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Resumen

El sésamo (Sesamum indicum L.) es uno de los cultivos importantes del Paraguay debido a que
es generador de ingresos para pequenos agricultores. A pesar de ser uno de los cultivos mas
antiguos e importantes en el mundo, se han realizado muy pocos estudios a nivel genético,
gendémico y analisis funcional de genes. El tiempo de floracion es uno de los factores que
influyen en el rendimiento de los cultivos. Aunque existen diferencias en el tiempo de floracién
entre las variedades de sésamo, no se conoce el mecanismo por el cual se modifica este
tiempo. Se conoce que el gen FLOWERING LOCUS T (FT) induce la floracion en las plantas.
Como primer paso para dilucidar el mecanismo por el cual se modifica el tiempo de floracion, se
planteé buscar los homélogos de FT en sésamo y analizar la expresion circadiana de ellos
utilizando variedades con floracion temprana (K3) y tardia (Escoba blanca). Mediante Ia
busqueda BLAST se encontro cuatro genes en el genoma del sésamo cuya homologia respecto
a la proteina FT de Arabidopsis thaliana fueron 79% para SiFTL1 (FT-like 1), 74% para SiFTL2,
71% para SiFTL3 y 69% para SiFTL4. Para el analisis de expresion se realizo la extraccion de
ARN de hojas luego de cuatro semanas de la siembra, cultivandolas bajo condiciones de 12 h
de luz y 12 h de oscuridad. Mediante la PCR en tiempo real de los productos de
retrotranscripcion (RT-gPCR) se revelé que los niveles de expresion de SiFTL1 y SiFTL2 son
mayores en la variedad K3 que en la variedad Escoba. Por otro lado, el nivel de expresion de
SiFTL4 fue similar entre las dos variedades. No se pudo detectar la expresién de SiFTL3 con
los cebadores disefiados. Estos resultados indican que SiFTL1 y SiFTL2 podrian ser inductores

de la floracion en sésamo.
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1. Introduccién

El sésamo (Sesamum indicum) es una planta herbacea de la familia Pedaliaceae, del
orden Lamiales. Se la describe como “la reina de las semillas oleaginosas”, por su resistencia a
la oxidacion y rancidez ya que posee una gran cantidad de aceites (entre 45 a 60%), a su vez
contiene proteinas, vitaminas, minerales y dispone de antioxidantes tales como sesamolina,
sesamina y sesamol. Se le confiere propiedades tales como las de disminuir los niveles de
lipidos y colesterol en sangre, asi como de antihipertensivo e antiinflamatorio (Bedigian, 2004;
Hirata, y otros, 1996; Pathak, Rai, Kumari, Thapa, & Bhat, 2014).

En Paraguay, la mayoria de las fincas pertenecen a los pequefios productores, donde
mas del 80% de las mismas poseen una superficie menor a 20 hectareas (DCEA, 2008). El
cultivo del sésamo preferentemente en nuestro pais es realizada en fincas pequefias de hasta 5
has (Friedmann & Penner, 2009). La produccion del sésamo alcanzé las 41.400 toneladas en el
afio 2014. De hecho, entre los afios 2005 y 2007 el Paraguay se posiciondé como el sexto mayor
exportador de sésamo en el mundo con una exportaciéon de 30.000 a 40.000 toneladas por afio
(FAOSTAT, 2015), debido a la alta calidad de sus semillas, teniendo como principal destino el
exigente mercado japonés. Siendo el continente asiatico el principal consumidor del sésamo a
nivel mundial seguido por Africa (CAPEXSE, 2005).

El cultivo de sésamo requiere de temperaturas altas y constantes, la planta es
extremadamente delicada al estancamiento de agua y a los vientos fuertes. Pudiendo ser
atacadas también por enfermedades virésicas, Fusarium spp., Macrophomina phaseolina y
bacteriosis (Friedmann & Penner, 2009). Un factor predominante para la obtencién de un mejor
rendimiento en los cultivos es el tiempo de floracion. Ya que acortando los tiempos de floracion
se evita la exposicibn a condiciones ambientales desfavorables al desarrollo, el periodo de
cosecha de las semillas y la exposicion a patégenos (Poland, Balint-Kurti, Wisser, Pratt, &
Nelson, 2009; Jung & Miuller, 2009). Las plantas inician la floracién después de un periodo de
desarrollo vegetativo. Durante éste proceso, llamado induccion floral, el meristemo apical del
brote comienza a producir flores en lugar de hojas. Mediante la utilizacion de plantas modelos
como la dicotiledénea Arabidopsis thaliana L. (Heynh.) y la monocotiledénea Oryza sativa L.
(arroz), se han realizado estudios de caracterizacion de genes a través de andlisis de mutantes,
secuenciacion y analisis complementarios, identificAndose genes asociados a la floracion

