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RESUMEN

La floracibn es la etapa que se designa con la adquisicion de los 6rganos
reproductores por parte de la planta, la cual esta muy influenciada por factores tanto
endoégenos como ambientales. Para que se produzca la floracion es necesario que la
planta adquiera un tamafio minimo. Esta etapa esta regulada por una serie de rutas
como son la vernalizacion, la ruta autbnoma, y el fotoperiodo, entre otras. Los genes
estudiados en este proyecto pueden actuar de forma directa o indirecta en la
formacion de las estructuras que daran lugar a la aparicion de los 6rganos florales.
Estos genes son SOC1, CO-LIKE, U-17, U-24, AP1 y dos genes de los que no se
conoce casi nada, que son MADS y CAF1. Para este proyecto nos planteamos la
identificaciébn de secuencias de nucle6tidos obtenidos a partir del transcriptoma de
meristemos juveniles y adultos de olivo con el fin de encontrar genes candidatos
implicados en la floracion, estudiar el comportamiento de estos genes a lo largo del
tiempo e identificar el punto maximo de expresion de cada uno de estos genes en el
tiempo de estudio, para conocer su papel en la floracion. Para este proyecto,
recogimos las muestras de dos arboles diferentes (A y B), procedentes del Instituto
de Investigacién y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA) de Cérdoba, desde el
mes 6 al 33 ambos inclusive, cada tres meses. Partimos también de un microarray
(Garcia Lopez, MC; et. al; 2014), a partir del cual seleccionamos los genes
expresados al inicio de la fase juvenil e inhibidos en la etapa adulta, y viceversa.
Para conocer la funcion de dicha secuencia hicimos un Blast-n y ademas fueron

sometidas a estudios de expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real.



SUMARY

Flowering is the stage that is designated by the acquisition of the reproductive organs
of the plant, which is heavily influenced by both endogenous and environmental
factors. Flowering to occur it is necessary for the plant to reach a minimum size. This
step is regulated by a number of routes such as vernalization, autonomous route,
and photoperiod, among others. The genes studied in this project can act directly or
indirectly in the formation of the structures that give rise to the appearance of floral
organs. These genes are SOC1, CO-LIKE, U-17, U-24, AP1 and two genes is not
known almost nothing, which are MADS and CAFL1. For this project we consider the
identification of nucleotide sequences obtained from the transcriptome of juvenile and
adult olive meristems in order to find candidate genes involved in flowering, study the
behavior of these genes over time and identify the point maximum expression of
each of these genes in the study time, for his role in bloom. For this project, we
collected samples from two different trees (A and B), from the Institute of Agricultural
Research and Training and Fisheries (IFAPA) of Coérdoba, from month 6 to 33
inclusive, every three months. Also start from a microarray (Garcia Lopez, MC, et al,.
2014), from which we select those expressed at the beginning of the juvenile phase
and inhibited genes in the adult stage, and vice versa. For the function of this
sequence did a Blast-n and we also were subjected to gene expression studies using

quantitative real-time PCR.



1. INTRODUCCION

1.1. El proceso de floracion

Sabemos que el embrién se desarrolla como consecuencia de la fecundacion de la
oosfera. La doble fecundacién en angiospermas da lugar al desarrollo del embrion y
del endosperma, tratandose este del tejido nutricio del embrion durante la
germinacion. El embridon se origina a partir del cigoto. Al conjunto de procesos
fisioldgicos que conducen a la transformacion de una sola célula, el cigoto, en un
individuo multicelular mas complejo siendo este el embrion, contenido en la semilla,
se denomina embriogénesis. Este proceso esta muy regulado y conduce a la
elaboracién de estructuras funcionales organizadas y a la diferenciacion tisular
generando las estructuras elementales de crecimiento como son los meristemos.
Los oOrganos de las plantas tienen un origen post-embrionario. Los diferentes

organos se forman a partir de un meristemo apical y el meristemo radicular (Fig.1).

Figura 1. Desarrollo de los érganos a partir del

Meristemo
apical del tallo _— Hoja meristemo radicular y del apical. El meristemo
apical inicia el desarrollo de toda la parte aérea,
R B \odo e a partir de la produccién repetida de primordios
axilar Ao de 6rganos y células del tallo. Las estructuras
S que encontramos compuestas por un segmento
del tallo, o entrenudo y un nudo en el que se
P i inserta una hoja con un meristemo axilar se
Raiz — aiz
rincinal lateral denominan fitbmeros los cuales se repiten
princip
durante el crecimiento. El meristemo axilar es el
; gue tiene la funcién de generar una rama lateral
Meristemo -
apical de la raiz = Caliptra con la misma estructura fitomérica.

El inicio de la floracion determina el tiempo transcurrido desde la germinacion
hasta que se inicia el desarrollo reproductivo, definiendo por tanto el tiempo de

desarrollo vegetativo de la planta (Sanchez Bermejo, E; 2008). La floracion se



designa a la etapa del desarrollo con la cual se inicia la fase reproductiva de la
planta, por lo que se produce un cambio en el patrén béasico de desarrollo que
tendrd lugar una vez que se haya alcanzado un determinado tamafio y la planta esté
expuesta a una serie de estimulos endogenos y ambientales. Entonces es cuando
se produce una alteracion en la estructura del fitbmetro (Fig. 2. B.), localizado por
debajo del meristemo apical y formando unidades de crecimiento cuya estructura
esta formada por el nudo, la yema y un entrenudo. El desarrollo de la hoja se inhibe
para dar lugar a una bractea o su desaparicién por completo. Entonces el meristemo
axilar se diferencia a meristemo floral, produciendo una flor o inflorescencia, en vez
de una rama lateral que es lo que produciria el meristemo axilar.

El meristemo floral, a diferencia del meristemo vegetativo, tiene un
crecimiento determinado, es decir, limitado en el tiempo, y culmina finalmente en el
desarrollo de la flor. Para el desarrollo de la floracion se produce un estricto control
genético. En este momento, la planta movilizara sus reservas e invertira sus
energias en la produccion de la descendencia. En un trabajo desarrollado por Tofifio
se describi6 que para que se desarrolle el paso de fase vegetativa a fase
reproductiva debe producirse en un momento fisiolégico 6ptimo, cuando en la planta
se producen una serie de cambios estructurales y fisioldgicos y a su vez debe
coincidir con que las condiciones ambientales sean las favorables. El proceso
reproductivo encaja en el desarrollo programado de la planta, gracias al control del
ciclo celular ejercido por la coordinacion entre proliferacion y diferenciacion celular.

Para la mayoria de las especies la floracién se produce en primavera.
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Figura 2. Estructura de la parte aérea de una planta. A. estructura del tallo
vegetativo frente a estructura del tallo reproductivo. B. estructura basica de un

fitbmero en un tallo vegetativo y en un tallo reproductivo.

Debido a que las plantas carecen de movimiento, el fenédmeno de floracion
debe darse de manera sincronizada en todos los individuos dentro de un area

geografica, para favorecer el intercambio genético

1.2.  Principales rutas de control de la floracién

Uno de los aspecto mas importantes en el desarrollo de la planta es la transicion
entre el crecimiento vegetativo y la floracion, reguladas por factores ambientales
como son el fotoperiodo, reloj circadiano, vernalizacion (Fig.3) aporte hidrico,
temperatura, y factores endégenos, como contenido celular, almidén y azucares y
concentracion de algunas hormonas, proteinas y péptidos en el floema. A nivel
genético, el desarrollo de la flor depende de la expresion de los genes responsables
cuya regulacién se logra en muchas ocasiones mediante la modificacion en la
cromatina y la expresion de otros genes que codifican factores de transcripcion los
cuales estan involucrados en el proceso reproductivo (Hopkins y Hiner, 2004).



En la Figura 3, se muestran las tres rutas mas conocidas que influyen en el
control de la floracion, en las que hay muchos genes, siendo este esquema muy
simplificado, el cual representa los genes claves que conocemos que controlan la

floracion, aunque existen muchos mas.
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Figura 3. Modelo genético de control del tiempo de floracion de Arabidopsis. En color

verde se muestran los genes que pertenecen a la ruta de fotoperiodo, en color azul los
genes de la ruta de vernalizacién y en rojo los genes que pertenecen a la ruta autbnoma.
Las cajas negras indican los genes que funcionan como integradores en los que convergen

varias rutas de floracion. Las flechas indican induccion y las barras de represion.

