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RESUMEN

Los genes MADS-box juegan papeles importantes durante el desarrollo en plantas,
por lo que resultan herramientas moleculares tiles para desentrafar las redes regulatorias
de la diferenciacion celular y morfogénesis vegetal. Un aspecto particularmente
interesante del desarrollo vegetal es la transicién del estado de desarrollo vegetativo al
reproductivo. En Arabidopsis esta transicion se regula por cuatro vias de induccion floral:
luz (fotoperiodo), temperatura (vernalizacién), auténomo y giberelinas (GAA). Estas rutas
convergen para regular la expresion de genes integradores que a su vez activan los genes
que determinan la identidad del meristemo de inflorescencia y los meristemos florales.

En el presente trabajo se encontré que la sobre-expresion del gen MADS-box
ALG19 acelera la transicién a la floracién y ocasiona que las flores se desarrollan de
manera aberrante, presentando caracteristicas vegetativas en las estructuras florales. En
algunos casos se diferencian inflorescencias a partir de los évulos. Los efectos son mads
drdsticos en fotoperiodo de dfas cortos. Las flores presentan alteraciones en el nimero de
organos y tricomas compuestos ectépicos en carpelos, pétalos y sépalos, y estos tltimos
llegan a tamafios mayores que los de flores silvestres. El carpelo se elonga, aumenta de
talla y se rompe para dar paso a una inflorescencia que surge del interior. También se
observaron flores con botones florales en las axilas, entre el tltimo y penultimo verticilo,
este fenotipo es similar a plantas con pérdida de funcion del gen AP1. Debido a lo anterior
se realizo una cruza de las lineas de ganancia de funcion AP1y AGLI9 esperando que en
la T1 se recuperara el fenotipo silvestre y esto ocurrié casi al 100%.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el gen AGL19 tiene una
funcién importante en la regulacion de la transicion a la floracion. Ademads, y al igual que
el gen AGL24 que ha sido identificado como un gen de floracién, la expresion constitutiva
de AGL19 altera el tiempo de floracién y causa una reversién del meristemo floral a
meristemo de inflorescencia, sugiriendo que estos dos genes MADS-box pueden ser
redundantes. Ambos genes interactian a nivel transcripcional con el gen AP1. Este dltimo
es un gen que promueve el desarrollo floral regulando de manera negativa a AGL24 y de
acuerdo a nuestros resultados también a AGL19. AGL21 también parece estar regulado
positivamente por AGL19 a nivel transcripcional durante el desarrollo de Arabidopisis. Una
posibilidad es que AGL19 podria estar formando tetrdmeros (in vivo) con AGL21, AGL24 y

SOCI. AGL21 parece ser un factor medular pues interactia con una gran gama de

proteinas.




SUMMARY
The MADS-box genes play important roles during plant development , thus they

constitute useful molecular tools to decipher the regulatory networks that underlie cell
differentiation and morphogenesis in plants. A particularly interesting aspect of plant
development is the transition of the vegetative developmental state to the reproductive
one. In Arabidopsis, this transition is regulated by four routs of floral induction: light
(photoperiod), temperature (vernalization), autonomous and gibberellins (GAA). These
pathways converge to regulate the expression of integrative genes, that in turn activate
genes that determine the identity of the meristem, of the inflorescence and of the floral
meristem. The genes responsible for floral meristem determination are LFY, AP1, CAL and
FUL.

In the present work it was found that the over-expression of the gene MADS-box
ALGI9 accelerates the transition to the flowering stage and gives rise to aberrant flowers
with vegetative attributes in the floral structures. In some cases, the inflorescences arise
from the ovuls. The effects are more drastic in photoperiod of short day. The flowers
present alterations in the number of organs and ectopic composed trichoms in carpels,
petals and sepals, and the latter grow larger than wild type flowers. The carpel breaks to
yield an inflorescence that arises from the interior. Also, flowers with floral buttons in the
axils were observed, between the last and penultimate verticillium; this phenotype is
similar to plants with loss of function of the gene AP1. Given these results, a cross of the
APT and AGL19 gain of function lines was carried out, expecting to recover the wild type
phenotype in the T1, which happened in almost 100% of the cases.

The results obtained in this study suggest that the gene AGL19 has an important
function in the regulation of the transition to the flowering stage. Besides, similarly to the
gene AGL24 that has been identifyed as a gene assosiated to flowering, the constitutive
expression of AGLI9 alters the time of flowering and causes a reversion of the floral
meristem to an inflorescence meristem, suggesting that these two MADS-box genes can be
redundant. Both genes interact at the transcriptional level with the gene AP1. The latter is
a gene that promotes the floral development by negatively regulating AGL24 and,
according to our results, also AGL19. AGL21 also seems to be positively regulated by
AGL19 at the transcriptional level during the development of Arabidopisis. One
possibility is that AGL19 could be forming tetramers (in vivo) with AGL21, AGL24 and

SOCI. AGL21 seems to be a central factor that interacts with a great range of proteins.



1. INTRODUCCION

1.1 Biologia del desarrollo

La diversidad de formas de los seres vivos es el resultado de procesos evolutivos
mediados por los procesos de desarrollo que conectan la variacion genética con aquella de

las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas (Alvarez-Buylla, 2000a).

Cambios en el desarrollo subyacen tras las diversas estructuras morfologicas
(Vergara-Silva et al., 2001). Por lo tanto, para entender como se originan las estructuras
morfolégicas y sus variantes es necesario comprender los procesos del desarrollo a nivel

molecular.

Se ha demostrado que en estos procesos de desarrollo participan los factores de
transcripcion, los cuales tienen una participacién fundamental. Estos pertenecen a diversas
familias de proteinas que se unen a secuencias cis-regulatorias del ADN activando o
reprimiendo la expresiéon de genes blanco. Estas familias presentan uno o mas dominios
conservados y con base en esto es posible agruparlas. Una de estas familias que codifican
para factores transcripcionales es la familia de los genes con caja MADS (Dobley y

Lukens, 1998; Davidson et al., 2002) .

Los genes MADS controlan distintos aspectos del desarrollo e interacttan
formando redes de regulacién génica (Alvarez-Buylla et al., 2000b; Burgeff et al., 2001b;
Burgeff, 2001a; Vergara-Silva y Alvarez Buylla., 2001; Espinosa-Soto, Padilla-Longoria &
Alvarez-Buylla 2004). Para dilucidar estas redes es necesario avanzar en el estudio de la
actividad de los genes y sus interacciones para asi conjuntar una visién integral de los

procesos de desarrollo.

La genética molecular del desarrollo ha permitido la caracterizacién de genes
involucrados en la regulacién de procesos ontogenéticos. Esto ha sido posible gracias al

uso de mutantes con defectos especificos en su desarrollo (Sheres y Wolkenfelt, 1998). El
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analisis de un gen en estos procesos se puede dar de dos maneras. La “clésica” se basa en
la identificacion de un fenotipo mutante, y en la localizacién posterior del gen
interrumpido que causa dicho cambio en el desarrollo. La “inversa” parte de la
interrupciéon o sobre-expresiéon de un gen cuya secuencia es conocida para analizar

posteriormente el fenotipo resultante

1.2 Genes MADS-BOX en plantas

Los genes de la familia MADS codifican para factores transcripcionales que son
importantes en el desarrollo de eucariontes y en particular de plantas como el sistema
experimental, Arabidopsis thaliana (Arabidopsis). Los miembros de esta familia codifican
para proteinas que comparten un dominio de unién a ADN denominado MADS. Este
dominio consta de alrededor de 60 aminoacidos (Coen y Meyerowitz, 1991). El nombre de
esta familia es un acrénimo que se debe a las iniciales de los primeros genes aislados:
MCMI de levaduras (Sacharomyces cereviseae), AG de plantas (A. thaliana), DEFA también
de plantas (Antirrhinum majus) y SRF de animales (Homo sapiens) (Yanofsky y
Meyerowitz, 1991). Las proteinas MADS (en plantas) reconocen una secuencia consenso
conocida como caja CArGT, en ella se unen a las secuencias regulatorias de los genes
blanco y regulan su expresion. Estas proteinas también pueden actuar en combinacién con
otras proteinas MADS para formar complejos homo y heterodiméricos_(Messenguy y

Dubois, 2003).