(Cockram, y otros, 2007; Fonara, Montaigu, & Coupland, 2010). El gen principal inductor de la
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floracion es "FLOWERING' T6EUS 1, “CNsiderado el florigend, ' que tiene “un papel
preponderante en el proceso de transicion floral, ya que, en primer lugar, es expresado en las
hojas, y la proteina migra al meristemo apical a través del floema donde se une al factor de
transcripcion FLOWERING LOCUS D (FD) para promover la floracién; y en segundo lugar
constituye el integrador de las vias de regulacion génicas que monitorizan los cambios en el
medio ambiente, asegurando que la floracion se produzca en las condiciones mas favorables
para maximizar el éxito reproductivo y la produccion de semillas (Fonara, Montaigu, &
Coupland, 2010; Bltimel, Dally, & Jung, 2015).

Aunque existe una variacion en el tiempo de floracién entre las variedades de sésamo,
no se conoce el mecanismo genético de dicha variacion. Por lo tanto, es importante identificar a
los genes implicados en la diferencia del tiempo de floracién para utilizarlos como marcadores
moleculares en la seleccién y obtencién de nuevas variedades con tiempo de floracion ideal
para cada zona de cultivo.

A pesar de su importancia y la larga historia del cultivo de sésamo, se han realizado muy
pocos estudios a nivel genético, gendmico y analisis funcional de los genes debido a la falta de
informacién sobre un genoma de referencia (Wang, Xia, Zhang, Zhu, & Li, 2016). Por lo que no
se conocen los homélogos de genes de las plantas modelo que acttan en la floracion en
sésamo. Actualmente se cuenta con un borrador del genoma de sésamo publicado en el 2013
(Zhang, y otros, 2013) que luego fue mejorado (Wang, Xia, Zhang, Zhu, & Li, 2016). Gracias a
esto es posible realizar analisis de expresién de genes, cada vez mas importante en muchos
campos de la investigacion porque constituye un paso basico para el conocimiento sistematico
de los procesos bioldgicos, tales como el crecimiento y el desarrollo, y las vias de defensa
contra el estrés biético y abiético. Como primer paso para dilucidar el mecanismo por el cual se
modifica el tiempo de floracién, se planted buscar los homélogos de FT en sésamo y analizar la
expresion circadiana de ellos utilizando variedades con floracién temprana (K3) y tardia

(Escoba blanca).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo General
. Analizar la expresién de los homoélogos del gen FT en variedades de sésamo con

distintos tiempos de floracién
2.2. Objetivos Especificos

. Realizar la basqueda de homdlogos del gen FT de Arabidopsis thaliana en el genoma
del sésamo
. Comparar la expresion de los homélogos del gen FT de sésamo entre las variedades

con floracion temprana y tardia
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3. Materiales y Métodos
3.1. Busqueda de genes homélogos y construccion del arbol filogenético

Con el fin de obtener las secuencias del gen homdlogo de FT en sésamo, se realizé una
busqueda por similitud reciproca, entre las secuencias proteicas de los genes mencionados en
Arabidopsis (https://www.arabidopsis.org/) utilizando el programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST), enfrentando con el transcriptoma del sésamo (Zhang, y otros, 2013) con un
umbral predefinido de 10, estas probables secuencias identificadas se volvieron a alinear con
el proteoma de Arabidopsis con el mismo umbral establecido para verificar que sean genes
ortélogos (busqueda BLAST bidireccional) debido a que la presencia de un gen paralogo
(duplicacién de un gen en una especie) o la pérdida (delecién) de un gen en una especie
determinada puede ocasionar que se considere erroneamente dos genes en especies distintas
como ortélogos en una busqueda unidireccional. Posteriormente se realizé la identificacion de
regiones conservadas de las secuencias proteicas utilizando el programa Interproscan
(http://lwww.ebi.ac.uk/interpro) (Jones, Binns, & Chang, 2014). Las regiones conservadas fueron
extraidas y alineadas empleando el programa ClustalW con una matriz BLOSUM. El arbol
filogenético fue construido empleado las regiones conservadas de las secuencias proteicas
para los homoélogos de FT por el método del vecino cercano con el programa Mega 7.0
(http://www.megasoftware.net). Se realizé la prueba bootstrap con 1.000 repeticiones para el
célculo de porcentaje de confiabilidad.
3.2. Disefio de cebadores