4+ Ruta del fotoperiodo

La ruta del fotoperiodo se compone de fotorreceptores criptocromos 2
(CRY?2), fitocromo A (PHY A), reloj circadiano e integrados florales como son
FT (flowering locus T) y SOC 1 (Suppressor of Overexpression of Constans).

Todos los genes de esta ruta presentan una regulacion circadiana de su



expresion. Los fotorreceptores CRY2 y PHYA perciben la luz y transmiten la
sefial al reloj circadiano permitiendo la medicién del fotoperiodo por la planta.
De esta forma CRY2 y PHYA regulan positivamente la floracion. Se ha
demostrado que el reloj circadiano en Arabidopsis se genera por la actividad
de los genes LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL, CCA (CIRCADIAN
CLOCK ASSOCIATED) y TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION). Se ha
demostrado que el reloj circadiano regula la expresion de Gl (GIGANTEA),
gue codifica una proteina con posibles dominios transmembrana y CO
(CONSTANS), que es un factor de transcripcion que regula la expresion de
FT y SOC1, ya que activan la expresion de los genes del meristemo floral.

Por otra parte, los fotorreceptores de luz roja como los fitocromos B, C y D
(PHYB, PHYC, PHYD) participan en la respuesta del fotoperiodo y se
comportan como represores actuando sobre FT. La proteina FT se produce
en las hojas y se desplaza por el floema hasta el meristemo apical del tallo,
junto con un factor de transcripcion de la familia BZIP denominado FD, podria
formar un complejo de regulacién transcripcional que induce la floracién como
consecuencia de la activacion de la expresion de APETALA (AP1) y otros
genes del desarrollo floral. (Sanchez Bermejo, E; 2008).

Vernalizacién

Las plantas vernalizadas florecen posteriormente al tratamiento de la
vernalizacion. Esta caracteristica implica que las plantas vernalizadas
“recuerdan” la exposicion a temperaturas bajas durante las fases tempranas
de su desarrollo y sugiere una regulacion epigenética de la floracién.
(Sanchez Bermejo, E; 2008). A partir del analisis de variantes naturales de
Arabidopsis se llegé a la identificacion de los genes responsables de la
respuesta a la vernalizacion. Los primeros analisis permitieron detectar dos
locis con efectos cualitativos FRIGIDA (FRI) y FLOWERING LOCUS (FLC),
responsables de las diferencias que existian en el tiempo de floracién
temprano y tardio.

Alelos dominantes de FRI y FLC actian de manera combinada produciendo
un retraso en la floracion de muchas accesiones de Arabidopsis cuando no
vernalizan, el cual es revertido mediante el tratamiento con bajas
temperaturas. Ambos locis han sido aislados demostrando que FRI codifica

una proteina sin homologia a otras proteinas con un factor de transcripcion
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con un dominio MADs. El analisis molecular de los dos genes indica que FRI
regula positivamente la expresion de FLC, mientras que FLC reprime la
expresion de integrados florales como son SOC1 y FT. En el genoma de
Arabidopsis, existen seis genes homodlogos a FRI. Mutaciones en uno de
ellos, FRI LIKE 1 (FR1), indican que este gen también es necesario para la
expresion de FLC, mediada por FRI, sin embargo la sobreexpresion de FRI y
FLC pro separado o simultaneamente, no provoca un retraso en la floracion,
lo que hace suponer que se requiere al menos otro factor adicional. FLC
sometido a temperaturas bajas produce una represion en su expresion. No
obstante, la promocion de la floracion por venalizacidon, no esta reguilada solo
por el gen FLC, por lo que hay muchos genes implicados en esta respuesta
como son los genes MADS AFFECTING FLOWERING (MAF) homdlogos de
FLC (Scortecci et.al; 2001;). Recientemente se ha demostrado que la
vernalizacion no solo reprime la expresion de factores de transcripcion tipo
MADS sino que también activa otros factores MADS como AGAMOUS
LIKE19 (AGL19). A diferencia de su homoélogo FLC, AGL19 funciona como
un regulador positivo de la floracion (Fig.3). El analisis de mutantes de
AGL19 y FLC ha mostrado que la expresion de cada gen no influye en la del
otro, por lo que AGL19y FLC parecen funcionar de forma independiente en
la ruta de vernalizacion. El mecanismo molecular mediante el cual la
vernalizacion regula la expresion de FLC se ha establecido mediante la
seleccidbn de mutantes alterada especificamente en esta respuesta, como
vrnl, vrn2 y vin3 que impiden la reduccion de los niveles de expresion de
FLC mediada por temperaturas bajas. VERNALIZATION2 (VRN2) codifica
una proteina nuclear con homologia a proteinas del grupo Polycomb de
Drosophila implicadas en remodelacion de cromatina; VERNALIZATION1
(VRN1) codifica una proteina con dominios de unidn inespecifica a DNA;
VERNALIZATION INDEPENDENT3 (VIN3) codifica una proteina con un
dominio PHD (Plant Homeodomain-Finger) que se encuentra frecuentemente
en proteinas que forman parte de complejos de remodelacion de cromatina.
En los mutantes vrnl y vrn2, la vernalizacidon provoca una reduccion de la
expresion de FLC similar a la observada en la cepa silvestre. Si n embargo, a
diferencia de la cepa silvestre, la expresion de FLC se recupera rapidamente

cuando estas plantas mutantes son transferidas a temperaturas de
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crecimiento normales, lo que indica que el papel de VRN1y VRN2 no es la
reduccion de FLC sino el mantenimiento del estado vernalizado a lo largo del
desarrollo posterior de la planta. Por el contrario, VIN3 se requiere para el
establecimiento de la represion de FLC durante el tratamiento de
vernalizacion y podria estar implicado en la medicion de la duracion del
tratamiento de vernalizacidon pues su expresién aumenta proporcionalmente a
dicho tratamiento. Se ha observado que la regulacion de la expresiéon de FLC
mediada por vernalizacion esta asociada a la desacetilacion y metilacion de
histonas y que los mutantes vrnl y vrn2 presentan distintas alteraciones del
patron de metilacion de la cromatina de FLC (Bastow et. al; 2004). Estos
resultados indican que VRN1 y VRN2 estan implicados en diferentes aspectos
de metilacion de las histonas al igual que LIKE HETEROCHROMATIN
PROTEIN1 (LHP1) y VERNALIZATIONS

(VRN5 o VIL1 por VIN3-LIKE1l) que han sido identificados recientemente.
LHP1, también conocido como TERMINAL FLOWER2 (TFL2), codifica una
proteina homologa a HP1 de Drosophila y esta implicada en el mantenimiento
de la metilacion de histonas de FLC vy en la estabilizaciéon de su represion
después del tratamiento de vernalizacion. Por el contrario, VRN5 codifica una
proteina muy similar a VIN3 (con un dominio PHD) que podria participar junto
a éste en un complejo de desacetilacién y metilacién de histonas de FLC
durante la vernalizacion (Sanchez Bermejo, E; 2008).

Auténoma

Los mutantes con pérdida de funcion de genes asignados a la ruta autbnoma
se caracterizan por presentar un fenotipo de floracién tardia
independientemente de las condiciones de fotoperiodo. El fenotipo de
floracion de estos mutantes correlaciona con niveles altos de mRNA de FLC
y se revierte por vernalizacién. Ademas, mutaciones de pérdida de funcién en
FLC suprimen el fenotipo tardio de todos los mutantes de esta ruta. Estos
resultados han permitido concluir que la funcion principal de la ruta autbnoma
es reprimir la expresién de FLC (Fig.3). De esta forma las rutas autbnoma y
de vernalizacién convergen en FLC, que actia de integrador de las sefales
de ambas rutas.

En la ruta autbnoma se han identificado siete genes: LUMINIDEPENDENS
(LD), FCA, FY, FPA, FLK, FLD y FVE. LD codifica una proteina nuclear
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con un dominio homeobox mientras que el resto de los genes codifican
proteina s que interaccionan con RNA o proteinas que participan en procesos
de modificacién de cromatina. Los miembros del primer grupo (FCA, FY, FPA
y FLK) codifican proteinas que presentan dominios de union a RNA por lo
gue podrian participar en el procesamiento de este tipo de moléculas. En esta
linea se ha demostrado que FCA interacciona con FY para regular su propia
expresion a nivel post-transcripcional. Por otro lado, FLD y FVE son proteinas
homdélogas a las proteinas que forman parte de complejos implicados en la
desacetilacion de histonas y participan en la remodelacion de la cromatina de
FLC. Estos resultados ponen de manifiesto la participacion de mecanismos
epigenéticos de modificacién de histonas en la regulacion de la floracién por
la ruta autébnoma en Arabidopsis. Recientemente se han identificado
componentes adicionales de las rutas autbnomas y de vernalizacion que
también participan en la regulacién epigenética de FLC.