En los eucariontes esta familia se divide en dos clados principales, que son el
resultado de una duplicacién génica ancestral anterior a la divergencia de animales y
plantas (Alvarez-Buylla et al., 2000a). Uno de estos clados agrupa a los genes tipo I (SRF-
like) y el otro a los genes tipo II (MEF-like). Las proteinas MADS tipo II en plantas,
presentan una estructura modular denominada MIKC este nombre estd dado por sus

cuatro regiones caracteristicas (Figura 1).

La region M (dominio MADS) participa en la dimerizacién y unién al ADN de
genes blanco. El dominio K (Keratine like) interviene en las interacciones proteina-

proteina mediante la formacion de estructuras helicoidales, y la regién I (Intermediaria)



parece también estar relacionada con interacciones proteina-proteina. Por dltimo esta la
regién C (Carboxilo terminal), la cual es considerada como el dominio de transactivaciéon
aunque también puede ser importante en determinar la especificidad de las interacciones
entre proteinas (Reichmann and Meyerowitz, 1997; Vergara-Silva et al., 2000; Jack, 2001;
Ng y Yanofsky, 2001).

MADS I K C

ditnerizacion S
rmiltimerizacidn

Figura 1. Organizacién modular de los dominios de las proteinas MADS en plantas. La regién
denominada caja MADS de alrededor de 60 aminoacidos y la regién K (keratin-like) de unos 70
aminoacidos se encuentran unidas por la region denominada I, esta tltima estd moderadamente
conservada, al final se localiza la regién C que es mas variable entre proteinas (Jack et al., 2001 ; Ng
y Yanofsky, 2001).

AGAMOUS fue el primer gen MADS clonado en Arabidopsis por tal motivo los
genes de esta misma familia que fueron aislados posteriormente recibieron el nombre de
AGAMOUS LIKE (AGL) y con una numeracién progresiva a medida que se fueron
describiendo (Smyth, 2000; Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla 2003). Conforme han sido
caracterizados funcionalmente estos genes han sido renombrados de acuerdo a su funcién
o al fenotipo de sus alelos mutantes. Estudios evolutivos de la familia de genes MADS-
box en Arabidopsis thaliana han encontrado que los genes de esta familia se encuentran
agrupados en distintos clados monofiléticos, cuyos integrantes comparten funciones y

patrones de expresion similares (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla 2003).

La redundancia funcional parece ser muy importante entre miembros de esta
familia de genes. Dentro del modelo ABC, se encontr6é que la actividad B y C necesitan,
ademas, a los genes MADS-box SEPALLATA 1, SEPALLATA 2 y SEPALLATA 3, los cuales
son redundantes funcionalmente. El estudio aislado de cada una de estas mutantes no
arroj6 datos claros, pero, la construcciéon de una mutante triple (sepl sep2 sep 3) evidencia

la importancia de estos genes, ya que el mutante triple tiene sépalos en todos lo verticilos
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de la flor (Pelaz et al., 2000). Otro caso de redundancia funcional lo encontramos en
silicuas, donde dos genes de la familia MADS: SHATTERPROOF 1 y SHATTERPROOF 2
son funcionalmente redundantes y ambos son importantes en controlar el desarrollo de la

zona de dehiscencia de silicuas (Liljegren et al., 2000).

El papel funcional de los genes MADS se ha estudiado principalmente durante el
desarrollo floral. Estos genes son esenciales durante la morfogénesis de la flor, ya que
actian desde estadios muy tempranos de la determinaciéon de identidad de meristemos
florales y durante la especificaciéon de la identidad de primordios de 6rganos florales
(Rounsley et al., 1995). En la flor de Arabidopsis y de Antirrhinum majus el andlisis de
fenotipos mutantes de estos genes di6 como consecuencia un modelo denominado ABC
(Coen y Meyerowitz 1991). Este describe como la actividad combinatoria de cinco genes
regulan la identidad de los 6rganos florales. La activacion de genes A (APETALAIL y
APETALA?2) da como resultado la diferenciacién de sépalos, de A y B (APETALA3 y
PISTILLATA) de pétalos, de By C (AGAMOUS) de estambres y C tnicamente de carpelos.
Excluyendo a APETALA2, todos los genes ABC pertenecen a la familia multigénica
MADS-box, que tiene un papel fundamental en la formacién del plan corporal de las

plantas (Coen y Meyerowitz 1991; Bowman et al., 1993; Meyerowitz, 1994).

En el trabajo de Ambrose y colaboradores (2000) se sustenta la conservaciéon del
modelo ABC en monocotiledénes, ya que se demuestra que un gen ortélogo a los genes B
de Arabidopsis en Zea mays (maiz) mantiene la misma funciéon. También se obsevo la
expresion de genes ortologos a genes B en estructuras reproductivas masculinas y de
genes ortélogos a genes C en estructuras femeninas en gimnospermas (Winter et al., 2000).
Recientemente se ha propuesto un modelo dindmico de red que involucra a los genes ABC
y a otros genes. Esta red parece constituir un médulo de desarrollo robusto que subyace
las decisiones combinatorias predichas por el modelo ABC de manera sélida
independientemente de las condiciones iniciales y a pesar de perturbaciones cuantitativas
en las interacciones de los genes que lo componen (Espinosa-Soto, Padilla-Longoria y
Alvarez-Buylla, 2004). Por lo tanto, constituye una explicacion a la robustez del modelo
ABC y la conservaciéon del plan estructural de la gran mayoria de las flores de las

angiospermas.



El modelo ABC ha constituido una hipétesis de trabajo para poner a prueba la
conservacion de la base molecular del patron floral en las angiospermas, lo que ha
permitido un gran avance en el entendimiento de la morfogénesis floral. Es por eso que
seria deseable encontrar modelos combinatorios parecidos en otros sistemas, que
permitieran elaborar marcos conceptuales parecidos para entender el desarrollo de otras
estructuras vegetales. Es posible que exista un modelo similar en otros tejidos debido a
que: 1) analisis de la familia MADS sugieren que su evoluciéon ha involucrado una
diversificaciéon funcional rapida y simultdnea, tanto en estructuras vegetativas como
reproductivas (Alvarez-Buylla et al., 2000a; Burgueff et al., 2001b) y 2) muchos sistemas de
desarrollo se determinan por la actividad combinada de factores de transcripcién

(Theissen 1995).

1.3 Arabidopsis thaliana como sistema modelo.

Arabidopsis es una planta que se ha utilizado como sistema modelo para estudios
de genética molecular del desarrollo. Esta planta es una angiosperma, miembro de la
familia de las Brassicaceae. Al principio de su crecimiento mantiene hojas que forman
una roseta que va de 2 a 5 cm de didmetro. En medio de la roseta surge un tallo o escapo
de inflorescencia que puede alcanzar una altura de 20 a 70 cm. Las flores se forman en los
meristemos aéreos y estas miden aproximadamente 3mm de largo por Imm de ancho. El
ciclo de vida es de 6 a 8 semanas y tiene una produccioén prolifica de semillas (5000 a 6000
semillas por planta), esto permite producir varias generaciones en poco tiempo, ademas es
posible germinar y crecer a estas plantas en luz fluorescente, tanto en suelos como en
medios de cultivo estériles. Su tamafio pequefio permite crecerla en espacios
relativamente pequefios (Meyerowitz, 1989; Wilson, 2000; Weigle y Glazebrook, 2000).
Esta planta produce estructuras florales que se autofecundan, lo cual permite la obtencién
de lineas puras y la realizacién de cruzas controladas si se evita la autofecundacion. El
estudio molecular en esta planta se ha facilitado porque tiene un genoma pequeiio y

solamente 5 cromosomas, con pocas secuencias repetidas (Meyerowitz, 1994).



Arabidopsis se puede transformar genéticamente a través de la infeccion con la
bacteria Agrobacterium tumefaciens (Anderson y Wilson, 2000). Esta bacteria utiliza un
plasmido Ti que se pueden introducir al genoma de la planta (Meyerowitz, 1989). Gracias
a este método es posible alterar el genoma para obtener plantas transgénicas. De esta
manera se han realizado muchos estudios de desarrollo a nivel molecular, donde se han
descrito y caracterizado genes como los miembros de la familia MADS que estan
involucrados en el desarrollo de flores, hojas, silicuas y frutos (Rounsley et al., 1995; Gu et

al., 1998; Ng y Yanofsky 2001).