Se utiliz6 el programa Primer3Plus (http://primer3plus.com/) y las secuencias
seleccionadas para el disefio de los cebadores, con los siguientes parametros: el rango del
tamafno de los productos fue de entre 100 - 200 pb, el rango del tamafio de los cebadores fue
de entre 18 — 27 pb (6ptimo de 20 pb), la temperatura de desnaturalizacién fue de entre 57 — 63
°C (6ptimo de 60 °C) y el porcentaje de GC (Guanina y Citocina) fue de entre 20 — 80% (Gptimo
de 50%) (Lee PD, 2002). Se realiz6 la comprobacién in silico de su especificidad mediante la
busqueda BLAST de las secuencias disefiadas contra la base de datos de nucleétidos no
redundantes de sésamo del National Center for Biotechnology Information (NCBI). En la tabla 1

se encuentra la descripciéon de los cebadores utilizados.

ML etin st &3 UNCUYO @ B e

= f—J $ | A
GRUPO MONTEVIDEO ESZ 2 UNIVERSIDAD CENTENARIO
é @ ‘ NACIONAL DE CUYO DE LA REFORMA UNIVERSITARIA



Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

Tabla 1. Descripcion de cebadores disefiados.

) Nombre Tamafio del
Nombre Numero de _
de los Secuencia de cebadores 5'-3' producto de
del Gen Acceso

Cebadores amplificacién (pb)

SIFTL1 SIN_1009320 SiFTL1-1 F GGCCCTCCCAAGTACTCAAC 111
R TGGGATCACTAGGGCTTGGA

SIFTL2 SIN_1013025 SiFTL2-1 F GGCCTCCCCAAGTTGCTAAT 121
R TCCCGTAGGTGTGGGTTACT

SiFTL4 SIN_1001827 SiFTL4-2 F AGCACGGTTGAGCTACGAGT 115
R GAAAATCGTCGCCTCCAATA

3.3. Obtencién del Material Vegetal

Las semillas de sésamo de las variedades EB y K3 fueron provistas por la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncion. Se realiz6 la imbibicién de las
semillas sobre papel hiumedo dentro de unas placas de Petri dejando incubar a temperatura
ambiente en oscuridad por 48 h. Una vez observada la presencia de radiculas con una longitud
aproximada de 0,5 cm, se trasplanté a macetas de polipropileno, introducidas posteriormente
dentro de unos contenedores, donde se cultivaron en condiciones de dias cortos (12 h luz/12 h
oscuridad), a temperatura aproximada de 28 °C. Las hojas fueron colectadas a la cuarta
semana de la imbibicion. Las extracciones se efectuaron cada 4 horas, considerando como
tiempo 0 h, el momento en que se encendian las luces en los contenedores (0 h, 4 h, 8 h, 12 h,
16 h, 20 h'y 24 h). Se cortaron dos hojas del mismo nudo, de dos plantas de la misma variedad.
3.4. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Las hojas de sésamo congeladas en nitrégeno liquido, se molieron hasta obtener un polvo
fino con un mortero. Se aislé el ARN total utilizando TriZol (Invitrogen, E.E.U.U.) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (Chomczynski & Sacchi, 1987).

La concentracién de ARN y la pureza se determinaron utilizando un espectrofotometro
DS-11 (DeNovix, E.E.U.U), evaluando las relaciones de absorbancia a 260 nm/280 nm y 260
nm/230 nm.

Se sintetiz6 el ADNc de cadena simple mediante la transcripcion inversa de 2 ug de
ARN utilizando M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, E.E.U.U.) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. Manteniéndolas al finalizar a -20 °C hasta el momento de su uso.
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3.5. Cuantificacién de los productos de amplificacion por RT-qPCR

Se realiz6 la RT-gPCR con los cebadores especificos, utilizando como templado los ADNc
y una mezcla de reaccion que contiene SYBR Green como revelador en el termociclador en
tiempo real LightCycler Nano (Roche, Alemania).