FLC integra sefiales de las rutas de vernalizacién y auténoma y regula
negativamente a los integradores florales FT y SOC1, regulados a su vez
positivamente por la ruta dependiente del fotoperiodo. Esta convergencia
parcial indica que las distintas rutas funcionan coordinadamente para regular
un namero limitado de integradores. Ademas las rutas de promocién de la
floracion no son totalmente independientes ya que se ha mostrado que CRY2
afecta a la expresion de FLC. Es de esperar que en el futuro se identifiquen
mas interacciones entre las tres rutas de control del tiempo de floracion
(Sanchez Bermejo, E; 2008).

Recientemente se ha descrito una nueva ruta reguladora de la floracion en
Arabidopsis, que integra informacion del fotoperiodo y de la edad de la planta e
implica a los microRNAs (miRNAs) 156 y 172, como también a las familias de
factores transcripcionales SQUAMOSA PROMOTER BINDING- LIKE (SPL) y
APETALA 2 (AP2). La actividad de esta ruta modula la expresion de diferentes
reguladores de la transicion floral (Mathieu et al., 2009; Wang et al., 2009; Wu et al.,
2009; Yamaguchi et al., 2009; Yant et al., 2010).
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1.3. Floracioén en el olivo

La familia botanica de las Oleaceas comprende especies de plantas las cuales estan
distribuidas en las regiones tropicales y templadas. Las plantas que pertenecen a
esta familia son mayormente arboles y arbustos. Est4d familia estda dotada de
pequefias flores agrupadas en racimos en forma de panicula, formando un eje
central sobre el que se unen las pequeias flores, el cual puede tener o no
ramificaciones Algunas son hermafroditas, es decir, tienen los dos sexos
manifiestos, mientras que otras s6lo son masculinas por lo que solo producen polen.
El olivo Olea europea L. pertenece a dicha familia.

La fase de juvenil a etapa adulta en el olivo va acompafiada de una serie de
cambios morfologicos, que afectan al tamafio y a la forma de la hoja. Para que se
produzca la transicién, es necesario que el olivo al menos adquiera un tamafio de
unos dos metros con respecto a la raiz (Garcia Lépez, et.al; 2014). El olivo se puede
considerar una especie policarpica, es decir, que no todos los meristemos participan
en la diferenciaciéon de flores y frutos, sino algunos de dichos meristemos
permanecen en estado quiescente (para asegurar el futuro crecimiento de la planta).
Este arbol puede permanecer vivo y productivo durante muchos afios.

La cantidad de polen que es vertido por el olivo a la atmésfera, es mas
elevada que en otras plantas Es una especie fundamentalmente alégama que
favorece la fecundacién cruzada, proceso que tiene lugar gracias a un fenémeno de
autoincompatibilidad polen-pistilo por el que el pistilo de una flor reconoce y rechaza
el polen procedente de su misma variedad, facilitando el crecimiento del tubo
polinico formado por los polenes de otras variedades. También podemos decir que
la especie Olea europea es una especie anemofila, ya que esta especie asegura su
polinizacion mediante el viento y para ello tienen que verter mayores cantidades de
polen a la atmosfera. Esta caracteristica es propia de plantas que son dominantes
en su ecosistema.

Los botones florales comienzan a apuntar a partir de marzo. Las flores
aparecen en el mes de abril y mayo aunque las mas abundantes se dan en el primer
mes (Marcos, D; 2012). En junio, (Fig.4), la aceituna ya se encuentra formada y
durante el verano y el otofio los frutos, que son las aceitunas, van aumentando de

tamafio y pasan de un color verde a negro. Segun las diferentes especies y el clima
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de la zona donde crecen se puede empezar a recolectar a partir de noviembre o mas

tarde.

Figura 4. Olivo en floracion. Imagen de un
olivo, el cual tiene ya las flores verdaderas

en el mes de mayo y junio.

El objetivo de este trabajo es observar el comportamiento de siete genes que se
inducen o se reprimen en la etapa adulta del olivo mediante PCR en tiempo real a lo
largo del tiempo y hasta los 33 meses de edad de la planta
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2. OBJETIVOS

Los objetivos que nos planteamos al inicio de este trabajo fueron los siguientes:

0]

Identificar una serie de secuencias de nucledtidos que se expresan
exclusivamente en la etapa juvenil o en la etapa adulta en el transcriptoma de

meristemos adultos de olivo como posibles genes implicados en la floracion.

Estudiar el comportamiento de los genes de olivo escogidos CAF 1, SOC 1,
APETALA 1, 22169 Desconocido con dominios MADS, CO-LIKE, Unigene
17728 Desconocido y Unigene 24412 desconocido a lo largo del tiempo de

desarrollo de la planta.

Identificar el punto maximo de expresion de cada uno de esos genes en el
tiempo estudiado para ahondar en el conocimiento de los mismos y conocer

algo mas sobre su posible papel en el proceso de floracion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Seleccién de secuencias

Utilizamos un microarray realizado en un trabajo llevado a cabo por Garcia Lopez,
MC; et. al; 2014. Dicho microarray se llevo a cabo a partir del disefio y de la
fabricacion de EST resultantes de la secuenciacion de ocho bibliotecas generadas a
partir de cDNA mediante la técnica Sanger y 545. ElI ARN fue extraido de 5 plantulas
con patrones de crecimiento normales y muy similares, de 21 plantulas que hicieron
crecer, para evitar cualquier fallo en los resultados causados por las diferencias en el
crecimiento. EI ARN fue extraido del mesocarpio de fruta verde y endocarpio
lignificado de Lechin de Sevilla, hojas y tallos de Lechin de Sevilla, semillas y raices
de una variedad en dos estadios diferentes: juvenil y adulto a partir de una progenie
segregante de un cruce de Picual y Arberquina (Mufioz-Mérida et.al; 2013).

Para la realizacion del microarray, se utilizd6 el arbol 11 de la variedad
Arberquina obteniéndose 3 réplicas de la misma muestra a diferentes tiempos. Las
muestras de meristemos se recolectaron cada tres meses desde el mes 3 al mes 33
de su desarrollo, siendo un arbol crecido en condiciones controladas de luz y
temperatura, en una camara de cultivo.

La figura 5 muestra el microarray de partida a partir del cual se seleccionaron los
genes objeto de estudio. Por una parte seleccionamos las secuencias, las cuales
estan muy expresadas en las etapas primeras del desarrollo como se puede ver en
el gréfico de lineas (Fig.5.1 y 2), y que disminuye su expresiéon conforme aumenta el
desarrollo de la planta, y la otra eleccién de secuencias fue a partir de las cuales
estan muy poco expresadas en las primeras etapas de crecimiento y van aumentado

conforme aumenta el desarrollo de la planta (Fig. 5.3 y 4).
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Figura 5. Mapas de calor y grafico de lineas de cambios donde los genes estan regulados

positivamente o regulados negativamente con respecto al desarrollo. Garcia Lépez, 2014.

Una vez identificadas las secuencias en los mapas de calor se obtuvo la
secuencia de nucledtidos que correspondia a las mismas con el fin de hacer un
blast-n para encontrar homologias de estas secuencias en otras plantas y poder
saber algo mas acerca de la funcién del gen. Las secuencias seleccionadas fueron
aguéllas que en los mapas de calor indicaban un cambio sustancial desde los tres
meses a los 33 meses de edad, bien por sobreexpresion de los mismos, o bien por

inhibicién de dichos genes.

3.2.Genes estudiados

Para la eleccion de los genes que hemos estudiado en este proyecto, la
seleccion se hizo a partir de Mufioz Mérida et al., 2013, en el que se obtuvo el
transcriptoma de olivo procedente de meristemos y raiz adultos y juveniles por
primera vez. A partir de las secuencias que solo se expresaban en la muestra de
meristemos adultos, se seleccionaron una serie de secuencias que se enfrentaron
con un blastn a las bases de datos. Asi obtuvimos las secuencias homdlogas de
algunos genes conocidos en Arabidopsis, asi como una serie de secuencias, que no

presentaron homologia con ninguna de las existentes en las bases de datos y que
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se seleccionaron por su expresion diferencial observada a partir de un microarray
qgue se realizé a posteriori (Garcia-Lopez et al, 2014) los genes CAF 1, Gen con
dominios MADS llamado 22169, SOC1, AP1, gen 17728 desconocido y gen 24412
desconocido. En concreto, lo que se conoce acerca de los genes estudiados se

expone a continuacion.

