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INTRODUCCION

Genes MADS-box

Los genes MADS-box codifican para factores de transcripcion que presentan un
dominio conservado de aproximadamente 56 aminoacidos. Este dominio se denomind MADS
con base en la letra inicial de cada una de las primeras proteinas que se identificaron para esta
familia, MCM1 en Saccharomyces cerevisiae, AGAMOUS en Arabidopsis thaliana,
DEFICIENS en Antirrhinum majus y Serum Response Factor en Homo sapiens (Shore y
Sharrocks, 1995).

La mayoria de los factores de transcripcion MADS en plantas reconocen una secuencia
consenso en el DNA de sus genes blanco, conocida como caja CArGT (5°-CC(A/T)6 GG-3°).
Estas proteinas pueden actuar en combinacion con ellas mismas o con otras proteinas MADS
para formar complejos en los cuales las proteinas accesorias trabajan como cofactores que
redirigen la especificidad regulatoria del complejo (Shore y Sharrocks, 1995; Messenguy y
Dubois, 2003).

Estudios filogenéticos demuestran que los genes MADS-box estaban presentes en el
ancestro hipotético comun de los hongos, animales y plantas. Estos estudios permitieron
definir ademas dos grandes grupos dentro de esta familia: los del tipo I, que presentan una
secuencia parecida a las secuencias Serum Response Factor (SRF) en humano; y los del tipo
Il, que presentan un mayor parecido con las secuencias tipo Myocyte enhancer factor-2
(MEF2) presentes en animales y hongos (Alvarez-Buylla et al., 2000b).

En plantas, las proteinas con dominio MADS del tipo Il presentan una organizacion
estructural caracteristica conocida como MIKC (Alvarez-Buylla et al., 2000a). Cada una de
estas letras representa un dominio o una region dentro de la proteina. M representa al dominio
MADS; | representa una secuencia intermedia no conservada;, K representa una de las
regiones mas conservadas que ha mostrado ser importante para las interacciones proteina-
proteina al formar una estructura de hélices anfipaticas. Por Gltimo C representa una region
carboxilo terminal muy variable que podria funcionar como dominio de trans-activacion

(Purugganan et al., 1995; Figura 1).
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Figura 1. Estructura modular representativa de dominios de las proteinas MADS del tipo MICK en
plantas.

La mayoria de las proteinas MADS caracterizadas en angiospermas se encuentran
involucradas en procesos que regulan el desarrollo y diferenciacion celular. La mayoria de los
miembros de un clado comparten en gran medida funciones relacionadas y patrones de
expresion similares (Theissen et al., 1996). En Arabidopsis thaliana, existen al menos dos
clados con expresion preponderantemente en Organos vegetativos. El primer clado esta
conformado por los genes AGL17, AGL16, AGL21 y ANR1 (Martinez-Castilla y Alvarez-
Buylla, 2003), cuyos patrones de expresion especificos han sido descritos (Rounsley et al.,
1995; Zhang y Forde, 1998; Burgeff et al., 2002). ANR1 se encuentra involucrado en el
proceso de crecimiento de las raices laterales en respuesta a concentraciones locales elevadas
de nitrato (Zhang y Forde, 1998). El segundo grupo esta formado por los genes AGL14,
AGL19, AGL42, AGL71, AGL72 y AGL20/SOC1 (Supresor of Overexpression of Constans 1;
Figura 3, Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003). De éstos se conoce el patron de
expresion de AGL14 y AGL19, que parecen ser especificos de raiz (Rounsley et al., 1995;
Alvarez-Buylla et al., 2000a), y de SOC1, que ademas de expresarse en la raiz, se expresa en
el meristemo apical, en donde es regulado por sefiales provenientes de diferentes vias de
induccién floral (giberelinas, vernalizacion y fotoperiodo; Borner et al., 2000; Lee et al.,
2000).