Todas las muestras se amplificaron por triplicado. Como control negativo se realizaron
reacciones sin el agregado del templado en la mezcla de reaccién. Se obtuvieron los valores de
ciclos de cuantificacion (Cq) utilizando el programa del equipo LightCycler Nano. Las eficiencias
de amplificacion de cada cebador en la qPCR se determinaron utilizando el programa
LinRegPCR (Ramakers, Ruijter, Depez, & Moorman, 2003). También se determinaron las
temperaturas de desnaturalizacion del producto con el fin de corroborar que no existan
amplificaciones inespecificas o formacion de dimeros.

3.6. Determinacion del nivel de expresion de genes candidatos asociados a la floracion
y genes moduladores del ciclo circadiano en sésamo
Se analizaron los niveles de expresion relativa utilizando el método de AACq donde ACq es
la diferencia del nimero de ciclos de PCR necesarios para alcanzar la fase logaritmica de la
amplificacién entre el gen de interés y el gen de referencia. Considerando como control a las
muestras de la variedad Escoba a las 0 h. Se utiliz6 como normalizador al gen de APT
(ADENINA FOSFORRIBOSILTRANSFERASA). El analisis estadistico utilizado fue la prueba t

para muestras independientes suponiendo varianzas iguales.
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4. Resultados y Discusion
4.1. Busqueda de genes homélogos de FT

Se consideraron secuencias homoélogas al gen FT de Arabidopsis (AtFT), aquellas que
mostraron mejor similitud (valor de E menores a 10-*°) mediante la basqueda BLAST. También
se descartaron los productos de splicing alternativos, escogiendo las secuencias mas largas. Se
encontraron en el genoma del sésamo cuatro genes que codifican para proteinas homélogas de
FT, y fueron denominados SiFTL1 (FT-Like 1), SiIFTL2, SiFTL3 y SiFTL4 (Tabla 2). SiFTL1
presentd la mejor similitud con AtFT con 78,7% de homologia, seguidos por SiFTL2 (74,1%),
SIFTL3 (70,9%) y SiFTL4 (69,2%), mientras que la similitud entre las secuencias del sésamo
fue de 70,7 a 82,5% (Tabla 2). El andlisis filogenético indic6 que estos cuatro genes se
originaron por duplicaciones sucesivas de un gen: el gen FT estuvo presente en el ancestro
comun de arroz (monocotiledénea), Arabidopsis y sésamo (ambas dicotiled6neas) que luego de
la separacion de los géneros Arabidopsis y Sesamum ocurrié una primera duplicacion de este
gen para originar a SiFTL1 y otro que luego de dos duplicaciones dio origen a SiFTL2, SIFTL3 y
SiFTL4 (Figura 1).

Los eventos de duplicacion génica es un evento importante en la evoluciéon ya que
permite conducir a la adquisiciéon de nuevas funciones (Innan & Kondrashov, 2010). Eventos
similar han ocurridos en Arabidopsis [donde FT y TSF son paralogos (Yamaguchi, Kobayashi, &
Goto, 2005; D'Aloia, y otros, 2011)] y arroz (Hd3a, RFT1 y OsFTL1 son paralogos (lzawa,
Oikawa, & Sugiyama, 2002). En el caso del TSF, éste actla redundantemente con FT para la
promocion de la floracion aunque existe una diferencia en el patrén de expresion entre ellos
(Yamaguchi, Kobayashi, & Goto, 2005). En el caso del arroz, Hd3a induce la floracién en
condiciones de dias cortos (Kojima, Takahashi, & Kobayashi, 2002), mientras que RTF1 es
importante para la induccién de la floracion en dias largos (Komiya, Yokoi, & Shimamoto, 2009).
En sésamo se conoce que ocurrio un evento de duplicacion del genoma completo hace
aproximadamente 70 millones de afios y también varios eventos de duplicacion de genes en
tandem (Yu, y otros, 2017). Se requiere analisis adicionales para determinar el origen de los

distintos SiFTLs en sésamo.
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Tabla 2. Porcentaje de identidad entre secuencias de proteinas de FT
SIFTL1 SIFTL2 SIFTL3 SiFTL4

