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Resumen

La floracion es un proceso determinante en el ciclo de vida del trigo (7riticum aestivum L.) con
impacto directo en su capacidad adaptativa y en el rendimiento del cultivo. Este proceso esta
regulado por una red genética dependiente de sefiales ambientales como el frio (vernalizacion) y
la duracién del dia (fotoperiodo). Los genes principales involucrados en estas rutas reguladoras
son VRNI, VRN2, VRN3 y PHOTOPERIOD [ (PPDI), acompafiados de otros genes con
funciones complementarias.

Se evaluaron 16 variedades locales espafiolas de trigo con el objetivo de estudiar la via genética
que regula el proceso de floracion. Estas variedades fueron evaluadas fenologicamente y se
realizaron estudios de genotipado, secuenciacion y analisis de expresion de los genes implicados
en la ruta reguladora. Los resultados evidenciaron variabilidad alélica en el gen VRNI y su efecto
en el tiempo de floracion. Asi mismo, se identificaron polimorfismos en el gen VRN2, como SNPs
e Indels (insercién/delecion). Dicha variabilidad sera de gran utilidad en el estudio de asociacion
fenotipo-genotipo que permita determinar el efecto de cada gen sobre la floracion, Ademas,
estudios de asociacion de expresion y fenotipo han determinado relacion nivel de expresion y
tiempo de floracion en genes como VRN3.

Los resultados obtenidos aportan informacion util para determinar posibles dianas en futuros
proyectos de mejora vegetal cuyo objetivo sea maximizar la adaptabilidad del cultivo a
condiciones climaticas cambiantes.

Abstract

Flowering is a key process in the life cycle of wheat (7riticum aestivum L.) with a direct impact
on its adaptive capacity and crop yield. This process is regulated by a genetic network influenced
by environmental signals such as cold (vernalization) and day length (photoperiod). The main
genes involved in these regulatory pathways are VRNI, VRN2, VRN3, and PHOTOPERIOD 1
(PPD1I), along with other genes with complementary functions.

Sixteen local Spanish wheat varieties were evaluated to study the genetic pathway that regulates
the flowering process. These varieties were assessed phenologically, and genotyping, sequencing,
and gene expression analyses were conducted for the genes involved in the regulatory pathway.
The results showed allelic variability in the VRNI gene and its effect on flowering time.
Additionally, polymorphisms such as SNPs and Indels (insertions/deletions) were identified in
the VRN2 gene. This variability will be highly valuable for phenotype-genotype association
studies aimed at determining the effect of each gene on flowering.

Moreover, expression-phenotype association studies revealed a relationship between expression
levels and flowering time in genes such as VRN3.

The results obtained provide useful information for identifying potential targets in future plant

breeding projects aimed at maximizing crop adaptability to changing climatic conditions.

viii



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. El trigo.

Triticum aestivum L., comunmente conocido como trigo blando o trigo panadero, es una graminea
de ciclo anual y reproduccion autdégama perteneciente a la familia Poaceae (denominada
asimismo Gramineae). Se trata de una especie alohexaploide (2n=6x=42, AABBDD) cuya
evolucion y domesticacion comenzo6 en el Creciente Fértil (A. A. Levy & Feldman, 2022) (Figura
1). Triticum urartu, una especie diploide silvestre (genomio AA), hibrid6 con un pariente silvestre
del género Aegilops (genomio BB), obteniendo asi Triticum dicoccoides (trigo emmer), la cual es
una especie tetraploide (AABB) considerada el ancestro directo de las variedades mas empleadas
en la actualidad (trigo duro y blando) (A. A. Levy & Feldman, 2022; Peng et al., 2011). Mientras
que Triticum durum (empleado para pasta), naci6 de una serie de mutaciones que se dieron en el
trigo emmer (Sall et al., 2019), el trigo blando (7riticum aestivum) fue fruto del cruzamiento entre
T. dicoccoides (AABB) y Aegilops tauschii (genomio DD) (Peng etal., 2011). Como
consecuencia, el genoma del trigo blando consta de tres subgenomas homeoélogos (A, B y D),

cada uno derivado de un ancestro (Figura 1) (Appels et al., 2018).
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Figura 1: Evolucion del trigo. Adaptado de Kellog et al. (2003) y Peng et al. (2011)

El trigo blando es un alimento basico, fuente de fibra, proteina, carbohidrato y vitaminas (Ficco
& Borrelli, 2023). Representa un 20% de las calorias y proteinas consumidas a nivel mundial, lo
que lo convierte en una herramienta esencial para alcanzar los objetivos de seguridad alimentaria
(Shiferaw et al., 2013). Tal es su relevancia que, debido al rapido crecimiento de la poblacion, se
prevé un aumento de la demanda de un 60% para el afio 2050 (Tadesse et al., 2017). Sumado a

ello, el escenario agricola actual debe enfrentar un reto de gran envergadura: el cambio climético.



La variacion de la temperatura afecta de forma directa a la produccion agricola, ya que altera los
ciclos de crecimiento de los cultivos y acelera la proliferacion de plagas y la degradacion de los

agroecosistemas (FAO, 2015).
1.2.Proceso de floracion en trigo.

Un prerrequisito para la produccion de trigo es la transicion del desarrollo vegetativo a
reproductivo y el llenado del grano. Dichos procesos estan firmemente regulados por mecanismos
moleculares que responden tanto a estimulos endégenos como ambientales, lo cual genera una
enorme plasticidad en el proceso de floracion que asegura que el desarrollo floral solo ocurra en
condiciones optimas (Hill & Li, 2016). El momento en el que ocurre la floracion afecta
directamente al rendimiento del grano, por lo que debe ocurrir durante una estacion especifica
para evitar estreses tanto abioticos (frio, heladas, calor, sequias, etc.) como bioticos (hongos,
bacterias, virus, nematodos o insectos). La floracion en invierno puede conllevar dafios por
congelacion en las estructuras florales y la falta de radiacion solar puede provocar reduccion en
la produccion (Dreccer et al., 2018). Por el contrario, si la floracion se da demasiado tarde, en
condiciones de temperaturas elevadas y sequia, el calor y la limitacion hidrica puede disminuir la

produccion (Flohr et al., 2017).

En este contexto, la capacidad de adaptacion de los cultivos a distintos ambientes, y del trigo en
particular, se debe fundamentalmente a los genes que regulan la floracion a través de la respuesta
a la vernalizacion y fotoperiodo. Ambas caracteristicas tienen gran importancia agronémica, ya
que aseguran que la floracion se lleve a cabo en el momento adecuado (Gémez et al., 2014). En
particular, la expansion del trigo esta asociada a la explotacion de la variacion natural en los genes

de sensibilidad al fotoperiodo y la respuesta a vernalizacion (Hill & Li, 2016).

Comprender las bases genéticas de la variacion fenotipica y de otros caracteres adaptativos puede
ayudar a disefiar estrategias de mejora, contribuir a predecir riesgos en la produccion y, por tanto,
mejorar el manejo de cultivo. Los genes que controlan en mayor medida la fenologia son aquellos

relacionados con requerimientos de vernalizacion y sensibilidad al fotoperiodo.
1.3.Bases genéticas que intervienen en la floracién de 7riticum aestivum L.

En el trigo, como en otros cereales, la floracion esta controlada por vernalizacion, fotoperiodo y,
en menor medida, por factores internos de desarrollo (precocidad intrinseca) (Herndl et al., 2008).
Estas vias de regulacion no son independientes entre si, sino que interaccionan entre ellas y

componen una red genética compleja.

La vernalizacion es un proceso por el cual la planta debe estar expuesta a bajas temperaturas
durante un tiempo determinado para poder inducir la floracion. El propdsito de este mecanismo

es asegurar que las flores en desarrollo no sean dafiadas por frio (Kim et al., 2009). Segtn los
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requerimientos de vernalizacion, los trigos se diferencian en dos clases: las variedades de
invierno, que requieren de una exposicion prolongada a frio, y las variedades de primavera, que
son capaces de florecer sin necesidad de bajas temperaturas (J. Levy & Peterson, 1972; Ma et al.,

2022).