Transiciones durante el desarrollo de Arabidopsis thaliana

La transicion del estado juvenil al adulto, durante el desarrollo vegetativo, se
caracteriza por la aparicion de determinados caracteres morfologicos en las hojas de roseta
como son la aparicién de tricomas en la parte abaxial, una reduccidn de la longitud del peciolo
y un incremento en la longitud de la hoja (Willmann y Poethig, 2005). Otra de las
caracteristicas que definen esta transicion de fase es la capacidad que adquieren las plantas
para responder a los estimulos que inducen la floracion. Una vez inducido este proceso el
meristemo vegetativo, que daba lugar Unicamente a la formacién de hojas, se convierte en un
meristemo de inflorescencia (Araki, 2001; Leyser y Day, 2003).

A este proceso de cambio de meristemo vegetativo a meristemo de inflorescencia se le
denomina transicién floral. Este proceso esta regulado por una red jerarquica de proteinas
regulatorias que interactGan y responden a las diferentes sefiales ambientales, como la luz y la
temperatura (Corbesier y Coupland, 2006).

La percepcion del descenso de la temperatura durante el invierno o vernalizacion se
lleva a cabo principalmente en el meristemo apical del tallo, mientras que los cambios en el
fotoperiodo, cantidad y calidad de la luz se llevan a cabo en las hojas (Bernier y Périlleux,
2005) en donde se produce una sefial sistémica que desencadena el proceso de floracion
(Aukerman y Amasino, 1998; Abe et al., 2005; Huang et al., 2005; Wigge et al., 2005).

Tiempo de floracién

Las plantas son organismos sésiles que deben responder a las condiciones ambientales
que se les presenten. Esto ha provocado que evolucionen como organismos con una gran
plasticidad genética y morfologica (Bernier et al., 1993; Ausin et al., 2005).

Se reconocen al menos tres teorias principales en cuanto a la respuesta bioquimica del
proceso de floracion. 1) El concepto de “florigeno / antiflorigeno”, en el cual Chailakhyan en
1937 propone la existencia de una hormona (universal, simple y especifica) encargada de
promover la floracion; hasta ahora ninguna hormona con esas caracteristicas ha sido aislada en
ninguna planta (Aukerman y Amasino, 1998). 2) La teoria de la “desviacion de nutrimentos”
que proponen Sachs y Hackett en 1983, considera que el incremento en la abundancia de
recursos y su percepcion en el apice de la planta da lugar a la floracién. 3) La hipotesis del

“control multifactorial” en la cual Bernier y colaboradores en 1981 proponen que la transicion



floral esta controlada por muchos factores quimicos, como podrian ser las fitohormonas y
otras sustancias (en Bernier et al., 1993).

Genéticamente, se definen cuatro vias de regulacién de la floracion: una dependiente
de la duracién del dia o fotoperiodo; una dependiente de las bajas temperaturas o de
vernalizacion; una independiente del fotoperiodo denominada auténoma; y una dependiente
de la giberelinas, hormonas que promueven la floracion y cuyo efecto es mas notorio durante
fotoperiodos cortos, es decir, aquellos fotoperiodos cuya proporcion de horas de luz es menor
con respecto al de horas de obscuridad (Figura 2; Mouradov et al., 2002; Simpson y Dean,
2002; Boss et al., 2004; Putterill et al., 2004).
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Figura 2. Esquema general de las vias de induccion floral y sus blancos moleculares en Arabidopsis. Las
flechas representan efectos de promocién mientras que las barras T representan efectos de represion.
TEMP: temperatura. VR: Vernalizacion. Simplificacion basada en las vias reportadas por Mouradov et

al., 2002, Simpson y Dean, 2002; Boss et al., 2004; Putterill et al., 2004; y Bernier y Périlleux, 2005.