3.2.1. Factor CCR4_Asociado (CAF 1)

El gen CAF 1 actua suprimiendo la division celular de los meristemos florales, lo que
provoca una disfuncion en el meristemo floral. En un trabajo anterior (Jacobsen, SE;
et. al; 1991) se encontré que CAFL1 codificaba una proteina de unos 1909
aminoacidos el cual contiene similitudes con helicasas. Las proteinas helicasas,
participan en los procesos de duplicacion y reproduccién celular, transcripcién,
recombinacion y reparacion del ADN, y en la biogénesis de ribosomas. De esta
manera CAF puede actuar a través del procesamiento del ARN en los meristemos.
CAF da lugar a dos importantes transcripciones de 2,5y 6,2 kb. En los experimentos
de hibridacion in situ muestran que la CAF-RNA se expresa en todos los tejidos de
brote (Jacobsen, SE; et.al; 1991). Estos autores concluyen que CAF- 1 es necesario
para establecer la arquitectura de plantulas, el tamafio de la hoja y la diferenciacién
de los tricomas.

Durante la vida activa del ADN, este es leido varias veces por los ribosomas
hasta que el ARN envejecido es reemplazado por el ARNm recién sintetizado, por lo
que dicho ARN entra en la maquinaria que inicia su degradacion, a través de la
eliminacion de la cola de poli(A) mediante la accion de una enzima especifica
conocidas como adenilasas. Posteriormente otras proteinas se encargar de eliminar
el casquete transcrito, dejandolo totalmente desprotegido frente al ataque de
nucleasas que degradan rapidamente el cuerpo del ARNm en su componentes,
nucleodtidos (Marchat, LA; et. al.). Se ha demostrado en células de levaduras la
asociacion de las proteinas CCR4 y CAF1, componentes del complejo de proteinas
nombrado CCR4-NOT, como principales enzimas desadenilasas citoplasmaticas
(Wenxing, L; et. al; 2009). CCR4-NOT esta involucrado en los diversos aspectos del
control de la transcripcion y metabolismo del ARNm, incluyendo la accién del enzima

adenilasa y su posterior degradacion. Las funciones bioquimicas y fisioldgicas de



las proteinas CAF1 no se han establecido claramente. Aunque el papel CAF1, in
vivo no esté claro, in vitro, en levaduras muestran actividad adenilasa. Cuando se
produce una deleccion de la proteina CAF1, in vivo, se reduce la tasa de
acortamiento de la cola poli(A) del ARNm, aunque la sobreexpresion de CCR4
puede complementar este efecto. Por lo que esto apoya la idea de que CCR4 es el
gue tiene la principal actividad adenilasa. En este estudio se vio que la
sobreexpresion del gen CAF1 en plantas de tomate presentan un crecimiento normal
y su resistencia frente a patégenos aparece alterada, lo que sugiere un papel para
CAF1 tanto en el desarrollo de la planta y ante respuestas de defensa (Wenxing, L;
et. al; 2009).

3.2.2. Gen 22169 desconocido con dominios MADS

El nombre «MADS-box» es un acrénimo formado a partir de los nombres de los
genes en cuya secuencia fue identificada la caja MADS por primera vez: MCM1
(procedente de Saccharomyces cerevisiae); AGAMOUS (de Arabidopsis thaliana e
implicado en su desarrollo floral); DEFICIENS (de Antirrhinum majus, donde

interviene también en el desarrollo floral), y SRF (de Homo sapiens).

Estos factores de transcripcion, son propios de un buen numero de
eucariotas, tanto en animales como en plantas y en levaduras. Poseen una gran
importancia en su fisiologia al regular distintas funciones. Como todos los factores

de transcripcion, los MADS-box interactian con el ADN.

Con respecto a su estructura, las proteinas MADS-box poseen unos
dominios los cuales interactian con el ADN en su zona N-terminal (de unos
56 aminoacidos), pero también su zona N-terminal es esencial para una eficiente
union. Como en el caso de otros factores de transcripcibn, puede
requerir dimerizacion para ser funcionalmente activo, formando homodimeros o
heterodimeros.

Estos genes se caracterizan por tener multiples funciones, y estan
involucrados en el desarrollo floral de las plantas. Los genes sélo transcritos en la
parte vegetativa estan localizados en la parte mas basal del organismo, por el

contrario los genes que estan involucrados en el desarrollo de las flores estan
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expresados mas tarde. En Arabidopsis thaliana se han identificado méas de 80 genes
diferentes del tipo MADS-Box3. (Munster, T, et.al; 1997).

La familia de los genes MADS-box se divide en tres grandes clados: ARG80 o
familia génica SRF, MEF2 y MIKC22. Se cree que el origen de los genes de la caja
MADS fue hace 1.000 millones de afios (Munster,T; et. al; 1997).

En la actualidad, aun no se ha podido saber cuél es el origen exacto de la
familia de genes de la caja MADS. Algunas proteinas bacterianas, tales como los
miembros de la familia UspA, que son proteinas implicadas en la respuesta
al estrés ambiental en Escherichia coli y Haemophilus influenzae,
contienen secuencias cortas extendidas que pudieron ser homologas de partes del
dominio MADS (Munster,T; et. al; 1997).

La funcion mejor conocida de los genes procedentes de la caja MADS son los
que daran lugar al modelo ABC para el desarrollo floral. Esquematicamente se
distinguen 5 genes diferentes involucrados en la identidad floral de Arabidopsis:
APETALA 1 (AP1), APETALA2 (AP2), APETALA3 (AP3), PISTILLATA (P1) Y
AGAMOUS (AG). La clase A es codificada por APETALAL y APETALA2 (Blazquez,
MA; 2000).

Cuando se produce la perdida de funcién de clase A, da lugar a la formacion
de carpelos que sustituye a los sépalos en el primer verticilio (Fig.5), y estambres en
vez de pétalos en el segundo verticilo. La clase B compuesta por APETALA3 y
PISTILLATA junto con la clase C, da lugar al estambre. Mientras que solo la clase C
incluye el gen AGAMOUS y da lugar al carperlo (Fig.6) (Blazquez, MA; 2000).
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Figura 6. Modelo ABC de la adquisicion de la identidad de 6rganos florales.

Debido a la poca informacion que se tiene sobre estos genes, actualmente, no
se han identificado las dianas primarias a cuyos promotores se unan las
mencionadas proteinas de tipo “MADS box”. Por esta misma razén, es dificil
comprender como la identidad de ciertos 6rganos la establece exclusivamente un
tipo de proteinas (por ejemplo, AP1 para sépalos), mientras que la de otros érganos
requiere la accibn combinada de dos o més tipos de proteinas (por ejemplo, AP1,
AP3y PI para pétalos) (Blazquez, MA; 2000).

El gen que nosotros hemos utilizado para ver si se expresa en la floracion es

desconocido sabiendo solo que tiene el dominio MADS.
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3.2.3. Gen Constans Like (CO-LIKE)

Los primeros genes de la ruta inductora de la floracion dependiente del fotoperiodo
se identificaron a partir de la caracterizacion de mutantes como CO, FT y GI, que
florecen tarde en condiciones de dia largo pero florecen al mismo tiempo que el
silvestre en dia corto (Koornneef et al.,, 1991). A partir de esta observacion se
postuld que los genes CONSTANS (CO), FLOWERING LOCUS T (FT) y GIGANTEA
(Gl) estan implicados en la transmision de la informacion procedente del fotoperiodo.

CO es por tanto un gen mediador del reloj biologico que induce la floracion
mediante el control del fotoperiodo. El gen CO de Arabidopsis thaliana puede regular
otros genes integradores de estas rutas como son FT y SOC1 (Fig.6). La activacion
trascripcional del gen CO se produce a partir de la respuesta del reloj circadiano en
los dias largos. El gen CO se expresa principalmente en la vasculatura del tallo y las
hojas (Putterill et al., 1995, An et al., 2004) y codifica una proteina nuclear con dedos
de zinc cuya estabilidad depende del ciclo de luz y oscuridad. (Valverde et al., 2004).