Respecto al fotoperiodo, las plantas determinan el momento de floracion en funcion de la duracion
del dia, es decir, en funcion de las proporciones de luz y oscuridad que tienen lugar en un ciclo
diario de 24 horas (circadiano) (Sziics et al., 2006). Atendiendo a su respuesta a fotoperiodo,
también se distinguen dos clases de plantas: sensibles (cominmente conocidas como “de dia

largo”) e insensibles a fotoperiodo (“de dia corto”).

La ruta de la precocidad per se (también conocida como ruta dependiente de la edad), esta
relacionada con el desarrollo interno de la planta. Es independiente a estimulos ambientales, y es

un rasgo altamente heredable (Kato & Wada, 1999).
1.4. Grupos génicos involucrados en la regulacion de la floracion.

El proceso de vernalizacion esta principalmente regulado por tres grupos de genes segun la via de

regulacion en la que participen (Figura 2).
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Figura 2: Red genética encargada de regular la induccion de la floracion. Esquema diseiiado a partir de la
bibliografia consultada. Genes: relacionados con vernalizacion (azul), fotoperiodo (amarillo) y precocidad (verde).

Flechas: inhibicion (rojo) y activacion (verde)

El locus VRN-1 codifica para un factor de transcripcion MADS-box, ortélogo al gen APETALAI
(AP1) de Arabidopsis, cuya funcion principal es la regulacion de la transicion floral, es decir, el

cambio de la fase vegetativa a la fase reproductiva (Distelfeld, Tranquilli, et al., 2009). Por otro



lado, el gen de vernalizacion VRN-3 es el ortdlogo del gen de Arabidopsis FLOWERING LOCUS
T (FT), el inductor floral. (Yan et al., 2006).

El gen VRN-2, también conocido como ZCCT1, tiene una funciéon analoga al gen MADS-box
Flowering Locus C (FLC) de Arabidopsis. Ambos son represores dominantes de la floracion a
través de la vernalizacion a pesar de que pertenecen a familias de factores de transcripcion
distintas. El gen VRN-2 actlia como represor transcripcional de los genes VRN-1 'y VRN-3,
reprimiendo la floracion (Distelfeld, Tranquilli, etal., 2009; Dubcovsky et al., 2006a; Yan,
Loukoianov, et al., 2004a).

Antes de la vernalizacion, VRN-3 es reprimido por VRN-2. Unicamente cuando se ha cumplido el
requerimiento de vernalizacion, se inhibe VRN2 (Yan, Loukoianov, et al., 2004a); sin embargo,
esta inhibicion de VRN-2 solo conlleva un aumento de la expresion de los genes VRN-1'y VRN-3
para permitir la floracién cuando se suman también las condiciones de dia largo (Dubcovsky et al.,
2006b). Durante este proceso, VRN-I inhibe VRN-2 para estabilizar la activacion de VRN-3 y
VRN-3 activa la transcripcion de VRN-I, generandose un bucle de retroalimentacion positiva

(Figura 2) (Li & Dubcovsky, 2008).

Sin embargo, no son los tnicos genes que intervienen en la ruta de vernalizacion (Figura 2). Los
genes de la familia FRUITFULL-LIKE (FUL2, FUL3), aunque menos estudiados que los genes
VRN, han sido descritos para presentar una funcion redundante con VRN-1, ademas de ser

esenciales para la arquitectura floral (Li et al., 2019a; Preston & Kellogg, 2007).

Respecto a la via de regulacion de la floracion por fotoperiodo, el gen mas relevante hasta la
actualidad es PHOTOPERIOD1 (PPD1). Los genes PPD1 son ortologos de los genes reguladores
de pseudo-respuesta (PRR) (Beales et al., 2007). En concreto, PPD/ de trigo es un homologo del
gen PPD-H1 de cebada, el cual es miembro de la familia de PRR (Beales et al., 2007; A. Turner
et al., 2005). Las proteinas PRR se localizan cominmente en las plantas, y estan involucradas en
las vias asociadas al ciclo circadiano (Nakamichi et al., 2005). Ademas de PPDI, en esta via
reguladora intervienen también los genes paralogos CONSTANS (CO1 y CO2). El gen PPDI, en
condiciones de dia largo, juega un papel esencial en la activacion de VRN-3 (Figura 2) (Shaw
etal., 2012), mientras que los genes CO tienen una funciéon secundaria pero funcional. Esto
implica que, en ausencia de PPD], los genes CO son también capaces de activar la floracion en
condiciones de dia largo (Figura 2) (Shaw et al., 2020). Los genes CO actian ademas como
inhibidores de VRN-2 mediante competencia por interaccionar con los complejos nucleares,

favoreciendo asi la liberacion de VRN-3 (Figura 2) (Kippes et al., 2016; Li et al., 2011).

Referente a la via de la precocidad per se, a pesar de ser independiente a estimulos ambientales,
interacciona con la via de vernalizacion (Debernardi et al., 2022a). APETALA2-LIKE (AP2L) es

un gen represor de la floracion (a través de la inhibicion de VRN-3) que debe ser reprimido por
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miR172 mediante silenciamiento génico post-transcripcional para que se detenga el bloqueo a
VRN-3 (Debernardi et al., 2022a). Por otra parte, una vez ha pasado la vernalizacion, VRN-1
inhibe parcialmente a A P2L, fomentando indirectamente la floracion (Figura 2) (Debernardi et al.,

2022b).

El ciclo circadiano juega un papel importante en la coordinacion de las tres rutas mediante el
control del gen GIGANTEA (GI), cuya expresion depende del reloj circadiano. En condiciones de
dia largo, GI degrada al represor transcripcional de CO, permitiendo la expresion de este y la
consiguiente activacion de VRN-3 (Li etal., 2024). Por otro lado, también interactia con
miRNA172, incrementando su actividad represora sobre AP2L y, en ultima instancia, acelerando

la floracion (Figura 2) (Li et al., 2024).

Los trigos de primavera, que son capaces de florecer sin necesidad de bajas temperaturas, han
evolucionado a partir de las variedades ancestrales de invierno (con requerimientos de
vernalizacidon) como resultado de distintas mutaciones en los genes VRN (Gomez et al., 2014).
Igualmente, los trigos ancestrales silvestres eran plantas de dia largo sensibles a fotoperiodo, y la
insensibilidad a fotoperiodo observada en numerosas variedades de trigo cultivadas es el resultado

de mutaciones en los genes PPD/ (Thomas, 1997).

Conocer el funcionamiento de la red genética y el efecto de los distintos alelos que regulan la
adaptabilidad del trigo a las distintas condiciones ambientales es fundamental para determinar
posibles dianas de proyectos de mejora genética vegetal cuyo objetivo sea maximizar el
rendimiento bajo las cambiantes condiciones climaticas. Con este objetivo, ademas de un
profundo conocimiento sobre la regulacion genética detrds de la respuesta de las plantas, es
importante disponer de poblaciones con una elevada diversidad genética. Con ello, sera posible

estudiar el efecto causado por la variabilidad alélica y aumentard el potencial de seleccion.

1.5. Variedades locales y mejora genética vegetal.

Las variedades comerciales de trigo que se utilizan en la actualidad son fruto de adaptaciones
sucesivas en base a las necesidades de cada época. El importante incremento de la produccion
agricola que se llevd a cabo para erradicar el hambre y la desnutricion en los paises
subdesarrollados en la segunda mitad del siglo XX se denominé la “revolucion verde”. Dicha
revolucion se basd principalmente en los genes del enanismo (Daviére & Achard, 2013), en la
resistencia a estreses bioticos, insensibilidad a fotoperiodo y el potencial de alto rendimiento. Las
variedades semi-enanas de trigo, resistentes al encamado y de alta productividad, desarrolladas
en el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMY T) mediante métodos de

mejora convencionales, reemplazaron a las variedades locales sembradas tradicionalmente por



los agricultores (Smale et al., 2002). El germoplasma de trigo del CIMMY T ha impactado desde
entonces en casi todos los programas de mejora de trigo a nivel mundial, lo que ha contribuido a
la seleccion y fijacion de alelos favorables, pero ha llevado también a la pérdida de diversidad
genética del cultivo (Niu et al., 2023). Dicha pérdida de variabilidad genética limita la capacidad
de dar respuesta a nuevas necesidades e incrementa la vulnerabilidad de los cultivos frente al

cambio climatico o la aparicion de nuevas plagas o enfermedades.