Dentro la compleja red de regulacion de la transicion floral se reconocen, de manera

general, tres tipos de genes dependiendo de la influencia que ejercen en este proceso:

Genes represores de la floracion. Son genes encargados de reprimir la
transicion floral por medio de la inhibicion de la activacién de los integradores
de las vias de induccién de la floracion. Ejemplos: FLOWERING LOCUS C
(FLC, un gen tipo MADS-box; Michaels y Amasino, 1999; Hepworth et al.,
2002) y sus activadores; asi como TERMINAL FLOWER 1 (TFL1, codifica
para una proteina que es similar a la inhibidora de la Raf cinasa en animales y
presenta una lata similitud en secuencia con FT; Alvarez et al., 1991; Shannon
y Meeks-Wagner, 1991 y 1993; Ohshima et al., 1997) y SHORT VEGETATIVE
PHASE (SVP, codifica para una proteina con dominio MADS; Hartman et al.,
2000).

Genes integradores. Genes en los que convergen diversas sefiales provenientes
de las vias de induccidén de la floracién y que por tanto resultan ser claves, ya
que regulan la expresion de los genes de la identidad del meristemo floral
(Kardailsky et al., 1999; Moon et al., 2005). Ejemplos: FLOWERING LOCUS
T (FT, codifica para una proteina que es similar a la inhibidora de la Raf cinasa
en animales; Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999), SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS (SOC1, un gen MADS-box; Borner et
al., 2000; Lee et al., 2000) y LEAFY (LFY, codifica para un factor de
transcripcion; Weigel et al., 1992). Por otro lado AGAMOUS LIKE 24 (AGL24,
un gen MADS-box), promotor del destino de inflorescencia, participa en
una via de sefalizacion cruzada permitiendo la comunicacion entre los genes
integradores (Yu et al., 2004).

Genes de identidad del meristemo floral (FMI, por sus siglas en inglés Floral
Meristem ldentity genes). Son genes encargados de promover el
establecimiento y la diferenciacion de grupos celulares para la morfogenesis de
los dérganos florales. Ejemplos: APETALA 1 (AP1, un gen tipo MADS-box;
Irish y Sussex, 1990) y AGAMOUS (AG, un gen tipo MADS-box; Bowman et
al., 1989, 1991a, 1991b).



Fotoperiodo

La luz juega un papel decisivo en el proceso de induccion de la floracion en las
plantas. Arabidopsis thaliana es una planta que florece mas rapidamente cuando es expuesta a
periodos prolongados de luz (Leyser y Day, 2003). Esta transicion de fase se lleva a cabo en el
meristemo apical del tallo por medio de la induccién de genes como SOC1y FT (Borner et al.,
2000; Lee et al., 2000; Moon et al., 2003; Abe et al., 2005; Huang et al., 2005; Wigge et al.,
2005).

La luz es percibida en las hojas a través de proteinas fotosensibles denominadas:
fitocromos, en el caso de la luz roja y roja lejana; y criptocromos, en el caso de la luz azul.
Dichas proteinas presentan dos estados, uno activo y otro inactivo. Cuando los fitocromos son
foto activados se dirigen al nlcleo en donde interactian con factores de transcripcion del tipo
bHLH (basic helix-loop-helix). Estos factores bHLH a su vez reconocen una secuencia
hexamérica (CANNTG), denominada caja E, presente en los promotores de sus genes blanco,
regulando asi su expresiéon (Quail, 2002). En Arabidopsis, la caja E presenta la secuencia
CACGTG vy es llamada caja G. Esta caja se encuentra presente en algunos de los genes
involucrados en el ciclo circadiano (Franklin et al., 2005).