Asimismo, la proteina CO activa en dia largo, pero no en dia corto, la
expresion del gen FT (Fig. 7) (Suarez-Lopez et al., 2001; Yanovsky y Kay, 2002;
Wigge et al., 2005). EI RNA mensajero (MRNA) de FT se acumula en el floema,
particularmente de los cotiledones y hojas (Takada y Goto, 2003; An et al., 2004;
Wigge et al., 2005).

3.2.4. Gen Suppressor of Constans (SOC 1)

Estudios recientes muestran que SUPPRESSOR OF CONTANS 1 (SOC1) es una
proteina multifuncional que regula no sdlo el tiempo de floracién, sino también los
patrones florales y determinacion de meristemos florales (Liu, C; Zhou, J; et al;
2007). SOC1 esta regulado por dos reguladores antagdnicos, CONSTANS (CO) y
FLOREWING LOCUS C (FLC), que actuan como activador y represor floral,
respectivamente (Fig. 6). CO activa a SOC1 principalmente a través de FT pero FLC
reprime SOC1 por unién directa al promotor. SOC1 también es activado por un
mecanismo dependiente de la edad en la que SPL9 y microRNA156 estan
involucrados. Cuando SOC1 se induce en el 4pice del brote, este junto con AGL24

23



activa directamente a LEAFY (LFY), un gen de identidad de meristemo floral (Fig.7).
(Lee, J; et.al; 2010).

El heterodimero FT-FD también induce la transcripcion en el apice, de genes
como SOC1 y APETALA 1 (AP1), (Fig. 6) que codifican dos factores de transcripcion
de la familia MADS cuya actividad acaba desencadenando la transicién y el
desarrollo floral (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005; Searle et al., 2006; Michaels y
Amasino, 2010). Por otro lado, las giberelinas activan, por una via independiente de
FT, la expresion de genes como LFY y SOC1 (Blazquez et al., 1998; Blazquez y
Weigel, 2000; Moon et al., 2003; Hisamatsu y King, 2008), y reprimen la expresion
de SVP (Li et al., 2008).

Esta asociado con la induccién de la diferenciacion celular requerida para el
inicio de la floracion, especificamente al producir la activacion de los genes de
identidad de los meristemos florales (LFY y AP1), cuya expresion promueve
finalmente la diferenciacion de los meristemos florales (Cobersier, et. al; 2005). El
inductor floral SOC1 también integra informacion proveniente de diferentes rutas.
Inicialmente, SOC1 fue identificado como un mediador de las sefiales que
promueven la floracion procedentes de las rutas del fotoperiodo, autbnoma y de la
vernalizacion (Lee et al., 2000; Onouchi et al., 2000; Samach et al., 2000). Asi, tanto
CO, via FT, como FLC regulan la expresion de SOC1 mediante la interaccion con
diferentes regiones de su promotor (Hepworth et al., 2002; Yoo et al., 2005; Li et al.,
2008). Ademas, la expresion de SOCL1 es reprimida por AP2 y regulada por la ruta
de los mIRNAS 156 y 172, asi como por las familias de factores de transcripcion SPL
y AP2 (Yant et al., 2010). Por otra parte, SOC1 percibe informacion que procede de
la ruta de las giberelinas (Moon et al., 2003).

En resumen, SOC1 integra informacién de varias rutas, siendo un regulador clave

de la transicion floral.

En estudios llevados a cabo por Lee, 2010, se vio que la perdida de la funcién de
SOC 1 produce un retraso en la floracién temprana.
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Figura 7. Diagrama de las rutas genéticas que regulan el tiempo de floracibn en
Arabidopsis. Diferentes rutas responden a varias condiciones externas (fotoperiodo,
vernalizacién, temperatura ambiente) o a sefiales enddgenas (auténoma, edad, giberelinas)
para regular la transicion floral a través de una elaborada red genética. Las sefales
inductoras deben primero superar la actividad de varios represores de la transiciéon floral
(indicados en azul) y de activadores (indicados en violeta) para eventualmente activar los
genes de identidad del meristemo (APl y LFY). Las rutas actlan sobre diferentes
componentes de la red (genes) en diferentes tejidos; la red genética integra la
informacionentrante a través del cambio de expresion de muchos de sus genes. Flechas,
indican interaccién positiva. Lineas continuas con barra, indican interaccion negativa. Lineas
discontinuas, indican movimiento a través de diferentes tejidos. Esquema modificado a partir

de Fornara et al., 2010; Amasino, 2010.; Wellmer y Riechmann, 2010.

3.2.5. Gen Apetala 1 (AP1)

El gen AP1 es requerido para que se exprese un patron a partir del cual surgen los
organos florales (Vivian, F; et. al; 1990).

Las proteinas AP1 y CAL son factores transcripcionales de la familia MADS
con alto nivel de homologia y funciéon redundante (Mandel et al., 1992; Kempin et al.,



1995). Como se ha comentado, LFY induce la expresion de APl y CAL en los
meristemos florales jovenes (Parcy et al., 1998; Wagner et al., 1999; William et al.,
2004). Por otra parte, también se ha descrito que el complejo FT-FD (Fig. 7)
participa en la activacion de la expresion de AP1 en los meristemos florales (Abe et
al., 2005; Wigge et al., 2005), aunque recientemente se ha cuestionado que esta
activacion sea directa (Benlloch et al., 2011). Finalmente, en estadios posteriores, la
expresion de AP1 y de CAL se localiza en los primordios de los 6rganos de los dos
verticilos externos de la flor, donde APl actia como un gen homedtico floral
controlando, junto a APETALA 2 (AP2), la identidad de sépalos y pétalos (Irish y
Sussex, 1990; Mandel et al., 1992; Bowman et al., 1993).

3.3. Expresion génica alo largo del tiempo

3.3.1. Material vegetal de partida

Las muestras escogidas para nuestro estudio las hemos obtenido a partir de dos
arboles el Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA) de
Cordoba, Espafia. Nuestro estudio parte de una serie de muestras de ARN
procedentes de meristemos de dos arboles (olivos) diferentes, los cuales los
nombramos como arbol A y arbol B. De cada arbol, se recogieron meristemos de
tres en tres meses desde el mes 6 hasta el mes 33, ambos inclusive. Para ver si las
muestras del ARN del meristemo apical de olivo se mantenian en perfectas
condiciones, se utilizé un lector de microplacas para medir las absorbancias a unas
longitudes de onda de 260 y 280 nm. Ha de oscilar entre 1.8 y 2 dado que las
proteinas absorben a 280 nm se emplea un cociente Axs/Azso para calcular la
pureza de los acidos nucleicos. Los cocientes respectivos del ADN y ARN puros son
aproximadamente de 1.8 y 2.0. Una absorcion a 230 nm significa que la muestra
esta contaminada con hidratos de carbono, péptidos, fenoles, compuestos

aromaticos u otras sustancias.
3.3.2. Sintesis de cDNA

Para esta técnica se utiliza una enzima denominada transcriptasa inversa, la cual, a

partir de una cadena de ARN sintetiza una doble cadena de ADN, es decir, cataliza
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la retrotranscripcion o transcripcidon inversa. Partimos de una hebra de ARNm. La
transcriptasa inversa cataliza la sintesis de ADN complementario a una hebra de de
ARN. Se utilizé para la sintesis el kit First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche).

La muestra del arbol B, mes 9 la descartamos para el andlisis mediante RT-

PCR a tiempo real al ser muy escasa y no poder analizarla.

3.3.3. RT-PCR a tiempo real.

La Q-RT-PCR o RT-PCR cuantitativa es un método cuantitativo de amplificacién de
ARN que se realizé en los sistemas de deteccién de Bio-Rad CFX96® (Bio-Rad,
Berkeley) usando una dilucion 1:5 del ADNc

Esta técnica que es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa
convencional (PCR). La caracteristica principal que presenta con respecto a la otra
es que va a monitorizar continuamente la apariciéon de un producto amplificado en
cada ciclo de PCR, midiendo la fluorescencia de las cadenas sintetizadas, la cual es
proporcional a la cantidad de amplicones en cada ciclo. La cantidad de material de
partida se cuantifica mediante el llamado Crossing Point que se trata de un punto de
la grafica (producto/tiempo) que cuantifica el tiempo que tarda cada muestra en
amplificar una cantidad determinada de DNA. Este tiempo nos informa de la cantidad

de producto inicial.