AtFT
SIFTL1
SIFTL2
SIFTL3

93 OSHdSE
83 RFT1
18 L OsFTLA
27 SIFTL1
SiFTL4
45 ——— SiFTL3
83 SIFTL2
AtFT
ML MTSF
ABFT
—_

0.10

Figura 1. Arbol filogenético de los homdlogos de FT en Arabidopsis, arroz y sésamo. El arbol
filogenético fue construido empleando la regiébn conservada de la secuencia proteica y el
método del vecino cercano. Las secuencias utilizadas de A. thaliana fueron: AtFT (cédigo de
locus: AT1G65480) y AtTSF (TWIN SISTER OF FT, AT4G20370); las de arroz (Oryza sativa):
OsHd3a (Heading date 3A, LOC_0s06906320), RFT1 (Rice FT1, LOC_0Os06g06300) y OsFTL1
(LOC_0s019g11940); y del sésamo: SiFTL1 (SIN_1009320), SiFTL2 (SIN_1013025), SiFTL3
(SIN_1001826) y SiFTL4 (SIN_1001827). La secuencia AtBFT (BROTHER OF FT AND TFL1,
AT5G62040) de A. thaliana se utilizé como un grupo externo. El nimero en los nodos indica el

porcentaje de confiabilidad calculada mediante la prueba de bootstrap con 1.000 repeticiones.
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4.2. Expresion relativa de genes homélogos asociados a la floracion

Primeramente se midié el tiempo de floracion para las dos variedades de sésamo bajo
condiciones de dias cortos. La variedad K3 fue la primera en florecer, con un promedio de 46
dias luego de la imbibicion y la variedad EB floreci6 a los 56 dias de la imbibicion (Tabla 3).

Tabla 3. Tiempo de floracion de las dos variedades de sésamo en dias cortos

Variedad Tiempo de floracién*  Nivel de significancia®

EB 56 + 3 dias
K3 46 + 2 dias

P =0,00022

*Dias de floracién luego de la imbibicion. Promedio + desviacion estandar

TPrueba t de dos colas

El andlisis de la expresion relativa de los genes homoélogos a FT en sésamo reveld que
el nivel de expresion del gen SiFTL1 es mayor en la variedad temprana K3 que en la variedad
tardia EB. En la variedad K3, SiFTL1 presentd una expresion alta a las 0 h (momento en que
empieza la exposicién a la luz) que se mantuvo hasta las 4 h, luego ocurrié una disminucion a
las 8 h 'y que volvid a incrementar a las 12 h (inicio de la noche), manteniéndose casi constante
durante toda la noche (Figura 2A). Por otro lado, en EB se observd un pico de expresion a las
16 h. En el caso del gen SiFTL2, el patrén de expresién fue similar entre las dos variedades:
con un pico de expresion a las 4 h del inicio de la exposicion a la luz, luego un descenso a entre
8 y 12 h y otro pico de expresion a las 16 h (Figura 2B). Se aprecié un mayor nivel de expresion
en la variedad K3 con relacion a la variedad EB, donde la diferencia fue mas pronunciada
durante el dia (entre 0 y 12 h). El gen SiFTL4 presentd un pico de expresion en ambas

variedades a las 16 h, sin una diferencia mayor en la expresion entre ellas (Figura 2C).
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Figura 2. Expresion Relativa de los genes A) SiFTL1, B) SiFTL2 y C) SiFTL4. Muestras de
hojas de las variedades EB (Azul) y K3 (Rojo) bajo exposicion a dias cortos (12 h/ 12 h).

Normalizacion realizada con respecto a EB 0 h; réplicas analiticas.
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5. Conclusiones

Mediante el analisis de expresion de estos genes se pudo correlacionar el nivel de SIFTL1
y SIFTL2 con la diferencia en el tiempo de floracion: la expresion de ambos genes es
significativamente mayor en la variedad temprana K3, principalmente durante el dia (exposicion
a la luz). En cambio, SiFTL4 no contribuy6 en la diferencia fenotipica de estas variedades. Por
lo tanto, se podria pensar que los paralogos SiFTL1 y SiFTL2 son inductores de la floracion en
sésamo. Se debe re-disefiar los cebadores para SiFTL3 y analizar su expresion en estas
variedades.

Se debe analizar también genes implicados en la regulacion de la expresion de FT para
identificar la via alterada entre K3 y EB e identificar el gen causante de la diferencia fenotipica
entre ellas. El polimorfismo en el gen causante se puede utilizar como un marcador molecular
para la mejora del tiempo de floracion del cultivo; asi acortar el tiempo y reducir los recursos

necesarios para la obtencion de las nuevas variedades.

1918 2018
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