El fitocromo PHYB en su forma activa puede unirse especificamente y de manera
fotoreversible con PIF3 (proteina tipo bHLH). PIF3 es necesario para la expresion inducida de
dos genes de foto-respuesta CCALl y LHY, cuyas proteinas son factores de transcripcion
similares a los factores de transcripcion tipo MYB. Estos factores regulan la transcripcion de
CAB el cual codifica para la proteina de union a la clorofila A y B, componente crucial del
fotosistema 1l y que sincroniza al reloj circadiano, regulando de este modo la expresion de
genes como GI (Revision en Quail, 2002). Gl por su parte, promueve la expresion de CO
quien juega un papel determinante en el proceso de induccion floral en respuesta al
fotoperiodo y la calidad de la luz (Yanovsky y Kay, 2002). Unicamente la expresion de CO en
las hojas es capaz de inducir la floracién y no asi cuando se expresa en el meristemo apical del
tallo (SAM por sus siglas en inglés, Shoot Apical Meristem), sugiriendo que la funcion de este
gen (en este proceso) esta restringida a este érgano o0 que en ese sitio interactia con otros
factores para inducir la expresion de FT (Yanovsky y Kay, 2002; Revision en Corbesier y
Coupland, 2006). Una vez que CO induce a FT el proceso de floracién se desencadena. FT es
capaz de inducir la floracidn si se expresa en las hojas o0 en el SAM en donde junto con FD y
SOC1 inducen la expresion de AP1 (Abe et al., 2005; Huang et al., 2005; Wigge et al., 2005).



Giberelinas

Las giberelinas (GA) son hormonas vegetales sintetizadas en general en zonas
meristematicas jovenes (Srivastava, 2002). Se sabe que las giberelinas biolégicamente activas
promueven diversos procesos que incluyen: la expansion de hojas, elongacion del tallo,
iniciacion floral, desarrollo de los 6rganos florales, germinacion de las semillas y desarrollo de
los frutos (Davies, 1995). Las giberelinas son también responsables de la aceleracién en la
aparicion de los primordios en el apice (la cual es una manifestacion temprana de la induccién
por dias largos), al actuar sinérgicamente con la sacarosa para inducir la expresion de LFY
(Simpson et al., 1999).

Se reconocen al menos 125 giberelinas diferentes; todas ellas comparten la estructura
de diterpenos ciclicos, pero solo algunas son activas y capaces de provocar algun efecto en la
planta. Las giberelinas activas se regulan entre si a nivel de sintesis como de efecto, por medio
de mecanismos de retroalimentacion negativa, lo cual podria explicar el porque de éste gran
nimero de moléculas (Srivastava, 2002). Recientemente, se ha reportado que GA; es la
giberelina que regula la transcripcion de LFY (un gen FMI), y que de este modo promueve la
iniciacion floral en Arabidopsis (Eriksson et al., 2006). De hecho, ya se han identificado y
caracterizado los posibles receptores de giberelina en Arabidopsis, los cuales presentan una
mayor afinidad por la GA4. Esta giberelina es indispensable para que los “receptores”
interactlen con las proteinas DELLA, reguladoras negativas de la sefial desencadenada por
GA, inhibiendo sus efectos represores a la respuesta a las giberelinas (Nakajima et al., 2006).

Las giberelinas interactian con otras hormonas para regular diferentes procesos de
desarrollo. Por ejemplo, las auxinas inducen el crecimiento de la raiz (entre otros mecanismos)
al promover la biosintesis de las GA, las cuales desestabilizan a diversas proteinas de la
familia DELLA que restringen el desarrollo de las células de la raiz (Ross et al., 2000; Fu y
Harberd, 2003).