1.4 Actividad meristematica

En los animales, tanto sus 6rganos como sus formas caracteristicas se generan al
principio de su vida, durante la embriogénesis. En cambio en las plantas, la base corporal
se establece en la embriogénesis, pero la organogénesis (desarrollo de estructuras nuevas
como hojas, ramas y raices) ocurre durante toda la vida de la planta como resultado de la
actividad de los meristemos (Di Laurenzio et al., 1996, Meyerowitz, 1997). Las plantas
tienen dos tipos de meristemos apicales, el aéreo y el de raiz. Ambos estan conformados
por células indiferenciadas que a lo largo de la vida de la planta se dividen continuamente
para dar lugar a las estructuras de la parte aérea (eje aéreo, hojas, flores, botén floral, etc) y
a la raiz, que conforman el cuerpo completo de las plantas. Los meristemos son regiones
que se distinguen porque en ellos hay un centro organizador de una proliferaciéon celular
activa pero con un control del desarrollo de los 6rganos que resulta de un balance entre la
proliferacién y la diferenciacion celular (Van den Berg et al., 1995). De acuerdo a su destino

los meristemos pueden clasificarse en:

0 Indeterminados - Se encuentran activos durante toda la vida de la planta, como en

el caso de la mayoria de los meristemos apicales de raiz.



0 Determinados - Estos meristemos s6lo estan activos durante un corto periodo de
tiempo como es el caso de los que dan lugar a las hojas y a las flores (Srivastava,

2002)

Aun se desconocen los procesos que rigen la iniciacion y el establecimiento del
patrén radial durante la embriogénesis. Sin embargo en el desarrollo post-embrionario
con andlisis clénales y experimentos de eliminacién celular se han demostrado que el
destino de una célula se rige, en contraste con lo que ocurre en animales, por mecanismos
de sefializacién posicional y no por su pertenencia a un linaje celular dado. De esta forma
el destino final de una célula del meristemo puede modificarse si ésta es desplazada hacia
una nueva posicion. (Scheres et al., 1994; Van den Berg et al., 1995; Scheres, 1996 ; Scheres
y Wolkenfelt, 1998). Con base en estos estudios de eliminacién celular se sugiere que hay
un mecanismo de sefializacién que proviene de las células ya diferenciadas que determina
el tipo celular durante el desarrollo de la raiz. Ademadas existe un mecanismo de
sefializacion de corto alcance que parte del centro quiescente y que mantiene el status de
células “madre” de las células del promeristemo de la raiz (Ban den Berg et al., 1997;
Scheres et al., 1999). Es probable que los genes MADS-box sean parte de estos mecanismos
de sefializacion, pues los patrones de expresion de estos genes en raiz sugieren, que
podrian ser parte de mecanismos de sefializacién que parten de los tejidos diferenciados.
Este tipo de funcién podria ser cumplida por genes MADS en el desarrollo del véastago

aéreo.

1.5 Organizacion de la raiz de Arabidopsis thaliana.

La raiz primaria se forma a partir de planos de divisién constantes en el desarrollo
embrionario, donde se forman dos células, una basal y otra apical. La primera da lugar al
centro quiescente y la region de la columela, la segunda da origen a parte del meristemo

de la radicula que es el cuerpo de la raiz (Hamann, 1999 ; Scheres et al., 1994).



En el desarrollo post-embrionario de la raiz se puede dividir a lo largo de su eje
longitudinal en tres zonas. La zona meristematica que es en donde se da la division
celular. La zona de elongacién que como su nombre lo indica es en donde las células
contintian su crecimiento y dejan de dividirse y la zona de diferenciacion que es donde se
encuentra el tejido maduro y las células dejan de crecer, ademas se caracteriza por ser el
lugar donde se producen los pelos radiculares y las raices laterales. (Dolan 1993; Leyser y

Day 2003).

Células epidérmicas
con pelo

Calulas epidermicas
sin pelo

Hl Certro auisscente
Iniciales del cortex

e hijaz
B Cortex y
endodermis

MM Epidermis
[ Capa lateral
Columels
[ Estele

Figura 2 . Estructura de la raiz de Arabidopsis. En la figura A (modificadas de Mendoza y Alvarez-
Buylla, 2000) se muestra un corte transversal de la raiz de Arabidopsis. Figura B (modificada de Van
den Berg et al., 1998) distribucion de las capas celulares que conforman la raiz.

La raiz de Arabidopsis tiene una estructura claramente “organizada”, por lo que al
verla en un corte transversal (Figura 2) es facil distinguir los tipos celulares que forman

anillos concéntricos.



La epidermis de la raiz consta de filas alternadas de dos tipos celulares: tricoblastos y
atricoblastos, los primeros daran origen a células con pelo y los segundos a células sin
pelo. El cortex, es importante para la determinacién de identidad de tricoblastos y
atricoblastos ya que, si una célula epidérmica dentro del meristemo esta adyacente a una
sola célula del cortex serd nombrada atricoblasto, mientras que si esta célula colinda con
dos células corticales sera denominada tricoblasto. Al centro de la raiz se encuentra el
cilintro central que cuenta con una capa (llamada periciclo) que lo rodea. El cilindro
central estd conformado por los tejidos del xilema y el floema y tejidos acompafiantes

(Dolan et al., 1993; Scheres et al., 1994; Dolan y Okada, 1999).

La organizacion de la raiz esta bien estudiada a nivel celular y se han analizado los
patrones de cada tejido que la conforman, por lo que cambios fenotipicos producidos por
mutantes pueden ser caracterizados a nivel celular. Esto ha sido mas dificil en el vastago

aéreo en donde la estructura celular es méds complicada.

1.6 Caracteristicas de la fase vegetativa y reproductiva de Arabidopsis

thaliana

Las fases vegetativa y reproductiva de Arabidopsis estan separadas temporalmente.
La fase vegetativa se caracteriza por la producciéon de hojas de roseta y hojas caulinas
dispuestas en filotaxia espiral, con pequefios internodos entre hojas sucesivas (Bowman,
1994). Ambos tipos de hojas presentan tricomas compuestos en la superficie abaxial y
adaxial. La transicién de estadio vegetativo a reproductivo esta controlado por factores
tanto end6genos como ambientales que determinan el momento en el cual el meristemo
apical que produce hojas en la fase vegetativa cambia a meristemo de inflorescencia en la
fase reproductiva. La transicion floral ocurre cuando el meristemo cambia de
indeterminado (meristémo de inflorescencia) a determinado (meristemo floral). Los
primordios florales se inician uno a cada costado del meristemo vegetativo apical y se

desarrollan después los 6rganos florales en cada uno (Simpson et al., 1999).
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Figura 3. Organizacion de los verticilos florales. En las plantas de tipo silvestre de Arabidopsis
thaliana se conserva esta organizacién que rodea a los dos carpelos fusionados.

Las flores maduras de Arabidopsis tienen una estructura simple tipica de las
Brassicaceae (Figura 3). Las flores tienen un caliz con cuatro sépalos y una corola con
cuatro pétalos, los cuales tienen una posicién alternada en el interior de la flor con respecto
a los sépalos. Estos ultimos al igual que las hojas presentan tricomas pero estos son
sencillos y sélo se localizan en la superficie adaxial. Los estambres se localizan rodeando al
gineceo, el cual se localiza en el centro de la flor y estd compuesto por dos carpelos

(Bowman 1994).

Cada uno de los cuatro tipos de 6rganos florales (sépalos, pétalos, estambres y
carpelos) de Arabidopsis tienen caracteristicas morfoldgicas distintivas en la epidermis,
como el tamafio de las células, la forma y la textura. Los pétalos tienen un color blanco
debido a altas magnificaciones céricas las cuales cubren las superficies abaxiales y
adaxiales, la cuticula gruesa de las células sobre la superficie adaxial esta organizada a lo
largo de ejes conicos de las células. Ambas superficies en el pétalo no presentan estomas.
La superficie de los sépalos maduros tiene a lo largo de su epidermis diversos tipos
celulares, este presenta células con formas irregulares las cuales tienen diferentes
tamarios, pueden ser chicas 6 alargadas, células guarda y estomas. Las anteras tienen una
epidermis con células rugosas con formas irregulares pero con un tamafio uniforme. El
gineceo presenta en la parte superior papilas estigmaticas, células largas, estomas en el

estilo y pequefias células epidérmicas en las dos valvas del ovario (Bowman 1994)
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1.7 Mecanismos involucrados en la regulacion del tiempo de

floracion en Arabidopsis thaliana

La determinacién del tiempo de floracion depende del establecimiento de
interacciones a diferentes niveles que implican desde el control del ciclo celular, la
organizaciéon y actividad del meristemo, la diferenciacion celular, hasta una serie de

sefiales enddgenas y exdgenas (Parcy 2005).

