuando estan
fijas para TaVIL-D1 (Tabla 2.1).

Estos dos eventos de recombinacion independientes, en conjunto con la ausencia de
polimorfismo a nivel de secuencia entre las lineas invernales y primaverales analizadas
indican que TaVIL-D1 es un muy poco probable candidato para VRN-DA4.

Para caracterizar mas detalladamente esta region se desarrollaron marcadores basados
en secuencias expresadas cortas (ESTs) usando genes en las regiones colineares de arroz
y B. distachyon. Usando estos nuevos marcadores se identificaron los eventos de
recombinacion detallados en la Tabla 2.1, donde VRN-D4 fue mapeado en un intervalo
de 0.09 cM delimitado por los marcadores BE404490 y BJ315664 en la region
centromérica del cromosoma 5D.

Los nueve marcadores completamente ligados al centromero no pudieron ser ordenados
mediante los eventos de recombinacion encontrados, pero fueron divididos en dos
grupos en base a su localizacion en el correspondiente brazo cromosomico, determinada
mediante el uso de lineas telocéntricas. VRN-D4 co-segregé con tres marcadores
mapeados en el brazo corto y seis marcadores correspondientes al brazo largo del
cromosoma 5D, y por lo tanto no puede ser asignado a un brazo cromosémico. Para
obtener esta informacion se produjeron lineas telocentricas del cromosoma 5D de la
linea portadora de VRN-D4 (TDF).
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Marcador Recombinantes Criticos

no.189 no.366 no.768 no.1423 no.1279 no.1572
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A 85.7+2.51 83.443.31 66.3+2.60 73.8+2.04 51.6%0.61 63.4+3.37
B 139.0+¢2.00 134.742.53  132.0+#2.30 103.4+1.48 58.1+2.84 118.5%3.90
H 116.2+¢5.46  107.4+4.50 106.5%+2.33 97.3£1.94 57.1+#1.76  102.0+4.65

PANOVA S S S S NS S

Tabla 2.1. Representacion grafica de los haplotipos de los recombinantes criticos. A= TDF-J; B=
CSs402, H= heterocigota, C=B o H, y D= A o H. Un cambio en el color de la celda indica un evento de
recombinacién. El tiempo a floracion observado en la prueba de progenie de cada recombinante critica
esta mostrado al pie de la tabla, para cada clase genotipica, como la media + error estandar de la media.
(Arriba se indica el nombre del marcador utilizado para las pruebas de progenie (PP)). S= significativo
(P< 0.0001), NS = non-significativo.



22

2.3.3 Mapeo de VRN-D4 usando lineas monotelosOmicas y

ditelisomica

Para generar plantas monotelosdmicas se produjo un cruzamiento entre la linea
portadora de VRN-D4 y una linea aneuploide careciente del cromosoma 5D . Se
analizaron 192 plantas de esa progenie, en busqueda de productos de divisiones fallidas
del cromosoma 5D mediante el método de bandeo-C.

Se identificaron dos indiviuos monotelosémicss 5DL (brazo largo), uno para el brazo
corto (mt5DS) y tres con un cromosoma 5D normal mas un isocromosoma 5DS (fusion
centromérica de dos brazos cortos) (Figura 2.1.A). Estas plantas fueron cultivadas y sus
progenies analizadas para la presencia de cromosomas telocéntricos y tiempo a
floracion. Debido a que VRN-D4 es de caracter semi-dominante para tiempo a floracion
(Yoshida et al. 2010) las plantas que no presenten aquel brazo cromosémico donde
VRN-D4 esta ubicado deberian mostrar un retraso en el carécter de tiempo a floracion.
Doce plantas donde el brazo corto del cromosoma 5D esté ausente (tres mt5DL, cuatro
dt5DL y cinco nulisomicas 5D) florecieron en 97.1 + 2.6 dias después de siembra, lo
que representa un retraso de 20.8 dias con respecto a las lineas que poseen una copia del
cromosoma 5DS cromosoma (76.3 + 1.9, P = 0.00002) (Figura 2.1.B). La comparacion
entre plantas que poseen una dosis del brazo corto (mt5DS) y aquellas que poseen dos
(dt5DS y controles TDF) mostro que estas ultimas produjeron una aceleracion de 12.7
dias en el tiempo a floracién (63.6 = 3.5, P = 0.009) con respecto a las plantas que solo
poseen una dosis del 5DS.

No se realizaron comparaciones estadisticas con una Unica planta que posee cinco dosis
del brazo corto del cromosoma 5D, pero es interesante destacar que esta fue la planta
que tuvo un tiempo a floracién mas corto (45 dias) de todas las estudiadas.

En resumen, estos resultados demuestran que VRN-D4 esta localizado en el brazo corto

del cromosoma 5D.
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A TDF-J 5D telocentricos B Efecto de la dosis de TDF-5DS en floracion

»
‘ SDS

. isoSDS

Figura 2.1. Uso de lineas ditelocentricas para el mapeo de VRN-DA4. (A) Bandeo-C del cromsoma 5D,

Dias a floracion

Cero Uno Dos Cinco

cromosoma telocentrico 5DS y 5DL e iso-cromosoma 5DS. (B) Tiempo a floracién de las plantas con
diferentes dosajes del brazo corto del cromosoma 5D (5DS): 0 copiAs (mt5DL, dt5DL vy nullisomicos
5D), una copia (mt5DS), dos copias (dt5DS y TDF-J), y cinco copias (dt-iso5DS + 5D). EI nimero de
plantas para cada clase esta indicado en la base de cada barra y el error estandar de la media esta
representado en la barra de error. Los valores de significancia P son el resultado de dos t-test para las
muestras con variancias desiguales con los datos transformados para recuperar la normalidad de los
residuales (test Shapiro-Wilk no significativo). La clase dt-iso-5DS + 5D no fue utilizada en las
comparaciones por estar representada por una Unica muestra. Noétese la aceleracion de la floracion cuando
el brazo corto del cromosoma 5D esta presente.
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Figura 2.2. Mapeo comparativo de la regién candidata de VRN-D4. (A) Mapa de alta densidad de
VRN-D4 en la poblacién de trigo hexaploide TDF-J X CSssg, (3.182 gametas).

expresadas en cM. (B & C) Mapas de la region de VRN-D4 en B. distachyon y arroz. Las distancias son

Las distancias estan

expresadas en Mpb y estan basadas en las posiciones actuales de los respectivos genomas. Las regiones

centromérica no estan dibujadas a escala. (B) Cromosoma 4 de B. distachyon . (C) Cromosomal2 de

arroz.

2.3.4 Analisis de genes candidatos mediante genética comparativa

Los marcadores que delimitan la region candidata de VRN-D4 fueron utilizados para

delimitar regiones en B. distachyon (http://www.brachypodium.org) vy arroz
(http://www.phytozome.net). Los siete grupos de marcadores que incluyen veinte
marcadores basados en ESTs de trigo mostraron buena colinearidad con excepcion de
dos marcadores (CJ521028 y TaFT-like). Todos estos genes (excepto Bradi4g43750)
son colineares entre B. distachyon y arroz. A pesar de la buena colinearidad observada,
el centromero del cromosoma 5D en trigo fue mapeado en un region no colinear. El
centrémero de trigo fue mapeado entre los marcadores TaAGL31 y BE403761, 0.06 cM

proximal a la posicién del centrémero predicho en B. distachyon y arroz (Figura 2.2.A).
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Los marcadores flanqueantes del centromero en trigo son colineares con una region del
cromosoma 4 de B. distachyon (44.74-45.12 Mb) que esta localizada a 22 Mb del
centromero activo (22.5-22.9 Mb) (Qi et al. 2010) (Figura 2.2.B). Estos mismos
marcadores de trigo son colineares con una regién del cromosoma 12 de arroz (4.21-
5.58 Mb) que esta ubicada a 6.4 Mb del centromero activo de este cromosoma en arroz
(12 Mb) (Qi et al. 2010) (Figura 2.2.C).

Utilizando esta region delimitada en B. distachyon analizamos los genes predichos en
esta region. Para esto se utilizaron los marcadores BE404490 (en el brazo corto) y
BE403761 (en el brazo largo). Esta region contiene la region candidata en el brazo
corto, el centrémero y posiblemente alguna porcion del brazo largo ya que se utilizé un
marcador del brazo largo para asegura la cobertura total de la region centromérica.

En total la region candidata en B. distachyon comprende alrededor de 1 Mb (44.16—
45.13 Mb), dicha region incluye 127 genes putativos (http://www.brachypodium.org).
Dentro de estos genes, diez han sido anotados como factores de transcripcion o con
funciones relacionadas a desarrollo (Tabla 2.2) y son discutidos en detalle a
continuacion.

Tres de los genes seleccionados en B. distachyon (Bradi4g39630, Bradi4g40057, y
Bradi4g40517) mostraron alta homologia con genes localizados en el brazo largo del
cromosoma 5D en trigo (segun los resultados de BLAST y su anotacion utilizando el
borrador del genoma de trigo en wheatgenome.org), por lo tanto fueron descartados
como candidatos para VRN-D4. Este resultado no es sorprendente ya que se utilizé un
marcador del brazo largo para asegurar la inclusién de toda la region centromérica del
cromosoma 5D.

Dos de los genes candidatos en B. distachyon (Bradi4g40250 y Bradi4g40310), no
mostraron buena homologia con los genes de trigo, y los encontrados estan localizados
en los cromosomas 6D y 7D respectivamente (Tabla 2.2). Por lo tanto, fueron
descartados como candidatos para VRN-D4. El gen Bradi4g40540 mostro homologia
con una secuencia en el cromosoma 5BS (IWGSC_chr5BS ab k71 2249326) pero no
se  encontraron  homologos  en los cromosomas 5AS y  5DS
(http://wheaturgi.versailles.inra.fr/Seg-Repository). La anotacion de esta region
gendmica, reveld la presencia de un codon de STOP prematuro en el primer intrén, por
lo que es altamente probable que se trate de un pseudogen y por lo tanto, no representa

un buen candidato para VRN-DA4.


http://www.brachypodium.org/
http://wheaturgi.versailles.inra.fr/Seq-Repository
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Tres genes de B. distachyon (Bradi4g40230, Bradi4g40270, y Bradi4g40357) fueron
descartados porque no presentaron homologos en ninguno de los borradores de los
distintos cromosomas del proyecto de genoma de trigo. BLAST reverso, utilizando las
secuencias de trigo con baja homologia detectadas para busquedas de genes en B.
distachyon detectaron genes distintos de los usados originalmente.

El gen Bradi4g40350 de B. distachyon, el cual muestra una identidad del 90% con el
gen de trigo AGAMOUS-like 31 (TaAGL31) es un factor de transcripcion del tipo
MADs-BOX vy representa el mejor candidato para VRN-D4 encontrado en esta region.
En Arabidopsis AGAMOUS es un MADs-BOX gene relacionado con identidad floral.
TaAGL31 es 100% idéntico a la secuencia detectada en el cromosoma 5DS
(IWGSC_chrbDS_ab_ k71 2764238, http://wheaturgi.versailles.inra.fr/Seq-Repository),
el mismo brazo cromosomico de VRN-D4. Usando BLAST reverso se confirmo que
Bradi4g40350 es el gen mas cercano a este gen de trigo.


http://wheaturgi.versailles.inra.fr/Seq-Repository

27

. Dominio protei nserv Arabi is BLASTP rtol n tri
B. distachyon Arroz o o proteico conservado abidopsis S Ortologo en trigo
[Identificador de dominio en NCBI] Identificador en NCBI y valor E (URGI contig ID)
B_zip[cd12193], basic leucine zipper DNA-binding and R R .
. . . . ' NP_850248.2; Basic region/leucine
Bradi4g39630 0s12g13170  multimerization region of GCN4 and related proteins; . o 120 IWGSC chr5DL ab k71 4513163
o A zipper transcription factor 16; E= 1e ™" - - = -
MFMR[pfam07777], G-box binding protein MFMR.
. Zinc finger, PHD-type (IPR001965), Zinc finger, RING/FYVE/PHD- NP_200350; Enhanced downy mildew ;
Bradi4g40057 Not Found 63 IWGSC chr5DL ab k71 4518453
type. E=2e. - - = -
. i DUF3594 super family [cl13583], RING super family [c|15348], RING-  XP_002875129.1; PHD finger family
Bradi4g40230 Not colinear . i o . . 89 No encontrado
finger domain, specialized type of Zn-finger. protein; E=2e .
. BBOX super family [cl00034], B-Box-type zinc finger; zinc binding XP_002887747.1; zinc finger (B-box
Bradi4g40250 0s12g10660 X . i 38 IWGSC chr6DS ab k71 2071445
domain (CHC3H2); 3.56e-04. type) family protein; E=3e™". - - - -
. ZF-HD_dimer super family [cl04737]. homeo_ZF_HD super NP_172896.1; AtHB31; DNA binding /
Bradi4g40270 0s12g10630 X . R 48 No encontrado
family[cl11752], homeobox domain, ZF-HD class. transcription factor (AtHB31); E=3e .
. . . L NP_187801.3; Prenyltransferase/zinc
Bradi4g40310 Not colinear  zf-TRAF super family[cl08341], TRAF-type zinc finger. . - 84 IWGSC chr7DL ab k71 3381171
ion binding; E=2e"". - - - -
. MADS-box [cd00265] Type Il subfamily of MADS. K-box super family =~ CAA16753.1; floral homeotic protein IWGSC chr5DS ab k71 2764238 (=
Bradi4g40350 0s12g10540 Rk 67 = - -
[cl03234], K-box region. agamous; E=2e TaAGL31= DQ512349)
. MADS-box [cd00265] Type Il subfamily of MADS.. K-box super AAC49085.1; MADS-box protein
Bradi4g40357 0s12g10520 . K 47 No encontrado
family[cl03234], K-box region. AGL12; E=2e .
. . . L XP_002888232; predicted protein; E= IWGSC chr5BS ab k71 2249326
Bradi4g40540 0s12g09250  BRLZ[smart00338], basic region leucin zipper.. &8 - - - -
1e™". (Pseudogene, not in 5AS & 5DS)
. RRM_like_XS[cd12266], RNA recognition motif-like XS domain found ~ XP_002872063; hypothetical protein
Bradi4g40517 0s12g09590 167 IWGSC_chr5DL_ab_ k71 4509178

in plants; zf-XS super family[cl04095], XS zinc finger domain.

ARALYDRAFT_489218; E=1e

Tabla 2.2. Seleccién de genes putativos anotados como factores de transcripcién o genes relacionados con funciones en desarrollo. Solo se muestran los genes
de trigo en la region candidata de VRN-D4 que son colineares a las regiones del cromosoma 4 de B. distachyon y el cromosoma 12 de arroz.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=152600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=210079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=206793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=194951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=130628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=190233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=29020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=201822

28

TaAGL31 fue secuenciado en las lineas utilizadas para la poblacion de mapeo [TDF-J y
CSsa02] Y se usd uno de los SNPs encontrados para mapearlo en dicha poblacion.
TaAGL31 fue mapeado completamente ligado a VRN-D4 (Figura 2.2.A; Tabla 2.1).
También se secuencio la region promotora (1,404 bp rio arriba del codon de inicio), el
primer intron, la region codificante y la regién 3° UTR (438bp), tanto en linea portadora
de VRN-D4 (TDF) como en la linea isogénica que no posee VRN-D4 (TDC). La region
codificante de TaAGL31 en estas dos lineas (KF761667, KF761666) es 100% idéntica a
la secuencia del cultivar Chinese Spring disponible en Gen Bank (DQ512349).
Finalmente se estudiaron los niveles de expresion de este gen en TDF y TDC mediante
gRT-PCR a dos puntos diferentes del desarrollo (tres y cinco semanas, Figura 2.3), y no
se encontraron diferencias en los niveles de expresion entre estas dos lineas.

Niveles de transcipto de Tu4GL31 en hojas
0.016 -
0.014
0.012 4 OTDF-J
0.010 @ETDC
0.008 -
0.006

TaAGL31/ACTINA

0.004
0.002

0.000

semana

Figura 2.3. Comparacion de los niveles de transcriptos de TaAGL31 en hojas de TDF (Vrn-D4) y
TDC (vrn-D4) en platas de tres y cinco semanas de edad. Los niveles de transcriptos estan expresados
como veces-ACTINA y fueron calculados de acuerdo a la formula 2(CTACTINA-CTTaAGL3L) ) aq harras de

error representan el error estandar de la media calculado a partir de 6 réplicas bioldgicas.

2.3.5 Epistasis entre VRN-D4 y otros loci que controlan el

requerimiento de vernalizacion

Se estudiaron las interacciones entre VRN-D4 y otros loci, conocidos por controlar el
requerimiento de vernalizacion (Tabla 2.3). El efecto de VRN-D4, los tres alelos de
VRNL1 estudiados (VRN-AL, VRN-B1 y VRN-D1) y VRN-B3 fueron significativos (P <
0.0001) en las cuatro poblaciones. Las interacciones entre VRN-D4 y los otros loci
estudiados fueron también significativas (P < 0.0001, Figura 2.4A-D). En los cuatro

casos, VRN-D4 mostré6 un pequefio efecto en tiempo a floracién cuando los alelos



29

dominantes primaverales de los otros genes estuvieron presentes con respecto a cuando
estuvieron ausentes (Figura 2.4A-D). Todas las plantas homocigotas para los alelos
invernales de vrn-D4 y vrn-1 mostraron floracion muy tardia en todas las poblaciones
(medias ajustadas entre 119 y 130 dias) (Figura 2.4A-D), confirmando que no hay
genes adicionales segregando para el habito de crecimiento primaveral en estas
poblaciones. Esto fue también observado en la gran proporcion de la variacion en
tiempo a floracion (R? = 0.87-0.96) explicada en cada poblacién por el modelo de

ANOVA factorial incluyendo los dos genes y sus respectivas interacciones.

Tabla 2.3. Interacciones entre VRN-D4 y otros alelos que regulan el requerimiento de vernalizacion.
Se muestra la probabilidad de los efectos principales y las interacciones en un ANOVA factorial 2 x 3, la
proporcion de la variacion explicada por el modelo (R?), el grado de dominancia y el efecto relativo de

una combinacién alélica de dosis simple.

Vi P P P . VrnX 1 Vrn-D4 1 Vrn-D4 —Vrn)z(
VrnX. Vrn-D4  interaccion dominancia® dominancia dosis simple
Vrn-A1  <0.0001  <0.0001  <0.0001  0.96 95.9 % 53.7 % 18.5d "
Vrn-B1  <0.0001  <0.0001  <0.0001  0.91 55.6 % 30.7% 1.0d™
Vrn-DI  <0.0001  <0.0001  <0.0001  0.89 78.2% 42.9% 143d""
Vrn-B3  <0.0001  <0.0001  <0.0001  0.87 71.0% 313% 18.9d

1 . . .. . .z
El grado de dominancia fue calculado utilizando LS Means con la formula descripta en la seccidn de
materiales y métodos.

? Los efectos de una dosis simple fueron calculados utilizando LS Means y la formula descripta en la
seccion de materiales y métodos. Los valores positivos indican que las plantas que llevan VRN-D4
florecieron mas tarde de las que llevaban el alelo de VrnX respectivo. **= P<0.001 y ***= P<0.0001

El grado de dominancia (D) para el alelo de floracion temprana de VRN-D4 (30.7-53.7
%) fue mas chico que el grado de dominancia de los diferentes alelos primaverales de
VRN1 (55.6-95.9 %, Tabla 2.3). De los alelos de VRNL1 estudiados, el alelo de VRN-A1
para habito de crecimiento primaveral mostré el grado mas alto de dominancia, lo cual
es consistente con previos estudios que muestran que una dosis de este alelo es
suficiente para eliminar el requerimiento de vernalizacion. También se observd que
VRN-D4 tiene un efecto menor que VRN-A1, VRN-D1 o VRN-B3 en la aceleracion de la
floracion. En un fondo genético donde todos los genes son homocigotas para habito de
crecimiento invernal, las plantas heterocigotas para VRN-D4 florecieron en 14 y 19 dias
mas tarde que aquellas heterocigotas para VRN-AL, VRN-D1 o VRN-B3 (Tabla 2.3). No
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se encontraron diferencias significativas entre VRN-D4 y VRN-B1, lo cual en conjunto
con el valor similar de dominancia de estos dos genes sugiere que el alelo dominante de

VRN-D4 tiene un efecto similar en floracion.
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Figura 2.4. Interacciones entre VRN-D4 y otros alelos que regulan el requerimiento de
vernalizacion. Para simplificar la visualizacién solo se graficaron solo los valores de las plantas
homocigotas para los diferentes alelos de vernalizacion segregando en cada poblacion. (A) Interacciones
entre VRN-D4 y VRN-AL. (B) Interacciones entre VRN-D4 y VRN-BL. (C) Interacciones entre VRN-D4 y
VRN-D1. (D) Interacciones entre VRN-D4 y VRN-B3. Todas las interacciones son significativas (P <
0.0001, basado en ANOVA 2 x 3).