Interacciones proteicas

La regulacion de la transcripcién es uno de los mecanismos mas importantes para
controlar los niveles de expresion de los genes. Este tipo de regulacion se lleva a cabo por
diversas proteinas dentro de las cuales destacan los factores de transcripcion como los
codificados por los genes MADS-box (Shore y Sharrocks, 1995; Messenguy y Dubois, 2003).
Las proteinas con dominio MADS son capaces de homo y heterodimerizarse formando
complejos (Honma y Goto, 2001). Esto se ha comprobado por medio de ensayos modificados
de doble y triple hibrido (de Folter et al., 2005 y bibliografia alli citada). Este tipo de analisis
ha permitido probar en algunos casos (como el de DEFICIENS, GLOBOSA y SQUAMOSA,
Egea-Cortines et al., 1999) e hipotetizar en otros, que algunos de los complejos son capaces
de regular la identidad de los dérganos de los diferentes verticilos florales (Modelo del
cuarteto; Theissen y Saedler, 2001). Recientemente, se llevd a cabo un estudio extensivo de
las interacciones entre las proteinas con dominio MADS con ayuda de la tecnologia de doble
hibrido. Este estudio, que representa el primer interactoma de plantas comprensible, muestra
que proteinas con funciones relacionadas tienen la capacidad de interactuar fisicamente, como
es el caso de las proteinas involucradas en el desarrollo de la raiz o bien involucradas en el
tiempo de floracion (de Folter et al., 2005). Esto abre la posibilidad de que una misma
proteina pueda formar parte de complejos que lleven a cabo diferentes funciones en distintos
estadios de desarrollo, como en el caso de AGL24, que participa en la sefializacion e
integracion de la respuesta a frio promoviendo la transicion floral y ademas mantiene al
meristemo como meristemo de inflorescencia (Yu et al., 2004).

En este tipo de ensayos se encontré que AGL14 interactia con AGL20/SOC1, AGL24
y AGL16. Mientras que AGL19 interactia con SOC1 y AGL21 (de Folter et al., 2005). El
hecho de que tanto AGL14 como AGL19 sean capaces de interactuar con su homdlogo
AGL20/SOC1, uno de los integradores de las sefiales de las vias que inducen la floracion,
permite pensar que estos genes no sélo comparten una alta similitud en secuencia de
aminoacidos con SOC1, sino que incluso podrian compartir funciones proteicas con éste al

formar parte de un mismo complejo que regule las sefiales provenientes de las distintas vias.



RESUMEN

En Arabidopsis thaliana la transicion floral es regulada por al menos cuatro vias: la del
fotoperiodo, la auténoma, la de vernalizacion, y la dependiente de giberelinas. Estas vias estan
constituidas por una serie de genes que interactlan entre si conformando una red compleja de
regulacion, la cual monitorea el estado de desarrollo de las plantas, asi como las condiciones
ambientales (como luz y temperatura) determinando el momento preciso para florecer .

Muchos de los genes involucrados en la regulacion de la transicion floral pertenecen a la
familia de genes MADS-box, los cuales ademas juegan papeles importantes en la regulacion de la
determinacion de la identidad del meristemo, de los primordios y de los érganos florales.

AGL14 y AGL19 son genes MADS-box cercanamente relacionados con AGL20/SOC1, uno de
los genes que integra las sefiales provenientes de diferentes vias de induccién floral (giberelinas,
vernalizacion y fotoperiodo) y que promueve el proceso de floracién.

El objetivo del presente proyecto fue determinar el papel funcional de los genes AGL14 y
AGL19 en las vias de regulacion de la transicion a la floracion por medio de la caracterizacién
molecular y fenotipica de una linea mutante por insercion de transposén en el gen AGL14 (wagl14.5-1)
y dos lineas mutantes por T-DNA del gen AGL19.

AGL14 se expresa a partir de estadios tempranos de desarrollo, y a diferencia de los reportes
previos en los que se muestra como especifico de raiz en este trabajo se encontrd que se expresa en
otros érganos tales como hojas de roseta y caulinares, primordios florales y en el meristemo vegetativo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la expresién de AGL14 esta regulada por procesos
mediados por la luz. Durante un ciclo circadiano de fotoperiodo largo se observé un pico de expresion
a las cuatro horas de que se encienden las luces. Y, por otro lado, el mMRNA de AGL14 responde al
incremento en la duracién de horas luz, mostrando expresion en las hojas de roseta después de un dia
de induccién y transitorio, ya que disminuye hacia el segundo dia.