En la transicion del crecimiento vegetativo al desarrollo reproductivo de
Arabidopsis thaliana se conocen cuatro vias principales de sefializacién que inducen la
floracion: respuesta al acido giberélico, auténoma, vernalizaciéon y fotoperiédo. Las dos
ultimas son dependientes de las condiciones externas (Mockler et al., 2004; Komeda 2004).
Estos caminos convergen para regular la expresién de pequefios grupos de genes criticos
para la iniciacién a la floracién en diferentes caminos de transduccién de sefiales que
pueden interactuar para guiar el tiempo de floracién. La accién de esta sefializacion resulta
en la alteraciéon de la expresiéon de genes por mecanismos que incluye la regulacion
transcripcional (Mockler et al., 2004). Creemos que los genes MADS-box son parte crucial
de un médulo de desarrollo o red de interacciones genéticas que subyace tras la transiciéon
del estado vegetativo al reproductivo. Este médulo podria actuar como integrador de las
distintas vias que responden a los estimulos externos e internos que activan dicha

transicion.

0 Giberelinas: Se sabe que las giberelinas biolégicamente activas promueven diversos
procesos que incluyen: la expansién de la hoja, elongacion del tallo, iniciacién
floral, desarrollo de los 6rganos florales, germinacion de las semillas y desarrollo
de frutos (Davies, 1995). Las giberelinas interacttan con otras hormonas para
regular diferentes proceso de desarrollo (Fu y Harberd, 2003). Se ha visto que los
genes homedticos son blanco de las giberelinas durante el desarrollo floral. La base
molecular de la respuesta a giberelinas a la floracién se ha estudiado por medio del
aislamiento de genes que se inducen o reprimen en mutantes insensibles a
giberelinas. Los genes homeodticos florales son blanco de las giberelinas durante el

desarrollo floral, ejemplo de esto son la mutantes de los genes AP3 (APETALA3), PI
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(PISTILLATA), AG (AGAMOUS) (Yu et al, 2004). SOC1 (SUPPRESSOR OF
CONSTANS OVEREXPRESSION) y LFY (LEAFY) (Puterill et al., 2004)

Vernalizacién: En este proceso se da una aceleracion en el tiempo de floraciéon en
respuesta a periodos prolongados a bajas temperatura. La vernalizacién es
equivalente al proceso que ocurre a las plantas durante el invierno donde por
semanas se ven sometidas a temperaturas bajas. La base molecular de la
vernalizacion, se ha explorado a través de el aislamiento de mutantes que muestran
defectos en la respuesta a la vernalizacion (Boss et al., 2004; Amasino 2005; Yu et

al., 2004).

Fotoperiodo: Se refiere a la duracién del dia. El fotoperiodo es un factor ambiental
que afecta el tiempo de floraciéon debido a que las plantas florecen mas rapido en
dias largos que en dias cortos y la sefal primordial involucrada en esta respuesta

es la luz (Michaels et al., 2005; Halliday et al., 2003).

Auténoma: Es independiente de los factores ambientales (Michaels y Amasino
1999). El gen FLC es el actor que se encuentra arriba de la cascada de regulacion de
la via auténoma y también este es el punto de convergencia del camino auténomo
y de la vernalizacién (Parcy 2005). Este ejemplo indica como suceden multiples
interacciones interdependientes que forman una red de conexiones entre las
diferentes vias, a través de la cual se dan diversas respuestas cuantitativas

integradas (Mendoza et al ., 1999).

Los anélisis genéticos de un gran nimero de mutantes del tiempo de floracién han

modelado la descripcién de una red integrada de caminos que controlan la transicion a la

floracion. La actividad de expresiéon de algunos genes que causan la transiciéon a la

floracién (por diferentes caminos y diferentes inducciones con otros genes) han sido
llamados “integradores de rutas florales” e incluyen a FT (FLOWERING LOCUS T), SOC1
(SUPRESOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS) y LFY (LEAFY) (Boss et al., 2004).

En la actualidad el anélisis de mutantes dobles muestran que estos tres integradores

tienen funciones independientes parcialmente que determinan el tiempo y la iniciacién de
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la floracién. Anélisis de expresiéon muestran que FT regula la expresiéon de SOC1, y SOC1 a

su vez regula la expresiéon de LFY (Moon et al., 2005).

Se han identificado un set de genes denominados “Floral Meristem Identity”
(FMI). Estos genes de identidad del meristemo floral promueven el establecimiento y
mantenimiento de la identidad del meristemo floral. Sin su actividad el meristemo floral
se desarrolla con inflorescencias aberrantes. Este grupo de genes incluyen a LEAFY (LFY),
APETALA1 (AP1) y CAULIFLOWER (CAL) (Yu et al., 2004 and Parcy 2005). Estos genes
promueven el desarrollo floral regulando positivamente algunos genes que activan el
desarrollo de la floracién, pero también pueden dar esta regulacién de manera negativa,
como es el caso de AGL24, el cual es un blanco de la represiéon transcripcional de LFY' y
AP1. AGL24 es un gen que promueve el destino del meristemo de inflorescencia. Su
expresion ectopica tiene una regulacion central en la identidad meristematica de flor ya
que este gen causa una reversiéon del meristemo floral al meristemo de inflorescencia (Yu

et al., 2004).
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2. ANTECEDENTES

Los miembros de la familia MADS-box hasta ahora caracterizados funcionalmente
nos muestran como juegan papeles importantes en el desarrollo de plantas. Los esfuerzos
dirigidos a identificar a los distintos miembros de esta familia génica llevaron al

descubrimiento de genes MADS con expresioén fuera de los tejidos florales.

Hasta ahora se ha visto que el sitio de expresion de ARNm esta correlacionado con
el sitio en donde la funcién del gen es importante (Rounsley et al., 1995; Zhang y Forde,
1998; Alvarez-Buylla, 2000b; Zhang y Forde 2000, Burgeff et al., 2001b). Por lo tanto, como
un primer paso para explorar la funcion de genes MADS-box en el desarrollo, se
analizaron (En el laboratorio de Genética Molecular Evolucién y Desarrollo en plantas,
Instituto de Ecologia. UNAM) los patrones de expresiéon de ARNm de un conjunto de
genes de esta familia que se expresan preferencialmente en tejidos vegetativos, en
particular en la raiz de Arabidopsis. Para esto se realizaron analisis de hibridacion in situ
(figura 4) de raiz para los genes, AGL19 (Alvarez-Buylla et al., 2000b), AGL17 , AGL12,
AGL21 (Burgeff et al., 2001b) AGL 14 y ANR1 (Datos atin no publicados de Alvarez-Buylla).

El gen AGL19, se localiza en el cromosoma IV de Arabidopsis y codifica para una
proteina de 219 aminoacidos. Forma parte del clado conformado por AGL14, AGL42,
AGL71, AGL72 y AGL20 (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla 2003). Comparte poco mas del
70% de similitud en secuencia de aminoacidos de la region MIK con AGL14. , que parece
ser su gen hermano con el cual comparte dentro del genoma de Arabidopsis el gen ancestral

mas cercano.