Para ello, la mejora genética vegetal necesita disponer de recursos fitogenéticos. La variabilidad
existente en especies silvestres relacionadas (introgresion) y la diversidad genética disponible en
las colecciones de variedades locales de trigo y parientes silvestres (Skovmand et al., 2001) estan
consideradas el reservorio de la diversidad perdida como consecuencia de la mejora y del cambio
en las técnicas agricolas en la “revolucion verde”. Las variedades locales y variedades silvestres
que no fueron domesticadas han evolucionado durante miles de afios, adaptandose
constantemente a diferentes condiciones ambientales. En consecuencia, son una fuente de
variabilidad genética no explorada y rasgos adaptativos con potencial aplicacion en la mejora de
las actuales variedades comerciales (Lopes et al., 2015). Concretamente en Espafa, donde existe
una gran diversidad climatica en las distintas regiones de la Peninsula Ibérica, las variedades

locales se han adaptado condiciones de temperatura y disponibilidad de luz muy variadas.
1.6. Objetivos.

El principal objetivo de este estudio es profundizar en el conocimiento de las vias moleculares
que regulan el proceso de floracion en trigo. Para ello, se han fijado los siguientes objetivos

especificos:

e Identificar la variabilidad alélica existente en las 16 variedades locales espafiolas de genes
implicados en la regulacion del proceso de floracion mediante marcadores moleculares
previamente descritos en la bibliografia.

e Identificar nuevos alelos de genes implicados en la regulacion del proceso de floracion
mediante estudios de secuenciacion.

e Comprender las interacciones génicas que se dan en las vias moleculares que regulan el
proceso de floracion mediante estudios de expresion de genes de floracion en 16

variedades locales espafolas.



CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal.

Para este estudio se han empleado 16 variedades locales seleccionadas por el grupo de Mejora
Genética de Plantas de la Universidad Politécnica de Madrid. Este conjunto fue el seleccionado a
partir de una coleccion de 189 variedades locales espaiolas provistas por el CRF-INIA (Centro
de Recursos Fitogenéticos, CSIC-INIA, Madrid), porque representan la coleccion completa de
variedades espafiolas por su diversidad genética y geografica (Lopez-Fernandez et al., 2024;
Pascual etal., 2020). Las variedades fueron sembradas en el campo de experimentacion
agronomica de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica, Alimentaria y de
Biosistemas (ETSIAAB) de la Universidad Politécnica de Madrid. De cada variedad local se
sembraron 42 surcos (1 metro de longitud, espaciados 20 cm) que fueron divididos en 3 grupos
(réplicas biologicas) (Figura 3). El mismo proceso se realizd con la variedad local “Chinese

Spring”. Esta ultima fue utilizada como variedad control.
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Figura 3: Esquema de la parcela de siembra y la obtencion de réplicas biologicas. La parcela fue subdividida en 54
segmentos (correspondientes a las 17 variedades con 3 réplicas biolégicas cada una). Cada variedad se sembro en 42

surcos distribuidos en 3 bloques de 14 surcos. Las réplicas biolégicas fueron distribuidas de forma dispersa en la

superficie de siembra para minimizar el efecto de la variabilidad del terreno.
2.2. Fenotipado

En las tres réplicas biologicas de las 16 variedades locales cultivadas se analizaron los dias a
espigado como el niimero de dias transcurridos entre el dia de siembra y el dia de espigado (dia
en el que la mitad de las espigas de la parcela emergen visiblemente de la vaina) (Figura 4). Segun
los dias a espigado, las 16 variedades se dividieron en tres grupos: floracion temprana (hasta 155

dias), la floracion intermedia (entre 155 y 170 dias) y floracion tardia (mas de 170 dias). Este



registro se llevéd a cabo en los ensayos de las temporadas 2017-2018, 2018-2019, 2020-2021 y
2023-2024.

Figura 4 Dia de espigado: cuando la primera flor sale de la base de la hoja bandera.

2.3. Analisis de expresion
2.3.1. Recoleccion del material vegetal.

De las 16 variedades y del control cultivados en el campo se recogieron 6 hojas bandera el dia de
antesis (dia en el que las espigas tienen la primera antera asomando en su parte central) por cada
réplica biologica (Figura 5). Las muestras se introdujeron inmediatamente en nitrégeno liquido y
fueron conservadas a -80 °C hasta su maceracion y posterior extraccion de ARN. La maceracion
se llevo a cabo en nitrogeno liquido en morteros de porcelana previamente esterilizados. Las seis
hojas de cada réplica bioldgica fueron maceradas juntas, y de cada réplica bioldgica se recogio
material vegetal macerado en dos tubos eppendorf libres de ARNasas (dos réplicas técnicas) para

la extraccion de ARN.

Figura 5 Dia de antesis: espiga en estado de antesis. Rodeado se puede ver la primera antera abierta de la flor.



2.3.2. Extracciéon de ARN

Se extrajo el ARN total de las muestras con TRIzol™ (Invitrogen™) siguiendo el protocolo de la
casa comercial. Se anadido 1 mL de TRIzol a la muestra previamente macerada y se incub6 a
temperatura ambiente (TA) durante cinco minutos. Sobre el TRIzol se afiadi6 cloroformo 1:5 (v,v)
respecto al volumen inicial de TRIzol. Se mezcldé mediante inversion, se incubd tres minutos a
TA y se centrifugd durante 15 minutos, a 13000 rpm y a 4 °C. Posteriormente se transfiri6 el
sobrenadante y se afiadid isopropanol frio 1:2 (v,v) respecto al volumen inicial de TRIzol. Se
incubaron las muestras 10 minutos en hielo y se centrifugaron durante 10 minutos a las
revoluciones y temperatura mencionadas anteriormente. Se descarto el sobrenadante y se lavo el
sedimento con etanol al 70%, se centrifugd cinco minutos a 7500 rpm a 4 °C, se elimind el
sobrenadante y se dejo secar. Finalmente, el sedimento fue resuspendido en 30 ul de agua libre
de ARNasas y se incubd a 65 °C durante 15 minutos. Una vez resuspendido, el ARN fue

cuantificado usando un Nanodrop (L Vis Plate de BMG LABTECH).
2.3.3. Tratamiento con ADNasas

El ARN extraido fue tratado con Turbo DNA-freeTM kit (Thermo Fisher) para eliminar el posible
ADN gendmico presente en las muestras siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ARN total

libre de ADN genomico fue almacenado a -80 °C hasta su posterior procesamiento.
2.3.4. Sintesis de ADNc

Se empleo el kit NZY First-Strand cDNA Synthesis Flexible Pack (NzytechTM) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Para la sintesis de ADNc se utilizd Oligo(dT)12-18 5 pM, mezcla de hexdmeros aleatorios (5
ng/ul) més nueve pL de ARN de cada muestra. Se incubaron a 65 °C durante cinco minutos y
posteriormente se mantuvieron en hielo. A continuacion, se afiadieron cuatro pL. de tampon de
reaccion (5X), se afiadieron también 2 pL del mix de dNTP, 1 puL de transcriptasa reversa (20
U/uL) y 1 uL del inhibidor de ARNasa (20 U/uL). El volumen final de reaccion fueron 20 pL.
Finalmente, las muestras fueron incubadas 60 minutos a 37 °C, 5 min a 25 °C, 60 minutos a 37 °C

y 5 minutos a 70 °C.
2.3.5. Busqueda de cebadores para PCR cuantitativa

Para estudiar los niveles de expresion de genes implicados en floracion (GI, COI, CO2, PPDI,
AP2L, FUL2, FUL3, VRNI, VRN2, y VRN3) se utilizaron cebadores descritos en la bibliografia
(Tabla 1).