Para identificar los productos de la PCR nos basamos en el analisis de las
curvas de temperatura de fusién (melting curve), curva que expresa la relaciéon con
el contenido de GC, tamafio de amplicones y la secuencia de los mismos. La medida
de la fluorescencia es dependiente de la temperatura en el termociclador
aumentando de 50°C a 95°C, siendo la fluorescencia detectada dependiente de la
presencia de secuencias de doble cadena de DNA. Cuando por efecto de la
temperatura se produce la separacion de las dobles cadenas de DNA, se produce
una disminucion de la fluorescencia debida a que el colorante en nuestro caso
EvaGreen, deja de estar unido al producto de la PCR. Pueden aparecer varios picos
en los que se representan las temperaturas a las que los maximos niveles de cambio
de fluorescencia se producen, correspondiendo estos a un producto particular en la

PCR a tiempo real.
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Para este tipo de técnica especifica se utiliza los mismos componentes que
para una PCR convencional como son, cebadores o primers especificos (tabla 1),
dNTPS, un tampoén de reaccion adecuado y una ADN polimerasa la cual sera
termoestable y a dicha mezcla o MIX se le afiade un fluoréforo que en nuestro caso
sera EvaGreen, el cual no es un agente intercalante ya que no se inserta en el
espacio entre dos pares de bases, sino que se asocia a la molécula de ADN
interactuando con la hendidura menor del ADN, se acopla energéticamente a los
acidos nucleicos de éste, de manera que se incrementa notablemente su tasa de
emision fluorescente. A este fendmeno se le conoce como transferencia de energia
mediante resonancia de fluorescencia y solo emitira fluorescencia cuando se une a
una doble cadena de ADN, mientras que si se une a una cadena simple no se
emitira.

Hicimos el estudio mediante RT-PCR de siete genes seleccionados,
Unigene_12 (CAF1), Unigene_17728, Unigene 5004 (AP1l), Unigene 63200
(SOC1), Unigene_22169, Unigene_61366 (CO-LIKE) y Unigene_24412. Utilizamos
un control interno de actina 40 de olivo, para la normalizacién de los resultados.

Los primers utilizados para la PCR fueron los que se detallan en la tabla.

TAMANO
GEN NOMBRE | SECUENCIA PRIMER AMPLICON
PRIMER (bp)
12F 5' GAC GTG GCA TGC ATT TCA GAA AAT GAG 3' | 103
CAF1|12R 5 GTC ATT ACT AAT ACA CTT CTA GTC CAT ACA
ATATTC CAGC 3
17728F 5' GAA AGC AAA GGA GAG TAT ACA GAC AGA GAC | 110
UNIG AGTG 3
ENE |17728R 5 AAA ATC CAC CCC CAT TCATTTCTTGATC 3
17728
UNIG |24412F 5' GAG CAA AGC AAT TCA TCC GAG TGT ATC AC 3’ | 112
ENE
oaaln | 24412R 5' TGC TGC AGT CTC CTAGCATCATCTTCAG 3’
63200F 5'CTC TTG CTC AAA TTA AGG AAG CCGAGAC 3 |176
SOC 1 63200R 5" AGC TCC CGA ATT TAG GCA TAT AAG TTT TCC
3
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22169F 5'GGT ATA ATC GAG CGA GGC AGTTCATCTG 3 |104

MADS | 22169R 5' CAG TTG GAG AAA GGT AAG CCC AAC TTG AG
3

61366F 5'AAG GTC GAT TTG CAA AAA GAA CAG ATT CTG |104
CO_LI 3
KE  |61366R 5' TAC ATG TCC TCA AAA TGA GGG TAC GAT GC 3’

Actin40370F 5' CCC TTG ACT ATG AGC AGG AGC TTG AGA C 3’ | 143
ACTIN

Actin40370R | 5' GAT CAT TGA AGG CTG GTA AAG AAC CTC AG 3’
40

5004F 5 AAA CTG ATT ACG ATT ACT CGG AAT TTG AAA | 142
AP1 CG3

5004R 5 TCA CTT GAG GGA TAC AAA TAT TCA ACG AAG

G3

Tabla 1. Tabla de los diferentes primers utilizados para cada gen especifico donde

podemos ver el tamafio del primers, el nombre y el nUmero de pb.

Para la realizacion de la RT-PCR se utiliz6 un aparato marca BioRad-CFX384 (Real
Time System). Para ello utilizamos el protocolo siguiente: un ciclo a 95°Cdurante 5
minutos 40 ciclos a 95°C, 30 segundos, 60°C, 30 segundosy 72 °C, 30 segundos y

finalmente un ciclo a 72°C durante 10 minutos. Se pusieron cuatro camaras para

lectura de fluorescencia, a 70°C, 74°C, 76 °C y 80°c

del programa bioinformatico Bio-Rad con el que se obtuvieron las gréficas para la

curvas de melting y se analizd el comportamiento de los genes en los distintos

tiempos.

Una vez obtenidos los datos de las diferentes RT-PCR, se analizaron a través
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4. RESULTADOS

Los patrones de expresién génica durante el crecimiento del olivo, nos permite
obtener una vision de la importancia de los genes en la transicion de juvenil a adulto,
ya que muchos genes, junto con factores ambientales como son las horas de luz y
oscuridad, la temperatura y una serie de sefiales enddgenas procedentes de la
misma planta, son los responsables de dicha transicion

Partimos de unas muestras de ARN de dos arboles diferentes denominadas
arbol A 'y arbol B, extraido desde el mes 6 al mes 33, cada tres meses. Se midio la
calidad e integridad de las muestras para asegurar el buen estado de las mismas. La
muestra proveniente del arbol B y del mes 9, fue descartada del estudio al no ser
suficientemente concentrada. Con el resto de las muestras se trabajo sintetizando el
cDNA mediante el kit de Roche (Transcriptor First Strand Synthesis Kit), para
estudiar posteriormente la expresion de cada gen a lo largo del tiempo mediante la

técnica de PCR en tiempo real.

4.1. Expresion génica mediante RT-PCR

4.1.1. Factor asociado a CCR4 (CAF 1)

La figura 8 representa las curvas de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion y la

curvas de melting para el gen CAF 1.
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Figura 8. Amplificacion y curva melting para el gen CAF1.
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Figura 9. Expresion del Gen CAF en el arbol A.
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Figura 10. Expresion del Gen CAF en el arbol B.

Las figuras 9 y 10 representan el comportamiento de CAF en ambos arboles,
A y B, a lo largo del tiempo. Podemos observar que es un gen gue se expresa
mucho en las primeras etapas del crecimiento, cuando la planta estd en sus
primeros estadios de desarrollo. El que este muy expresado al inicio del desarrollo
del arbol, puede estar relacionado con la funcion del mismo. Algunos autores,
muestran que este gen esta relacionado con la respuesta de defensa frente a
patdégenos y también estd implicado en el desarrollo (Wenxing, L; et. al; 2009), por
lo que debe estar muy expresado al inicio del desarrollo de la misma, como ocurre
en nuestros dos arboles aunque en diferentes meses. Paulatinamente, va
desapareciendo y a partir de los 15 meses de vida de la plantula en el caso del arbol
B y de los 9 meses en el arbol A, es casi indetectable su expresion. El patron de

expresion para ambos arboles es casi idéntico. Luego de nuevo se produce una
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subida de expresion pero apenas significativa en el mes 30 y vuelve a bajar a los 33

meses de vida.

4.1.2. Gen 22169-UNKNOWN CON DOMINIO MADS

La figura 11 representa las curvas de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion y

la curva de melting para el gen 22169 con dominio MADs. Las medidas de
fluorescencia se hicieron por tanto a 74°C.
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Figura 11. Amplificacion y curva Melt para el Gen_22169 desconocido con dominio MADS.
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Figura 12. Expresion del Gen_22169 con dominio MADS, en el arbol A.
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Figura 13. Expresion del Gen_22169 con dominio MADS, en el arbol B.