La mutacion en el gen AGL14 provoca un retraso en la floracion, sobretodo bajo condiciones
de fotoperiodo de dia corto, sugiriendo que el producto de este gen esta involucrado en promover la
floracion al igual que AGL20/SOC1.

Anadlisis de la expresion de genes clave en la regulacion del tiempo de floracion de la via del
fotoperiodo en la mutante wagl14.5-1 indican que AGL14 parece estar involucrado en la induccion de
la expresion de FLOWERING LOCUS T, gen que forma parte del llamado florigeno o sefial metabdlica
capaz de inducir la floracion.

AGL19 se expresa a partir de los ocho dias de haber germinado y su mensajero se encuentra en
todos los 6rganos de una planta adulta. Su nivel de expresion incrementa ligeramente hacia el final del
dia, y se induce en las hojas de roseta de manera transitoria cuando se incrementa el nimero de horas
luz.

La linea mutante de T-DNA SALK_078786 de AGL19 presenta un patron de sobre-expresion a
nivel de mensajero, mientras que la linea SALK_000234 es nula. Los andlisis fenotipicos de tiempo de
floracion mostraron que la alteracién de la expresion de éste gen afecta la correcta regulacion de la
transicion a la floracion. Ademas SALK_000234 presenta alteraciones en su fenotipo en condiciones
de dia corto.

Ademas de las alteraciones en el tiempo de floracion la alteracién de la expresion de AGL19
afecta la expresion de algunos de los genes involucrados en la regulacion de la transicion de la
floracién como LEAFY , gen encargado de establecer el meristemo vegetativo como meristemo de
inflorescencia.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que los genes AGL14 y
AGL19 estan involucrados en el proceso de regulacion de la transicion a la floracion y la expresion de
estos genes se ve afectada por procesos regulados por luz.



ABSTRACT

In Arabidopsis thaliana the flowering time transition is regulated by at least by four pathways:
the photoperiod, autonomous, vernalization and gibberellin. These vias are conformed by several genes
which are able to interact in such a way that they conform a complex regulation network. This network
sense the developmental state of the plant as well as the ambiental conditions, like light and
temperature, in order to set up the right moment to flower.

Several of the genes involved in the regulation of the flowering time transition belong to the
family of MADS-box genes, which also play important roles in the regulation of the determinacy of
the meristem identity, primordia and floral organs.

AGL14 and AGL19 are MADS-box genes closely related with AGL20/SOC1, one of the
integrator genes involved in the promotion of flowering in response to the outcoming signals of the
flowering promotive pathways.

The aim of this proyect was to determine the functional roles of the AGL14 and AGL19 genes
within the regulatory flowering time network by the molecular and phenotypic characterization of one
transposon mutant line of AGL14 (wagl14.5-1) and two T-DNA mutants of AGL19 gene.

AGL14 is expressed from early stages of development, and on the contrary of the previous
reports it was also found in other organs like rosette and cauline leaves, floral primordia and vegetative
apical meristem.

In agreement with the obtained results, the AGL14 expression seems to respond to some
processes controled by light. During a long photoperiod circadian cycle, the AGL14 expression reached
a pick at the 4 hours after being exposed to light. By the other hand, the AGL14 mRNA incremented in
response to a short to long day shift, showing an increment of expression specifically in the rosette
leaves, organ where it was not found before the induction. This response was temporary since the
increment dimished considerably by the second day.

The wagl14.5-1 mutant showed a late flowering phenotype, mainly under short day conditions,
suggesting that the gene product is involved in the flowering promotion as the SOCL.

The analysis of the expresion of important genes involved in the regulation of flowering time
in the wagl14.5-1 background showed that AGL14 seems to be involved in the induction of the
expression of FLOWERING LOCUS T, an important gene involved in the “florigen”, or metabolic
signal that is able to induce the flowering by itself.