Tabla 1 Cebadores para el andlisis de expresion de los genes de estudio.

Gen Cebador Secuencia 5°-3° Longitud (nt)
_ qActina F ACCTTC AGT TGC CCA GCA AT 20
Actina gActina R | CAGAGT CGA GCACAATAC CAGTTG 24
qVRNI1 F AAG AAG GAG AGG TCA CTG CAG G 22
VRN qVRNI1 R GGC TGC ACT GCC GCA 15
qVRN2 F CCACCATCG TGC CAT TCT 18
vRNz qVRN2 R CCCACCATC ATC TCT GTATCAA 22
qVRN3 F CAG CAG CCC AGG GTT GAG 18
VRS qVRN3 R ATC TGG GTC TAC CAT CAC GAG TG 23
qCOl1 _F CACATC AGA GTG GTTATG C 19
cot qCOl1 R GGA CTG GAC CGT ATT GTC 18
qCO2_F AAG GGT GTG AGT GTG TAG 18
co2 qCO2_R GAT ATG TCATTG CTG ATG GAA G 22
qFUL2 F CCATAC AAA AAT GTC ACAAGC 21
ot qFUL2 R TTC TGC CTC TCC ACC AGT TC 20
qFUL3 F ATG GAT GTG ATT CTT GAA CG 20
FuLs qFUL3 R AGT TGC CTT TGA CTC TTC TG 20
qGL F ACT GCA CCT TTG GGC ATT AG 20
o qGL R GGC TGT AAG CAGTTG TTG GAG 21
qgAP2L1 F ACAACC CAT GCCACT CTT CT 20
APt qAP2L1 R GTG TTG GTT GCT TGA CGATG 20
qPPD1_F CGG CAT TCACGA GGT ACAATAC 22
prpt qPPD1 R GAG CCT TGC TTC ATC TGA GCG 21

2.3.6. PCR cuantitativa (QPCR)

Para realizar las PCRs cuantitativas se hicieron dos réplicas técnicas de cada una de las 3 réplicas
bioldgicas de cada variedad. Para cada reaccion se mezclaron 10 pL de 2xFastStart Essential DNA
Green Master, Roche® con colorante SYBR Green, 1 pL de cada cebador [10uM] (directo y
reverso), 2 uL. de cDNAy 6 puL de agua. Para realizar las qPCR se utilizo6 el equipo Roche® Light
Cycler 96.

Se analiz¢ la expresion de los 10 genes de floracion descritos en el apartado anterior usando como
gen de referencia la actina. Los valores de Ct (ciclo umbral, es decir, el numero de ciclos

necesarios para que la muestra alcance el punto critico de ser detectada y/o cuantificada) fueron
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utilizados para calcular la expresion relativa mediante el método comparativo AACt (Livak &
Schmittgen, 2001). Los niveles de expresion del gen de referencia actina se emplearon para

relativizar los niveles de expresion de los genes de floracion.
2.3.7. Analisis de datos

Los anélisis estadisticos se realizaron empleando el software R v.4.1.3 (R Core Team 2020). Las
medias y desviaciones estandar de los caracteres fenotipicos analizados se calcularon tanto para

las variedades locales como las variedades control.

La prueba de normalidad “Shapiro-Wilk” (P<0.01) se empled para evaluar la normalidad de los
resultados de la expresion relativa y la homogeneidad de varianza se evalud con la prueba
“Levene” (P<0.05). Cuando las varianzas no eran homogéneas y los datos no se ajustaban a una
normalidad, se empleo el estudio no paramétrico de “Kruskal-Wallis” (P<0.05) para conocer si
existian diferencias significativas entre los niveles de expresion de los genes de floracion entre
las 16 variedades locales. Posteriormente una prueba “Post hoc” mediante el “dunnTest” con
ajuste de “Bonferroni”, fue realizado para separar a los grupos por nivel de significancia. También
fue analizada mediante el método “Spearman” la correlacion entre los datos de expresion de cada

gen con respecto a los fenotipos de tiempo de floracion (temprana, intermedia y tardia).
2.4. Estudio de secuenciacion del gen VRN2
2.4.1. Extraccion de ADN.

Una hoja de cada variedad local fue macerada en nitrégeno liquido para la extraccion de ADN
gendmico. Cada muestra fue incubada con agitacion en 500 pL de tampon de extraccion (2% p/v
CTAB, 1’4 M NaCl, 20 nM EDTA, 100 mM TRIS-HCI) durante 20 minutos a 65°C. Para eliminar
proteinas y lipidos se afiadi6 el mismo volumen de cloroformo-isopentanol (24:1) que de tampon
de extraccion, y se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos. Para precipitar el ADN se
afladieron 400 pL de isopropanol al sobrenadante. Se precipité el ADN mediante centrifugacion
a 13000 rpm durante 10 minutos y se lavo el precipitado con 500 pL de tampoén de lavado (etanol
76% v/v, acetato de amonio 10 mM). Se resuspendio en 50 pL de tampon TE. Finalmente, se

realiz6 un tratamiento con RNasa (50 pg/mL) y se conservo a -20°C.
2.4.2. Disefio de cebadores

Para el disefio de cebadores se usd el genoma de referencia de “Chinese Spring” disponible en la
base de datos EnsemblPlants. Las secuencias de los tres genes homeologos VRN2-4, -B'y -D se
tomaron de la base de EnsemblePlant. Se alinearon las secuencias de los tres homedlogos con el
método MUSCLE y se disefiaron los cebadores en regiones especificas de cada gen homeologo.

Se disefiaron parejas de cebadores (Tabla 2) para amplificar fragmentos solapantes de entre 1000
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y 1800 pares de bases que cubrieron la longitud total de los tres genes homedlogos de VRN2

(Figura 6).

Cebadores directos

u

Cebadores reversos

Figura 6 Representacion grdfica de la posicion de los cebadores solapantes disefiados para secuencia el gen VRN2.

2.4.3. Secuenciacion del gen VRN2

Cada reaccion se hizo en un volumen final de 25 pL: 2 uL de ADN genomico (diluido 20 veces),
12°5 pL de DNA AmpliTools Complex Master Mix 2x (BioTools), 1°25 pL de cada cebador
(directo y reverso) y se completd con agua hasta alcanzar los 25 pL. En el caso de la pareja

F24D/R24D se ainadio 0’5 uLL. de MgCl, para incrementar la afinidad de los cebadores.

Las condiciones de la PCR fueron: Desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, seguida de 35
ciclos de 30 segundos a 95°C, 40 segundos a distintas temperaturas segun la pareja de cebadores
y 1’5 minutos a 72°C. Dichas temperaturas fueron 53°C (F24D/R24D), 60°C (F15A/RI15A,
F25A/R25A, F14B/R14B, F24B/R24B) y 65°C (F14D/R14D, F34D/R34D). Por tltimo, una

extension final de 5 minutos a 72°C.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando columnas de Sephadex G-50 Superfine segin
las instrucciones del fabricante. El Sephadex fue polimerizado y los productos de PCR fueron
cargados en las columnas resultantes. Tras una centrifugacion 2 minutos a 2000 rpm, se

recolectaron los productos de PCR.

Cada producto de PCR purificado (5 pL) junto con el cebador correspondiente (5 pL a 10 uM)
(Tabla 2) fueron enviados a Macrogen Espafia para su secuenciacion. El método de secuenciacion

empleado fue Sanger.