2.4 DISCUSION

2.4.1 Mapeo de VRN-D4

En el mapa de alta densidad presentado en este estudio, se separ6é a VRN-D4 de cinco
marcadores ligados a VRN-D4 en previos mapas (Yoshida et al. 2010), confirmando la
alta resolucion de este nuevo mapa. Adicionalmente al nimero de recombinantes, este

nuevo mapa provee 19 nuevos marcadores basados en secuencias codificantes en la
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region centromérica del cromosoma 5D, lo cual facilito las comparaciones de las
regiones colineares con los genomas de B. distachyon y arroz.

El mapeo de alta densidad de VRN-D4 y su eventual clonado posicional enfrentan dos
desafios principales. El primero es el limitado polimorfismo en el genoma D de trigo
hexaploide, particularmente en regiones centroméricas (Dubcovsky y Dvorak 2007;
Akhunov et al. 2010) y la limitada recombinacion en la mitad proximal de los
cromosomas de trigo (Luo et al. 2013; Lukaszewski y Curtis 1993). El primer problema
fue resuelto en este estudio, utilizando para la poblacion una linea (CSs4g2) que posee un
cromosoma altamente polimérfico, perteneciente a Ae. tauschii. Se encontraron 120
SNPs en 24.4Kb secuenciados en los cromosomas de T. aestivum y CSsgo2 (=5
SNP/KDb), en cambio cuando se secuenciaron las mismas regiones en las lineas TDC y
Hayakomugi, no se encontraron SNPs.

Desafortunadamente, el alto nivel de polimorfismo esté asociado con una reduccion en
la frecuencia de recombinacion de alrededor del 30% en esta poblacion (Yoshida et al.
2010). Esta reduccion en la recombinacion esta posiblemente asociada con la habilidad
del gene Phl (Pairing homeologous 1) de detectar los relativamente alto niveles de
heterocigocidad (Yousafzai et al. 2010; Griffiths et al. 2006) entre los cromosomas 5D
de T. aestivum y Ae. tauschii impidiendo su recombinacion. Por ejemplo, se ha
descripto que Phl esta asociado con una reduccion en la recombinacion entre el genoma
A el T. aestivum y el genoma A de T. monococcum (Dubcovsky et al. 1995) los que
poseen en promedio ~12 SNPs/Kb en regiones de intrones (Dubcovsky y Dvorak 2007).
Una estrategia posible para superar este obstaculo seria la utilizacion de un fondo
genético con la mutacion de pérdida de funcion de Phl, sin embargo, incluso si los
niveles de frecuencia de recombinacion pueden ser restaurados a niveles normales, la
baja recombinacion en regiones centroméricas que es comUnmente observada
continuard complicando los esfuerzos para disectar la region de VRN-D4 por

recombinacion.

2.4.2 Genética comparativa de la region candidata para VRN-D4 en

B. distachyon y arroz

Los previos mapas de VRN-D4 fueron desarrollados principalmente mediante la

utilizacion de marcadores microsatélites (SSR) limitando las comparaciones con
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genomas de otras especies (Yoshida et al. 2010). Los 20 marcadores basados en
secuencias codificantes en la region centromérica del cromosoma 5D fueron mapeados
en siete grupos que muestran buena colinearidad con la region del cromosoma 4 de B.
distachyon y el cromosoma 12 de arroz (Figura 2.2). La mayoria de estos loci en B.
distachyon fueron colineares con arroz, con la excepcion del locus Bradi4g43750. Los
Unicos dos genes de trigo que no son colineares estan localizados muy cerca y son
colineares ni en B. distachyon o arroz (CJ521028 y FT-like). Los ortélogos de estos dos
genes se encuentran a 0.06 Mb de distancia en el cromosoma 4 de B. distachyon.

Una interesante excepcion de la buena colinearidad relativa observada entre los tres
cromosomas de trigo, B. distachyon y arroz en la regién de VRN-D4 es la diferente
posicion del centromero del cromosoma 5D. Los dos marcadores flanqueantes del
centromero en trigo (TaAGL31 en el brazo corto y BE403761 en el brazo largo)
delimitaron una region entre 44.74 y 45.12 Mb del cromosoma 4 de B. distachyon
(Figura 2.2.B). Esta region se encuentra a mas de 20Mb de distancia del centromero
activo del cromosoma 4 de B. distachyon [22-23 Mb, Qi et al. (2010)]. Esta region del
centrémero activo del cromosoma 5D de trigo parece corresponder con un centrémero
inactivo de B. distachyon. Utilizando sondas pericentroméricas marcadas del
cromosoma 5D de trigo se observo que estas se localizan en el brazo largo del
cromosoma 4 de B. distachyon en las posiciones 44-46 Mb (Qi et al. 2010). La
secuenciacién del genoma de B. distachyon confirm6 que el centromero activo del
cromosoma 4 es homologo al centromero del cromosoma 4 de trigo y al del cromosoma
11 de arroz (International Brachypodium Initiative 2010). Los cromosomas 11 y 12 de
arroz son el resultado de una duplicacion ancestral que precede la divergencia de la
mayoria de las subfamilias de los pastos (Paterson et al. 2004). EI centrémero funcional
del cromosoma 12 de arroz esta delimitado por los marcadores 0s12910540 (5.58 Mb)
y 0512908260 (4.20 Mb) (Figura 2.2.C), lejos de la regién colinear del centromero del
cromosoma 5D de trigo.

En resumen estos resultados indican que el centromero del cromosoma 5D de trigo esta
en una localizacion distinta de los centromeros del cromosoma 12 de arroz y del

cromosoma 4 de B. distachyon.
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2.4.3 Analisis de la region candidata de VRN-D4

TaVIL-D1 fue previamente sugerido como un candidato para VRN-D4 basado en su
funcion homologa en Arabidopsis, su localizacion centromérica en el cromosoma 5D y
su induccidn de la transcripcion por vernalizacion (Fu et al. 2007). Los resultados del
mapeo fino de VRN-D4 aqui presentados concluyen que TaVIL-D1 no es VRN-DA4.
Mediante dos eventos independientes de recombinacion se demostré que TaVILD-1 es
proximal a VRN-D4. Ademas, no se encontraron polimorfismos en las regiones
codificante y regulatorias entre las diferentes lineas con distinto habito de crecimiento
estudiadas. Para analizar posible genes candidatos alternativos, se explord la region
colinear a VRN-D4 en B. distachyon (The International Brachypodium Initiative 2010).
Esta especie fue seleccionada dentro de las que poseen un genoma completamente
secuenciado por su cercania en relacion evolutiva con trigo (Draper et al. 2001). La
region colinear a VRN-D4 en el cromosoma 4 de B. distachyon tiene una longitud de
aproximadamente 1Mb e incluye 127 genes putativos. De acuerdo a la secuencia
codificante de estos genes y su similitud estructural a nivel de proteina con otros genes
y proteinas de funcion conocida la mayoria de estos ha sido anotado como relacionado
con funciones estructurales o metabdlicas, por lo que representan candidatos muy poco
probables para VRN-DA4. Sin embargo, diez genes en esta region fueron anotados como
factores de transcripcion o con funcion relacionada a procesos del desarrollo (Tabla
2.2). Mediante un analisis detallado de estos genes se mostré que Gnicamente un unico
gen representa un candidato probable para VRN-D4 (Bradi4g40350). Este gen en trigo
es denominado AGL31 y presenta una alta similitud con el gen de Arabidopsis
AGAMOUS. Debido a que VRN1 es un factor de transcripcion del tipo MAD-box vy
juega un papel importante en la regulacién de la floracion (Yan et al. 2003),
inicialmente postulamos que TaAGL31 podria jugar un papel similar. Sin embargo, la
ausencia de polimorfismos detectados entre lineas con diferentes alelos de VRN-D4
(TDF y TDC) vy la ausencia de diferencias en los niveles de transcripcion hacen que
TaAGL31 sea un candidato poco probable para VRN-D4. Aunque no se pueden
descartar variaciones en las regiones regulatorias de este gen no abordadas en este
estudio o diferencias en los niveles de expresion fuera de los puntos analizados, los
resultados presentados aqui proveen poca evidencia para respaldar la hipotesis de
TaAGL31 como VRN-D4.
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Aungue no podemos descartar la posibilidad de que algun otro gen presente en la region
colinear de B. distachyon sea el verdadero homologo de VRN-D4, nos inclinamos hacia
la hipotesis de que VRN-D4 se origind después de la divergencia evolutiva en B.
distachyon y trigo. Esta hipGtesis es sustentada en la ausencia de variacién natural para
el requerimiento de vernalizacion en las regiones colineares de los cromosomas 5Ay
5B. Ademas, la limitada distribucion geografica del alelo dominante de VRN-D4 (lwaki
et al.2000, 2001) argumenta también a favor de un origen relativamente reciente.

2.4.4 Interacciones epistaticas de VRN-D4

En un estudio previo se demostré que en trigo, la presencia de VRN-D4 en la linea TDF
estaba asociada con un incremento en los niveles de transcriptos de VRN1 y VRN3
(TaFT1) y una disminucion en los niveles de transcripcion de VRN2 (Yoshida et al.
2010). La activacion del circuito de retroalimentacion positiva que forman estos tres
genes resulta en una acumulacion de los niveles de transcripcion de VRN3 hasta llegar a
niveles muy altos (>diez veces los niveles de ACTINA). La proteina producida por
VRN3 (TaFT1) es transportada al meristema apical donde induce VRN1 (y
probablemente sus paralogos FUL2 y FUL3) (Chen y Dubcovsky 2012) donde inicia la
transicion del estado de meristema vegetativo a reproductivo.

Basados en los resultados previos de expresion génica, hipotetizamos que VRN-D4
deberia ser activo en las hojas y deberia operar ‘rio arriba’ o ser parte del circuito de
retroalimentacion positiva que forman VRN1/VRN2/VRN3. Las interacciones epistaticas
presentadas en este estudio soportan esta hipétesis ya que en la presencia de los alelos
dominantes de VRNL1 (que eliminan o reducen el requerimiento de vernalizacion para
activar el circuito de retroalimentacion positiva) la adicion de VRN-D4 tiene un efecto
pequefio en el tiempo a floraciébn. Ademas, cuando VRN-B3 estd presente (alelo
dominante de FT1), los altos niveles de FT1 resultan en la regulacion positiva de VRN1
y la regulacién negativa de VRN2, mas alla de la presencia o no de VRN-D4.

En plantas con habito de crecimiento invernal el circuito de retroalimentacion positiva
no esta activo. En este fondo genético, la presencia de VRN-D4 es suficiente para activar
este circuito, resultando en una floracion mas temprana que las lineas invernales.
Debido a que los cambios en los perfiles de expresion de cualquiera de estos genes
directamente afecta la expresion de los otros dos, actualmente es dificil predecir cual de

estos genes es el blanco principal de VRN-DA4.
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2.5 CONCLUSION

En esta primera etapa se comprobo la presencia de VRN-D4 en el cromosoma 5D como
habia sido previamente reportado (Yoshida et al. 2010), pero también se logro avanzar
en el desarrollo de un mapa genético detallado, donde finalmente se pudo descartar la
parte proximal del brazo largo permitiendo focalizar el andlisis a la parte proximal del

brazo corto de este cromosoma.

Un analisis genbmico comparativo, no reveld potenciales genes candidatos apoyando la
hipétesis que VRN-DA4 es el resultado de un gen que no se encuentra conservado en los
otros genomas de trigo, y por lo tanto tampoco en especies relacionadas.

Si bien el uso de un cromosoma D de Ae. tauschii en la linea CSssg, (poblacion de
mapeo TDFxCSsa02) facilito la identificacion de polimorfismos en la region de VRN-
D4, también resulto en una reduccion de la recombinacion en esta region que dificulta la
separacion de VRN-D4 de la zona centromérica.. La publicacion de este estudio
completa el primer objetivo de esta tesis: el desarrollo de un mapa genético detallado de
la region de VRN-D4. Este estudio también presenta una descripcion detallada de
interacciones epistaticas con los otros genes de vernalizacion. Estos resultados, junto
con la caracterizacion de los patrones de expresion de VRN1/VRN2/VRN3 permiten
hipotetizar que VRN-D4 opera como parte del circuito VRN1/VRN2/VRN3 o como

regulador de uno de estos genes.
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3.1 INTRODUCCION

El en capitulo anterior se mostré que VRN-D4 se encuentra localizado en la region
centromérica del cromosoma 5D vy la region candidata se delimitd a la region proximal
del brazo corto. EIl hecho de que la frecuencia de recombinacién sea muy baja en la
poblacién utilizada, demuestra que no es posible utilizar clonado posicional para aislar
este gen por recombinacién. Ademas también, el analisis de los genes candidatos en
dicha regién concluyé que no fue posible encontrar genes que puedan ser facilmente
identificables como candidatos para VRN-D4 basados en su funcion predicha en el
genoma de la especie modelo de los pastos Brachypodium distachyon.

Un ejemplo muy similar a esta situacion es la que Xue W. et al (2008) enfrentaron para
la identificacion del gen de arroz Ghd7 que controla el nimero de granos, floracion y
altura de planta (homologo a VRN2 en trigo). Este gen fue inicialmente identificado en
una region centromérica del cromosoma 7 de arroz, donde la recombinacion es 37 veces
menor a la promedio. El hecho de contar con un proyecto genoma completo facilité la
identificacion de los genes predichos en esa region (450 genes) y ,aungue la falta de
recombinacion impidi6 la reduccion de esa lista de genes candidatos, los autores
utilizaron la prediccién de los dominios de Ghd7 (que posee dominios CCT como el gen
CO, COL (CO like) o TOC1) para identificarlo como posible candidato y continuar con
el estudio de este gen, que finalizé con la descripcion de Ghd7 como gen que controla

estas caracteristicas.

En este capitulo se describen las estrategias alternativas utilizadas a fin de identificar
genes candidatos para VRN-D4, asi como los métodos de validacion y andlisis de

distribucién geografica.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Estudio de expresion de genes mediante RT-QPCR

Ocho plantas por genotipo fueron cultivadas en cémara de cultivo (PGR15,
CONVIRON, USA) con fotoperiodo largo (16h de luz) y condiciones no vernalizantes

(18°C durante la noche y 20°C durante el dia). La colecta de tejido (ultima hoja
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totalmente desplegada) y la extraccién de ARN se produjeron de la misma manera que
fue esta detallada en la seccion de Materiales y Métodos del Capitulo 2. Los cebadores
utilizados fueron previamente publicados: VRN1, VRN2, VRN3 (Yan et al.2006 y
Distelfeld et al. 2009a), los tres homologos de VRN1 (Loukoianov et al. 2005) y
ACTINA (Uauy et al. 2006).

3.2.2 Busqueda y anélisis de mutaciones en la poblacion de TILLING

Una poblacion de 1,153 plantas de la linea portadora de VRN-D4 obtenidas después del
tratamiento con EMS 0.9% fue usada para buscar mutaciones mediante la técnica de
Cell previamente descripta (Uauy et al. 2009). EI primer par de cebadores utilizados
(TILL-5DS-F1 y TILL-A-DS-R10, Tabla A.3) incluye el SNP A367C especifico de
VRN-D4 y amplifica especificamente la region del exon 4 al 8 de este gen. Dos pares de
cebadores adicionales, desarrollados previamente (Chen y Dubcovsky 2012), vy
especificos para VRN-AL fueron utilizados para amplificar dos regiones distintas de
VRN-D4. Los cebadores V1A-5PRIME-F1 y V1-INT1R amplifican una region que
incluye el exon 1, mientras que los cebadores VA1-3PRIME-F2 y VA1-3PRIME-R3
amplifican una region que cubre del exon 3 al 6. A pesar que estos cebadores
amplificaron en simultdneo VRN-D4 y VRN-A1l las mutaciones fueron detectables
mediante Cell. Para determinar cual de estos dos genes poseia las mutaciones
encontradas se secuencio el producto de PCR y caracterizé la mutacion y el efecto de la
misma, mediante prediccion de cambio a nivel de proteina. Los efectos a nivel de
proteina fueron analizados usando los algoritmos de prediccion PROVEAN (Choi et al.
2012), SIFT (Ng et al. 2001) y PolyPhen-2 (Adzhubei et al. 2010) a fin de seleccionar
aquellas mutaciones que pueden tener un mayor efecto sobre la funcionalidad de la

proteina.

Debido a que VRN-D4 se expresa en altos niveles desde estadios tempranos del
desarrollo, se extrajo ARN de la primera hoja completamente expandida de los mutantes
de interés y se usO la secuenciacién de la region codificante de VRN-D4 a modo de
corroborar que las mutaciones obtenidas se encontraron en los mismos transcriptos que
el SNP caracteristico de VRN-D4. En aquellos mutantes donde se amplificaron en
simultdneo VRN-A1l y VRN-D4 se usO el clonado del producto de amplificacion de

ADNCc para secuenciar transcriptos individuales.
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Cebadores especificos para VRN-D4: Mediante los cebadores para amplificar

especificamente VRN-D4 se detectaron 21 mutaciones. Diez de estas mutaciones
ocurrieron en regiones codificantes de VRN-D4 y cuatro de estos cambios determinan
cambios a nivel de proteina. Mediante los algoritmos de prediccion de efecto se
selecciond la mutacion E158K localizada en el dominio K-box ya que fue predicha
como la de mayor efecto entre las mutaciones encontradas (Tabla 3.1). Los mismos
algoritmos sugirieron un efecto limitado para las otras tres mutaciones (A180T, D184N
y A219T) (Tabla 3.1). Basado en estos resultados las Gltimas tres mutaciones fueron
descartadas y solamente el cambio E158K fue seleccionado para caracterizacion
fenotipica.

Cebadores para VRN-D4 y VRN-A1: mediante la busqueda con los cebadores 5PRIME-
F1y V1-INT1R que cubren el prime exdn se encontraron 19 mutantes, pero solo tres de

estos ocurrieron en la region codificante del primer exdn. Dos de estas mutaciones
produjeron cambios de aminodcidos (E12K y E42K) pero, desafortunadamente ambas
fueron identificadas en VRN-AL.

Con los cebadores VA1-3PRIME-F2 y VA1-3PRIME-R3 se detectaron siete mutantes
entre la region del exdn 3 al 6. Una de estas mutaciones fue predicha de producir un
cambio de aminoacido (E129K) pero fue identificada en VRN-Al. Una segunda
mutacion detectada resulta en un cambio en el sitio dador de splicing del cuarto exon.
La pérdida del sitio de splicing produce dos codones de STOP de la traduccion
localizado 8pb rio debajo de la mutacion. La introduccion de este codon de STOP es
predicha de truncar la proteina después de la posicion 143 lo que elimina 30% del
dominio K-box y mas del 40% de la proteina. Para confirmar la presencia del coddn
prematuro de STOP predicho en los transcriptos de VRN-D4 se extraj6 ARN de la
primera hoja expandida de este mutante y de plantas TDF como control. Los
transcriptos amplificados de ADNc fueron clonados usando el sistema NEB® PCR
Cloning (New England Biolabs, USA) y secuenciado mediante Sanger sequencing. La
presencia de la mutacion del sitio de splicing en conjunto con la retencion del intron
correspondiente asi como el SNP caracteristico de VRN-D4 fue corroborado en 16
clones independientes confirmando que esta mutacidn se corresponde con este gen. En
contraste, todas las secuencias de 22 clones de la planta usada como control mostraron

el splicing correcto con el SNP correspondiente a VRN-DA4.
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Anédlisis de conservacion del sitio de VRN-D4 mutando por TILLING: Se seleccionaron
268 proteinas homologas a VRN-D4 usando la secuencia de proteina de VRN-D4 para
una busqueda de BLAST (provean.jcvi.org). Con estas secuencias se produjo un
alineamiento multiple usando el software = MEGA 6 (Tamura et al. 2013)

(www.megasoftware.net) y el resultado de este alineamiento fue usado para generar un

weblogo de la secuencia proteica (weblogo.berkeley.edu), en el cual cada letra
representa los aminoacidos encontrados en esa determinada posicién y el tamafio es

proporcional a la frecuencia de ese particular aminoacido en el alineamiento multiple.