Las figuras 12 y 13 representan el comportamiento de expresion en ambos
arboles, Ay B, de este gen con domino MADS-Box a lo largo del tiempo. Podemos
observar que es un gen que no se expresa en las primeras etapas de crecimiento,
cuando la planta estd en sus primero estadios. La expresion es muy puntual y en
distinto momento para los dos arboles estudiados. En el arbol A en el mes 21
mientras que en el arbol B la expresion del gen es en el mes 30. El patron de
expresion para ambos arboles es también idéntico para A y B como en el caso
anterior. Podriamos decir que el papel de este gen es muy puntual y se expresa
mucho en un punto determinado de su desarrollo, para volver a inhibirse casi
totalmente, una vez realizada su mision, que como decimos, parece ser muy
concreta en la transicion a la fase adulta. Algunos autores (Borner, R et. al; 2000)
han observado un papel muy importante de este gen en la transicién a la etapa
adulta, hecho que coincide con el comportamiento que nosotros hemos observado y
describen un aumento de expresiéon en la planta mas tarde, cuando se produce la
inflorescencia, asi como en el tejido meristematico y en los meristemos florales. En
nuestro caso, podemos sugerir en base a los resultados obtenidos, que la floracion
se produce de forma mas tardia en el arbol B (30 meses) que en el arbol A (21
meses). Las causas tendrian que estudiarse en mas detalle, puesto que ambos
arboles se encuentran en la misma parcela de experimentacion, sometidos a
condiciones climaticas muy parecidas. De todos modos, siendo el olivo un arbol tan
longevo, cuyo desarrollo de la etapa adulta se produce normalmente cuando el arbol
alcanza una determinada estatura, suponemos que esta sera la causa principal de la

diferente expresion del gen en el arbol Ay en el B.
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4.1.3. Gen Constans-Like (CO-LIKE)

La figura 14 representa las curvas de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion y
la curva de melting para el gen CO-LIKE. Las medidas de fluorescencia se hicieron
por tanto a 74°C.
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Figura 14. Amplificacion y curva Melt para el gen CO-LIKE.
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Figura 15. Expresion del Gen CO-LIKE, en el arbol A.
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Figura 16. Expresion del Gen CO-LIKE, en el &rbol B.

Las figuras 15 y 16 representan el comportamiento que tiene el gen CO-LIKE en los
arboles Ay B a lo largo del tiempo. Podemos observar que el gen no esta expresado
durante los primeros estadios de crecimiento pero luego se produce un aumento de
expresion sobre el mes 24 para alcanzar su maximo a los 30 meses de edad. El
patrén de expresion es casi idéntico en ambos arboles. CONSTANS (CO) es un
importante regulador de la floracién en la via del fotoperiodo, integrando el reloj
circadiano y la sefial de la luz con el control de tiempo de floracién. Se sabe que CO
promueve la floracion en Arabidopsis bajo condiciones de dia largo. CONSTANS-
LIKE (COL) es un miembro de la familia de genes CONSTANS que codifica una
proteina nuclear. La expresiéon de COL9 esta regulada por el reloj circadiano en la
via de fotoperiodo y es detectado en varios 6rganos (Xiao et al, 2005) COL esta
implicado en la regulacion del tiempo de floracion reprimiendo la expresion de CO, lo
gue reduce de forma concomitante la expresion de FT y retrasando la transicion
floral (Xiao et al, 2005). Parece que una regulacion equilibrada de expresion CO
determinara finalmente el tiempo de floracibn y solo cuando se produce una
sobreexpresion del gen COL9 es cuando se reprime CO y por lo tanto se retrasa la
floracién. En nuestro caso la expresion del gen se produce en los Ultimos meses de
estudio por lo que podemos sugerir que puede que la floracion en los olivos
estudiados se retrase por la expresion del gen COL9 que retrasa la floracion. Para
ello deberiamos de realizar un estudio mas exhaustivo de genes que estén bajo el

control de la sobreexpresion del gen COL9 como son CO y FT.
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4.1.4. Gen Suppressor of Constans (SOC1)

La figura 17 representa las curvas de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion y
la curva de melting para el gen SOC1. Las medidas de fluorescencia se hicieron por
tanto a 74°C.
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Figura 17. Amplificacion y curva Melt para el gen SOC1.
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Figura 18. Expresion del Gen SOC1, en el arbol A.
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Figura 19. Expresion del Gen SOC1, en el arbol B.

Las figuras 18 y 19 representan el comportamiento de SOC1 en ambos
arboles, Ay B, a lo largo del tiempo. Podemos observar que el comportamiento es
diferente en ambos arboles aunque en ambos casos la expresion tiene unos niveles
bastante bajos. Para A, SOC1 comienza a expresarse paulatinamente a partir del
mes 15 para llegar a su maximo a los 30 meses de edad de la planta. A partir de ese
momento su expresion baja bruscamente. En el caso del arbol B, SOC1 aumenta
paulatinamente hasta alcanzar su maximo en los 21 meses. A partir de ese punto,
disminuye su expresion. EIl patron de expresion es ligeramente diferente en ambos
arboles A y B. Este gen SOC1 esta asociado con la induccion de la diferenciacion
celular requerida para el inicio de la floracion siendo un integrador floral muy
importante en la transicion a la etapa adulta de la planta, con lo cual podriamos decir
que a partir del mes 15 de edad, en el olivo comienzan a producirse los mecanismos
enddgenos necesarios para que los meristemos vegetativos se diferencien,
inducidos por este gen. Sin embargo, no sabemos si estos niveles de expresion son
suficientes para que la planta induzca la floracion, puesto que el paso o la transicion
hasta planta adulta, ocurrira mas tarde, hacia los 3-4 afios segin muchos autores
(Lavee, S. et.al; 1996), (Rallo; 2005).
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4.1.5. Gen Apetala 1 (AP1)

La figura 20 representa las curvas de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion y

la curva de melting para el gen AP1. Las medidas de fluorescencia se hicieron por

tanto a 74°C.
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Figura 20. Amplificacion y curva Melt para el gen AP1.
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Figura 21. Expresion del Gen AP1, en el arbol A.
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Figura 22. Expresion del Gen AP1, en el arbol B.
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Las figuras 21 y 22 representan el comportamiento que tiene el gen AP1 en
ambos arboles A y B, a lo largo del tiempo. Podemos observar que el gen no esta
expresado durante los primeros meses de desarrollo de la planta, mientras que
aumenta la expresion de forma brusca llegando a su maximo en el mes 30. Esto
tiene coherencia ya que ese gen esta implicado en patron donde surgen los 6rganos
florales, diferenciando el meristemo floral (Vivian F. et.al; 1990). El patrén de
expresion para ambos arboles con respecto al gen APl es casi idéntico,
apareciendo el maximo de expresién en el mismo mes. No obstante el nivel de
expresion de A es de 27 frente a B que alcanza un valor relativo de 15. Hasta que la
planta no alcanza un tamafio adecuado, no se produce la expresion de AP1, por lo
gue la planta continuara en estado juvenil. De hecho, Fernandez-Ocafa et al., 2010
y Garcia Lépez et al., 2014 sugieren que los genes comienzan a expresarse mucho
antes de ejercer su mision en el olivo. Nuestros resultados vuelven a coincidir con

esta afirmacion.

4.1.6. Gen_17728 Desconocido

La figura 23 representa las curvas de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion y
la curva de melting para el gen 17728 desconocido. Las medidas de fluorescencia se
hicieron por tanto a 70°C. Este gen se eligié porque en el microarray de partida
aparecia muy expresado en las primeras etapas del crecimiento, para inhibirse casi
totalmente durante los ultimos meses del estudio. Pensamos por ello que seria un
gen interesante para estudiar su comportamiento, ya que apuntaba a ser un gen
exclusivo de juvenilidad o bien que tuviese un papel represor sobre la floracién de

manera que al disminuir su expresion se indujera el proceso.
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Figura 23. Amplificacion y curva Melt para el gen 17728.
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Figura 24. Expresion del Gen_17728, en el arbol A.
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Figura 25. Expresion del Gen_17728, en el arbol B.

Las figuras 24 y 25 representan el comportamiento de 17728 desconocido en
ambos arboles, A y B, a lo largo del tiempo. Podemos observar que es un gen que
se expresa en las primeras etapas del crecimiento para el arbol B y luego hay un
pequefio pico de expresion en el mes 30, mientras que en el arbol A la maxima
expresion se produce en el mes 12 cuando la planta esta en sus primeros estadios
de crecimiento. Los patrones de expresion que aparecen para los dos arboles no
son los mismos. Es necesario investigar acerca de este gen, su caracterizacion, y su

comportamiento y expresion en mas individuos y a lo largo de un mayor niumero de

meses.