Las secuencias fueron analizadas usando el software Geneious Prime, donde los fragmentos
fueron alineados mediante el método MUSCLE. Se descartaron aquellas bases con baja resolucion

y los alineamientos fueron validados manualmente.
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Tabla 2 Cebadores para secuenciar el gen VRN2 y el tamariio del fragmento amplificado (bp).

Gene® Fragmento | Cebador | Secuencia 5’-3’ bp
TraesCS5A02G541300 | Exén 1 F15A TTGAGCAATATTTTGATAGTTG 1,840
VRN2 (5A) RI5A AAGGCGTAACTTCATCAAT
Ex6n 2 F25A AACATATCTCTTTATGGGATC 1,572
R25A GCAATCGTGATGGTGTACTT
Promotor F35A GCAGGACGAGAAGATCAGAA 1168
R35A GTGTGGTCCATGTTCTGCTA
TraesCS4B02G372700 | Exon 1 F14B GACATCTCTCCTCCTCGGATC 1017
R14B GGACACCTGTACGACCAGAC
VRN2 (4B) Ex6n 2 F24B CTCATACGATTAGAGACAGC 1362
R24B TAATGGCTCCAATCGGTCG
Promotor F34B TTCAATGTCCACCACCATCA 1754
R34B GTAGGGGTGTAGATGGACAT
TraesCS4D02G364500 | Exon 1 F14D GACATCTCTCCTACTCGGCTC 820
R14D GTATGACTGATGATTTGAGTGA
VRN2 (4D) Ex6n 2 F24D TTCGGAATTACTTGTCACGG 1840
R24D ATAACAAACTTTATACATAAGAAG
Promotor F34D TTGCCCTAGAGCTCGAGACT 1505
R34D AACTGGTGCTCGCGTAGC

2Codigo del gen respecto a la pagina de busqueda “EnsemblePlants” con respecto a la variedad local “Chinese Spring”.
Traes = Triticum aestivum; CS= Chinese Spring.

2.5. Genotipado del gen homedlogo VRN1-D mediante marcadores moleculares basados

en PCR.

Para genotipar el gen VRNID se utilizaron marcadores moleculares previamente descritos en la

bibliografia (Tabla 3)

Tabla 3 Marcadores moleculares utilizados para la deteccion de alelos del gen VRN-1D.

TA
Alelo Cebadores Secuencia 5°-3’ ) bp Fuente
Dir F CTCAAAATAGTTTGTGTCTGATTTTG (Makhoul
Vin-DI1r 57.5 262
DI1r-R GTTCAGTAGGAGGTGACATTCG et al., 2022)
Dix F CGTCGTATGATGATGCAACAATG (Makhoul
Vin-DIx 62 244
D1x-R CATTAATGGTCAGGTGTCGGTCA et al., 2022)
VRN-DlIs 1841
Dlsa F GTTGTCTGCCTCATCAAATCC )
6] 6l (1) (Fuetal.,
VRN-Dla 1671 2005)
Dlsa R GGTCACTGGTGGTCTGTGC
(d) (d)
D1 F GTTGTCTGCCTCATCAAATCC (Fuetal.,
virnD]I 61 997
D1 R AAATGAAAAGGAACGAGAGCG 2005)

(1) insercidn, (d) delecion
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Para el analisis mediante marcadores moleculares se utilizo ADN gendémico de cada variedad
extraido segiin se ha descrito en el apartado anterior. Las condiciones y el programa de PCR

utilizado fueron iguales que las descritas en el apartado anterior, pero con un TM de 64°C.

Los productos de PCR obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 2%

TAE1X teniido con GreenSafe y visualizado bajo luz UV.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Variabilidad en el tiempo de floracion en variedades locales espafiolas

La Tabla 4 muestra el nimero de dias entre el dia de siembra y el dia de espigado en los ensayos
realizados en las distintas temporadas. En base a la media calculada con los datos de las tres
réplicas biologicas de cada variedad, las variedades locales fueron agrupadas en tres grupos:

variedades de floracion temprana, intermedia y tardia.

Tabla 4 Registro de dias entre la cosecha y el dia de espigado (DE). Los datos recogidos corresponden a las
temporadas de siembra entre 2017/2018 y 2023/2024, a excepcion de 2019/2020. Variedades tempranas, intermedias

y tardias.
Variedad | DE 17-18 | DE 18-19 | DE 20-21 | DE 23-24 | Medias DE Grupo
fenotipico
310 178 142 163 159 161£15 Intermedia
324 189 157 185 172 176+14 Tardia
330 174 141 161 155 158+14 Intermedia
343 184 149 173 171 169+15 Intermedia
355 188 150 178 165 170+16 Tardia
401 184 147 171 159 165+16 Intermedia
412 172 135 152 146 151£16 temprana
416 178 139 154 150 155+16 temprana
434 184 149 177 169 170£15 Tardia
441 187 155 174 169 171£13 Tardia
472 184 142 174 169 167+18 Intermedia
486 195 152 184 173 176+18 Tardia
501 175 131 142 145 148+19 temprana
502 184 141 161 155 160+18 Intermedia
508 188 150 167 160 166£16 Intermedia
CS 169 139 163 145 154+14 temprana

3.2. Variabilidad genética de las variedades locales espaiiolas

La Tabla 5 muestra los alelos del gen VRNI-D, analizado en este trabajo, presentes en cada
variedad. Asimismo, en la Tabla 5 se muestran los alelos de los genes VRNIA, VRNIB, PPD-B1

y PPD-D1 analizados previamente por Giménez et al. (2025, en revision).
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Los alelos marcados en azul se han identificado como alelos vinculados a una floracién temprana

(Fu etal., 2005; Makhoul etal., 2022). Se puede comprobar que las variedades tardias e

intermedias son portadoras de ningiin o, como mucho, un alelo de floracion temprana, mientras

que las variedades de floracion temprana portan 2 o 3 alelos de floracion temprana (Tabla 5).

Tabla 5 Alelos del gen VRNI1 y PPD1 en cada homedlogo presentes en las distintas variedades. En azul se muestran

aquellos alelos asociados a una floracion temprana. Abreviaturas: na (sin datos disponibles), CS (Chinese Spring).

Variedad | VRN-AI VRN-B1 VRN-D1 PPD-B1 PPD-DI Grupo
fenotipico
310 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 ppd-B1 Ppd-DI1b | Intermedia
324 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 ppd-B1 ppd-D1 Tardia
330 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1 ppd-Bl Ppd-DI1b | Intermedia
343 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1 ppd-Bl Ppd-DI1b | Intermedia
355 na Vrn-Bla vrn-D1 ppd-Bl Ppd-D1b Tardia
401 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 ppd-B1 Ppd-DI1b | Intermedia
412 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1 Ppd-Bla Ppd-Dla | Temprana
416 Vrn-Ala Vrn-Bla Vrn-Dla ppd-B1 Ppd-DI1b | Temprana
434 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1 ppd-Bl ppd-D1 Tardia
441 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 ppd-Bl ppd-D1 Tardia
472 Vrn-A1b vrn-B1 vrn-D1 ppd-Bl Ppd-D1b | Intermedia
486 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 ppd-Bl Ppd-D1b Tardia
501 vrn-Al Vrn-Bla Vrn-Dla ppd-Bl Ppd-Dla | Temprana
502 vrn-Al vrn-B1 vrn-D1 ppd-B1 na Intermedia
508 vrn-Al Vrn-Bla vrn-D1 ppd-Bl Ppd-DI1b | Intermedia
CS vrn-Al vrn-B1 Vrn-Dla Ppd-Bla ppd-DI Temprana

En el caso de los genes de vernalizacion, en estas 16 variedades predominan los alelos asociados

a la necesidad de vernalizacion (vrn-AI, vrn-Bl, vrn-DI). Respecto a la sensibilidad a

fotoperiodo, el alelo mayoritario en estas variedades locales son los alelos sensibles a fotoperiodo

(ppd-Bl y ppd-D1I). En las 16 variedades locales espafiolas analizadas predominan los alelos que

condicionan una floracion tardia.
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3.3.Secuenciacion VRN-2.