3.2.3 Secuenciacion de BACs y mapa fisico

Se realiz6 una busqueda en el mapa fisico del brazo corto del cromosoma 5D de
Chinese Spring, mediante el uso de tres pares de cebadores en distintas regiones de
VRN-D4 (Tabla A.3). Esta biblioteca de BACs fue desarrollada por el Instituto de
Botanica Experimental (Republica Checa) como parte del proyecto internacional de
genoma de trigo (IWGSC). Se identifico un BAC (TaeCsp5DShA _0038 M14) que es
parte de dos contigs mayores (CTG87 y CTG61) (Tabla A.4). Se seleccionaron un total
de 12 BACs de estos dos contigs para secuenciacion. Se produjeron bibliotecas para
secuenciacion con Illumina usando el kit KAPA LTP Library Preparation (KAPA
Biosystems, USA) con un tamafio promedio de inserto de 250 pb; también se
produjeron cuatro bibliotecas adicionales con un tamafio de inserto de 400 pb para
incrementar la calidad del ensamblado en esta region. Las bibliotecas fueron marcadas
con distintos codigos de barras para su posterior identificacion, mezcladas y
secuenciadas en el Instituto Gendmico de Beijing (BGI, Sacramento, CA, USA) usando

lecturas de 100-pb con extremos solapados (Illumina Hi Seq2500).

El ensamblado de los BACs se produjo usando Abyss v1.5.2 (k=63)
(www.bcgsc.ca/platform/bioinfo/software/abyss) y combinando las bibliotecas con
tamafo de inserto de 250 y 400pb (la cobertura individual de cada BAC fue mayor a
100X). Debido a que se encontrd una extenso solapamiento entre BACs, se obtuvo un
mejor ensamblado cuando se analizaron grupos de cuatro BACs para el ensamblado en
Abyss (k=63). Se generaron lecturas adicionales de los mismos BACs mediante
secuenciacion 454 que fueron usadas para completar gaps en el ensamblado obtenido

mediante la secuenciacion con Illumina. La secuenciacion mediante la tecnologia 454


http://www.megasoftware.net/
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fue realizada en un equipo GS FLX Titanium (Roche 454 Life Sciences, Branford, CT,
USA) usando los materiales provistos por el fabricante para la construccion de las
bibliotecas. El ensamblado obtenido de ~680Kb fue depositado en GenBank.

Los genes y elementos repetitivos fueron anotados usando la herramienta TriAnnot
(https://urgi.versailles.inra.fr/Tools/TriAnnot-pipeline). Toda la region fue comparada
con las secuencias presentes en las bases de datos 5AL y 5DS del IWGSC
(https://urgi.versailles.inra.fr/blast/), con T. urartu (Ling et al. 2013) y con tres bases
de datos distintas Ae. tauschii (http://plants.ensembl.org/Aegilops_tauschii/,
GCA _000347335.1 (Jia et al. 2013), http://aegilops.wheat.ucdavis.edu/ATGSP/, (Luo
et al. 2013), y
https://urgi.versailles.inra.fr/download/iwgsc/TGAC_WGS_assemblies_of other_whea
t_species, TGAC_WGS tauschii_v1). Los resultados fueron filtrados para conservar
secuencias con una identidad mayor al 99% y longitud mayor a 500 pb. (Figura 3.6).
Los resultados fueron convertidos a formato .gff y visualizados usando el programa

IGV (www.broadinstitute.org/igv/).

3.2.4 Marcadores para el sitio de insercion 5DS/5AL

Mediante los andlisis de similitud con las secuencias pertenecientes al genoma A y al
genoma D descripto anteriormente se identifico el primer borde de la insercion
88,344pb rio arriba del coddn de inicio de la traduccion de VRN-D4. Rio arriba de este
sitio la secuencia del CS-dt5DS fue 99.3% idéntica al contig 5265.1 de Ae. tauschii y rio
abajo de este punto la secuencias es 99.6 % idéntica al contig IWGSC_5AL_2795346
de Dbrazo cromosomico 5AL. Se disefiaron los cebadores VRNDA4-ins.F4
(CGTCTACAGAACCAGCTGAC) Y VRNDA4-ins.R3 (GAAAATCAGGGTGTGACAAA) Situados a
ambos lados del punto de insercion para confirmar la existencia fisica de este
evento. Este disefio de cebadores de PCR produjo una banda de amplificacion de
un 1440pb de tamafio Gnicamente en las lineas portadoras de VRN-D4. Como
control se incluyd otro conjunto de cebadores que amplifican un gen localizado
en el brazo largo del cromosoma 5D (BJ315664). Estos cebadores BJ315664-F
(ACTTGCGTTCCATGTTCACACTTGTAGG) Yy BJ315664-R (GCGCTCCTGGCAGCAGTCTC)

producen un producto de amplificaciéon de 687 pb, que fue identificado en todas la

lineas utilizadas.


https://urgi.versailles.inra.fr/Tools/TriAnnot-pipeline
https://urgi.versailles.inra.fr/blast/
http://plants.ensembl.org/Aegilops_tauschii/
http://aegilops.wheat.ucdavis.edu/ATGSP/
https://urgi.versailles.inra.fr/download/iwgsc/TGAC_WGS_assemblies_of_other_wheat_species
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El segundo borde de la insercién 5DS/5AL fue identificado en un region de 1.7 Kbp
localizado entre 201,341 y 203,027 pb rio debajo de VRN-D4. Las secuencias
flanqueantes fueron encontradas, rio arriba de la insercion, 98.7% idénticas al contig
2801682 del cromsoma 5AL vy 99.8% idénticas al contig 280242
(TGAC_WGS tauschii_vl) de Ae. tauschii rio abajo del punto de insercion. Se
disefiaron cebadores a ambos lados de la insercion (VRNDA4-ins2.F1
TATCTACACCCAGCGAGAGA y VRND-ins2.R1-GGCCTACCAAAAACAAAAGT) para
amplificar un fragmento de PCR de 1283 pb de longitud, y se us6 un gen localizado en
el cromosoma 5D como control (BE606654-F-ACCGACAAGAACTCCTAGAT y BE606654-
R-CAAAAGCATCGCAGAGAAACAC) . Este control amplificd un fragmento de 534pb en todas
las lineas utilizadas. Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un volumen final
de 20 pl conteniendo 10 mM Tris—HCI, PH 8.3, 50 mM KCI, 2 mM MgCl;, 0.2 mM
dNTP, 0.5 uM de cada primer para la insercién y 0.05 uM de cada primer control, 50—
100 ng de ADN gendmico, y 0.5 U Tag DNA polimerasa. Los ciclos de PCR fueron
Ilevado a cabo como se describe a continuacion: 5 min a 94°C, 8 ciclos en un gradiente
de temperatura comenzando a 65°C (-0.5°C cada ciclo), seguido de 32 ciclos como se
detalla a continuacion: 30seg a 94 °C, 30seg a 61 °C, y 1.30 min a 72 °C , con una

extension final por 7 mina 72 °C.

3.2.5 RNA-EMSA

Las sondas de ARN biotiniladas en el extremo 3’ utilizadas fueron adquiridas de
SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO USA). Para los ensayos de union se utilizaron las
proteinas purificadas RNase-free GST-TaGRP2 y GST (control). GST-TaGRP2 fue
clonada en el vector pGEX-6P-1, expresadas en E. coli, y purificadas usando la columna
GST SpinTrap Purification Module (GE Healthcare) (Figura 3.12.A). El ensayo de
movilidad electroforética de RNA (EMSA) fue llevado a cabo de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante utilizando el LightShift® Chemiluminescent RNA
EMSA Kit (Pierce, USA), se incluyé ademas DMSO 5% en la reaccion de unién para
evitar uniones no especificas. Para reducir variaciones en la calidad de la proteina entre
reacciones se realizé una mezcla principal con todos los componentes de la reaccién sin
incluir las sondas de ARN. También se incluy6 un paso de pre-incubacion de las sondas
de ARN por 3 minutos a 80°C para favorecer la completa desnaturalizacion de las

estructuras del ARN. Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente para
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permitir re-naturalizacién antes de agregarlas a la reaccién. Un experimento separado
fue hecho transfiriendo las muestras de temperatura ambiente e incubando a 4°C, para a
continuacion llevar a cabo la reaccion de union a esta temperatura y de esta forma
simular condiciones de vernalizacion. Las secuencias de las sondas utilizadas estan
listadas en la Tabla A.3. La estructura de las sondas utilizadas y de las secuencias
flanqueantes a RIP-3 fueron generadas utilizando la secuencia de T. monococum con el
programa RNAfold (Gruber et al. 2008) usando los parametros por defecto.

3.2.6 Analisis de estructura de la poblacion

Se utilizaron 100 lineas de T. aestivum pertenecientes a seis subespecies diferentes: T.
aestivum ssp. aestivum (10 entradas primaverales y 10 invernales), T. aestivum ssp.
compactum (17 entradas), T. aestivum ssp. macha (15 entradas), T. aestivum ssp. spelta
(15 entradas), y T. aestivum ssp. sphaerococcum (33 entradas) (Tabla A.5). Para
determinar la estructura de la poblacién se utilizaron un total de 16371 marcadores SNP
polimérficos usando un modelo de agrupamiento Bayesiano (Pritchard et al. 2000)
implementado en el programa STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000). EI nGmero
de subpoblaciones (K) analizado vario de 2 a 8. Cada valor de K fue simulado por
separado, empezando con un periodo de 5000 iteraciones de entrenamiento, seguido de
10000 réplicas para la fase de muestreo. Para detectar el nimero de subpoblaciones que
mejor se ajusta a la muestra, se graficé la probabilidad media de los valores de K
usando STRUCTURE HARVESTER v 0.6.93 (Earl et al. 2012). La matriz de
correlacién se calculé usando los 16371 marcadores en el programa TASSEL 4.3.10
(www.maizegenetics.net). La matriz fue representada en un grafico de gradiente de
colores donde cada color representa un valor en R (www.r-project.org). Los calculos del
indice de diferenciacién (Fst) fueron calculados con el programa Arlequin version 3.0
(Excoffier et al. 2005)

3.2.7 Diversidad genética

El indice de contenido polimérfico (PIC) (Anderson et al. 1993) fue calculado por

separado para cada una de las cinco subespecies, de acuerdo a la siguiente férmula:

PIC =1- Y p?


http://www.maizegenetics.net/
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donde p; es la frecuencia del alelo i™.

La diversidad genética fue estimada utilizando la formula de Weir (1996) la cual es

equivalente a un promedio del PIC.

D=1-13Yp
L i

donde p es la frecuencia del alelo i para el locus | y L es el nimero de loci. Los
valores de PIC para cada subespecie fueron promediados para cada genoma (Tabla 3.4),
cromosomas (Figura 3.15), y regiones cromosomica (Figura 3.17.E). Para reducir la
posible introduccion de sesgos en el anélisis, los valores de diversidad genética por
cromosoma y por regién cromosémica fueron normalizados dividiéndolos por la
diversidad genética de la correspondiente subespecie y genoma (mostrados en Tabla
3.4). Esta relacion es referida como “diversidad genética normalizada”. Los valores
mostrados en la Tabla 3.4 no pueden ser usados para comparar niveles relativos de
diversidad genética entre subespecies ya que mucho de los SNP utilizados en el disefio
de éste fueron especificamente seleccionados para una alta frecuencia de alelos menores
en T. aestivum ssp. aestivum (Wang et al. 2014). Estos valores fueron calculados
solamente para normalizar la diversidad genética por cromosoma Yy region
cromosomica. Estos andlisis fueron hechos con un subconjunto de 14,236 marcadores

SNP donde la ubicacion cromosdmica es conocida.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacion de la linea portadora de VRN-D4

En un estudio previo se mostrd6 que VRN-D4 estaba asociado con aumentos en los
niveles de expresion de VRN1 y FT1 (VRN3) y con una disminucion de los niveles de
expresion de VRN2 en un estadio avanzado de la etapa reproductiva (Yoshida et al.
2010). Basado en este resultado y en los resultados de interacciones epistaticas
detallados en el capitulo anterior se propuso que VRN-D4 opera rio arriba o es parte del

circuito que involucra a VRN1, VRN2 y FT1. Para estudiar cual de estos tres genes es el
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blanco de VRN-D4 realizamos un estudio de expresion génica de estos genes durante el
desarrollo en lineas isogénicas portadoras y no portadoras de VRN-D4 comenzando el
analisis desde la primera hoja completamente expandida hasta la espigazon.

La linea Triple Dirk C (TDC, hébito de crecimiento invernal, vrn-D4) mostré bajos
niveles de VRN1 y FT1 y altos niveles del represor VRN2 en los tres puntos estudiados
(semana uno, tres y cinco). En contraste la linea Triple Dirk F (TDF, hébito de
crecimiento primaveral, Vrn-D4) mostro altos niveles de VRN1 y FT, y bajos niveles de
VRN2 a semana cinco (Figura 3.1.A-C) confirmando los resultados previos (Yoshida et
al. 2010). En el punto mas temprano del desarrollo estudiado, las diferencias en la
expresion de VRN1 entre TDF y TDC fueron altamente significativas (P = 0.002,
aumento de 38 veces, Figura 3.1.A), mientras que las diferencias en VRN2 fueron
marginalmente significativas (P = 0.05, disminucion 2 veces, Figura 3.1.B). Las
diferencias en los niveles de transcripcion de FT1 entre TDF y TDC fueron detectables
solamente en el Gltimo punto de muestreo (semana cinco, Figura 3.1.C). Estos
resultados sugieren que, entre los genes estudiados, VRN es el blanco mas temprano de
induccion por VRN-DA4.

En ausencia de vernalizacion, TDF floreci6 mucho antes que TDC pero aun 12.6 dias
maés tarde que Triple Dirk D (TDD, alelo primaveral Vrn-Ala (Yan et al. 2004)) y 18.3
dias mas tarde que Bobwhite (BW, el cual posee alelos primaverales en los tres
homoblogos de VRN1) (Figura 3.1.D).La floracion mas tardia en relacion a TDD y BW
estuvo asociada con niveles de transcripcion de VRN1 y FT mas bajos, y mas altos
niveles de VRN2 (Figura 3.1.A-C, semana 3).
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Figura 3.1. Caracterizacion de la linea TDF (Vrn-D4). Niveles de transcriptos de (A) VRN-1 (todos los
homélogos combinados), (B) FT1 y (C) VRN-2. (D) Efecto en tiempo a floracion de VRN-D4. El
experimento fue terminado 114 dias después de la siembra. (E) Niveles de transcripcion de los tres
diferentes homologos de VRN. (F) Numero haploide de copias de VRN-AL. Jagger, Munstertaler y
Moldova fueron incluidos como controles para 1, 2 y 3 copias de VRN-AL respectivamente (Zhu et al.
2014). (A-E) Las medias fueron calculadas a partir de ocho replicas bioldgicas. (F) Media calculadas a
partir de cuatro replicas bioldgicas. Las barras de error en todos los gréaficos representan el error estandar
de la media (SEM). TDC y CSz40z: invernal, sin alelos de habito primaveral. TDF: primaveral, Vrn-D4.
TDD= primaveral, Vrn-Ala. BW (Bobwhite): primaveral, Vrn-Al, Vrn-B1, Vrn-D1. NS= no significativo,
*=P<0.05 **=P<0.01,y***=P<0.001).

Sorpresivamente, cuando se estudié la expresion de los tres homdlogos de VRN1 por
separado (VRN-Al, VRN-B1 y VRN-D1), se encontré que solamente VRN-Al fue
regulado positivamente en la linea TDF (portadora de VRN-D4). Los niveles de
transcripcién de VRN-AL se encontraron aumentados desde la semana uno hasta semana
cinco y fueron similares a los observados en la linea TDD, portadora del alelo
primaveral en VRN-A1 (Figura 3.1.E). En contraste, los niveles de VRN-B1 y VRN-D1
no fueron detectables en TDF en los dos primeros puntos analizados (semanas 1 y 3)
(Figura 3.2). Los niveles de expresion de VRN-B1 y VRN-D1 si fueron detectable en la
linea Bobwhite después de la primera semana (Figura 3.2). Estos resultados sugieren
que el homélogo del genoma A de VRN1 (VRN-A1) es un blanco especifico de VRN-D4
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o alternativamente los niveles elevados de VRN-Al son el resultado de copias

adicionales de este gen.
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Figura 3.2. Niveles de expresion en hoja de los tres homologos de VRNL1. (A) Plantas de tres semanas
de edad (B) Plantas de cinco semanas de edad. Los resultados a semana 1, que forman parte del mismo
experimento, son presentados en la Figura 3.1. Las barras representan la media calculada de ocho
replicaciones biologicas y el error representa el error estdndar de la media (SEM). El habito de
crecimiento y los alelos presentes se describen a continuacién: TDC (invernal, vrn-Al vin-B1 vrn-D1 vrn-
D4), TDF (primaveral, vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 Vrn-D4), TDD (primaveral, Vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 vrn-
D4), y BW (Bobwhite, primaveral, Vrn-Al Vrn-B1 Vrn-D1 vrn-D4). NS = no significativo, * = P < 0.05,
** =P <0.01,y**=P<0.001

Utilizando la técnica de Tagman® previamente descripta para analizar el nimero de
copias de VRN-A1l (Diaz et al. 2012) se observd que las lineas portadoras del alelo
recesivo de VRN-D4, TDC y CSs402, poseen un nimero haploide de copias de VRN-AL
igual a uno vy, sorpresivamente, TDF la linea portadora de alelo dominante de VRN-D4
presentd un nimero de copias igual a dos (Figura 3.1.F). A continuacidn se secuencio la
region codificante de VRN-AL a partir de ADNc producido mediante la extraccion de
ARN de hoja en TDF y también en la linea Gabo, que fue la fuente de VRN-D4 utilizada
por Sears en 1978 para introgresar VRN-D4 en el fondo genético Triple Dirk y producir
la linea isogénicas TDF. Se encontr6 que Unicamente las lineas portadoras del alelo
dominante de VRN-D4 poseian un cambio de nucleétido en la posicion 367 de la

secuencia codificante.
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Figura 3.3. Deteccion del SNP A367C de VRN-D4. (A) Cromatogramas de secuenciacion mostrando el
polimorfismo A367C en las lineas portadoras del alelo dominante Vrn-D4 (TDF y Gabo) y su ausencia
en las lineas portadoras del alelo recesivo de vrn-D4 (CSs4p, CS: Chinese Spring y TDC). (B)
Cromatogramas mostrando el polimorfismo A367C en los recombinantes criticos de la poblacién TDF x
CSs40, detallada en el Capitulo 2. En los estudios de progenie realizados para cada individuo
recombinante se establecié si dicha progenie segrega para el habito de crecimiento primaveral
(segregante). Cuando todos los individuos de esa progenie florecieron sin diferencias significativas entre
ellos y de forma similar al padre portador de VRN-D4 se los considera no segregantes y de floracion
temprana (temprana). No se encontraron recombinantes donde todos los individuos de la progenie
tuvieron una floracion tardia.