La expresion de AGLI19 se localiza en la columela, la cofia lateral y las células
epidérmicas de la region del meristemo tanto de las raices laterales como de la raiz
primaria. En las regiones de la raiz diferenciada la expresion se observé en el cilindro

central pero no en las células de la endodermis, cortex y epidermis (Alvarez-Buylla et al.,
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2000b). Ademas de estos experimentos in situ, también se realizaron RT-PCR’s para
determinar el sitio de expresion de algunos genes MADS. Se encontré que AGL19 ademas
de tener una fuerte expresion en raiz también la tiene en otros érganos de la planta (figura
4). Los genes AGL21, ANR1, AGL17, AGL16, AGL14, AGL19 y AGL42, a pesar de
expresarse en otros drganos mantienen una expresion preferencial en raiz (Blanco-Jarvio

2004).
AGLI12 AGL17 AGL19 AGL21

Primordio de la
raiz lateral

Figura 4. Esquema de los patrones de expresion los genes AGL12, AGL17, AGL19 y AGL21, en
meristemo apical y primordio de la raiz lateral de Arabidopsis (modificado de Burgeff 2001a).

El analisis individual de cada uno de los miembros de la familia MADS es
importante para posteriormente hacer una integracion de la funcién de estos genes en el
desarrollo de Arabidopsis. Con el objetivo de analizar la funcién del gen AGL19 en el
laboratorio de Genética Molecular, Evolucién y Desarrollo en plantas (Instituto de
Ecologia, UNAM) se hicieron construcciones de la secuencia del ADNc de AGL19 unido a
un casette que lleva dos copias del promotor 35S (promotor del virus del mosaico de la
coliflor). Con esta construccion denominada pRT153 se transformé la cepa AGLO de
Agrobacterium tumefaciens, para posteriormente trasformar plantas silvestres de Arabidopsis
ecotipo Columbia, empleando la técnica de infiltraciéon con A. tumefaciens. Este vector
posee una secuencia de resitencia a kanamicina que permite la seleccion mediante este
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antibidtico, durante el desarrollo experimental se seleccionaron 3 lineas homocigotas
independientes. Estas lineas fueron denominadas como 355::AGL19.1, 355::AGL19.2 y
355::AGL19.3.

Estudios recientes de dos lineas de pérdida de funcion de AGL19 mostraron que la
raiz presenta alteraciones en la organizacion de las capas que conforman la columela ,
ademas de tener una longitud significativamente menor de la zona de elongacién y de la
zona de crecimiento con respecto al tipo silvestre (datos no publicados). Los fenotipos del
vastago aéreo y de las flores de estas lineas no son muy aparentes aunque parece estar

involucrado en el control de la transicién a la floracion.

Flor B.F. Silicuas HR. H.C. Raiz C--

Ubiquitina  qu < < D i

— — AGL21

------ ANR 1

“+ N o

Figura 5. Patron de expresion de ARNm de genes MADS-box de los clados de SOC1 y ANR1 en
diferentes tejidos de Arabidopsis mediante RT-PCR. Amplificacion de ADNc en diferentes
organos de la planta de los genes AGL21, ANR1, AGL17, AGL16, SOC1, AGL14, AGL19 y AGL42.
Muestras de izquierda a derecha de Flor, Boton Floral, Silicuas, Hoja de Roseta, Hoja Caulina, Raiz
y el control negativo que contiene agua en lugar de ADNec.

En estudios de dos hibridos se vieron las interacciones proteicas de los genes

MADS. La proteina del gen AGL19 interacttia con las proteinas de los genes AGL20 y

AGL21 (de Folter et al., 2005), estos datos son importantes ya que nos arrojan evidencias
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sobre los dimeros o heterodimeros funcionales que pueden estar ocurriendo “in vivo” en la
planta. Sin embargo no se debe descartar la posible interaccion de estas proteinas en
tetrameros, ya que se sabe que son este tipo de uniones de proteinas MADS las que
determinan la identidad de los 6rganos florales (Jack 2001). En estudios anteriores por
Northern blot se encontré6 que AGL21 se expresa de manera ectépica en plantas

355::AGL19 (Datos no publicados).

En esta tesis nos centramos en el analisis funcional de AGL19 en el desarrollo del
vastago aéreo y sus posibles interacciones con otros genes de la misma familia con los que
puede interactuar este gen. El papel de este durante el desarrollo de raiz se esta analizando

como parte del trabajo doctoral de otro estudiante del laboratorio.
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3. OBJETIVOS
Generales:
e Estudiar la funciéon del gen AGL19 en Arabidopsis asi como su relacion

funcional con otros genes MADS.

Particulares:

e Analizar el fenotipo de sobre-expresion de AGLI19 en tres lineas

independientes en fotoperiodo de dias cortos.

e Determinar si el fenotipo de estas lineas de sobre-expresién se mantiene en
fotoperiodo de dias largos y seleccionar una linea para los andlisis de

transicion a la floracién.

e Andlisis de la interaccién de AGL19 con otros genes.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Analisis del fenotipo en tres lineas independientes de ganancia de

funcion en fotoperiédo de dia corto.

4.1.1 Anadlisis del fenotipo de la flor en fotoperiodo de dia corto.

Se sembraron en suelo (medio metro-mix 200) semillas de las tres lineas de
ganancia de funcién de AGL19, después fueron colocadas en un cuarto de crecimiento con
fotoperiodo de dias cortos (8 horas de luz y 16 horas de oscuridad) a una temperatura
constante de 21°C. Cuando las flores abrieron se colectaron para tomar las fotografias en
un microscopio estereoscopico (OLYMPUS SZ-PT). Para conocer con mas detalle las
alteraciones en las células de los érganos florales de estas plantas también se realizaron
fotografias con microscopia electrénica de barrido (Trabajo realizado con Silvia Espinoza,
Laboratorio de microscopia electrénica de barrido en la Facultad de Ciencias, UNAM). La
colecta (flores y botones florales) se fij6 en FAA y se deshidraté (cuando las muestras
estuvieron en alcohol al 70% se disectaron) hasta alcohol absoluto, el cual posteriormente
fue sustituido por CO2 con un desecador de punto critico (BAL-TEC CPD030), Una vez
realizado lo anterior las muestras fueron montadas y sometidas a bafio de oro mediante
una ionizadora (Densovacuum. Desk 11). Finalmente se tomaron fotografias a diferentes

aumentoscon un microscépio electrénico de barrido (JEONE JSM-5310 LV).

4.1.2 Analisis de la transicién a la floracién en fotoperiodo de dia

corto.

Se esterilizaron, vernalizaron y sembraron (ver protocolo en el anexo) 35 semillas
de las lineas transgénicas 355::AGL19.1, 355::AGL19.2, 355::AGL19.3 y el tipo silvestre (wt)
en suelo (metro-mix 200). Estas semillas fueron colocadas en una camara de crecimiento
con temperatura constante de 21°C con fotoperiodo de dias cortos (8 horas de luz y 16

horas de oscuridad).
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Para hacer el analisis de la transicién a la floracién se hicieron tres tipos de anélisis,
1) se registro el dia en el cual el escapo de las plantas llegd a 1cm de longitud (tiempo de
emergencia del escapo, 2) en ese mismo dia se contaron el niimero de hojas de roseta que
tenia la planta y 3) se registro el dia en el cual abri6 la primer flor. Con estos datos se
hicieron comparaciones entre las plantas transgénicas y las silvestres. Se graficaron los

promedios en el programa Sigma plot version 5.0.

4.2 Analisis del fenotipo de la sobre-expresion de AGL19 en
fotoperiodo de dia largo.

4.2.1 Analisis del fenotipo de la flor en fotoperiodo de dia

largo.

4.2.2 Anadlisis de la transicion a la floracién en fotoperiodo de

dia largo.

Estos dos dltimos puntos siguieron el mismo procedimiento de los puntos 4.1.1 y
4.1.2, lo tnico que se vario fue el fotoperiodo que para esta parte fue de 16 horas de luz y 8

horas de oscuridad.

4.3 Interaccion de AGL19 con otros genes.

4.3.1 Interacciéon de AGL21 en plantas 35S5::AGL19.

Se esterilizaron y vernalizaron (ver protocolo en el anexo) semillas de plantas
silvestres de Arabidopsis, posteriormente se sembraron en medio de cultivo sélido (MS) y
se crecieron en fotoperiodo de dias largos (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) con una
temperatura de 21°C. A los 16 dias de edad se colect6 tejido de la parte aérea y se extrajo

ARN total utilizando el reactivo TRIZOL (ver protocolo en el anexo).
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Posteriormente se utiliz6 la técnica de RT-PCR (ver anexo), la cual consiste en
sintetizar ADNc a partir de ARNm mediante la enzima “reverso transcriptasa” (RT) y un
cebador (oligonucleétido) que se une a la cola polyA caracteristica del ARNm en
eucariontes. Una vez que el ADNc esta sintetizado se realiza un PCR (Reaccién en cadena
de la polimerasa) y se amplifica el gen de interés, con oligonucleétidos especificos. Como
control de ARN se utilizaron oligos para amplificar Tubulina (ver secuencias y programas

de PCR en el anexo).