La secuenciacion permitio detectar la presencia de polimorfismos en el gen VRN-2 de las distintas

variedades.

Se han encontrado 4 polimorfismos de un unico nucleétido (SNP, del inglés Single Polymorphism
Nucleotide) en el exon 1 del gen VRN-24. Dichas mutaciones estan ligadas (Figura 7) y presentes
en las variedades 355, 416, 501 y 508. El polimorfismo C:T implica un cambio en el amoniacido
codificado (Leucina en lugar de Prolina). El polimorfismo C:G implica también un cambio de
aminoacido (Acido glutamico en lugar de Glutamina). Finalmente, los polimorfismos T:C y A:G
son silenciosos y no provocan cambio de aminoécido en la proteina codificada. También se han

encontrado SNPs en la region promotora e intronica de VRN-24 (no mostrado).

Respecto al gen VRN-2B, se han detectado polimorfismos tipo InDel (deleciones/inserciones) en
ambos exones al analizar los productos de PCR en geles de agarosa (Figura 8). En el primer exon
las variedades 324, 330, 343, 416, 401, 441 y 502 presentan un amplicon de menor tamafio que
el de la variedad control Chinese spring y que el resto de las variedades locales espaiiolas (Figura
8A). El segundo exon también muestra variabilidad alélica, ya que el analisis de los productos de
PCR en geles de agarosa detecta un polimorfismo tipo InDel por presencia/ausencia de producto

de PCR en las distintas variedades (Figura 8B).

Respecto al gen homedlogo VRN-2D, se ha detectado un polimorfismo tipo SNP (C:T) en la

region promotora de la variedad local 324 (no mostrado).

Ccs A GCCTCATGGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG

310 GCHCCARCAACTGCCCGCGCCTCATGGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCGICAGY

324 GCPCCARCAACTGCCCOCGCCTCATGGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ’

330 GCHCCARCAACTGCCCOCGCCTCATGOTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ’

343 GCPCCARCAACTLCCCOOGCCTCATOOTTICTCGCCCATTCATCATCOGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ) AQCA AGAACATGOA

355 GCRCTARCAACTGCCCOCGCCTCATOATTCTCOGCCCATTCATCATCOGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ) AQLAC AGAACATGOA ACACCA CAJOAARCAG
401 GCPCCARCAACTGCCCOCGCCTCATLGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ’ AQCA CACAACATOGOACCACACCA CAJCAARCA
412 GCPCCARCAACTGCCCOEGCCTCATOGOTTCTCOGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGLG » AQLA CCAGAACATGCACCACACCA CA AARCAC
416 GCPCTARCAACTGCCCGCGCCTCATOATTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG » AQCAR AGAACATGOA ACACCA CA AR CA
434 GCPCCARCAACT GCCCOCGCCTCATLOTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ’

441 GCCCAfCAACTGCCCGEGCCTCATOGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGEG 2

4/2 GCPCCARCAACTGCCCGCGCCTCATGGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG

486 GCHCCARCAACTGCCCGEGCCTCATGGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ’

501 GCHCTARCAACTGECCGEGECTCATGGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGEG » Al <

502 GCPCCARCAACTGCCCOCGCCTCATOGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ;

508 «c LCTASCAACTGCCCOCGCCTCATOGTTCTCGCCCATTCATCATCGTCATCACCATCATCAGGAGCACCAGCTGCG ’ _Cl ._l

Figura 7 Alineacion mediante el método ClustalW de secuencias correspondientes al exon 1 de VRN-2A. En rosa
estan sefialadas las mutaciones asociadas a un cambio de aminodacido codificado. En azul, las mutaciones sileciosas.

La imagen ha sido tomada del software de alineacion de secuencias Geneious Prime. CS = Chinese Spring.
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Figura 8 A: Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR correspondiente al exéon 2 de VRN2. B:
Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR correspondiente al exon 2 de VRN2.

3.4.Correlacion entre la expresion génica.

Los analisis de correlacion entre los niveles de expresion de los distintos genes y el tiempo de
floracion (medido en dias a espigado) muestran que los niveles de expresion de los genes VRN,
VRN3, AP2L, FUL2, FUL3, Gl y PPDI podrian estar relacionados con el tiempo que necesitan

las variedades para iniciar la floracion (p<0.05) (Tabla 6).

El coeficiente de correlacion de “Spearman” (1) indica la fuerza y direccion de la relacion lineal
entre los niveles de expresion y el tiempo de floracion. Los genes VRN-2 'y VRN-3 muestran una
correlacion negativa moderada, lo que implica que cuando su expresion aumenta, el tiempo
requerido para florecer disminuye. AP2L, FUL3, GI y PPDI también muestran correlacion
negativa, pero mas débil que VRN-2 y VRN-3. Sin embargo, FUL2 presenta una correlacion
positiva media, lo cual indica que su expresion podria relacionarse con un retraso en el inicio de

la floracion.

Por 1ltimo, la expresion de los genes VRN-1, CO1 y CO2 no muestra correlaciones significativas

con el tiempo de floracion.

Tabla 6 Estudio de Correlacion de Spearman entre el nivel de expresion y la manifestacion fenotipica.

Gen P-valor Is Significancia
VRN1 0,826 -0,02 NO
VRN2 5,08E-07 -0,52 SI
VRN3 2,00E-06 -0,49 ST
AP2L 1,74E-02 -0,25 ST

col1 0,4638 -0,08 NO

co2 0,3411 0,1 NO
FUL2 4,74E-05 0,42 SI
FUL3 1,17E-02 -0,27 SI
GI 5,23E-04 -0,37 SI
PPDI1 0,049 -0,21 ST
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Se estudiaron las diferencias de expresion entre los grupos fenotipicos mediante el analisis
estadistico “Kruskal-Wallis” (Figura 8). Los resultados obtenidos respecto a VRN-1, COl'y CO2,
como se preveia con los estudios de correlacion de “Spearman”, confirmaron que no existen

diferencias significativas en su expresion entre las variedades tempranas, intermedias y tardias.

Como se puede observar, existen diferencias significativas en los niveles de expresion de 4P2L
entre las variedades de floracion temprana y las de floracion tardia, mientras que no se
encontraron diferencias significativas entre estos grupos y las variedades de floracion intermedia
(Figura 9A). Las variedades tempranas mostraron niveles de expresion mas altos, mientras las

variedades tardias mostraron niveles de expresion mas bajos y con mayor dispersion.

De manera similar, los niveles de expresion de FUL3 y GI (Figura 9C y 9D) solo mostraron
diferencias significativas entre variedades tempranas y tardias, con menor expresion en las

variedades tardias y mayor en las tempranas.

Los niveles de expresion de VRN-2'y VRN-3 siguieron un patron similar a los ya descritos, donde
las variedades tempranas presentan mayores niveles de expresion que las variedades tardias. En
ambos casos las diferencias destacaron por ser mas significativas, destacando que también se
observaron diferencias significativas entre variedades intermedias y tardias (Figuras 9F y 9G). El
gen PPDI, a pesar de que la prueba de correlacion indica que su expresion esta relacionada con
el fenotipo, no muestra diferencias significativas entre los distintos grupos, aunque se puede

observar que existe una tendencia similar a la descrita en los genes anteriores (Figura 9E).

Por el contrario, y coincidiendo con los resultados del estudio de correlacion (tabla 6), el gen
FUL?2 fue el tinico cuyo patréon cambio, mostrando diferencias significativas en los niveles de
expresion: mayor expresion en la variedades tardias y menor expresion en las tempranas (Figura

9B).
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Figura 9 Expresion relativa de los genes de floracion en variedades locales espaiiolas. Las cajas representan el rango

intercuartilico y la linea la mediana. La significancia de las diferencias fue estudiada mediante Kruskal-Wallis. No
significativo, p>0.05 (ns). Significativo, p<0.1 (-), p<0.05 (*). Muy significativo, p<0.01 (**). Altamente significativo,
p<0.001 (***).
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CAPITULO 4: DISCUSION.