Las lineas con el alelo recesivo de VRN-D4 presentaron una Adenina en la posicion 367
(TDC, CSs402 ¥ Chinese Spring), que se corresponde con las secuencias disponibles
conocidas de VRN-AL, por otro lado TDF y Gabo presentaron un cambio de Adenina
por Citosina (A367C) que hasta la actualidad no habia sido descripto (Figura 3.3.A).
Este SNP fue estudiado en la poblacion de mapeo fino descripta en el Capitulo 1, y fue
encontrado completamente ligado con VRN-D4 en el brazo corto del cromosoma 5D.
Las seis plantas donde se encontraron los eventos de recombinacion mas cercanos a
VRN-D4 son mostradas en la Figura 3.3.B.
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Para estudiar la expresion de esta copia adicional de VRN-A1 localizada en el brazo
corto del cromosoma 5D, se utiliz el sitio polimérfico de corte en las muestras de
ADNCc con la enzima de restriccion BstNI que permite diferenciar a esta de la copia
presente en la ubicacion ancestral de VRN-A1 en el cromosoma 5A (brazo largo). Las
lineas portadoras de alelos dominantes primaverales para VRN-A1 TDD y BW fueron
incluidas como controles y en estas fue posible detectar expresion correspondiente a
VRN-A1 (variante ‘A’ del SNP 367) en el cromosoma SAL visible como dos bandas de
303y 251 pb.

Semana 1 Semana 3 Semana 5
TDC TDF TDD BW TDC TDF TDD BW TDC TDF TDD BW

bbb s o e B o s uduuuuudu 303pb

VRN-A1 B PhssbbL - Seuaud ),
VRN-5DS = —p ebmn Ly kel —p dedes 195pb
o, — = 56pb

ACTINA rar e o8 ar or an o o o8 S0 ar oo o o on 4 5 00 S S 60 S0 an S S0 00 850 50 00 o S0 o o o

Figure 3.4. Expresion de los parédlogos de VRN1 del brazo cromosémico 5AL (VRN-Al) y 5DS
(temporalmente denominado VRN-5DS). RT-PCR con cebadores que amplifican ambos genes
(VRN-A1 y VRN-5DS). Los dos transcriptos pueden ser identificados mediante el polimorfismo A367C,
el cual genera un sitio adicional de corte con la enzima de restriccién BstNI en la secuencia de VRN-5DS.
Luego de la digestion con BstNI, el fragmento de 251-pb detectado en VRN-A1 (sefialado con una cabeza
de flecha) es cortado en dos fragmentos de 195 pb y 56 pb en VRN-5DS (flechas). En la linea TDF, donde
VRN-5DS y vrn-Al estan presentes, solamente los transcriptos de VRN-5DS (variante “C” del SNP 367)
son detectados hasta la tercer semana. A las cinco semanas, una banda tenue correspondiente a VRN-AL
también es detectada en TDF (variante “A” del SNP 367). TDC tiene un habito de crecimiento invernal y
por lo tanto no expresa VRN1. Se incluyeron tres réplicas bioldgicas para cada genotipo. ACTINA (Yan et

al. 2003) fue usado como control de carga de la amplificacion por PCR.

La copia del cromosoma 5D fue detectable tnicamente en la linea portadora de VRN-D4
TDF desde la semana uno y es identificable como tres bandas de 303, 195 y 56 pb
respectivamente (variante ‘C’ del SNP 367). La expresion de esta copia fue detectable
desde la semana uno del desarrollo mientras que la proveniente del cromosoma 5AL fue

apenas detectable en TDF en el ultimo punto estudiado (Figura 3.4 fragmento de
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251pb). La linea invernal TDC fue usada como control negativo y no mostré expresion
de VRN, resultado caracteristico de plantas en estado vegetativo.

3.3.2 Validacion de VRN-D4 usando mutaciones inducidas

La tecnologia denominada TILLING (por Targeting Local Lesions IN Genomes), es una
herramienta valiosa para estudios de genética funcional que combina mutagénesis
quimica con un relevamiento a gran escala de mutaciones. El laboratorio del Dr.
Dubcovsky cuenta con poblaciones mutantes de trigo hexaploide y tetraploide,
compuestas por 1536 lineas cada una. Estas poblaciones se obtuvieron a partir de un
tratamiento mutagenico con Etil Metano Sulfonato (EMS y presentan una densidad
promedio de 38 y 51 mutaciones por kb, respectivamente. Para facilitar un screening de
alto rendimiento, estos ADNs se encuentran agrupados en conjuntos de 4. Para
identificar mutantes en los genes de interes, se disefian cebadores genoma-especifico,
que se utilizan para amplificar (mediante técnica de PCR) regiones de cada uno de estos
genes, en la muestra conjunta. Los productos de PCR son desnaturalizados y re-
hibridados, lo que permite la formacion de heteroduplex (en el caso de que haya una
mutacion). Esas muestras son luego digeridas con una endonucleasa que reconoce y
corta apareamientos incorrectos de un anico nucledtido, y los fragmentos son
visualizados en geles de poliacrilamida. Para los grupos que se detectan dos 0 mas
fragmentos, se secuencian los productos de PCR individuales a fin de determinar la
mutacion exacta que estos portan. Mediante este proceso, se han identificado numerosas
lineas tetraploides y hexaploides las que han sido de gran utilidad para caracterizar
genes importantes en las vias de regulacion de la floracion, resistencia a enfermedades y
calidad panadera, por citar algunos. Debido a que ninguna de las poblaciones
hexaploides actualmente disponibles es portadora de VRN-D4, para comprobar si la
copia adicional de VRN-AL1 localizada en el brazo corto del cromosoma 5D es VRN-D4
se produjo una nueva poblacion de TILLING mediante la utilizacién de EMS a partir de
la linea portadora de VRN-D4 TDF. En total se obtuvieron 1,153 mutantes que fueron
analizadas para mutaciones en VRN-A1-5DS usando la técnica de Cell (Uauy et al.
2009). Los detalles de como se realizd la busqueda de mutantes y los cebadores

utilizados se detalla en la seccion de Materiales y Métodos de este capitulo. En total se
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identificaron cuatro mutaciones no-sindénimas y un mutante de splicing en VRN-A1-
5DS. Basado en la prediccion del efecto de estas mutaciones a nivel de proteina (Tabla
3.1) se seleccionaron dos mutaciones para caracterizacion fenotipica. La primera
mutacién analizada genera un cambio de Acido glutamico por Lisina en la posicion 158
de la proteina (E158K, Figura 3.5). Aunque este es un cambio de amino&cido tolerado
(BLOSUM 62 score= 1), esta posicion parece ser altamente conservada como se
observa en el alineamiento de las 268 proteinas disponibles en NCBI, lo cual sugiere
algun tipo de preferencia evolutiva para la conservacion de este aminoécido (Figura
3.5.B). En una poblacién segregante para la mutacion E158K se observo que las plantas
heterocigotas y homocigotas para esta mutacion florecieron 5.1 (P = 0.0004) y 9.1 (P =
2.15¢”) dias mas tarde respectivamente que el control sin la presencia de este cambio.
Las plantas que no poseian este cambio de aminoacido florecieron sin diferencias
significativas con la linea control TDF (P = 0.76, Figura 3.5.C). La segunda mutacion
analizada, corresponde con un cambio de nucledtido en el sitio dador de splicing del
cuarto exdn y fue encontrada en estado de homocigosis. La retencion del intron y su
predicha traduccién genera un coddn de stop prematuro localizado a 8pm rio abajo del
sitio de splicing lo que elimina un 40% de la proteina. La presencia de este coddn
prematuro fue confirmada en los transcriptos secuenciados de este mutante (Materiales
y Métodos). El ensayo de progenie de esta linea mostro un retraso en la floracion de 146
dias con respecto a la linea control TDF (P < 5.04e™), y la floracién ocurrié sin
diferencias significativas con el control TDC (P = 0.910, Figura 3.5.D). Estos dos
eventos independientes confirmaron que la copia duplicada de VRN-A1 en la region

proximal del cromosoma 5D es VRN-DA4.

Las mutaciones en el fondo genético de los mutantes podrian influir en el efecto de las
mutaciones caracterizadas, aunque se debe considerar que el caracter hexaploide de esta
variedad actla como ‘amortiguador’ de cualquier posible variacion proveniente de
mutaciones no deseadas. Ademas también el hecho de contar con dos mutaciones
independientes que afectan el mismo gen hace que muy poco probablemente que los

resultados observados sean resultados de mutaciones provenientes del fondo genético.
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Tabla 3.1. Analisis de las mutaciones encontradas en VRN-D4.

Mutaciones inducidas

exon 4 exon 6 exon 7 exon 8
Linea TDF Till-665  Till-526 Till-174 Till-481 Till278
KR42242 KR11906 KR11906 KR11906 KR11906 KR11905
GenBank
4 3 2 1 0 9
cambio nt. A367C G10511A G472A G538A G550A G655A
Cambio a.a. K123Q Splice site E158K A180T D184N A219T
PROVEAN? -3.527 - -3.292 -0.848 0.158 -0.306
PonPhen-Zb 0.999 - 0.999 0.045 0.026 0.002
No No
SIFT® - tolerado tolerado tolerado
tolerado tolerado
g Fuera de Fuera de Fuera de
PSSM 1 - -3
K-box K-box K-box
BLOSUMG62 1 - 1 -1 1 -1

Las posiciones de cambio de nucledtido estan calculadas desde el coddn de inicio de la secuencia
codificante de VRN-D4, con excepcion del cambio en el sitio de splicing G10511A que es indicado
relativo al coddn de inicio a nivel de ADN en la secuencia gendmica. Las posiciones de cambio de
aminoacido son indicadas de acuerdo a la metionina inicial. Las letras antes y después del himero indican

el alelo salvaje y el mutante respectivamente.

#PROVEAN: los valores fueron calculados en provean.jcvi.org. Un valor < -2.5 es predicho de afectar la
funcion de la proteina.

® Phylophen-2: los valores fueron calculados usando el sitio web genetics.bwh.harvard.edu/pph2/. Los
valores cercanos a cero sugieren un efecto limitado en la funcion de la proteina, y los valores cercanos a 1
sugieren un efecto significativo en la estructura y funcion de la proteina.

SIFT: fue calculado en sift.jcvi.org Yy los valores se resumen como cambios tolerados o no tolerados.

¢ Position-Specific Scoring Matrix (PSSM): este valor es vasado en la conservacion de los amino 4cidos
usando alineamientos multiples de secuencias. Los valores debajo de cero indican cambios de
aminoacidos que son predichos de tener un efecto significativo en la funcion de la proteina. El valor de
PSSM puede ser calculado solamente para aquellas mutaciones dentro de dominios conservados, en este
caso usando el dominio K-box (pfam01486) y la secuencia de proteina de VRN-A1 (AAW73221.1) en

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/Structure/pssm/pssm_viewer.cgi).


http://sift.jcvi.org/www/SIFT_seq_submit2.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/Structure/pssm/pssm_viewer.cgi
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Figura 3.5. Analisis de las mutaciones inducidas generadas por TILLING en VRN-D4.

(A)Estructura génica de VRN-D4, las flechas indican la localizacién del SNP A367C, y las mutaciones de
TILLING (E158K y la mutacién en el sitio de splicing) y la localizacién del SNP A367C. (B) Mediante
un alineamiento multiple de 268 secuencias que incluyeron los genes AP1, AG, FUL, CAULIFLOWER,
VRNL1 y otras proteinas de la familia MAD-BOX se realizé la representacién grafica de la conservacién de
cada aminoacido. Se utilizé el sitio web de WebLogo (weblogo.berkeley.edu) que a partir del
alineamiento genera la representacién grafica donde en tamafio de cada letra representa un aminoacido y
el tamafio es proporcional al su frecuencia en esas posicién. La region mostrada cubre las posiciones del
aminoacido 115 al 175 ( en VRN-D4) dentro del dominio K-Box. Las flechas indican la posicion donde se
encuentran los cambios K123Q (natural de VRN-D4) y el producido mediante EMS E158K. (C)
Caracterizacion de los mutantes de TILLING en tiempo a floracién. Efecto de la mutacién E158K en
tiempo a floracién. wt: homocigota para el alelo salvaje, het: heterocigota, E158K= homocigota para el
alelo mutante. (D) Efecto de la mutacion de splicing en tiempo a floracidn. Spl. = homocigota para la
mutacion de splicing. Las barras indican la media de al menos seis replicas biolégicas. Las barras de error
indican el error estandar de la media (SEM). NS = no significativo, * = P <0.05, ** =P < 0.01, y *** = P
< 0.001).


http://weblogo.berkeley.edu/
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3.3.3 Mapa fisico de la region de VRN-D4

Mediante una busqueda de BLAST en el sitio del borrador del genoma del trigo
hexaploide Chinese Spring desarrollado por el consorcio internacional de secuenciacion
de trigo (IWGSC, http://www.wheatgenome.org/Projects/IWGSC-Bread-Wheat-
Projects/Physical-mapping/) (Mayer et al. 2014) se encontr6 VRN-D4 en la ubicacion
correspondiente al brazo corto del cromosoma 5D (SNP A367C presente). Aunque esta
variedad, Chinese Spring, no posee VRN-D4 la linea ditelisomica del cromosoma 5DS
(CS-dt-5DS), utilizada para separar por cartometria de flujo y secuenciar este brazo
cromosémico en el proyecto genoma, fue generada usando la variedad Gabo (Devos et
al. 1999) la cual posee VRN-DA4. Este resultado confirma la presencia de secuencias
pertenecientes a Gabo en este stock genético como ya habia sido sugerido con
anterioridad (Pugsley 1972 y Goncharov 2003).

El mapa fisico del brazo corto del cromosoma 5D fue utilizado para estudiar esta region
cromosomica en detalle. Para esto se detecto el BACs que contenian VRN-D4 mediante
PCR, asi como también los incluidos en el Minimum Tiling Path (MTP) de la
biblioteca de BACs del cromosoma 5DS del Instituto de Botéanica Experimental
(Republica Checa) a cargo de producir estas para el IWGSC. Como resultado se
encontré el BAC TaeCsp5DShA_0038_M14 el cual es parte de dos contigs mayores
CTG87 y CTG61 (Tabla A.4). De estos se seleccionaron 12 BACs que rodean al BAC
que posee VRN-D4 y se secuencié usando una combinacion de lllumina y 454
(Materiales y Métodos). Estos 12 BACs produjeron una secuencia de un total de ~680
Kb la cual fue analizada por similitud con otras secuencias de los borradores de
proyectos genoma disponibles. Se utilizaron las bases de datos de secuencias de T.
urartu (ancestro del genoma A de trigo hexaploide) (Ling et al. 2013), tres bases de
datos de Ae. tauschii (ancestro del genoma D de trigo hexaploide) y las bases de datos
de secuencia de los brazos cromosémicos 5DS y 5AL del IWGSC (ya que el brazo 5AL
es la ubicacidn ancestral de VRN-A1). Mediante BLAT basados en una similitud mayor
a 99% y longitud mayor a 500 pb se estudié la similitud de esta region con las distintas
secuencias depositadas en las bases de datos descriptas mas arriba y se detectaron tres
regiones claramente definidas. La region central (~290 Kb) mostré alta similitud con el
brazo cromosémico 5AL y T. urartu. Y las dos zonas que rodean la regién central

mostraron una alta similitud a las tres bases de datos del progenitor del genoma D


http://www.wheatgenome.org/Projects/IWGSC-Bread-Wheat-Projects/Physical-mapping/
http://www.wheatgenome.org/Projects/IWGSC-Bread-Wheat-Projects/Physical-mapping/
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(Figura 3.6.A). En todos los casos las regiones mostraron una identidad Unica, ya sea
con el genoma A o con el genoma D, sin detectarse regiones con similitud a ambos
genomas. Este resultado indica que en este stock citogenético parece haber ocurrido una
removilizacién génica del cromosoma 5A al cromosoma 5D, y por lo tanto haber dado
origen a VRN-D4.

La anotacion de la region secuenciada revelo la presencia de tres genes. VRN-D4 fue el

Unico gen identificado en la region con alta similitud al genoma A, y ninguno de los
genes flanqueantes a VRN1 en la ubicacion original en el cromosoma 5AL (Yan et al.
2003) fue detectado mediante PCR. Los dos genes restantes encontrados estan ubicados
en la region con alta similitud al genoma D, rio debajo de VRN-D4 (CYCLIN-A2-1y un
gen putativo TRIUR3_08792). No se encontraron genes en la region ubicada rio arriba
de VRN-D4.
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Figura 3.6. Representacién gréfica de la region cromosémica de VRN-D4 en el brazo corto del
cromosoma 5D. (A) Ensamblado de la secuencia cromosémica CS-dt5DS (~680 kb) comparada con las
bases de datos de secuencias de los brazos 5DS y 5AL (IWGSC), T. urartu y tres bases de datos de Ae.
tauschii. Fueron anotados dos genes (VRN-D4 y Cyclin A2-1= TRIUR3_24995) y un gene hipotético
TRIUR3_08792. (B) Representacion esquematica de la secuencia ensamblada: Amarillo= secuencia
>99% idéntica a Ae. tauschii, Rojo= >99% idéntica al brazo 5AL; Negro = contigs de Ae. tauschii
(http://aegilops.wheat.ucdavis.edu/ATGSP/), Rectangulos grises= BACs secuenciados, Amarillo= region
>99% idéntica, Tridngulos= insercion 5DS/5AL (C y D) Marcadores moleculares para la presencia de los
sitios de insercién 5DS/5AL rio arriba y rio abajo de VRN-D4 respectivamente. El producto de 1,440-pb
indica la presencia de la 5DS/5AL rio arriba de VRN-D4 y la banda de 687-pb de tamafio corresponde a
un control positivo de amplificacion de la PCR (correspondiente al EST BJ315664). El producto de
amplificacion de 1,283-pb indica la presencia del sitio de insercion 5DS/5AL rio abajo de VRN-D4 y la
banda de 534-pb corresponde a un control positivo de amplificacion (EST BE606654).


http://aegilops.wheat.ucdavis.edu/ATGSP/
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Figura 3.7. Productos de amplificacion de PCR de los genes flanqueantes a VRN-Al en ADN
purificado del brazo cromosémico 5DS. Se utiliz6 ADN del cromosoma 5DS purificado mediante
cartometria de flujo (Instituto de Botanica Experimental, Olomouc, Republica Checa) para estudiar si los
genes cercanos a VRN-AL en el cromosoma 5AL (Yan et al. 2003) se encuentran también presentes en la
insercion en el cromosoma 5DS. CS: Chinese Spring, 5DS: ADN del brazo 5DS, TDC: Triple Dirk C.
Usando el mismo ADN para todos los marcadores solamente VRN-A1 fue amplificado, indicando que los
genes PHYC, CYS y AGLG1 no estan presentes en el cromosoma 5DS. Las bandas multimples en el gen
CYS se deben a amplificaciones de las diferentes copias de este gen, ninguna presente en el ADN del
brazo 5DS. Los genes PHYC, CYS y AGLGL1 tampoco fueron encontrados en la base de datos del

cromosoma 5DS mediante BLAST, confirmado los resultados de PCR.

El sitio donde se produjo la insercién en el genoma D parece haber sufrido una
alteracion durante o después del evento de insercion. El contig de Ae. tauschii que
presenta alta similitud con 104 Kb rio arriba del sitio de insercion (contig 5265.1)
contiene otros 200Kb de secuencia que no fueron encontrados rio abajo del otro
extremo de la insercion. Ademas esta region rio abajo de la insercion presenta alta

similitud con contigs diferentes en Ae. tauschii (Figura 3.6.B).

Las regiones de encuentro entre la alta similitud con el genoma A y el genoma D fueron
utilizadas para disefiar marcadores de PCR para comprobar la existencia de estos
eventos de insercion. EI primer borde fue predicho rio arriba de VRN-D4, ubicado a
unos 88.3 Kb del codon de inicio. El segundo borde fue identificado entre 201 y 203 Kb
rio abajo de VRN-DA4.