4.3.2 Hibridacioén in situ de AGL21 en plantas 355::AGL19

Esta parte experimental de la hibridaciéon in situ no la realice completa, a
continuaciéon se especifica mi trabajo. Se disefaron oligonucledtidos especificos para
AGL21, posteriormente se hizo un alineamiento (en la pagina de internet

http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST/) para corroborar que el fragmento amplificado a

partir de estos oligonucleétidos sélo se unia a AGL21 (ver oligonucle6tidos OINSITU21F
y OEAB167 en anexo).

Se sembraron en suelo (medio metro-mix 200) semillas de 355:AG19.2 y wt, estas
fueron colocadas en un cuarto de crecimiento con fotoperiédo de dias cortos. Cuando
emergio el escapo se colecté material y se fij6 en FAA, posteriormente se deshidrat6 hasta
alcohol al 100%, cuando las muestras se encontraban en alcohol absoluto se empezé a
sustituir este con Xileno hasta llegar al 100% de concentracién (a partir de esta parte el
trabajo experimental fue terminado por R. Pérez-Ruiz), finalmente esta dltima substancia
se sustituyo por paraplast. Estas muestras se montaron y cortaron (en microtomo).
Posteriormente se hizo la hibridacién con una sonda de AGL21 marcada con digoxigenina

para ver si se tenia sefial de la expresion de AGL21.
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4.3.3 Cruza de las lineas de sobre-expresion de AGL19 y AP1

Se realiz6 una cruza de 355::AGL19.2 y 355::AP1, usando como planta receptora del
polen a la linea de sobre-expresiéon de AGL19, debido a que se encontraba en mejores
condiciones. Se abrieron tres flores de la linea 355::AGL19.2 y se quitaron las anteras
(estructuras donde se almacena el pélen) para evitar que la planta se autofecundara. Se
hicieron revisiones periédicas y cuando las papilas estigméticas estuvieran receptivas se
polinizé con polen de flores 355::AP1. Se dej6 que la flor madurara hasta formar las
silicuas (vainas donde se encuentran las semillas), una vez secas se colecté la semilla
(generacion T1, donde todas las semillas son heterocigotas) la cual fue sembrada en suelo
(Metro mix 200) y se crecieron en fotoperiodo de dias cortos (8 horas de luz y 16 horas de

oscuridad) con una temperatura de 21°C.
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5. RESULTADOS

5.1 Analisis del fenotipo en tres lineas independientes de ganancia de

funcién en fotoperiédo de dia corto.

5.1.1 Anadlisis del fenotipo de la flor en fotoperiodo de dia corto.

Las flores de las lineas de sobre-expresién muestran un fenotipo aberrante, el cual es
notable a simple vista. En la figura 6 se muestra el tallo principal (a y b) del tipo silvestre y
de la linea 355::AGL19.2, haciendo un acercamiento (figura 6 c) se observa que en las flores
el tallo se elonga por debajo del carpelo, llevandolo por encima de los sépalos, pétalos y
estambres (figura 7a, b, c y f). Esta caracteristica fue constante en todas las flores revisadas

de las lineas 355::AGL19.1y 355::AGL19.2 .

Las flores de las tres lineas de sobre-expresiéon muestran diversas alteraciones, en
algunas se observa un mayor ntiimero de sépalos y estambres (figura 17 a y c) y en otras se
puede apreciar la ausencia de pétalos (figura a, b, ¢, d y f). Se observaron un gran namero
de plantas con botones florales en las axilas, entre el dltimo y pentltimo verticilo. Este
fenotipo es similar a plantas con pérdida de funcién del gen APETALA 1 (AP1) (Ferrario
et al., 2004).

Figura 6. Comparacion de flores de las lineas de sobre-expresion y wt. a) tipo silvestre, b) tallo
principal de la linea 355::AGL19.2 y c) acercamiento de una flor de la planta b.
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Figura 7. Variedad de fenotipos en las lineas 355:AGL19.1 y 35S:AGL19.2. a), b) y e) 35
355::AGL19.1. d), ¢) y f) 355::AGL19.2.

En todos los casos de flores revisadas de las lineas 355::AGL19.1 y 355::AGL19.2 se
encontré que los carpelos se hacen mas redonditos y se abultan (figura 7 a, b, c y f), esto se

debe a que dentro se desarrolla una “inflorescencia” (figura 8).

Figura 8. Serie de desarrollo de un carpelo de linea 35S5:AGL19.2. El carpelo se abre y
posteriormente surgen flores.
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Figura 9. Desarrollo en el interior del carpelo de las lineas 35S::AGL19.1 y 355::AGL19.2. a) y b)
355:AGL19.1. c), d) y e) 355::AGL19.2. Los 6vulos se indican con asteriscos rojos y las papilas
estigmaticas con flechas rosas. La imagen e) es un aumento de la imagen c).

Dentro de estos carpelos deformes se observan 6vulos normales (figura 9 a y b), sin
embargo como se puede apreciar en la figura 9c también se ven 6rganos parecidos a
sépalos, la imagen 9e muestra un acercamiento a estas células con identidad célular de

sépalos. Las fotos 9 a, b, ¢ y d presentan células con identidad de papilas estigmaéticas.

La linea 355::AGL19.3 muestra un fenotipo similar al de las lineas 355::AGL19.1 y
355::AGL19.2, sin embargo el fenotipo es mds drastico. Durante el desarrollo de estas
plantas se observan aglomeraciones de estructuras parecidas a flores (figura 10 b, d y d)
las cuales tienen un desarreglo de los verticilos en su interior, se pueden observar algunas
veces anteras y pétalos, sin embargo en todas las inflorescencias revisadas no se encontrd
carpelo sino hasta la siguiente generaciéon de las flores que emergen de estas primeras

(figura 10 e).
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Figura 10. Desarrollo de plantas 355::AGL19.3. a) fenotipo del wt, b) inflorescencia, con la flecha
azul se indican los sépalos35S::AGL19.1 c) y d) acercamiento de las flores de la imagen b, los sépalos
estan marcados con la flecha azul y con la flecha roja se indican los sépalos de una nueva flor. e)
planta madura, la flecha verde indica el centro de donde surgen las estructuras.

5.1.2 Analisis de la transicién a la floracién en fotoperiodo

de dia corto.

En el andlisis de transicion a la floracién se observaron que las diferencias entre las
lineas de sobre-expresion y el tipo silvestre. La plantas transgénicas muestran una
aceleracion significativa en el tiempo de floracién. Las plantas del tipo silvestre florecen 20

dias mas tarde que las lineas de sobre-expresion (figura 11).
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Figura 11. Tiempo de emergencia del escapo de la inflorescencia en plantas de las lineas de
sobre-expresién y wt . Las barras sobre cada promedio representan un limite de confianza del 95%,
n=35.
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Figura 12. Comparacién del nimero de hojas de roseta entre las lineas de sobre-expresion y wt
al momento de emergencia del escapo. Se registré el ntimero de hojas el dia en el que el tallo floral
tenfa 1 cm de longitud. Las barras sobre cada promedio representan un limite de confianza del 95%,
n=35.
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Las graficas del nimero de hojas de roseta (figura 12) y tiempo a la produccién de
la primera flor (figura 13) coinciden con el fenotipo de tiempo de produccion del escapo e
inclusive en estas se ve que la linea 355::AGL19.3 mantiene un fenotipo (ligeramente) més
temprano en la floracién. El tiempo que tarda el tipo silvestre en que abra la primera flor
en comparacion con el fenotipo de sobre-expresion es sumamente dréstico, ya que esta
diferencia es de mas de 40 dias (figura 13), lo cual resalta a simple vista la aceleracion del

tiempo de floracién que tienen estas plantas transgénicas.
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Figura 13. Comparacién del tiempo de floracion de las lineas de sobre-expresion y wt. Se registré
el dia en el que abrié el primer botén floral de las plantas. Las barras sobre cada promedio
representan un limite de confianza del 95%, n =35. La imagen de la izquierda muestra al wty a la
linea 355::AGL19.3 después de 85 dias a partir de la siembra.
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5.2 Anadlisis del fenotipo de la sobre-expresion de AGL19 en

fotoperiodo de dia largo.