Los resultados obtenidos revelan que las variedades locales seleccionadas para el estudio
presentan gran variabilidad tanto genotipica como fenotipica. La variabilidad alélica y las
diferencias en los niveles de expresion de genes de floracion parecen influenciar el tiempo

requerido para que se inicie la floracion en las variedades locales espafiolas estudiadas.
4.1. Efecto de la variabilidad alélica en la regulacion de la floracion

Las variedades locales espafiolas analizadas presentan variabilidad alélica en los genes VRN-1'y
PPDI, los genes con mayor efecto en la regulacion de sus respectivas rutas (Chen & Dubcovsky,
2012; Langer et al., 2014). Los alelos primaverales de VRN-1 (Vrn-1Aa, Vin-1A4b, Vin-1Ba, Vin-
1Da) y los alelos insensibles al fotoperiodo (Ppd-Bla, Ppd-D1a) han sido previamente descritos
para promover la floracion temprana (A. Pugsley, 1966; Yan, Helguera, et al., 2004) y se

encuentran representados en este estudio.

La distribucion de alelos insensibles a fotoperiodo de PPDI es mas definida, ya que solo se
encuentran en variedades tempranas. Sin embargo, los alelos tempranos de VRN-I estan
representados en variedades de floracion temprana, intermedia y tardia. Los alelos de floracion
temprana presentes en las variedades intermedias y tardias (Vin-41b y Vin-Bla) han sido descrito
como alelos con menos influencia en el tiempo de floracion que los alelos Vin-Ala 'y Vin-Dla
(Goncharov et al., 2004;Giménez et al., 2025, en revision), lo que puede justificar su presencia en
este grupo de variedades. En coherencia, el alelo Vin-Alay Vin-D1a esta presente exclusivamente
en variedades tempranas, mientras que Vrn-A1by Vin-Bla se encuentra en variedades tempranas,

intermedias e incluso tardias.

La variedad 472 porta el alelo dominante Vrn-14b que, al ser epistatico sobre vrn-BI1 'y vin-DI
(A. Pugsley, 1971; A. T. Pugsley, 1972), deberia ser suficiente para reducir los dias necesarios
para florecer. Sin embargo, no es una variedad temprana, sino intermedia. Por otra parte, la
variedad 416 presenta todos los alelos relacionados con una menor necesidad de vernalizacion
respecto al gen VRN-1, incluido Vin-14a. En este caso, si pertenece al grupo de las variedades
tempranas, aun dentro del umbral de los 155 dias, es la variedad que requiere mayor niimero de

dias a floracion.

El motivo puede ser que, a pesar de no tener necesidad de vernalizacion, presentan alelos sensibles
al fotoperiodo. Este hecho destaca la importancia de la interaccidon entre ambas rutas, ya que la
sensibilidad al fotoperiodo en estas variedades puede estar contrarrestando parcialmente el efecto
de los alelos tempranos de VRN-1 (F. Chen et al., 2013; Palomino & Cabrera, 2023). Esto queda
también evidenciado en algunas variedades intermedias (330, 343, 508), que presentan alelos

tempranos de VRN-1 pero siguen siendo dependientes de las condiciones ambientales, por lo que
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requieren un mayor niimero de dias para florecer. Las combinaciones de alelos tempranos de VRN-
1 y sensibles a fotoperiodo de PPDI pueden generar un efecto compensatorio que conlleva

necesidades ambientales moderadas.
4.2. Efecto de la variabilidad alélica de VR/N2 en el tiempo de floracién

VRN-2 es un factor clave en la red genética que regula la floracion, por lo que variaciones en su
actividad podrian conllevar alteraciones en el tiempo de floracion. Sin embargo, VRN2 es el gen
de vernalizacion menos estudiado en trigo y por ello, en este trabajo, hemos buscado nueva
variabilidad alélica mediante estudios de secuenciacion en los tres genes homeologos: VRN2A,

VRN2B'y VRN2D.

Se ha descrito que tanto deleciones como SNPs en la region codificante de los genes VRN-2
pueden eliminar el requerimiento de frio (Nishiura et al., 2018). Esto puede ser porque se inhibe
la expresion el gen o porque cambia la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada y esta
deja de ser funcional. Entre las mutaciones detectadas en este trabajo, destaca la mutacion en el
exon 1 de VRN-24 que cambia una prolina por una leucina, cambio que puede tener impacto en
la funcionalidad de la proteina debido a la diferencia entre sus propiedades fisicoquimicas. De
hecho, ya se han descrito mutaciones que intercambian estos aminoacidos en genes expresados

en grano cuyo resultado ha sido la pérdida de funcion de las proteinas (Lillemo & Morris, 2000).

El ex6n 1 codifica para un dominio de dedos de zinc (Zn), dominio clésico de unién a ADN, pero
se desconoce como interviene en la ruta genética que regula la floracion (Yan, Loukoianov, et al.,
2004b). No obstante, los dominios de dedos de Zn en plantas pueden actuar estabilizando
complejos proteina-proteina (como las interacciones con los complejos nucleares que permiten la
competencia entre CO y VRN2) (Li et al., 2011b), por lo que mutaciones en este dominio pueden

tener efectos importantes en la actividad final de VRN-24 (Takatsuji, 1998).

En VRN-24 se han descrito también polimorfismos asociados al dominio CCT, dominio de union
a factores de transcripcion, que evitan las interacciones necesarias para la correcta regulacion del
gen VRN-2A4 y, por tanto, del proceso floracion (Distelfeld, Tranquilli, etal., 2009; Yan,
Loukoianov, et al., 2004b).

De acuerdo con la literatura disponible, podria esperarse que los SNPs encontrados, especialmente
aquellos que implican un cambio en la secuencia de aminoacidos de la proteina, tuvieran algin
efecto sobre la funcion de VRN-2A4. Sin embargo, al haberse detectado unicamente en cuatro
variedades, entre las cuales se observan comportamientos fenologicos diversos (dos tempranas,
una intermedia y una tardia), y considerando el bajo numero de variedades analizadas, no es
posible establecer una relacion clara entre los polimorfismos y el tiempo de floracion. Aun cuando

el objetivo principal de este estudio es la busqueda de relaciones de genes implicados en la
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floracion, el detectar variabilidad alélica en este gen, representa un paso importante para futuros

estudios de asociacion fenotipo-genotipo en poblaciones con un numero mayor de individuos.

Respecto a las deleciones detectadas en el homedlogo VRN-2B, estas podrian estar relacionadas
con un aumento en la precocidad de floracion, de la misma manera que ocurre en las delecciones
del gen VRN-2 previamente analizadas por (Distelfeld, Tranquilli, et al., 2009). Sin embargo, las
variedades locales espafolas que la contienen no son exclusivamente variedades tempranas, sino
que la presentan variedades de los tres grupos fenoldgicos. La secuenciacion del gen VRN-2B esta
actualmente siendo procesada, lo cual contribuird a una mayor comprension de los resultados

observados.

Por tltimo, las mutaciones en regiones que portan secuencias reguladoras (intrones y promotores)
pueden modificar la expresion de los genes que regulan, alterando el fenotipo. En el gen VRN-2D
hemos detectado un polimorfismo tipo SNP en la zona promotora. Polimorfismos en zonas
reguladoras de genes relacionados como VRN-I han sido anteriormente descritos. En dicho gen
se han encontrado deleciones en el intron 1 y mutaciones en el promotor que reducen la necesidad
de frio de las plantas que los portan, acelerando su floracion (Muterko et al., 2016; Takumi et al.,

2011).