Los marcadores de PCR disefilados para cada borde mostraron estar perfectamente
ligados con el SNP A367C diagndstico de VRN-D4 en las lineas portadoras del alelo
primaveral de VRN-D4 (Figura 3.8.C y D) y en las poblaciones descriptas en la Tabla
3.2 y A.6. Estos resultados sugieren que VRN-D4 detectado en diferentes lineas se

origind por el mismo evento de insercion.
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Figura 3.8. Amplificacion de PCR de los sitios de insercion en los recombinantes criticos de la
poblacion TDF x CSsag. (A) Marcador para la insercion 5AL/5DS rio arriba de VRN-D4 (1,440-bp
band). (D) Marcador para la insercion 5AL/5DS rio abajo de VRN-D4 (1,283-bp band). Nétese que todas
las lineas portadoras del SNP A367C muestran amplificacién de las bandas de 1,440pb y 1,283pb. H=
segregante para el habito de crecimiento (heterocigota VRN-D4 vrn-D4), temp.= toda la progenie tuvo
floracion temprana (homocigota Vrn-D4), tardia= toda la progenie tuvo floracién tardia (homocigota vrn-
D4), control= como control positivo de la amplificacion de PCR se incluyd un par de cebadores

adicionales para producir amplificacién en todas las lineas.

A continuacion se estudiaron diferentes secuencias disponibles de VRN-AL asi como las
obtenidas en este estudio para detectar cual puede ser el posible ancestro en el cual la
removiliazcion del cromsoma 5D al 5A tuvo lugar. Para esto se realizado un anélisis de
filogenia de siete diferentes alelos de VRN-ALl incluyendo las secuencias de
T.monoccum y T.urartu como referencia de los alelos ancestrales del genoma A. Como
resultado de este analisis se encontrd que el alelo mas cercano a VRN-D4 es el de VRN-
Al presente en Chinese Spring, donde solo se encontr6 un SNP en 14,912pb
secuenciados (SNP A367C). Las secuencias mas cercanas a estas fueron las de las
variedades Jagger y Claire, que mostraron uno y tres SNP adicionales respectivamente
(Figura 3.9).
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Figura 3.9. Filogenia de VRN-D4. Arbol filogenético basado en la region genémica de ADN de las
secuencias de VRN-A1 / VRN-D4 (Neighbor-Joining utilizando 1000-pb rio arriba del codon de inicio y
1000-pb rio abajo del codén de stop de la transcripcidn) utilizando el programa MEGAG6 (Tamura et al.
2013). Los nameros en los nodos de este arbol indican los valores de confidencia basado en un 5000
submuestreos (% de arboles simulados con este nodo presente). Con excepcion de VRN-D4 todas las
otras secuencias corresponden a VRN-AL. Los ndmeros indican los identificados correspondientes en
GenBank, con excepcion de la secuencia de T. urartu, en la cual se indica el nimero de contig en el

ensamblado del proyecto genoma del mismo (plants.ensamble.org, GCA_000347455.1).
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VRN-D4 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
Chinese_Spring 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
Jagger-JQ915055.1 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
Claire-JF965395.1 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
2174-JQ915056.1 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
TDC-AY747600.1 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVVSL 82
Hereward-JF965397.1 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
Malacca-JF965396.1 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
Tm_G2528-AY244509.2 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
T.urartu 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
T.turgidum-AAW73219 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
Tm_DV92-AY188331.1 1 MGRGKVQLKRIENKINRQVTFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVGLIIFSTKGKLYEFSTESCMDKILERYERYSYAEKVLVS 82
VRN-D4 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCQKHLMGEDLESLNLEELQQLEQQLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQKKERSLQEE 164
Chinese_Spring 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDLESLNLKELQOLEQOLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQKKERSLOEE 164

Jagger-JQ915055.1 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDLESLNLKELQQOLEQQOLESSLKHIRSRKNQLMHESISELOKKERSLOEE 164
Claire-JF965395.1 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDLESLNLKELQQOLEQQOLESSLKHIRSRKNQLMHESISELOKKERSLOEE 164
2174-JQ915056.1 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDFESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQKKERSLOEE 164
TDC-AY747600.1 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDLESLNLKELQQOLEQQOLESSLKHIRSRKNQLMHESISELOKKERSLOEE 164
Hereward-JF965397.1 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQKKERSLQEE 164
Malacca-JF965396.1 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDLESLNLKELQQOLEQQOLESSLKHIRSRKNQLMHESISELOQKKERSLOQEE 164
Tm_G2528-AY244509.2 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQOLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQOKKERSLQEE 164
T.urartu 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDLESLNLKELQQOLEQQOLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQKKERSLOEE 164
T.turgidum-AAW73219 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCQKHLMGEDLESLNLKELQQLEQQLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQKKERSLQEE 164
Tm_DV92-AY188331.1 83 SESEIQGNWCHEYRKLKAKVETIQKCOKHLMGEDLESLNLKELQQOLEQQLESSLKHIRSRKNQLMHESISELQKKERSLOEE 164

VRN-D4 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
Chinese_Spring 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
Jagger-JQ915055.1 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
Claire-JF965395.1 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
2174-3Q915056.1 165 NKVLOKELVEKQKAHVAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
TDC-AY747600.1 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
Hereward-JF965397.1 165 NKVLOKELVEKQKAHVAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
Malacca-JF965396.1 165 NKVLOKELVEKQKAHVAQQODQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
AY244509.2-Tm_G2528 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQODQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAAAGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
T.urartu 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQDQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAAAGERAEDAAVQPQAPPRTGPPPWMVSHING* 245
T.turgidum-AAW73219 165 NKVLOKELVEKQKAHAAQQODQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAATGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245
Tm_DV92-AY188331.1 165 NKVLQOKELVEKQKAHAAQODQTQPQTSSSSSSFMLRDAPPAANTSIHPAAAGERAEDAAVQPQAPPRTGLPPWMVSHING* 245

Figura 3.10. Analisis de la secuencia de proteina de VRN-D4. Alineamiento mdltiple de la secuencia
de proteina predicha para VRN-D4 y las disponibles en bases de datos publicas VRN1. Resaltado en
rojo se detalla el cambio de aminoécido caracteristico de VRN-D4 K123Q. EI dominio K-Box se indica
en color gris. La secuencia de T. urartu fue obtenida del sitio web plants.ensembl.org (scaffold60538).
La secuencia completa de VRN-AL en la variedad Chinese Spring (GenBank KR422423) y VRN-D4
(GenBank KR422424) fueron obtenidas en este estudio.

3.3.4 Caracterizacion del alelo para habito de crecimiento

primaveral

Aunque VRN-D4 es expresado desde estadios tempranos del desarrollo (primera hoja)
en ausencia de vernalizacion, los resultados obtenidos del analisis de su secuencia a
nivel de ADN no presentan ninguno de los polimorfismos en la secuencia promotora o
el primer intrén previamente asociados con incrementos de la expresion génica en alelos
de habito de crecimiento primaveral (Yan et al. 2003 y 2004, Fu et al. 2005, Chu et al.
2011 y Zhang et al. 2012). Mediante un analisis comparativo que incluyé secuencias de
VRNL1 de los tres genomas de trigo hexaploide y de trigos diploides se observd que
VRN-D4 posee tres SNPs en una regién del primer intrén denominada RIP-3. Esta
region ha sido recientemente identificada como critica para la unién de un represor

transcripcional de VRN1 llamado TaGRP2 (Xiao et al. 2014). Se encontro la secuencia
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canonica de RIP-3 en todas las secuencias correspondientes a VRN-B1, VRN-D1 y en
VRN-A™1 (T. monococcum) (Figura 3.11). En contraste el genoma A presentd dos
haplotipos diferentes. El primero corresponde a un cambio de T por C en la posicion

)Y
este fue también detectado cuando se estudié esta region mediante secuenciacion en una

2.783 desde el codon de inicio (denominado de aqui en mas T2783C o RIP-3"RNAL

coleccion de 33 T. urartu, 13 T. turgidum ssp. dicoccoides, 13 T. turgidum ssp.
dicoccum, y 12 T. aestivum (Tabla A.5). El segundo haplotipo, encontrado en VRN-D4 y
en las secuencias de VRN-AL de las variedades Chinese Spring, Jagger y Claire (de aqui
en mas RIP-3VRN-D*
dos SNPs adicionales en las posiciones 2.780 (G2780C) y 2.784 (C2784T). Es

interesante mencionar que variaciones en VRN-A1 en las variedades Jagger y Claire han

), incluye el previamente descripto T2783C SNP pero también posee

sido reportados previamente como ligados a una disminucion en el requerimiento de
vernalizacion (Diaz et al. 2012 y Li et al. 2013). Para comprobar si estos polimorfismos
en la region RIP-3 afectan la union de la proteina TaGRP2 se utilizd un ensayo de
interaccion ARN-proteina (REMSA, descripto en la seccion de materiales y métodos).
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Figura 3.11. Detalle de la region correspondiente a RIP-3 en el primer intrén de VRN-1y VRN-DA4.

(A) El sitio de unién de GRP7 en Arabidopsis (Streitner et al. 2008) comparte 8 nucleétidos con la
secuencia de RIP-3 donde se une TaGRP2. (B) La secuencia canénica de RIP-3 fue encontrada en VRN-
B1, VRN-D1y VRN-A™1 (T. monococcum), mientras que VRN-A1, T. urartuy todas las lineas de trigo
tetraploide y hexaploide secuenciadas en la Tabla A.5 comparten el cambio de nucleétido T2783C. El
haplotipo de RIP-3 con 3 SNPs fue encontrado en VRN-D4 y en las secuencias de VRN-A1 de las
variedades Chines Spring, Jagger y Claire, el cual fue asociado con un débil requerimiento de
vernalizacion. Las flechas en RIP-3 indican la posicién de los polimorfismos 2780, 2783y 2784
(contando desde el ATG de VRN-D4). Los nombres de las secuencias incluyen los nimeros de acceso de
GenBank.

En primer lugar se analizé la unién de TaGRP a un fragmento de ARN de 27-nt
idéntico al previamente descripto para RIP-3 por Xiao y colegas (2014) (Figura 3.12.B)
dicho fragmento corresponde a la secuencia ‘candnica’ para este sitio, e igual a la que se
encontré en este estudio de las secuencias de VRN1 en los genomas B, D y en
T.monococcum. Esta fue comparada con sondas de ARN de 27-nt conteniendo los SNPs
presentes en RIP-3"""A y RIP-3YRN"P4 Como resultado se observé que TaGRP2 se unié
a RIP-3 de forma dosis-dependiente (Figura 3.12.B). La intensidad de la unién decrecio
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cuando se utilizé la sonda con la presencia del SNP T2783C presente en RIP-3V""A1 y
fue casi totalmente eliminada en presencia de los tres SNPs caracteristicos de RIP-3"*"
P4 (Figura 3.12.C).
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Figura 3.12. Unién de TaGRP2 a la region RIP-3 en el primer intrén de VRN1/VRN-DA4. (A)
Expresion de GST-TaGRP2 en E. coli, ET: Extracto total, EP: elucion de proteina. (B) Ensayo de
movilidad electroforética de ARN (REMSA) mostrando la interaccion entre TaGRP2 y la sonda de 27-nt
de ARN de RIP-3, usando la misma secuencia publicada previamente (Xiao et al 2014). Fueron
analizadas dos concentraciones de TaGRP2 (1= 1uM y 2= 2uM) (C) REMSA mostrando las
interacciones entre TaGRP2 con las tres diferentes sondas de ARN de 27-nt: RIP-3 presentd una
interaccion fuerte, se observé una reduccion en la interaccion con la sonda RIP-3Y*NA (SNP T2783C), y
se detect6 una interaccién muy débil con la sonda RIP-3""""P* (SNPs G2780C, T2783C y C2784T,
también presente en VRN-A1 en Jagger, Claire y Chinese Spring). (D) Estructuras secundarias predichas
para las sondas de 27-nt utilizadas mediante el programa RNA fold (Gruber et al. 2008). Las flechas
indican la posicién de los tres SNPs desde el codén de inicio de la traduccién en VRN-D4 (2780, 2783 y
2784).

A continuacion se estudio la estructura secundaria predicha para la secuencia de ARN
de 27-nt y se detectd que la estructura es diferente entre las sondas que poseen los SNPs

y la secuencia candnica de RIP-3. Estas estructuras predichas fueron diferentes de las
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estructuras observadas cuando se utilizd una secuencia flanqueante a RIP-3 de mayor
longitud (Figura 3.12.D), sugiriendo que podrian no representar la estructura real
adoptada por el ARNm de VRN1 al momento de interactuar con TaGRP2 y que los
SNPs introducidos podrian afectar la estructura secundaria del ARN. Para descartar esta
posibilidad se utilizaron sondas de mayor longitud (34nt, RIP-3L) que adoptan
estructuras secundarias similares a las observadas en fragmentos de mayor longitud
(Figura 3.13.B-C). Con estas sondas de 34-nt se repitieron los ensayos de interaccion
con TaGRP2 (Figura 3.13.D), encontrando nuevamente que la sonda correspondiente a

la secuencia canénica de RIP-3L fue la que mostré mayor unién a TaGRP2. RIP-3L"Y

Al LVRN-D4

mostré una ligera disminucion de la unién, y RIP-3 elimind la union a
TaGRP2 casi completamente. Resultados similares se encontraron cuando este ensayo

fue repetido a una temperatura de union de 4°C (Figura 3.13.E).

En resumen, las sondas con diferentes longitud y las diferentes temperaturas de union
mostraron el mismo patron de union con TaGRP2, en forma decreciente desde RIP-3,
RIP-3VRN-AL 4 RIp-3VRN-D4
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Figura 3.13. Interaccién de TaGRP2 con las sondas de ARN del sitio RIP-3. (A) Sitio de union de
GRP2 en el primer intrén de VRNL. (B) Estructura secundaria predicha para la secuencia de ARN
incluyendo 50 nt 0 200 nt para cada lado del sitio RIP-3. (C) Estructura secundaria predicha de las tres
sondas de ARN de 34-nt utilizadas (-L). RIP-3L: secuencia canénica, RIP-3""N*1"t: SNP T2783C, RIP-
3VRND4L. gNPs G2780C, T2783C y C2784T. Las flechas indican las posiciones de los SNPs estudiados
en la estructura predicha y los colores representan la probabilidad del apareamiento de las bases. (D)
Ensayo de movilidad electroforética del ARN (REMSA) mostrando la interaccion de TaGRP2 con las
tres sondas de ARN. Las interacciones se estudiaron utilizando dos concentraciones de proteina (1= 1 uM
y 2= 2 UM). Una sonda RIP-3L sin marcar fue utilizada como competidor. (E) Las mismas sondas
utilizadas en D fueron estudiadas a dos diferentes temperaturas de union (calles 1-3= 4 °C y calles 4-7=
23 °C).

3.3.5 Distribucion geografica de VRN-D4

Los polimorfismos en la region regulatoria RIP-3 presentes en VRN-D4 fueron
estudiados en la poblacion de mapeo fino TDFXCSs4g, detallada en el capitulo 1, y
fueron encontrados perfectamente ligados con el SNP A367C SNP de la region
codificante de VRN-D4 y también con los dos marcadores para la insercion 5DS/5AL.
Los tres SNPs de la region RIP-3 también estuvieron ligados con el SNP A367C SNP

en una seleccion de 26 lineas de T. aestivum que han sido previamente sugeridas como
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portadoras de VRN-D4 basado en cruzamientos y analisis de segregacion genética
(Goncharov 1999 e Iwaki et al. 2000) (Tabla 3.2). De estas 26 lineas, 22 presentaron los
cuatro polimorfismos diagndsticos de VRN-D4. Las cuatro lineas restantes no
presentaron ninguno de estos polimorfismos, sugiriendo una incorrecta asignacion de
VRN-D4. El estudio del nimero de copias de VRN-AL en estas lineas mostré que estas
cuatro no tienen copias extras de VRN-AL fuera del sitio ancestral de VRN1 en el brazo
largo del cromosoma 5A, confirmando la ausencia de VRN-D4. Las lineas IL193 y
CL035 mostraron un namero de copias de VRN-AL igual a uno, mientras que las lineas
IL346 y CL030 mostraron un nimero de copias igual a dos, pero también la presencia
de un SNP diagndstico para una duplicacién en tdndem de VRN-A1 en el cromosoma
5AL (SNP C349T,Tabla S4) (Diaz et al. 2012).

El sitio de coleccion de estas lineas que presentan VRN-D4 (Tabla 3.2) se solapa
parcialmente con el sitio de distribucion de T. aestivum ssp. sphaerococcum (region de
Punjab, actualmente Noreste Pakistan y Noroeste de la India, Figura 3.14), una
subespecie de T. aestivum que ha sido propuesta como posible fuente de VRN-D4
(Goncharov 2003). La caracterizacion de una coleccion de 33 entradas de T. aestivum
ssp. sphaerococcum para la presencia del SNP A367C y los dos marcadores para la
insercion 5DS/5AL confirmaron la presencia de VRN-D4 en 31 de las 33 entradas
(Tabla 3.3). Las unicas dos entradas clasificadas como T. aestivum ssp. sphaerococcum
donde no se encontrd ninguno de los marcadores para VRN-D4 fueron colectadas al
Noreste de China (Cltr 8610 y Cltr 10911), fuera del area de distribucion central de esta
subespecie. Estas dos lineas también difieren de las otras entradas de T. aestivum ssp.

sphaerococcum por la presencia del alelo primaveral de Vrn-D1 (Tabla 3.3), el cual
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Tabla 3.2. Distribucién geografica de las entradas postuladas como portadoras de VRN-D4 en

estudios previos. La presencia de los productos de los marcadores para los bordes de la insercion

5AL/5DS, y la presencia de la secuencia de RIP-

VRN-D4
3

es indicada como “+” y la ausencia como “-”. La

deteccidn del nimero de copias de VRN-AL (CNV) es descripta en la seccion de materiales y métodos. La

duplicacion en tandem de VRNAL fue estudiada mediante la presencia/ausencia de un doble pico C/T en la

posicion 349 de la regién codificante de VRN-AL como se ha descripto con anterioridad (Diaz et al.

2013). TDF, GABO, CSs40, y TDC fueron incluidos como controles. Los nombres de las lineas

corresponden a los publicados en estudios previos (Iwaki et al. 2000 y 2001). Los nombres comenzando

con la letra ‘N’ corresponden a entradas del Instituto de Citologia y Genética (Novorsibirsk, Rusia).

Borde Borde VRN-D4 - icacié
Nombre superior inferior SNP A367C 5RI£D§ CNV Dl\ﬁ{lﬁiﬁllon Locacion
TDF + + A/IC + 2 ND -
GABO
(N6827) + + A/lC + 3 ND Australia
CSsan2 - - A (+)* 1 ND -
TDC - - A - 1 ND -
CL035 - - A (+)* 1 ND China (south east)
IL193 - - A (+)* 1 ND Ethiopia
CLO030 - - A - 2 presente China (south east)
1L346 - - A - 2 presente Afghanistan (west)
1L165 + + AIC + 3 ND Egypt
1L430 + + AIC + 2 ND Pakistan (north)
SS23 + + A/lC + 3 ND Australia
1L027 + + AIC + 2 ND Afghanistan
1L047 + + AIC + 2 ND Turkey
1L114 + + A/C + 2 ND Nepal
1L154 + + AIC + 4 ND Pakistan (south)
1L163 + + AIC + 3 ND Egypt
1L213 + + A/C + 2 ND Nepal
1L216 + + A/C + 2 ND Nepal
GRO007 + + A/C + 2 ND India
GR014 + + A/C + 2 ND India
GRO015 + + A/C + 2 ND India
GR023 + + A/C + 2 ND India
IL164 + + AIC + 3 ND Egypt
IL175 + + A/C + 3 presente Bhutan
IL176 + + A/C + 3 presente Bhutan
1L008 + + A/C + 3 presente Nepal
1L431 + + A/C + 4 presente Pakistan (north)
GR001 + + A/C + 3 presente India
N7451 + + A/C + 2 ND
N6721 + + A/C + 3 presente

1 Estas lineas poseen el alelo RIP-3FNP%en VRN-AL. ND= No detectado.
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posee una delecién del primer intron asociada con habito de crecimiento primaveral
altamente frecuente en estas zonas de cultivo de trigo en China (Zhang et al. 2008). Para
estudiar si la ausencia de VRN-D4 en estas dos lineas es el resultado de mezcla con otras
subspecies de T. aestivum, esta poblacion fue comparada con cinco diferentes
subespecies de T. aestivum (Tabla A6) usando un chip de 90 mil marcadores SNP (90K
iSelect SNP chip (Wang et al. 2014)). Los resultados fueron analizados mediante
estudios de similitud y estructura de la poblacion. Como resultado se observo que estas
cinco subespecies se agruparon en seis subgrupos, incluyendo, dos grupos para T.
aestivum ssp. sphaerococcum y un grupo que combind T. aestivum ssp. aestivum con
entradas de T. aestivum ssp. compactum (Figura 3.17). En general hubo una buena
correlacién entre la caracterizacion previa y los agrupamientos de las subespecies. Un
namero menor de entradas muestra una probabilidad mas alta de pertenecer a un grupo

diferente al asignado previamente (Figura 3.17).