5.2.1 Analisis del fenotipo de la flor en fotoperiodo de dia

largo.

Se crecieron plantas de las tres lineas de ganancia de funcion de AGLI9 en
fotoperiodo de dia largo y se observo que las flores tienen alteraciones menos drastico que

el fotoperiodo de dias cortos, sin embargo las tres lineas mantienen el mismo fenotipo

(figura 14). Para los analisis posteriores se utiliz6 la linea 355::AGL19.2.

Figura 14. Fenotipo de las lineas de ganancia de funcién de AGL19 en fotoperiodo de dias largos.
De izquierda a derecha son las lineas: 355::AGL19.1, 355::AGL19.2 y 355::AGL19.3.

La linea de sobre-expresion de AGL19 (355::AGL19.2) mostré un fenotipo aberrante
en todo el proceso de desarrollo de la flor (figura 15 y 16), los sépalos de los botones
florales tienen tricomas compuestos en la superficie abaxial, mientras que el tipos silvestre
s6lo presenta tricomas simples. También se observa que los botones florales abren desde
etapas tempranas, esto puede ser debido en gran medida a que el carpelo se desarrolla y
crece mas en comparaciéon con los demds organos (figura 16). En todas las etapas de
desarrollo los botones florales de la linea de ganancia de funcién de AGL19 tienen una talla
mayor que el tipo silvestre (figura 16), finalmente la flor alcanza un tamafio claramente

superior (figura 17).

29



188Kkm

Figura 15. Comparaciéon de botones florales. Fotos tomadas con Microscopia Electrénica de
Barrido a la misma escala. Izquierda wt, derecha 355::AGL19.2

Figura 16. Comparacion del desarrollo de la flor. Arriba wt y abajo 355::AGL19.2.

Los sépalos de la linea de sobre-expresion tienen a diferencia del tipo silvestre
tricomas compuestos tanto en la superficie adaxial como en la abaxial (figura 17 y 18).

Este altimo s6lo presenta tricomas simples en la superficie abaxial del sépalo.
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Figura 17. Comparacion de los fenotipos florales. Izquierda wt, derecha 355::AGL19.2

15kY X3ISe Serm ©O0G006 Serkm -68009:9

Figura 18. Comparacion de superficies abaxiales en sépalos 355:AGL19.2 (derecha) y wt
(izquierda).

Estos resultados sugieren que el gen MADS-box AGL19 es un importante regulador
de la identidad celular, esto debido a que la identidad de las células del sépalo obedecen

mas a células de hoja.

La linea de sobre-expresiéon de AGLI19 también presenta malformaciones en los
carpelos y el estigma. Se observé que estas plantas presentan uno o mads tricomas

compuestos sobre el carpelo, ademas el arreglo de las células del estigma no es
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diferenciado, no se ve separada la zona de los carpelos con la del estigma lo cual no sucede

en una planta de tipo silvestre (figura 19) .

Figura 19. Comparacién de los carpelos de 355::AGL19.2 y wt. Izquierda flor wt disectada, derecha
linea 355::AGL19.2, la imagen superior muestra el estigma y la inferior un tricoma compuesto en el
carpelo. Las flechas blancas indican la zona donde terminan los carpelos e inicia el estigma.

Las lineas de ganancia de funcion de AGLI19 tienen una clara alteraciéon en el
desarrollo de la flor. Uno de los aspectos mas notables de esta alteraciéon es la reversion

parcial del meristemo floral al meristemo de inflorescencia.
Los fenotipos de flor de lineas de sobre-expresiéon de AGL19 analizados en

fotoperiodo de dia corto y largo tienen una gran semejanza a las plantas de ganancia de

funcion de AGL24 y alas de pérdida de funcién de AP1 (figura 20 y 7f).
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Figura 20. Comparacion de flores 355::AGL19.2 y la mutante de AP1. La figura superior izquierda
es la linea de pérdida de funcién de AP1 (modificada de Ferrario et al., 2004), Microscopia
electrénica de barrido de la linea de ganancia de funcion de AGLI19.

5.2.2 Analisis de la transicion a la floracion.

La linea de sobre-expresion de AGL19 mantiene al igual que en fotoperiodo de dia
corto una aceleracion significativa del tiempo de floracion. Los resultados indican que esta

linea florece 15 dias antes que la planta silvestres (figura 21).
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Figura 21. Tiempo de emergencia del escapo de la inflorescencia en plantas de la linea de sobre-
expresion 355:AGL19.2 y wt . Las barras sobre cada promedio representan un limite de confianza
del 95%.

Los fenotipos de ntimero de hojas de roseta (figura 22) y tiempo a la produccion de
la primera flor (figura 23) coinciden con el fenotipo de tiempo de produccién del escapo.
En todos los casos, la linea de sobre-expresiéon de AGL19.2 adelanta la transicién a la

floraciéon con respecto a wt y acorta la fase vegetativa (floracion temprana).
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Figura 22. Comparacion del namero de hojas de roseta entre la linea de sobre-expresion
355::AGL19.2 y wt al momento de emergencia del escapo. Se registro el dia en el que el tallo floral
tenfa 1 cm de longitud. Las barras sobre cada promedio representan un limite de confianza del 95%.
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Figura 23. Comparacion del tiempo de floracion de la linea de sobre-expresion 355::AGL19 y wt.
Se registr6 el dia en el que abri6 el primer botén floral de las plantas. Las barras sobre cada
promedio representan un limite de confianza del 95%.

Estos resultados indican que el gen AGL19 esta involucrado en determinar el

tiempo de floracién.
35



5.3 Interaccion de AGL19 con otros genes.
5.3.1 Interaccién de AGL21 en plantas 355::AGL19.

Debido a que se sabe que la proteina del gen AGL19 interacttia con la proteina del
gen AGL21 (de Folter et al., 2005), se analiz6 la expresion de este gen en las tres lineas de
ganancia de funciéon. Por experimentos anteriores se sabe que no existe expresion de
AGL21 en la parte aérea a los 16 dias de edad, por lo tanto se realizé6 un RT-PCR en esta
condicion y se encontré que AGL21 se expresa de manera ectdpica en plantas 355:AGL19

(figura 24).
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Figura 24. RT-PCR de AGL21 en la parte aérea de plantas 355::AGL19. Carril 1 control (wt), carril 2
muestra de 355::AGL19.1, carril 3 muestra de 355::AGL19.2 y carril 4 muestra de 355::AGL19.3.

5.3.2 Hibridacion in situ de AGL21 en plantas 355::AGL19

En la hibridacién tipo in situ se observé que las muestras de las lineas de

sobre-expresién de AGL19 mantenian una expresion ectépica del gen de AGL21 (figura 25).

La expresion de AGL21 se ve alterada en plantas con sobre-expresion de AGL19. A
diferencia de estos datos en un analisis reciente por experimentos tipo Northern blot
(Trabajo realizado con Garay-Arroyo, datos no mostrados) no se observd expresion

ectopica de AGL21, estos hechos indican que AGL19 estéd regulando a AGL21.
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Figura 25. Hibridacién in situ de AGL21 en la plantas 355::AGL19. (Trabajo realizado con Perez-
Ruiz) a) corte del meristemo en plantas de tipo silvestre, b)corte del meristemo en la linea

355::AGL19.2 c) corte transversal del tallo del tipo silvestre, d) corte transversal del tallo de la linea
355:AGL19.2

5.3.3 Cruza de las lineas de sobre-expresion de AGL19 y AP1

Las generacion T1 (plantas heterocigotos) de esta cruza recupera de manera

significativa el fenotipo silvestre (figura 26a).

Figura 26. Generacién T1 de la cruza 355::AGL19.2 y 355::AP1. a) parte apical del tallo principal y
b) parte basal del tallo principal.