El efecto de una mutacion en la region promotora sobre la funciéon del gen correspondiente es
diverso. Puede ocurrir que una mutacion altere sitios de activacion del gen y que este deje de
expresarse o, por el contrario, se pueden alterar sitios de represion y que el gen se exprese de
forma constitutiva, como se ha descrito en los alelos PPD]/ insensibles al fotoperiodo (L. Chen
etal., 2018; Seki et al., 2011). Otro ejemplo es que mutaciones en la regién promotora del gen
API (asociado con VRNI en trigo) pueden impedir la interaccidon con factores represores, lo que
evita su represion y permite la expresion de AP/ incluso sin vernalizacion, promoviendo asi un

habito de crecimiento primaveral (Yan et al., 2003).

Al igual que ocurre con los polimorfismos detectados en VRN-24, la baja representacion del
polimorfismo en el promotor de ¥RN-2D (solo detectado en la variedad 324) nos impide hacernos
una idea de su efecto en el fenotipo. En definitiva, los resultados obtenidos muestran que las
variedades locales espafiolas presentan variabilidad en el gen VRN-2. Con los datos disponibles,
no es posible determinar si dicha variabilidad afecta la funcionalidad del gen. No obstante, la
secuenciacion completa de VRN-2 en un panel mas amplio de genotipos podria contribuir a

esclarecer este aspecto.
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4.3. Efecto de los niveles de expresion de los genes de floracion en el tiempo de floracion

Efecto de los niveles de expresion de los genes de floracién en el tiempo de floracion

Como era de esperar segun la literatura (Distelfeld, Li, et al., 2009), la expresion del gen VRN-3
es mayor en plantas de floracion temprana, lo cual concuerda con su papel inductor del proceso
de floracion (Yan et al., 2006). Las variedades tempranas, como la 412, 416, 501 y CS, portan 2
o 3 alelos tempranos VRN-I y/o insensibles a fotoperiodo PPDI, lo que puede provocar una
regulacion al alza de la expresion del gen VRN-3 vy, por ende, una floracion mas temprana.
Igualmente, la elevada expresion de VRN-3 en variedades tempranas puede deberse a los altos

niveles de expresion del regulador positivo FUL3.

Siguiendo con los genes de la familia FRUITFULL, destaca que FUL2 se encuentra mas
expresado en variedades tardias a pesar de ser inductor de floracion. Estos genes, en trigo, son
homologos funcionales de VRN-1, es decir, inductores de floracion (Alvarez-Buylla, 2006). La
informacion de estos genes en trigo es limitada, pero es posible que al igual que ocurre en otros
genes en plantas, este aumento de expresion de FUL2 sea compensatorio para suplir la deficiencia
de otros genes inductores (Alvarez-Buylla, 2006). También cabria la posibilidad de que, al tratarse
de homologos funcionales de VRN-1 (Li et al., 2019b), FUL2 se comporte también como represor
de VRN-2 y que la inhibicion de VRN-2 en variedades tardias se deba a la elevada expresion de

FUL2.

Respecto a VRN-2y AP2L, debido al papel represor que tienen de la floracion, a través de VRN-
3, cabria esperar que se expresara menos en las variedades tempranas. Sin embargo, los resultados
obtenidos muestran lo contrario. El motivo de este aparente desajuste puede estar explicado a
través de los alelos insensibles a fotoperiodo Ppd-Bla y Ppd-Dl1a presentes en las variedades
tempranas (412, 501 y CS). Se ha descrito previamente que la presencia de estos alelos
insensibles a fotoperiodo provoca que la planta se comporte como si estuviera siempre en
condiciones de dia largo, lo que conduce a una desregulacion de la red genética que puede

culminar con una expresion anomala de VRN-2 (A. S. Turner et al., 2013) y de AP2L.

Por otra parte, los polimorfismos de VRN-2 encontrados por secuenciacion en este trabajo pueden
alterar la expresion de VRN-2 y su correspondiente regulacion. Ademas, el hecho de que los
niveles de expresion no vayan asociados a cambios fenotipicos esperados no implica que la
proteina codificante no pueda tener alterada su actividad y no ser funcional, lo que no se descarta
ya que, como se ha mencionado previamente, se han encontrado mutaciones de cambio de

aminoacido que se han asociado en otros genes a pérdida de funcion (Lillemo & Morris, 2000).
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Respecto al gen PPDI, contrasta que, a pesar de que no mostré una correlacion fuerte entre sus
niveles de expresion y el tiempo de floracion, ni diferencias significativas entre grupos
fenoldgicos mediante Kruskal-Wallis, su genotipo es determinante al explicar el comportamiento
fenoldgico (Aqui tienes que meter una referencia). Esto sugiere que el efecto de PPDI en el
tiempo transcurrido hasta floracion esta asociado a la presencia/ausencia de alelos insensibles al

fotoperiodo, y no a nivel de expresion cuantitativa.

Es importante destacar que los estudios de expresion solo se han llevado a cabo en un tejido y en
un estadio concreto lo que puede estar impidiendo discernir de manera clara el patron de expresion
temporal de estos genes y su interaccion entre ellos. Ademas, la red genética que regula el proceso
de floracién es una red de alta complejidad, con genes que actiian entre si de forma jerarquica,
redundante, epistatica y antagdénica (aqui deberias citar alguna revision reciente). En este
contexto, los niveles de expresion observados pueden no ajustarse de forma precisa a lo esperado,
puesto que esta interconectividad dificulta establecer una relacion lineal entre el nivel de
expresion mostrado por cada gen y su efecto en el inicio de la floracion, destacando la importancia

de estudiar la red en su conjunto.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Este estudio ha permitido aumentar el conocimiento disponible sobre las rutas moleculares que
intervienen en la induccion de la floracion a partir de 16 variedades locales espafiolas con

diferentes fenotipos, genotipos y perfiles de expresion.

e Las 16 variedades locales espafiolas seleccionadas para este estudio presentan
variabilidad alélica en genes determinantes en la induccion de la floracion (VRNI y
PPD1I). Este conocimiento servira para analizar el efecto de los dichos alelos en el tiempo
de floracion a través de estudios de asociacion genotipo-fenotipo en poblaciones de

mayor tamafio, como es la coleccion completa de variedades locales espafiolas.

e Se han identificado nuevos polimorfismos en el VRN2, el gen de vernalizacién menos
caracterizado en trigo en la actualidad, en las 16 variedades locales espaiiolas de trigo. El
efecto de estos polimorfismos sobre los requerimientos de frio y el tiempo de floracion
podran ser estudiados en un futuro en la coleccion completa de variedades locales

espafiolas.

e Los estudios de asociacion entre los niveles de expresion de los genes de floracion y el
fenotipo de las variedades realizados en este trabajo nos han permitido determinar que
elevados niveles de expresion de VRN3, el gen clave en la induccion de la floracion en

trigo, estan asociados a una floracion temprana.

e La expresion del resto de los genes de la via de vernalizacion también muestra una
asociacion con el tiempo de floraciéon. Sin embargo, se necesitan mas estudios para

comprender la asociacion entre los niveles de expresion de dichos genes y el fenotipo.

e No existe asociacion entre los niveles de expresion de los genes de fotoperiodo y el
fenotipo de las variedades, sugiriendo que el efecto de los alelos de los genes PPDI1 en la
fenologia se debe determinar segun la presencia o ausencia de alelos insensibles al

fotoperiodo como se describe en la bibliografia.

2. Futuros pasos

El identificar variabilidad alélica en los genes de vernalizacion (VRN1 y VRN2) en las 16
variedades procedentes de una coleccion mas amplia (cerca de 200 variedades) es de gran utilidad
para realizar estudios de asociacion alelo-fenotipo en toda la coleccion para determinar el efecto
de cada alelo en fenologia.. Ademas, estos estudios podran ser completados con los nuevos alelos

que se identifiquen cuando la secuenciacion de VRN?2 se finalice.
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Aunque los resultados de expresion sirven como una aproximacion preliminar del funcionamiento
de la red genética reguladora de la induccién floral, los estudios de expresion en un solo tejido en
un unico estadio son insuficientes para poder obtener conclusiones generales, por tanto, deberian

completarse con mas estadios de desarrollo.
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