Por ejemplo, tres entradas caracterizadas como spelta, muestran una probabilidad maés
alta de pertenecer al grupo de sphaerococum o compactum que a su propio grupo. Asi
mismo, algunas entradas de sphaerococcum comparten una mayor probabilidad de
pertenecer al grupo de aestivum. Las entradas colectadas en China Cltr 8610 y Cltr
10911 mostraron una gran evidencia de mezcla con otras subspecies lo cual puede
explicar la ausencia de VRN-D4 en estas dos lineas (asteriscos Figura 3.16 y Figura
3.17.C). En términos generales, la presencia de diferentes grupos comprendiendo las
diferentes subespecies muestra un limitado flujo genético entre T. sphaerococcum y el

resto de las subespecies.
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Tabla 3.3. Alelos primaverales presentes en las entradas de T. aestivum ssp. sphaerococcum
utilizadas en este estudio. Los marcadores para los alelos de VRN-AL, VRN-B1 y VRN-D1 fueron
descriptos previamente (Yan et al. 2004 y Fu et al. 2005). VRN-Ala= duplicacion del promotor y VRN-
Bla= insercion de un retrotransposon en la secuencia promotora, ambas ligadas a habito de crecimiento
primaveral (Chu et al. 2011). Los nombres comenzando con ‘PI’ ‘Cltr’ corresponden a entradas de GRIN
y nombres comenzando con la letra ‘K’ al Instituto Vavilov (St. Petersburgo, Rusia). La presencia de
VRN-D4 fue estudiada con los marcadores para los bordes de la insercién 5DS/5AL, la presencia del SNP
A367C, y la presencia de la secuencia de RIP-3""NP*,

delecion en intrén
Nombre VRN-Ala VRN-Bla VRN-A1 VRN-B1 VRN-D1 Hope-7B VRN-D4

Cltr 4528 presente
P1 337997 presente
Cltr 4530 presente
P1 277164 presente
P1 324492 presente
P1277141 presente
P1 277165 presente
P1115818 presente
P1 323439 presente
P1277142 presente
Cltr 9054 presente
P1 324491 presente
P1 282452 presente
P1 282451 presente
P1 182118 presente
P1 272581 presente
Pl 352499 presente
P1 190982 presente
Cltr 8610 presente
Cltr 10911 presente
P1 278650 presente
Cltr 4529 presente
Pl 40944 presente
Cltr 12212 presente
P1191301 presente
P1 272580 presente
P1352498 presente
P142013 presente
Cltr 4924 presente
P1330556 presente
K-5498 presente
K-23822 presente

K-23792 presente
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Resultados similares se observaron cuando se calculd la matriz de correlacion, con un
grupo claramente identificable formado por sphaerococcum, otros dos grupos bien
definidos para las subespecies macha y spelta, y un tercer grupo con gran similitud
formado entre las subespecies aestivum y compactum. Cuando se calcul6 el indice de
diferenciacion (Fst), también se obtuvieron resultados similares, donde aestivum y
compactum tienen los indices de diferenciacion mas bajos, lo que implica alta similitud
entre estas subespecies, y sphaerococcum mostrd tener el mayor indice de
diferenciacion en comparacion con las otras cuatro subespecies (Figura 3.17.D), lo que
indica que esta subespecie es la mas diversa entre las incluidas en este estudio. El hecho
de que VRN-D4 esté presente en todas las entradas de T. aestivum ssp. sphaerococcum
de la regién de Punjab, sugiere que probablemente este haya contribuido a la adaptacion
local de esta subespecie y haya sido favorecido mediante seleccion positiva. Para
estudiar esta hipotesis caracterizamos la diversidad genética promedio (Weir 1996) de
cada cromosoma Yy ciertas regiones cromosémicas en las diferentes subspecies de T.
aestivum usando 14.236 marcadores para los cuales conocemos su ubicacion
cromosOmica. Para reducir sesgos en los célculos de la diversidad, los valores de
diversidad por cromosoma fueron estandarizados por la diversidad del correspondiente
genoma y subespecie (Tabla 3.4). Los valores obtenidos referidos como diversidad

genética estandarizada y son mostrados en la Figura 3.15.

Se encontré que el cromosoma 5D de T. aestivum ssp. sphaerococcum presenta una
diversidad genética de casi la mitad de la diversidad observada para las otras cuatros
subespecies de T. aestivum. En ninguno de los otros 20 cromosomas se observd una
reduccion semejante entre subespecies (Figura 3.15). Para estudiar como distintas
regiones del cromosoma 5D aportan a la reduccién en diversidad genética observada se
dividio el cromosoma en dos regiones, una proximal (1/3 de la distancia genética que
incluye VRN-D4) y una region distal (que incluye 2/3 de la distancia genética). El
mismo analisis se realizo para los cromosomas 5A y 5B (Figura 3.17.E). Cuando fue
comparado con el promedio de la diversidad genética en las otras cuatro subespecies, el
cromosoma 5D de T. aestivum ssp. sphaerococcum mostré una reduccion de 1.8-veces
en la diversidad genética en la region distal y una reduccion de 4.7-veces de la
diversidad genética en la region proximal a VRN-D4 (Fig. 5E). Este patrén no fue
observado en los cromosomas 5A o 5B. (Figura 3.17.E). En resumen, estos resultados

indican que existe una reduccion en la diversidad genética del cromosoma 5D de T.
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aestivum ssp. sphaerococcum y que la region proximal de este cromosoma, que incluye
a VRN-D4, es responsable por la mayor parte de esta reduccion en diversidad genética.

Tabla 3.4. Diversidad genética por genoma de las cinco subspecies de T. aestivum. Se utilizé un total
de 14,263 SNPs para los cuales se conoce su ubicacion cromosémica seleccionados del conjunto inicial
de marcadores de 16,371 SNPs identificados en el chip 90K iSelect Illumina (Wang et al. 2014) para
estudiar la diversidad genética de cada genoma.

No. de SNPs  sphaerococcum  macha spelta aestivum* compactum*
Genoma A 5675 0.202 0.216 0.226 0.388 0.390
Genoma B 7344 0.243 0.189 0.215 0.388 0.382
Genoma D 1217 0.269 0.156 0.283 0.385 0.354

La diversidad genética se calculé como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos de este capitulo
*Estos SNPs fueron desarrollados para T. aestivum ssp. aestivum, por lo que la alta diversidad genética
observada en esta subespecie y en la subespecie T. aestivum ssp. compactum, puede ser influenciada por
sesgos en el desarrollo de esta plataforma. Por lo que estos datos de diversidad son solamente utilizados
para ajustar la diversidad genética de distintas regiones cromosomicas en cada subespecie y de esta forma
contar con valores estandarizados de diversidad genética en futuros analisis.
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Figura 3.14. Sitio de coleccion geogréfica de las entradas de T. aestivum ssp. sphaerococcum
utilizadas en este estudio. Los colores representan cada localizacion geogréfica de acuerdo a las
coordenadas disponibles en GRIN (www.ars-grin.gov/npgs/searchgrin.html). Los puntos fueron
posicionados de acuerdo a las coordenadas geogréficas utilizando Google Maps (maps.google.com).
Todas las entradas poseen VRN-D4 con excepcion de las entradas Cltr 8610 y Cltr 10911, ambas

colectadas en China del este (gris).
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Figura 3.15. Diversidad genética por subespecie y cromosoma. La diversidad genética fue calculada

para cada locus (14,236 SNP) y cada subespecie usando la formula del Contenido de Informacién

Polimoérfica (PIC) descripta en la seccion de materiales y métodos. Estos valores fueron promediados

para cada cromosoma, Y para reducir los efectos de sesgos en el disefio de esta plataforma, se dividié este

promedio por la diversidad genética promedio del genoma y la subespecie correspondiente. No6tese que el

cromosoma 5D de T. aestivum ssp. sphaerococcum (sphaero.) es uno de los valores mas bajos de

diversidad genética, y este cromosoma muestra una diversidad genética mas alta en las otras cuatro

subespecies.
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Figura 3.16. Representacién de la matriz de correlacion de las 100 entradas de T. aestivum (5
subespecies) utilizadas en este estudio. Este andlisis fue basado en 16.371 SNPs. Rojo= alta similitud.
Lo numeros a la derecha indican los identificadores mostrados en la Tabla A.6 y la Figura 3.17. (A) En la
barra exterior se indica la presencia o ausencia de VRN-D4 mediante color gris oscuro y claro
respectivamente. (B) En la barra de color se indican las entradas de: T. aestivum ssp. aestivum habito de
crecimiento primaveral en verde, y con habito de crecimiento invernal en celeste, T. aestivum ssp.
compactum en color naranja, T. aestivum ssp. sphaerococcum in en azul oscuro, T. aestivum ssp. macha
en amarillo, y T. aestivum ssp. spelta con color rosado. Los asteriscos indican las dos entradas descriptas
como T. aestivum ssp. sphaerococcum colectadas en China y que no poseen VRN-D4 (Cltr 8610 y Cltr
10911). La clasificacion taxonémica se corresponde con la informacion disponible en GRIN (www.ars-

grin.gov/npgs).
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Figura 3.17. Relaciones genéticas entre las subespecies de T. aestivum estudiadas. (A) Gris oscuro
indica la presencia y gris claro la ausencia de VRN-D4 basado en los marcadores desarrollados en este
estudio. (B) Estructura de la poblacion basada en 16371 marcadores SNP. Cada barra representa un
genotipo (100 lineas en total). (C) Clasificacion taxonémica de acuerdo a GRIN (www.ars-
grin.gov/npgs). Verde: aestivum (habito de crecimiento primaveral), naranja: compactum, azul:
sphaerococcum, amarillo: macha, rosa: aestivum (habito de crecimiento invernal), cyan: spelta. Los
asteriscos indican las dos entradas de clasificadas como ssp. sphaerococcum colectadas en China donde
VRN-D4 no esta presente. Los identificadores de las entradas estan descriptos en la Tabla A.6. (D) Nivel
de diferenciacion genética entre todas las combinaciones de pares de subspecies determinada mediante el
calculo de indice de diferenciacién (Fst). Todas las comparaciones son significativas con un P < 0.001.
(E). Valores de diversidad genética estandarizada para la region distal y proximal de los cromosoma del
grupo 5. Notese la alta reduccion de la diversidad en la region proximal del cromosomas 5D en T.

aestivum ssp. sphaerococcum relativa a las otras subespescies.
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3.4 DISCUSION

3.4.1 Un genoma dinamico

En este trabajo se mostré6 que VRN-D4 se origind mediante la removilizacién de una
gran region genética del brazo largo del cromosoma 5A, la cual incluyo a VRN-AL, al
brazo corto del cromosoma 5D. La removilizacion de genes y fragmentos génicos a
ubicaciones no colineares es altamente frecuente en los grandes genomas de los pastos
de clima templado, los cuales se originaron de amplificaciones masivas de elementos
repetitivos (38, 46-48). Algunos transposones de ADN en trigo (como los CACTA) son
capaces de removilizar genes y fragmentos genicos a regiones no colineares (Wicker et
al. 2003), como ha sido también reportado en arroz para los ‘Pack-MULEs’ (Jiang et al.
2004) y también en maiz para los ‘Helitrons’ (Brunner et al. 2005)). Sin embargo, este
mecanismo esta asociado con fragmentos de ADN relativamente pequefios, menores a
3 Kpb (Wicker et al. 2010), y es poco probable que sea el mecanismo mediante el cual

se produjo la insercion del fragmento de 290K pb que originé a VRN-DA4.

Existe un mecanismo alternativo propuesto para explicar removilizaciones de ADN que
involucran la insercion de fragmentos de ADN foraneos usados como molde para
reparar roturas de doble cadena del ADN generadas por la insercién de elementos
repetitivos (Wicker et al. 2010). Una huella particular de este mecanismo es la presencia
de insercion de retrotransposones en los bordes del sitio aceptor (Wicker et al. 2010).
Este mecanismo esta asociado con un amplio rango de tamarfios de insertos, y por lo
tanto podria explicar la insercion del fragmento de 290 Kpb del cromosoma 5AL al
5DS. Desafortunadamente, uno de los bordes originales rio debajo de la insercion ha
sido alterado, limitando este tipo de analisis para determinar el mecanismo que origino

esta insercion.

Mas alla del mecanismo mediante el cual ocurrio este evento, la insercion de un
segmento del cromosoma 5AL en el 5DS provee un ejemplo bien documentado de la
capacidad de re movilizacion de grandes regiones cromosomicas a diferentes

localizaciones cromosdmicas en tiempos histéricos.

Adicionalmente nuestros resultados demuestran que las secuencias producidas en el

proyecto genoma de trigo deben ser interpretadas cuidadosamente. Debido a que la
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estrategia utilizada para reducir la complejidad de secuenciacidén de un genoma de trigo
(125 veces més grande que el de Arabidopsis) es preciso considerar que algunas de las
secuencias catalogadas como contaminaciones pueden representar rearreglos genéticos
reales con relevancia bioldgica. Nuestros resultados demuestran que algunas de las
secuencias depositadas como pertenecientes a la variedad Chinese Spring (Mayer et al.
2014) realmente corresponden a una variedad diferente. Asi también debe ser
considerada la presencia, que ha sido reportada con anterioridad (Devos et al. 1999), de
otros fondos genéticos diferentes a Chinese Spring en algunos de las lineas aneuploides

utilizadas en el proyecto genoma.

3.4.2 El origen de VRN-D4

En previos estudios genéticos se habia sugerido que algunos individuos pertenecientes a
la subespecie T. aestivum ssp. sphaerococcum eran portadores de VRN-D4, catalogando
a este mismo como la posible fuente de este alelo primaveral (Stelmakh et al. 1996,
Goncharov y Shitova 1999 y Goncharov 2003). Esta subespecie, descripta por primera
vez hace méas de noventa afios (Percival 1921), ha sido encontrada distribuida
principalmente en la region de Punjab en el sur de Asia, esta region comprende la region
del este de Pakistan y el noroeste de la India. Los granos caracteristicos de T. aestivum
ssp. sphaerococcum con forma semiesférica son abundantes en los sitios arqueologicos
de lo que se conoce como el Valle de la India, que fue la el sitio principal de la
civilizacion que lleva el mismo nombre, en un periodo de hace aproximadamente entre
4600 y 3900 afnos (Weber 1999).

La identificacion y caracterizacion de VRN-D4 nos permitio estudiar su distribucion en
una coleccion de germoplasma mas abundante en la cual VRN-D4 fue encontrado
presente en 31 de las 33 entradas de T. aestivum ssp. sphaerococcum, pero ausente en
todas las entradas de las otras subespecies de T. aestivum estudiadas en este trabajo.
Estos resultados soportan la hipdtesis de que VRN-D4 se origind en T. aestivum ssp.

sphaerococcum.
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3.4.3 El efecto de VRN-D4 en la diversidad genética de T. aestivum

ssp. sphaerococcum

La alta frecuencia con la que VRN-D4 esta presente en la coleccién de T. aestivum ssp.
sphaerococcum y la ausencia de otros loci para habito de crecimiento primaveral
sugieren que VRN-D4 se origin6 temprano en la evolucion de esta subespecie o que este
gen fue sujeto de una intensa seleccion. Para investigar estos distintos escenarios, se
compard la distribucion genética en cada cromosoma y en diferentes regiones
cromosomicas de las distintas subespecies de T. aestivum. La reduccion de entre 4 a 5
veces de la diversidad genética en la regién proximal del cromosoma 5D de T. aestivum
ssp. sphaerococcum relativa a las otras cuatros subespecies sugiere que la region de
VRN-D4 estuvo sujeta a una intensa seleccion positiva (Figura 3.16 y Figura 3.17). En
el caso de contar con material fosil de sitios arqueolégicos como los que fueron
reportados en las ciudades de Harappa o Mohenjo-daro, y con los marcadores
presentados en este estudio, seria posible precisar el periodo en el que emergié VRN-D4

y estudiar su relacion con los habitos culturales de la civilizacion del Valle Indio.

VRN-D4 ha sido caracterizado como el principal alelo de habito de crecimiento
primaveral en T. aestivum ssp. sphaerococcum, y los otros alelos estan presentes en muy
baja frecuencia o completamente ausentes (Tabla 3.3). Por lo tanto es posible que el
origen del alelo dominante de VRN-D4 haya estado asociado con largas diferencias en la
ocurrencia de la floracion, de una forma similar a la que ha sido reportada en este
estudio. Los analisis actuales de la frecuencia de distribucion de los alelos dominantes
de vernalizacion han revelado grandes diferencias entre diferentes ambientes lo que

sugiere fuertes efectos de seleccion (Stelmakh 1998 y 1990: y Zhang et al. 2008).

Los primeros estudios de T. aestivum ssp. sphaerococcum sugirieron que esta
subespecie difiere de ssp. aestivum solamente en un niamero pequefio de loci (58, 59).
Sin embargo, nuestros resultados basados en un analisis completo del genoma sugiere
que T. aestivum ssp. sphaerococcum es una de las subespecies mas diferenciadas de T.
aestivum (Figura 3.16 y Figura 3.17.D). Este resultado sugiere que T. aestivum ssp.
sphaerococcum puede ser un recurso altamente valuable, en términos de nueva

diversidad genética, para el mejoramiento de trigo hexaploide. Esto es consistente con
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estudios previos que han sugerido a T. aestivum ssp. sphaerococcum como una nueva
fuente de variabilidad en genes de altura de planta (Rht) (Mori, 2013; Percival, 1921) y
de resistencia a roya amarilla (Maccaferri, 2015).

Nuestra hip6tesis actual es que a medida que el cultivo de trigo se traslado hacia el este
y el oeste del area original de domesticacion en la costa sur del Mar Caspio, se
diferencié y adapto6 a diferentes condiciones medioambientales. Las divergencias entre
T. aestivum ssp. sphaerococcum y las otras subspecies occidentales de T. aestivum
trazan un paralelo con la distribucion de los lenguajes Indio-Europeos, donde las
familias de lenguaje Indio-Iranies son més diferentes que las familias occidentales como

son la Celta, Germanica, Italica y Baltico-Slavo (Bouckaert et al. 2012).

3.4.4 Nuevos mecanismos de control del requerimiento de

vernalizacion

De acuerdo a la informacidn de secuencia obtenida en este estudio VRN-D4 no presenta
ninguno de los polimorfismos que han sido asociados anteriormente alelos primaverales
en VRN (Chu et al. 2011, Fu et al. 2005 y Yan et al. 2004b). Por lo tanto es necesario
un mecanismo alternativo para explicar el habito de crecimiento primaveral asociado
con VRN-D4. Se proponen a continuacion tres mecanismos no mutualmente

excluyentes:

Mecanismo [ “Localizacion cromosomica”. El gen VRN-Al estd localizado
ancestralmente en el brazo largo del cromosoma 5A en una region con una frecuencia
de recombinacion tipica, mientras que VRN-D4 estd localizado en una region mas
proximal donde, hasta ahora, no se ha detectado recombinacion (Esta tesis, capitulo 1).
Esta bien establecido que translocaciones cromosdmicas y re-arreglos génicos pueden
tener un gran impacto en la expresion génica. Ademas, genes vecinos pueden tener una
alta correlacion en perfiles de expresion génica (Williams et al. 2004 y Zhan et al. 2005)
y pueden impactar la expresion de los genes en esta nueva localizacion. Sin embargo, no
se han identificado genes cerca de VRN-D4 por lo que el efecto potencial mediante este

mecanismo, es a nuestro entender, limitado para explicar los efectos en la expresion de
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VRN-D4. Los efectos de la posicion cromosomica en la expresion génica también
pueden estar asociados con la proximidad a regiones de eucromatina o heterocromatina.
En Drosophila, estos efectos se pueden diseminarse hasta distancias considerables, pero
comunmente son los genes localizados cerca de los puntos de ruptura los méas afectados
(Lima-de-Faria 1983). Sin embargo, en el locus de VRN-D4, el gen esta todavia rodeado
de grandes fragmentos de la cromatina original del cromosoma 5AL (~80 kpb rio arriba
y ~200 kpb rio abajo de VRN-D4), lo cual puede moderar los potenciales efectos de la
diferente localizacién cromosomica en la expresion de VRN-DA4.