37



Estas plantas se crecieron en fotoperiodo de dias cortos debido a que es en esta
condiciéon donde los fenotipos de las lineas de sobre-expresion de AGL19 son mads
drasticos. Por lo tanto la recuperacion seria mas evidente en este fotoperiodo. Es
importante destacar que la recuperaciéon no fue total (figura 24 b), debido a que la
generacion que observamos es la T1 y en esta solo presenta una copia de cada transgen ,
quizéds en generaciones mas adelante donde los dos alelos sean homocigotos se logre la

recuperacion total.
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6. DISCUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que el gen AGL19 tiene una funcién
importante en la transicion a la floracion y en mediar, probablemente en interaccion con
otros genes, la determinacién de tipos celulares en los 6rganos de la flor. Es posible que
este gen también medie la respuesta a sefiales que activan el crecimiento o que interactte

con genes importantes en regular este aspecto.

La sobre-expresion de AGL19 en el fotoperiodo de dfas cortos magnifica el efecto
fenotipico de plantas, esto podria deberse a que este gen se encuentra en esta via de

induccion a la floracion.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el gen AGLI9 tiene una
funcion importante en la regulacion de la transicion a la floracion. Ademas, y al igual que
el gen AGL24 que ha sido identificado como un gen de floracién, la expresion constitutiva
de AGL19 altera el tiempo de floracion y causa una reversion del meristemo floral a
meristemo de inflorescencia, sugiriendo que estos dos genes MADS-box pueden ser
redundantes. La reversion que se da en los meristemos causa efectos caracteristicos (los
cuales fueron descritos durante el analisis fenotipico), ya que el meristemo pasa de
determinado a indeterminado nuevamente. Este hecho sugiere el involucramiento de un

gen de identidad meristematica floral.

Se sabe que APT es un gen que promueve el desarrollo floral y lo hace no solo
regulando de manera positiva algunos genes que activan el desarrollo de la floracion, sino
que también por medio de la represion. El observar que el fenotipo de ganancia de funcion
de AGL19 'y el de pérdida de funcion de APT son similares sugiere que al igual que
AGL24, AGL19 esta siendo regulado negativamente por AP1. Esta primera hipotesis fue

corroborada en la cruza de ganancia de funcién de AGL19 x AP1, donde se recupero el

fenotipo silvestre.




En ensayos de doble hibrido se ha observado que AGL19 solamente interactia a
nivel proteico con AGL21 y SOCI, mientras que AGL21 lo hace con los genes: AGL19,
AGL24, AP1, SOC1, SHP1, SHP2 STK, AG, FUL, SEP1, SEP2, AGL6, AGL13, AGL42, AGI.17,
ANR1, AGL16, AGLI5 y SVP. Se sabe que los genes MADS forman tetrameros con
dimeros o heterodimeros (Jack 2004) por lo tanto es sencillo imaginar que AGL19 puede
interactuar a nivel proteico (in vivo) con AGL21, AGL24 y SOC1, mediante la acciéon de
AGL21 el cual podria ser un factor medular en estas relaciones al interactuar con una gran
gama de protefnas. Parte de esta evidencia son los estudios realizados de RT-PCR,
hibridacion tipo Northern blot e hibridacion in situ, los cuales revelan que AGL19 regula a

AGL21 durante el desarrollo de Arabidopisis.

7. CONCLUSIONES

1. La expresion constitutiva del gen MADS-box AGL19 altera el tiempo de floracion y

causa una reversion del meristemo floral a meristemo de inflorescencia.

2. Debido a que la linea de sobre-expresion de AGL19 da un fenotipo muy similar a

355:AGL24 puede haber una redundancia funcional.

3. Elgen AGL19 es un gen blanco de la represion transcripcional de AP1.

4. AGL19 regulaa AGL21.
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ANEXO

Oligonucleoétidos utilizados:

TABLA 1
Gen Oligonucledtidos Secuencia
AGL21 OEAB163 GTCGGTTATTGATAGATACAACAAGAGC
AGL21  |OEAB167 ACTCCACCAAGAGCAAACG
AGL21 OINSITU?21F TGGCAAACACAAACGG
Ubiquitina | Upj F TTGCTGACTACAATATCCAGAAGG
Ubiquitina | Ubj R CTTCTTAAGCATAACAGAGACGAG
AP1 AP1F GTTCAATTGAAGAG
AP1 APIR ACCTGAGTCCGACGTCAAT

Esterilizacion y vernalizacion de semillas.

1. Se colocan las semillas en un tubo eppendorf.

2. Seles agrega un mililitro de EtOH al 75% y se agitan con vortex por 5 minutos.

3. Se retira el EtOH y se agrega 1ml una solucién de cloro al 5% y SDS al 1% (Dodecil
Sulfato de Sodio).

4. Se dejan agitando por 15 minutos.

5. Se retira la solucién en la campana de flujo laminar y se les agrega 1ml de agua
bidestilada.
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6. El agua se retira y se les agrega nuevamente agua hasta que ya no aparezca
espuma al agitar los tubos.

7. Una vez enjuagadas las semillas se colocan a 4°C por 2 dias.

Sintesis de ADNc con la enzima Reverso Transcriptasa (superscript) para RT-PCR.

1. Enun tubo eppendorf agregar lo siguiente :
e 1l de oligo adaptador (500pg/ml)
e 1ul de una mezcla de dNTP's (10Mm de cada uno, dATP, dGTP, dCTP y dTTP
a un pH neutral)
e 12 pl de agua destilada, en donde previamente ya se disolvié el ARN.
2. Calentar la mezcla a 65°C por 5 minutos y colocar inmediatamente en hielo, dar un
spin y agregar lo siguiente:
e 4yl de Buffer de la primera cadena (Firs-strand buffer)
e 2ulde DTT 0.1 M (ditriotreitol).
3. Se mezclan suavemente y después se incuban a 37°C por 2 minutos.
4. Se anade 1ul (200 unidades) de Superscript y se mezcla bien por piepeteo.
5. Incubar a 37°C por 50 minutos y después a 70°C por 15 minutos
6. Colocar inmediatamente en hielo y afiadir 1ul de E.coli Rnase H.

7. Incubar por 20 minutos a 37°C.
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Extraccion de ARN total con Tri Reagent (Trizol)

1. Colocar cada muestra (100mg de tejido) en un tubo eppendorf estéril y congelar
con nitrégeno liquido.

2. Moler la muestra (con palitos de plastico o varillas de vidrios) hasta que se forme
un polvo fino homogéneo.

3. Agregar 1 ml de trizol a cada muestra y homogenizar con la pipeta

4. Mantener las muestras a temperatura ambiente poor 5 minutos

5. Agregar 0.2ml de cloroformo y agitar por 15 segundos.

6. Centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C.

7. Retirar la fase acuosa (superior) y transferirla a un nuevo tubho esteril.

8. Agregar 1.5ml de isopropanol.

9. Mantener las muestras a temperatura ambiente de 5 a 10 minutos.

10. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C.

11. Remover el sobrenadante y lavar la pastilla (ARN precipitado) con 1 ml de EtOH al
75%.

12. Agitar con vortex y después centrifugar 5 minutos a 10,000 a 4°C.

13. Eliminar el EtOH vy dejar que seque la pastilla de ARN por aproximadamente
5minutos.

Resuspender la pastilla en 20 pl de agua bidestilada.
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Fijacion en FAA vy deshidratacion.

1. Hacer la mezcla de fijacion (EtOH 50%, Acido acetico 5%, Formaldehido 3.7%,
Agua 41.3%).

2. Anadir de 10-15 ml de esta mezcla de fijacion en un vial de 20 ml.

3. Cortar las muestras que se van a fijar e inmediatamente colocarlas en los viales (se
ponen alrededor de 30 piezas de tejido por vial).

4. Colocar el vial en una bomba de vacio por 15 minutos.

5. Quitar el vacio suavemente y repetir el paso 4.

6. Incubar a temperatura ambiente por 2 horas.

7. Repetir el paso 4.

8. Quitar el vacio e incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

9. Remover la mezcla de fijacién y afiadir alcohol al 50%.

10. Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos y afiadir alcohol al 50%.

DESHIDRATACION

11. Remover el alcohol al 50% y rempalazar con alcohol al 60%.
12. Incubar de 20-30 minutos.

13. Remover el alcohol al 60% y anadir alcohol al 70%.

14. En el paso anterior se puede almacenar a 4°C.

15. Repetir los cambios de alcohol hasta llegar a alcohol al 100%.
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