4.1.7. Gen_24412 Desconocido

La figura 26 representa las curvas de fluorescencia en cada ciclo de amplificacion y
la curva de melting para el gen 24412 desconocido. Las medidas de fluorescencia se
hicieron por tanto a 74°C. En el mapa de calor que nos aporta el microarray de
partida, este gen aparece muy inducido en los ultimos meses testados en nuestro
experimento. Parece tener un papel importante en la etapa adulta ya que aparece

Unicamente a partir de una edad determinada.
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Figura 26. Amplificacion y curva Melt para el gen 24412.
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Figura 27. Expresion del Gen_24412, en el arbol A.
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Figura 28. Expresion del Gen_24412, en el arbol B.

Las figuras 27 y 28 representan el comportamiento de 24412 desconocido en
ambos arboles, 12 y 14, a lo largo del tiempo. Podemos observar que es un gen que
no se expresa en las primeras etapas del crecimiento en ninguno de los dos arboles,
y su maxima expresion se produce a partir del mes 27 en ambos casos. El patron de
expresion de este gen en los dos arboles es el mismo. Segun este patron nos

atrevemos a sugerir que este podria estar involucrado en la floracion.
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5. DISCUSION

En trabajos llevados a cabo anteriormente, se sugiere que los cambios génicos que
sufren los arboles, en concreto el olivo, se dan sobre el mes 15 (Fernandez Ocafia et
al., 2010; Garcia Lopez, MC; et. al; 2014), por lo que se puede decir que es sobre
estos meses donde se produce el cambio de transicion del &rbol de juvenil a adulto.
Se pudo observar que un nimero de genes mostraron cambios bastantes estables a
lo largo del crecimiento, mientras que otros genes sufrieron una serie de picos de
expresion en los 15 meses primeros, combinandose de 9-12 o de 12-15 pero sin
mas cambios en el resto de meses en los que se produce el crecimiento de la planta.
Todos los genes analizados muestran un patrén de expresiéon similar o idéntico entre
ellos, salvo el gen U17.

Se confirma en todos los genes el mapa de calor aportado por el microarray,
es decir, los genes que aparecian reprimidos durante la etapa adulta (CAF y U17) en
nuestras muestras procedentes de dos &rboles distintos aparecen también
reprimidos y, de la misma forma, los genes que en el microarray aparecian inducidos
durante los udltimos meses del estudio (SOC1, MADS Box, U24, COL y AP1),
confirmamos que también se sobreexpresan en nuestros dos arboles hacia la etapa
adulta.

Concretando con los genes analizados en nuestro proyecto, el gen CAF
(Fig.9 y Fig.10), con respecto a estudios llevados a cabo anteriormente, sabemos
gue se trata de un gen que inhibe la divisién celular de los meristemos florales, por lo
deberia estar suprimido en los meses en los que se produjera la floracion y solo
expresado durante los meses en los que se produce el crecimiento de la planta.
También tiene gran importancia en la defensa de la planta por lo que para que el
desarrollo de la planta fuera Optimo, este gen deberia estar expresado en los
primeros meses para producir una respuesta defensiva frente a patdgenos
(Wenxing, L; Changbao, L et. al; 2009). Esto tiene un paralelismo con respecto a
nuestros resultados, ya que este gen esta muy expresado durante los primeros
meses de crecimiento y luego baja su expresion para que se pueda producir la
floracion.

Los genes correspondientes a la caja MADS en nuestros resultados la
expresion se produce de forma tardia (Fig.12 y Fig.13), en los ultimos meses, lo cual

concuerda mucho con estudios anteriores, debido a la importancia que tienen los

43



factores de transcripcion de la caja MADS con respecto a la activacion o a la
inhibicion de la transcripcion de determinados genes implicados en la floracién y que
dichos genes estan expresados durante los meses de en los que se produce la
floracion de los arboles (Gilbert, SF; 2003). Si nos fijamos este gen se ha expresado
de manera puntual en un momento concreto a lo largo del tiempo. Puede ser que
este gen este solo implicado en la formacién de los érganos florales o en un hecho
muy concreto dentro de la etapa adulta.

Hay que decir que la sobreexpresion del gen CO-LIKE inhibe a CO por lo
tanto inhibe la expresion del gen SOC1 por lo que estos genes estdn muy
relacionados. El gen CO-LIKE en estudios anteriores llevados a cabo por Tofifio,
Romero y Cabal, se mantiene constante durante todo el proceso de crecimiento,
mientras que en nuestro experimento el gen experimenta un aumento paulatino
hasta llegar a su maxima expresion en los dos arboles en el mes 30 (Fig.19 y
Fig.20). Al relacionarlo con el gen SOC1,en estudios anteriores (Liu, C; Zhou, J; et
al; 2007) la méxima expresion del gen se produce en el mes 15 en Arabidopsis de
tipo salvaje, mientras que en nuestro proyecto, la expresion del gen en los dos
arboles cambia, ya que el gen tiene muy pequefios picos de expresion durante los
primeros meses, mientras que se produce un maximo pico de expresion en el caso
del arbol A (Fig.18) se produce en el mes 30, mientras que en el arbol B (Fig.19) el
pico de expresion en el mes 21.

En estudios llevados anteriormente con el gen AP1, se identificé que se trata
de un gen tiene la funcion de definir el patrén a partir del cual surgen los 6rganos
florales y asi como el desarrollo del meristemo floral (Vivian F. Irish, et. al; 1990), lo
concuerda con nuestros resultados puesto que el gen esta muy reprimido en los
primeros meses y se produce su maximo pico en los ultimos actuando de la misma
forma en los dos arboles, ya que sera el tiempo en el que comenzara la etapa de
floracion, en nuestro caso, del olivo.

El gen desconocido 17728 se encuentra expresado durante las primeras
etapas del desarrollo (Fernandez Ocafia, A; Garcia Lépez et. al; 2010), por lo que se
puede decir que esta relacionado con la etapa juvenil siendo un gen exclusivo de
dicha etapa (Fig.25) con un aumento de la expresion en los primeros meses, y
disminuye paulatinamente en los consiguientes. Mientras que en el arbol 12 (Fig.24)

el aumento de la expresion es en el mes 12 y luego disminuye. Podemos decir que
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no hay mucha diferencia entre un arbol y otro con un intervalo de unos 3 meses en
los que se produce la expresion y que estd muy correlacionado con lo estudiado

anteriormente sobre la expresion de este gen.

Y finalmente el gen_24412 sobre este gen no hay apenas investigaciones
anteriores, y en nuestro trabajo, la expresion del gen es practicamente igual en los
dos arboles produciéndose un pico de expresion en los ultimos meses. Debido a la
poca informacién que tenemos sobre este gen en estudios anterior sugerimos que
deberiamos realizar mas investigaciones para concretar cual es la funcién de este

gen con respecto a la floracién del olivo.
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6. CONCLUSIONES

Después de llevar a cabo este trabajo podemos resumir las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

El estudio mediante RT-PCR llevado a cabo en este trabajo para los genes
CAF1, SOC 1, CO-LIKE, 22169 con dominios MADS, 17728 desconocido y
24412 desconocido, confirma el comportamiento que mostraban en el
microarray de partida.

Se ha observado la expresion de siete genes mediante RT-PCR a lo largo del
tiempo, utilizando meristemos de dos ejemplares distintos recogidos a los 3,
6, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 y 33 meses de edad con el fin de determinar el
punto de méaxima expresion de cada gen, o en su caso, desde que momento
comienza el aumento de la expresion de dichos genes en el tiempo. La mayor
parte de estos genes son exclusivos de la etapa adulta o juvenil por lo que
sus puntos maximos de expresion se dan al inicio del proceso de plantula o
bien a partir del mes 24 en adelante. Alguno de estos genes tiene su maxima
y puntual expresion en el mes 15, como es el caso del gen desconocido
24412 y del gen SOC1.

Los genes CAF1y 17728 desconocido muestran una inhibicion de su
expresion muy clara en la etapa adulta, por lo que podrian ser genes
especificos de la etapa juvenil del olivo, que actuarian como represores de la
floraciéon durante la juvenilidad. El gen desconocido 17728 que se inhibe
durante la etapa adulta necesita de un estudio méas profundo.

Los genes CO-LIKE, SOC 1y AP1 muestra un aumento considerable de la
expresion en los ultimos meses del estudio. Estos genes son conocidos en la
literatura y estan implicados en la morfogénesis de los meristemos florales y
por tanto en la transicion de la planta en la etapa adulta. EI gen desconocido
24412 necesita de estudios mas profundos para investigar su comportamiento

y mision en la planta.
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