Mecanismo 2 “Efecto en cis del polimorfismo K723Q: El cambio de nucleétido A367C
presente en VRN-D4 resulta en un cambio de aminoacido (K123Q) que no ha sido
detectado en ninguna de las secuencias de proteinas de VRN1 disponibles hasta ahora en
las bases de datos de secuencias actuales. Por lo tanto seria probable que este
polimorfismo contribuya a la expresion temprana de VRN-D4. Sin embargo, debido a
que VRN-D4 es el Gnico de los genes VRN1 que esta regulado positivamente durante los
estadios tempranos del desarrollo en la linea TDF (Figura 3.1.E y Figura 3.2), cualquier
efecto que involucre este cambio de aminoacido debe actuar en “cis”. Ya que cualquier
mecanismo que involucre la regulacion de algin otro gen intermediario (“trans”)
deberia afectar la expresion de los otros homdlogos de VRN1. Aunque este argumento
no invalida el potencial efecto del cambio de nucledtido A367C en la expresion

temprana de VRN-D4, hace esta hipdtesis poco probable.

Mecanismo 3 “Mutaciones puntuales en la region RIP-3”: Una explicacion alternativa
para la expresion temprana de VRN-D4 es la presencia de tres cambios de nucleotido en
la region RIP-3 del primer intron de VRN-D4. Estos tres SNPs estan localizados en un
bucle de ARN que forma el sitio de unién de la proteina TaGRP2 (Figura 3.13C). La
region RIP-3 en trigo es similar al sitio de union de la proteina de Arabiopsis homdéloga
GRP7 (Figura 3.11.A), y uno de estos tres SNPs presentes en RIP-3"""P* est4 en una
posicion que ha sido descripta como critica para la unién de GRP7 en Arabidopsis
(Leder et al. 2014). La variacién en GRP7 afecta la floracion en Arabidopsis mediante
la regulacion de la expresion del gen del tipo MADS-box FLOWERING LOCUS C
(FLC) (Streitner et al. 2008).

Estudios previos en trigo han mostrado que la sobreexpresion de TaGRP2 retrasa la

ocurrencia de la floracion mientras que el silenciamiento mediante ARNi la acelera,
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confirmando que GRP2 funciona como un represor floral (Xiao et al. 2014). Nuestros
resultados de interaccion ARN-proteina (REMSA) muestran que la presencia de los tres
cambios de nucledtido presentes en la region RIP-3"*N"P4son suficientes para impedir la
unién entre TaGRP2 y su sitio blanco (Figura 3.13). La unién de TaGRP2 al pre-ARNmM
de VRN1 es requerida para la inhibicion de la expresion de VRN1, por lo tanto la
disrupcion de la interaccion puede explicar la expresién temprana de VRN-DA4. Este
mecanismo es también consistente con las deleciones del primer intron de VRN1 que
incluyen la regién RIP-3 y estan asociados con habito de crecimiento primaveral (Fu et
al. 2005 y Hemming et al. 2009).

Estos tres SNPs presentes en la region RIP-3 de VRN-D4 fueron también encontrados en
la region RIP-3 de VRNL1 en trigo hexaploide de las variedades Jagger, Claire y Chinese
Spring (Figura 3.11.B). El alelo de VRN1 presente en Chinese Spring no ha sido
caracterizado en detalle aun, pero las variedades Jagger y Claire han sido reportadas
como invernales con un reducido requerimiento de vernalizacion (Diaz et al. 2013 y Li
et al. 2013). Esta reduccion en el requerimiento de vernalizacion fueron mapeadas en las
dos variedades en el locus VRN-A1, pero el mecanismo causal es todavia controversial.
La reduccién del requerimiento de vernalizacion en Claire fue atribuida a una
disminucidn en el nimero de copias de VRN-AL y en Jagger a un cambio de aminoacido
en VRN-A1 (A180V) (Li et al. 2013). La identificacion de RIP-3"*N""* en los alelos de
Claire y Jagger provee una explicacion alternativa para la reduccion en el requerimiento
de vernalizacion. Proponemos que la disminucion de la union del represor TaGRP2 al
alelo RIP-3""""P* presente en estas dos variedades resulta en un aumento de los niveles
de expresion del transcripto de VRN-Al reduciendo asi el requerimiento de
vernalizacion. Esta interpretacion es consistente con los niveles de expresion reportados
en estas dos variedades. Los niveles de expresion del transcripto de VRN-Al se
incrementan méas rapidamente en Jagger que en la linea invernal 2174 (RIP-3""NA1) (L
et al. 2013), lo mismo ocurre en Claire con respecto a las variedades invernales Malacca
y Hereward (Diaz et al. 2012).

Otro aspecto que necesita ser sefialados es que un corto tratamiento de vernalizacion de
3 semanas acelera la floracién en Jagger y Claire por mas de un mes (Li et al. 2013 y
Diaz et al. 2013), pero no tiene un efecto significativo en TDF (VRN-D4) (Yoshida et al.
2010). Esto sugiere que otros factores adicionales podrian contribuir a esta diferencia de

VRN-D4
3

respuesta a la vernalizacién de RIP- en TDF y en los alelos de VRN-Alen Jagger
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y Claire. La diferente localizacion cromosdémica o el cambio de nucledtido K123Q a
nivel de proteina presente en VRN-D4 pueden contribuir a estas diferencias, pero
ademas también es posible que los diferentes fondos genéticos de estas variedades
modulen el efecto del alelo RIP-3"""P*_ Por ejemplo, la variedad primaveral Chinese
Spring puede ser interpretada como el efecto combinado de RIP-3"*"* en VRN-A1 y el
alelo primaveral producto de la delecion del primer intrdn en VRN-D1 también presente
en esta variedad.

En los alelos de VRN-AL caracterizados se produjo una observacion interesante, se
encontré que la region RIP-3 de T .urartu asi como las lineas cultivadas y salvajes

secuenciadas todas poseen el SNP T2783C (alelo RIP-3'RNA!

). Los resultados aqui
presentados de interaccion RNA-proteina mostraron que esta mutacion es suficiente
para debilitar la interaccion entre TaGRP2 y su secuencia de RNA blanco, aunque esta
disrupcién no fue tan fuerte como la observada para los tres SNPs presentes en el alelo
RIP-3Y’ND% 'Es posible especular que el SNP T2783C en RIP-3Y"N* puede contribuir a
la mayor expresion observada en VRN-A1 con respecto a VRN-B1 y VRN-D despues de

seis semanas de vernalizacion (Loukoianov et al. 2005).

Para corroborar esta hipdtesis se deberian generar la combinacion apropiada de alelos en
un mismo fondo genético a modo de poder disectar el efecto propio de cada alelo. Por
ejemplo se podria combinar el alelo presente en VRN-A1 de la variedad Chinese Spring
(RIP-3""N"P%) con el aleo presente en TDC (RIP-3Y”NA1) estas dos lineas tnicamente
presentan polimorfismos a nivel de la region RIP-3. De la misma manera, la Unica
fuente del alelo ancestral de la region RIP-3 parece ser el trigo diploide T. monococcum,
que fue la secuencia que mostré una union mas fuerte con TaGRP2 en todas las
condiciones estudiadas. Seria interesante transferir el alelo de VRN-Al de T.
monococcum a un fondo genético hexaploide, por ejemplo Chinese Spring, y poder asi
comparar los efectos de los tres SNPs en la region RIP-3 en contraste con la secuencia

canonica de este sitio.

3.5 CONCLUSION

Este capitulo presenta distintas lineas de evidencia para corroborar que VRN-D4 es el

resultado de la insercion de un fragmento de ADN de aproximadamente 290 Kpb del
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cromosoma 5AL incluyendo el gen de floracién VRN-AL al brazo cromosémico 5DS (el
Unico gen identificado en esta insercion). En primer lugar se mostré que esta copia
adicional de VRN-A1 se encuentra completamente ligada a VRN-D4 en una poblacién
de mapeo que incluye 3.182 cromosomas recombinantes. Ademas, VRN-D4 esté ligado
con una alta expresion de VRN1 en estadios tempranos de desarrollo en ausencia de
vernalizacién. Esta copia adicional localizada en el cromosoma 5DS posee
modificaciones especificas en una region regulatoria del primer intrdn que se
encontraron ligadas con el habito de crecimiento en las distintas poblaciones utilizadas.
La generacion de mutaciones quimicas inducidas en la copia de VRN-AL insertada en el
cromosoma 5D resulté en plantas con floracion tardia, demostrando que este gene es
VRN-D4. El estudio de la frecuencia con la que VRN-D4 se encuentra presente en
diferentes subespecies de T. aestivum identifico a T. aestivum subsp. sphaerococcum
como la fuente mas probable de VRN-D4. Este resultado explica también la mayor
frecuencia de VRN-D4 en variedades de trigo de Asia. Finalmente, la caracterizacion de
la region RIP3 en el primer intron reveld nuevos mecanismos de la regulacion del

requerimiento de vernalizacion.
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CAPITULO
N

Discusion general y conclusiones
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4.1 DISCUSION GENERAL

4.1.1 Discusion de los objetivos alcanzados

En el desarrollo del trabajo presentado en esta tesis se cumplieron con los objetivos
planteados inicialmente como asi también se expandieron a analisis mas detallados en
algunos aspectos no considerados inicialmente.

Los resultados del mapeo fino de la regién candidata (Objetivo 1) mostraron que no fue
posible detectar un candidato para VRN-D4 mediante la estrategia tradicional de
clonado posicional, lo que concuerda con los resultados finales de identificacion de
VRN-D4 como un evento exclusivo de trigo hexaploide. Las regiones centroméricas,
ademas de poseer un bajo contenido de polimorfismos, son regiones de baja
recombinacion genética (Lukaszewski 1993, Akhunov et al. 2003). En este trabajo se
logré resolver la falta de polimorfismo mediante la utilizacion de una linea de
sustitucion del cromosoma 5D, lo que permitié incrementar la tasa de polimorfismo en
el cromosoma 5D vy facilitar el desarrollo de nuevos marcadores. Sin embargo, este
incremento en el polimorfismo trajo aparejada una disminucion en la frecuencia de
recombinacion (Dubcovsky et al. 1995). Esta reduccion, junto con la localizacion de
VRN-D4 cerca de la region centromérica del cromosoma 5D, imposibilito el clonado de
VRN-D4 mediante mapeo posicional tradicional. Para determinar la localizacion de
VRN-D4 a nivel de brazo cromosdémico fue necesario separar los brazos cromosémicos
5DS and 5DL generando telocéntricos para el cromosoma 5D del padre portador del gen
VRN-DA4.

Dadas las limitaciones en la recombinacion en la region del gen VRN-D4, se utilizaron
estrategias distintas del clonado posicional tradicional. En primer lugar se caracterizo en
detalle la expresion de los genes que regulan el requerimiento de vernalizacion en la
linea portadora del alelo dominante de VRN-D4 (Objetivo 3). Estos estudios mostraron
la existencia de una copia adicional del gen de vernalizacién VRN-A1 que fue mapeada
en la region de VRN-D4. Estos resultados en combinacion con la observacidn que esta
nueva copia de VRN-AL en el cromosoma 5D es la Unica que se expresa temprano en el
desarrollo en ausencia de vernalizacion sugirieron que la copia del gen de vernalizacion
VRNL1 localizada en el brazo corto del cromosoma 5D era un buen gen candidato para

VRN-D4. Para comprobar esta hipétesis se construyd un mapa fisico de esta region
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(Objetivo 2), mediante la secuenciacion de BACs del brazo corto del cromosoma 5D de
la linea ditelocéntrica del brazo cromosdémico 5DS en la variedad Chinese Spring. El
analisis de esta region demostrd la insercion de un segmento de ~290 kpb del
cromosoma 5AL incluyendo el gene VRN-ALl. Mediante la utilizacién de mutaciones
inducidas se demostr6 que esta copia adicional del gen de vernalizacion VRN-A1 es
VRN-D4 (Objetivo 5).

Los objetivos planteados en esta tesis que incluian la deteccion y validacién del gen
candidato, asi como el estudio de la expresion en relacion a los genes
VRN1/VRN2/VRN3 fueron cumplidos. Mediante la combinacion de distintas estrategias
se mapeo con precision el gen VRN-D4, se describio la regién fisica flanqueando al gen,
y se validé el gen candidato utilizando mutantes. Finalmente este estudio se expandi6 a
la caracterizacion de la distribucion geografica de este gen y de los posibles

mecanismos de regulacion.

4.1.2 Analisis de las hipotesis planteadas

Hipotesis 1: “VRN-D4 es un gen diferente a los genes de vernalizacion clonados
anteriormente, y mutaciones en este gene afectaran las respuesta a vernalizacion en trigo
y la duracion del “periodo a espigazon™.”

Esta hipotesis es aceptada. A pesar de que se propuso a VRN-D4 como un nuevo gene
involucrado en la regulacion génica de la respuesta de vernalizacion, los resultados aqui
mostrados indican que VRN-D4 es el producto de la duplicacion de un gen descripto
previamente, pero insertado en una regién cromosomica diferente y con variaciones en
su secuencia que afectan su expresion y afectan la floracion. La caracterizacion de VRN-
D4 sugiere nuevos mecanismos para la regulacion del requerimiento de vernalizacion.
El alelo descripto en VRN-D4 muestra la interaccion mas débil entre la region
reguladora del primer intron y la proteina represora TaGRP2. En base a estos resultados
se propone la hipdtesis que este cambio en la interaccién con TaGRP2 es responsable, al
menos en parte, del reducido requerimiento de vernalizacion. La variacion en la region
regulatoria RIP-3 merece ser estudiada en detalle ya que podria aportar una nueva
herramienta para manipular el requerimiento de vernalizacion en las variedades

invernales.
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El alelo de RIP-3"""A! (SNP T2783C) se detect6 en todas las variedades estudiadas
tanto de trigos tetraploides como hexaploides y se demostré que interactia mas
débilmente con el represor GRP2 que el alelo que contienen la secuencia candnica
(Unicamente detectada en T. monoccum). Por lo tanto, seria interesante estudiar el efecto
del alelo de T. monoccocum en las variedades invernales, o alternativamente editar este
sitio en variedades modernas, por ejemplo mediante la utilizacién del sistema
CRISP/Cas9 (Wang et al. 2014). En esta tesis se propone la hipotesis que el alelo de T.
monococcum podria estar asociado a un aumento en el requerimiento de vernalizacion.
Esto alelo es nuevo en trigo pan y pasta, y presenta una oportunidad de desarrollar
nuevas adaptaciones a zonas con inviernos largos.

Con los marcadores desarrollados en esta tesis es posible desarrollar lineas isogénicas
para testear los efectos de los diferentes alelos de RIP3. Por ejemplo, es posible
combinar mediante cruzamientos las variantes de los alelos RIP-3""N*! (presente en la
linea TDC) y RIP-3"”NP4 (presente en la variedad Chinese Spring) para estudiar sus
efectos en la duracion del requerimiento de vernalizacién necesario para saturar esta
respuesta. En este caso se esperarfa encontrar que los tres SNPs presentes en RIP-3"RY
D% estén ligados con una disminucion en el requerimiento de vernalizacion, y una
floracion méas temprana en tratamientos de vernalizacion limitados (por ejemplo, 3
semanas).

Hipotesis 2: “En el modelo de regulacion de la etapa reproductiva de trigo, mediada por
respuesta a vernalizacion, VRN-D4 es reprimido, directa o indirectamente por VRN2, y
su expresion promueve la expresion de VRN1.”

Esta hipotesis es rechazada debido a que VRN-D4 no este regulado por vernalizacion.
Como se ha mostrado en el ultimo capitulo, VRN-D4 se expresa temprano en el
desarrollo aun en las ausencia de vernalizacion, y diferentes tratamientos de
vernalizacion no aceleran la floracion cuando VRN-D4 esta presente (Yoshida et al.
2010).

Hipotesis 3: “La diversidad alélica de VRN-D4 se encontrara asociada con variaciones
en la secuencia de sus regiones regulatorias (promotor y/o intron).”

La hipdtesis se propuso en base al caracter dominante de VRN-D4 y es aceptada. La
hipdtesis mas probable es que el caracter primaveral de VRN-D4 este determinado por
las diferencias en la regién regulatoria RIP-3 del primer intron. Sin embargo esto no es

facil de demostrar dado que VRN-D4 es un evento Unico, y no es posible estudiar
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diversidad alélica en este locus de forma tradicional. Para demostrar esta hipotesis
hemos iniciado la edicion del sitio RIP-3 utilizando CRISPR-Cas9.
Hipotesis 4: “La relaciones de homeologia existentes entre los genomas de trigo (A, B
y D), permitird identificar genes ortélogos a VRN-D4 en los genomas A y B, y
caracterizar la variabilidad existente en los mismos para ampliar las posibilidades de
manipulacién del desarrollo de la etapa reproductiva en programas de mejoramiento.”
Esta hipotesis es rechazada. VRN-D4 se origind mediante una insercion de un fragmento
de ADN del cromosoma 5A (290kb) al cromosoma 5D, después del origen del trigo
hexaploide. Por lo tanto, este evento no se encuentra presente en ninguno de los
genomas ancestrales de trigo, y por lo tanto no hay genes homed6logos a VRN-D4 en los
genomas Ay B. Esto se demostrd por analisis BLAST de las secuencias gendmicas de
los brazos cromosomicos 5AS y 5BS. Ninguna secuencia homologa a VRN-D4 fue
detectada en estos brazos cromosomicos.

Esto también implica que este evento ocurrid en tiempos recientes y muy
probablemente se encuentre relacionado con la seleccion de trigo de floracion mas

temprana en la zona del Punjab en India

4.2 CONCLUSION GENERAL

A continuacidn se listan los aportes particulares y los recursos generados en esta tesis:

- Se desarroll6 un mapa fino de la region centromérica del cromosoma 5D, que
constituye el mapa mas detallado de esta region. Este mapa es de utilidad para
los proyectos actuales de secuenciacion de trigo pan ya que puede ser utilizado
para la construccion de mapas fisicos detallados de la region.

- Se comprobo la localizacion del centromero activo del cromosoma 5D en una
region diferente al centromero activo de los cromosomas colineares en B.
distachyon y (Cr. 4) y arroz (Cr 12).

- Se descartd a TaVIL-D1 como gen candidato para VRN-D4. En base a este
resultado se reiniciaron estudios de mutantes de TaVIL-D1 para entender su
funcion.

- Se determiné el orden relativo entre los genes de trigo presentes en la region
centromérica del cromosoma 5D Yy los genes de otras especies modelo (arroz y

Brachypodium), lo que facilitara futuros estudios comparativos de dicha region.
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Se mostré que el efecto de VRN-D4 en tiempo a floracion es menor que los
alelos dominantes primaverales de VRN-A1l, VRN-D1 y VRN-B3, y similar a
VRN-B1.
Se demostrd que el efecto de floracion temprana de VRN-D4 es epistatico a los
alelos invernales de VRN1/VRN2/VRN3.
Se determiné que VRN-D4 es el resultado de la insercion de una copia de VRN-
Al en el cromosoma 5D.
Se desarrollaron marcadores moleculares para VRN-D4 que pueden ser
facilmente utilizados para:
o La seleccion de este alelo e incorporacion en programas de
mejoramiento.
o Estudiar el efecto en tiempo a floracion de VRN-D4 en diferentes fondos
genéticos.
o Analizar la frecuencia de este alelo en diferentes poblaciones.
o Elestudio de ADNs de muestras arqueologicas lo que permitird entender
el origen y la seleccion de VRN-D4 en la India.
Se present0 evidencia que sugiere que VRN-D4 se origind en T. aestivum spp.
sphaerococcum, y se plantearon hipdtesis sobre la importancia de este gen en el
cultivo de trigo en la region del Punjab.
Se caracterizo la diversidad alélica de T. aestivum spp. sphaerococcum y se
comparo con la diversidad en las otras especies de T. aestivum
Se demostro que T. aestivum spp. sphaerococcum es una subespecie grupo muy
diferenciada genéticamente de las otras subespecies y por lo tanto es sugerida
como una nueva fuente de diversidad genética para el mejoramiento genético de
variedades modernas.
Se gener0 una poblacién de 1153 lineas de TDF mutagenizadas con EMS. Esta
poblacion es de libre disponibilidad para la comunidad cientifica y puede ser
utilizada para estudios de gendmica funcional en trigo hexaploide.
Se demostro el efecto de la variacion alélica en la region RIP3 en la capacidad
de esta region de interactuar con la proteina GRP2.
Se identificaron variedades de trigo hexaploides que tienen una secuencia RIP3
similar a la de VRN-D4 en el gene VRN-AL, y se mostro que este alelo de VRN-

Al esta asociada a un requerimiento reducido de vernalizacion.
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- Los nuevos alelos identificados en VRN-A1 y VRN-D4 representan una nueva
herramienta para manipular el ciclo de crecimiento de trigo en los programas de

mejoramiento.
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Tabla A.l. Marcadores utilizados para construir el mapa genético de la region de VRN-DA4.

101

EST Trigo  Secuencia de cebadores (5' - 3') Producto ~ Temperatura - ion
(pb) (°C)

BES91275 F- CCTGAGAGTGAACCAGAGACT 1098 62 Sacl
R- ATACGCCTGGACTCCTCAGA

BQ167501 F- CCATCCTCTTAATTGCGATAC 808 60 Indel
R- CATCGAACAGATAAACGTAAG

BE499257  F- GGTTTGCGTTTGTGGAGTTT 992 57 Hhal
R- GCTACAGCATAAAAAGTTCACAG

BE445181  F- TATAGTGATTAGCAAATGATGGC 683 57 Haelll
R- CTTCCTTACATCCACGGCAT

BE404490 F- GTTTCCCACAAAGACGAGTAC 876 56 Sec.
R- CAACCCTTCTACTAACAGTA

BEG06654  F- ACCGACAAGAACTCCTAGAT 534 58 BsaAl
R- CAAAAGCATCGCAGAGAAACAC

BG263382 F- ACCCATGTGTACAAAATCTTCC 1921 64* BspHI
R- TCCAATCTCGTCCACAATGA

TaAGL31 F- ARGCTGCGCCACCAGATCCA 704 64* Nsil
R- GGAACCGTCGAAGTTAATTTAATAGCCT

BE403761  F- CCGTCTGAATTATTTCACAGTC 517 56 Sec.
R- CAGTGCCCGTGCCAATCTC

CJ717651  F- CGGATAGTTCATACTTTTACTTG 1736 64* Sec.
R- CCATCATCGATAATGCTCAT

CJ930261  F- AGCGTTAGCCATCATCAAGC 1839 66* Sec.
R- AGGCAAGGCAGAAAGGAAAT

CJ680715  F- ATCTAGRAATTACTATGGTAGGCAG 1540 61* Sec.
R- GTAAGTTCTTTACCAAGGTCAA

CJ522104  F- CTCTTGTAAACTTGCCAGCC 1960 67* Sec.
R- TCACCAGATTACACCGTCCA

BJ315664  F- ACTTGCGTTCCATGTTCACACTTGTAGG 687 62* Taq|
R- GCGCTCCTGGCAGCAGTCTC

CJ521028  F- TGGTTGTTGTACCTGCCTGAAAGTTAAGC 786 59* Tagql
R- CAGAAGGGAATTGTATTGTTTAAATGCAAATGGC

TaFT-like F- CTCCATTGGTACGTGCTAAG 1207 66* Bgll
R- GCGACTACACCCGCTTCTAC

BE44702 F- ACGATGTAAATGACTAGAATCTGTCTGAT 210 60 Mnl
R- GCTTCATCACCAAGGTCATGTGG

BE444353  F- GCCGTTTGATGTTGGCACGA 922 63 Sspl
R- AGGGAATGTGACTGGAGGTG

BE405060 F- TGCACTTTCAGAATCGARGCG 454 60 Hhal
R- GGGCTTCGCGTCTTCGTGA

*94°C for 5 m, 94°C por 30 s, 8 ciclos of iniciales (-0.5°C por ciclo), seguido de 40 ciclos de PCR, extension final de
7 min a 72°C. El marcador BG313707 fue publicado previamente (Yoshida et al. 2010) y no fue incluido en esta

tabla.



Tabla A.2. Condiciones de PCR utilizadas para secuenciar el gen VIL1 en trigo diploide y hexaploide.

Region Primer Secuencia (5' - 3') Producto (pb) ? aIﬁ;Tie;;tF’z) An(ns 2':; ng Ext(zz;i)én Ciclos

Trigo diploide

5UTRtointronl  TMVIL1/5UTRF1 GAGGCCAATTATGGCTGCTA 1538 60 60 90 35
TmVIL1/Ex2R AACGTGGCAGGACGACTC

Exonlto exon2 TmVIL1/WF2 ATGGAGTCGACCGGAGGA 1130 60 30 90 35
TmVIL1/Ex2R AACGTGGCAGGACGACTC

Exon2 to exon3 TmVIL1/F2 CTCATCGGAGACTGGTGATA 719 57 60 90 38
TmVIL1/Ex3R AGGGGACCAACCTCAGTTTC

Exon3 to exond TmVIL1/Ex3F1 ATAGGCTTTTGGATGGCACA 949 62 30 60 35
TmVIL1/R3 TCTCATTTCGGAGGCACTCT

Exon4 to 3'UTR TmVIL1/F1 AGGTTGCTCGTCTACTGCCA 781 62 30 60 35
TmVIL1/WR2 AGTGTTTGCCTATCCGGATT

3'UTR TmVIL1/IPF1 GTCTTGACCTTTATCCGCAC 1367 60 60 90 35
TmVIL1/3UTRR1 GGCAGGTGGATTATTTGGTG

Trigo hexaploide

5'UTR to intronl VIL1-up1060-F1 CCCCCTCTAGACGCCTACCTTG 1315 (1314) 65 60 90 35
VIL-D1-int1-R3 CACGCAGCATGGGACCCACCCA

Exonl to intronl VIL-1-ex1-F1 AGCGGAACCATCCGCTCTC 264 (264) 62.5 30 60 36
VIL-D1-int1-R2b GCGCGGGAGAAGAATGACCT

Intronlto exon2 VIL-D1-int1-F1 CAGCTTGCTTATTAGGCTACCATT 656 (656) 57 60 60 33
VIL-D1-ex2-R2 ACTGGCATCGTTTGATTCTAGC

Intronl to intron2  VIL-D1-T-int1-F1 GCATATTCAAGTGTTCAACCAGAGT 1001 (989) 55 30 60 30*
VIL-D1-T-int2-R1 CAACAAAACCTATCACAGAAAAGTACC

Exon2 tointron2  TMVIL1/Ex2F1 CTTGGGCAATCTATGCACCT 537 (527) 57 60 60 34
VIL-D1-int2-R2 AAAGGTACCATAAATAAGCAAAGCA

Intron2 to exond  VIL-D1-T-int3-F1 TCTGTAAGAGCGTTTAGATCACCA 823 (823) 60 30 60 35
TmVIL1/R2 GATCCGAAAGGCATACTCCG

Entron3to 3UTR  VIL-D1-int3-F1 GTGGGTTCATGTGGATTCTTTT 1317 (1317) 60 30 60 38
VIL-D1-T-3UTR-R1 CGAAGTGGAAAAACTGTGATACCT

Exond to 3UTR TmVIL1/IPF1 GTCTTGACCTTTATCCGCAC 768 (767) 60 30 60 35
VIL-D1-3UTR-R1 CCAGAATTTAGCGGTGAGAAGA

3'UTR VIL-D1-3UTR-F1 CACACAACAAAATGAAATGAGTGA 826 (828) 60 30 60 35

TmVIL1/3UTRR1

GGCAGGTGGATTATTTGGTG
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a: Los tamafios de los productos de PCR fueron estimados utilizando las siguientes secuencias: Para trigo diploide, la secuencia de Triticum monococcum (DQ886922; Fu et al., 2007). Para
trigo hexaploide, TDF (AB846583) y Hayakomugi (AB846584), y CSs402 (AB846585) en paréntesis. *94°C por 5 m, 94°C por 30 s, 10 ciclos iniciales (-0.5°C por ciclo), seguido de 30 ciclos de
PCR, con una extension final de 7 min a 72°C.
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Tabla A.3. Cebadores de PCR y sondas de ARN utilizadas.

Descricion Nombre Secuencia

Amplificacion de cDNA-VRNI1-A-5DS-F  GTTCTCCACCGAGTCATGTA

ADNCc en VRN-D4 c¢DNA-VRNI1-A-5DS-R TGTGGCTCACCATCCACG

Busqueda en biblioteca ~ 5P-BAC-F1 GCTCAAGAGGTAGCAATTCC

de BACs 5DS 5P-BAC-R1 CATTTTCTTATTGGGAACCGT
3P-BAC-F1 CAAAATATGGAAGGGTGGAAG
3P-BAC-R1 TAGGTACCTGCACACACACA
3P-BAC-F2 ACAACGTAGATGCACACACA
3P-BAC-R2 CTCCATTGAATAGCTTGTCG

VRN-D4 TILLING TILL-5DS-F1 GATCTTGAATCTTTGAATCgCC*
TILL-A-DS-R10 GCTGCAGCTTGCTACTTTAC

Deteccion del SNP
A367C**

Secuenciacion de RIP-3

Sondas ARN (REMSA)

VAI-3PRIME-F2
VRN-A1-CAPS-R2
RIP-3-F

RIP-3-R

RIP-3
RIP-3VRN-AI
RIP-3VRN-D4
RIP-3L

RIP-3L VRN-A1

RIP-3L VRN-D4

GCCTATTTGTAGCATTTCTGTCATT
GAACATCTCAGTCTAGAATCTGAT

AATCACACCTCAGGATTTCAT
GATGGGTCATAAGGTTTTGC

GUCAUUGUUGUUGGUAUGGAUCGUAUG-Biotin
GUCAUUGUUGUUGGUAUGGAQCGUAUG—Biotin
GUCAUUGUUGUUGGUAUQGAQQGUAUG—Biotin
GUCAUUGUUGUUGGUAUGGAUCGUAUGCCAAAAA-
Biotin
GUCAUUGUUGUUGGUAUGGAECGUAUGCCAAAAA—
Biotin
GUCAUUGUUGUUGGUAUEGAQHGUAUGCCAAAAA—
Biotin

* la letra minuscula indica un mistmach introducido para incrementar la especificidad de la reaccion de PCR. ** Los
cebadores para amplificacion de ADN copia fueron disenados previamente (Chen et al. 2012), estos cebadores amplifican
simultaneamente VRN-A1 y VRN-D4 y son diferenciados mediante digestion con la enzima BstNI.
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Tabla A.4. Lista de los BACs de la biblioteca del cromosoma 5DS secuenciados. Esta biblioteca fue
generada por el Instituto de Botanica Experimental (Republica Checa) y los BACs son descriptos de acuerdo a
su nomenclatura. La secuenciacién confirmo que los contigs CTG87 y CTG61 estan conectados.

No. en Figura 3.6 Nombre Contig
1 TaeCsp5DShA_0045_010 CTG87
2 TaeCsp5DShA_0085_P15 CTG87
3 TaeCsp5DShA_0056_KO08 CTG87
4 TaeCsp5DShA_0076_N19 CTG87
5 TaeCsp5DShA_0038_M14 CTG87
6 TaeCsp5DShA_0036_J13 CTG87
7 TaeCsp5DShA_0082_019 CTG61
8 TaeCsp5DShA_0043_114 CTG61
9 TaeCsp5DShA_0035_M17 CTG61
10 TaeCsp5DShA_0058_E14 CTG61
11 TaeCsp5DShA_0086_K20 CTG61
12 TaeCsp5DShA_0039_MO05 CTG61
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Tabla A.5. Entradas donde la region RIP-3 en VRN-AL fue secuenciada. Los nombres comenzando con
‘PI’ 0 “Cltr’ son identifiacdores de GRIN, Los numerous comenzando con ‘UH’ son identicadores de la

coleccion de germoplasma de trigo de la Universidad de Haifa (Israel) (Nevo et al. 1989 y Peleg et al. 2005),
y ‘MG’ o ‘IDG’ corresponden a identificadores de la collecion de T. dicoccum de la Universidad de Bologna

(ltalia).
Trigo Locacidn Identificador
T. urartu El Beqaa, Lebanon PI 428275, P1 428280, Pl 428282, P1 428283, Pl 428285, P 428286, P| 428287,

T. dicoccoides

T. dicoccum

T. aestivum

Urfa, Turkey
Mardin, Turkey

Beir-Oren, Israel

Daliyya, Israel (south Haifa)

Diyarbakir, Turkey

Gamla, Golan Heights

Iraq

J'aba, Mid-north Israel

Kokhav-Hashahar
Mt. Gerizim, Israel
Rosh-Pinna

Seryia

Golan Heights
Yabad, West Bank
Yehudiyya
Armenia

Ethiopia

Georgia

Germany

Iran

Italy

Kenia

Palestine

Russia

Turkey

Canada
Argentina

Australia
Sweden

United States

P1428288P1 428291, PI 428292, P1 428294, P1 428295, P1 428296, P1 428304,
P1 428321, P1428327, PI 538741, P1 428279, P1 538740, PI 428293, P1 428276
P1 428222, P1428223, Pl 428240, P1 428244, P1 428251, PI 428239, PI 538733

P1428201, P1 428202, P1 428228
UH 28

UH 29

P1 428028, PI 428041

UH 08

UH 41, UH 42

UH 23

UH 19

UH 17

UH 09

UH 40

UH 11

UH 32

UH 07

MG 5274

MG 5306

MG 5314, MG 5315

MG 5398

MG 5273, MG 5275, MG 5276
IDG 8634

MG 3428, MG 3430
P1355496

MG 5269, MG 5270

P194626

Norstar (Cltr 17735), Fife (PI 283820)
Barleta (Cltr 8398)

Falcon (P1 292578), Golden drop (P1 92399)
Kronen (P1278526)

Little club (Cltr 4066), Sterling (Cltr 17859), Finch (Pl 628640), Alpowa (Pl 566596),
Louise (P 634865), Eltan (P 536994)

106



107

Tabla A.6. Descripcion de las entradas de T. aestivum utilizadas para los analisis de diversidad genética.

Los nameros corresponden a los utilizados en las figuras 3.16 y 3.17. Los nombres comenzando con ‘PI”

corresponden a a la red de germoplasma (GRIN) (www.ars-grin.gov/npgs) y los nombres comenzando con la
letra ‘K’ corresponden a nimeros de catalogo del Instituto Novosibirsk (Rusia). Las entradas de T. aestivum

spp aestivum fueron descriptas con anterioridad (Wang et al. 2014). Las Ultimas dos columnas indican los
numeros de identificacién usados en Fig. 3.16B y Figura 3.17.

Identificador Descripcion Locacion Habito Fig. 5B Fig. S11
P1 272580 sphaerococcum Pest Hungary - 1 94
P1 352499 sphaerococcum India - 2 96
P1282451 sphaerococcum India - 3 95
PI1 330556 sphaerococcum England United Kingdom - 4 97
Tandem aestivum winter 5 1
Gent aestivum winter 6 2
Colt aestivum winter 7 3
Chisholm aestivum winter 8 5
Custer aestivum winter 9 6
0OK05526 aestivum winter 10 4
Bronze aestivum winter 11 10
P1 352299 compactum - 12 13
Antelope aestivum - 13 8
0OK04505 aestivum winter 14

P1361807 compactum - 15 15
P1 352302 compactum - 16 12
OK05723W aestivum winter 17 9
PI 572913 macha - 18 63
P1 599665 compactum - 19 64
P1372151 compactum - 20 11
P1 352319 compactum - 21 14
Pl 656959 compactum - 22 21
PI1 542466 macha - 23 61
P1 352466 macha - 24 60
P1361768 spelta - 25 17
P1 355508 macha - 26 62
P1278581 compactum - 27 16
P1129523 compactum - 28 22
P1 324491 sphaerococcum Delhi India - 29 23
P1412975 compactum - 30 19
P1 60740 compactum - 31 20
Cltr 4528 sphaerococcum Punjab Pakistan - 32 81
P1 337997 sphaerococcum India - 33 82
Cltr 4530 sphaerococcum Punjab Pakistan - 34 72
P1 324492 sphaerococcum Delhi India - 35 69

107


http://www.ars-grin.gov/npgs/

108

Tabla A6. Continuacidn.

Identificador Descripcion Locacion Habito Fig. 5B Fig. S11
PI1277141 sphaerococcum Germany 36 79
PI1 277165 sphaerococcum Punjab Pakistan 37 80
P1 115818 sphaerococcum Punjab India 38 75
Cltr 9054 sphaerococcum Iraq 39 66
P1 282452 sphaerococcum India 40 68
P1 272581 sphaerococcum Pest Hungary 41 67
Cltr 4529 sphaerococcum Punjab Pakistan 42 74
Cltr 12212 sphaerococcum Kansas United States 43 78
P1 191301 sphaerococcum Portugal 44 77
P1 352498 sphaerococcum India 45 65
K-5498 sphaerococcum 46 73
K-23822 sphaerococcum 47 70
K-23792 sphaerococcum 48 83
P1 40944 sphaerococcum Punjab Pakistan 49 76
P1182118 sphaerococcum Sind Pakistan 50 71
P142013 sphaerococcum Uttar Pradesh India 51 84
Cltr 4924 sphaerococcum Uttar Pradesh India 52 86
P1 277164 sphaerococcum Punjab Pakistan 53 85
P1 572857 compactum 54 92
P1367200 spelta 55 87
P1572851 compactum 56 93
P1367199 spelta 57 88
Cltr 8610 sphaerococcum Jiangsu China 58 90
Cltr 10911 sphaerococcum Shanxi China 59 91
P1 262666 compactum 60 89
P1 572912 macha 61 50
P1 290507 macha 62 54
PI1355511 macha 63 52
P1 278660 macha 64 55
P1323436 macha 65 51
PI1 572905 macha 66 53
PI1 355514 macha 67 56
P1611470 macha 68 57
P1 361862 macha 69 59
P1 428146 macha 70 58




Tabla A6. Continuacidn.

Identificador Descripcion Locacion Habito Fig. 5B Fig. S11
WAS8100 aestivum Spring 71 29
Tara2002 aestivum Spring 72 32
Macon aestivum Spring 73 34
HO0900009 aestivum Spring 74 33
Alturas aestivum Spring 75 30
IDO377s aestivum Spring 76 28
P1 277142 sphaerococcum India - 77 31
HO0800080 aestivum Spring 78 35
9245 aestivum Spring 79 25
9248 aestivum Spring 80 26
P1 190982 sphaerococcum Belgium - 81 99
P1 323439 sphaerococcum Vienna Austria - 82 98
P1 278650 sphaerococcum United Kingdom - 83 100
P1 572850 compactum - 84 24
Treasure aestivum Spring 85 27
P125970 compactum - 86 18
P156213 compactum - 87 49
P1323438 spelta - 88 40
P1 295059 spelta - 89 37
P1 306550 spelta - 90 36
P1428178 macha - 91 39
P1 355642 spelta - 92 42
PI 631161 spelta - 93 43
P1348303 spelta - 94 41
P1221419 spelta - 95 38
P1192717 spelta - 96 44
P1 348033 spelta - 97 45
P1 348273 spelta - 98 48
P1 378469 spelta - 99 46
P1 469032 spelta - 100 47
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