AGL19 was expressed in eight days seedlings and its mRNA was find in all the analysed
tissues (rosette and cauline leaves, stem, roots, floral primordia and flowers) of an adult plant. Its
expression level slightly incremented at the end of the day, and it was induced in a temporary manner
when the light hours were incremented.

The agl19 line, T-DNA SALK 078786, presented an overexpression pattern, while the SALK-
000234 line was a nule mutant. The phenotypical flowering time analysis showed that the alterations
of AGL19 expression influenced in the right regulation of the flowering time transition. Furthermore,
the SALK_000234 line showed development alterations under short day conditions.

Finally, the alterations of the expression of AGL19 afected the right expression of some of the
genes involved in the flowering pathway.

The results presented in the present work let us concluded that the AGL14 and AGL19 genes
are involved in the regulation of the flowering time transition process and that the expression of these
genes seems to be affected by processes regulated by light.



JUSTIFICACION

AGL20/SOC1 es un gen MADS-box que esta involucrado en regular la
transicion floral al integrar sefiales provenientes de las cuatro vias de induccion floral
(Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Moon et al., 2003).

Anélisis filogenéticos indican que AGL20/SOC1 se encuentra cercanamente
relacionado con AGL14 y AGL19 (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003; Figura 3),
con los cuales comparte un 64 y 69% de similitud en aminoacidos, respectivamente. Por
lo que AGL14 y AGL19 podrian participar en la red de regulacion del estado vegetativo
al reproductivo junto con AGL20/SOCL.
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Figura 3. Reconstruccidn filogenética de los genes MADS bhox tipo Il de A. thaliana por métodos de
méaxima verosimilitud en un marco estadistico bayesiano. Los valores en los nodos del arbol
representan la probabilidad posterior de encontrar ese mismo nodo. Las longitudes de las ramas
son proporcionales al nimero de sitios de cambios por nucleétido. El recuadro indica el clado al
cual pertenece AGL14 y AGL19 (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003).



HIPOTESIS

Dado que los genes AGLI4 y AGL19 comparten un 64 y 69 % de similitud en

secuencia de aminoacidos con el gen integrador AGL20/SOC1, es posible que participen

en las vias de regulacion a la transicion floral al igual que éste.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la funcion de los genes AGLI14 y AGL19 en las vias de regulacion de

la transicion a la floracion.

Objetivos Particulares:

1) Caracterizar el patron espacio-temporal de expresion de los genes AGLI4 'y

AGL19

2) Caracterizar a los genes AGLI4 y AGLI9 en las vias de regulacion de la

floracion por medio de una aproximacion de genética reversa

3) Determinar las interacciones genéticas de AGLI4 y AGLI9 con otros genes

relacionados con la red de regulacion de la transicion a la floracion.



ANTECEDENTES

AGL 14 se localiza en el cromosoma IV y cuenta con un total de siete exones.

Presenta un marco de lectura abierta de 663 nucledtidos que codifica para una proteina
con dominio MADS. Ademéas comparte 64% de similitud de aminoacidos con su
homdlogo AGL20/SOC1, uno de los genes integradores que juega un papel importante
en la regulacion de la transicion a la floracion.

Actualmente, se cuenta con dos lineas homocigotas mutantes por transposon, las
cuales fueron transformadas con el transposén del tipo En-1/Spm (Bauman et al., 1998;
Wisman et al., 1998): la wagl14.6-2, en la cual el transposon se encuentra al final del
cuarto exon; y la linea wagl14.5-1, en la cual la insercion se localiza al final del quinto
exon. Ambas lineas, con nimero de acceso de secuencia EMBL:M 25427 en la libreria
de genes, provienen de un banco de semillas del Center for Functional Genomics in
Arabidopsis, del Max Planck Institute for Plant Breeding Research de Colonia,
Alemania.

En la figura 4 se muestra la caracterizacién molecular inicial de éstos mutantes
(Ortiz-Moreno, 2002). La linea wagl14.5-1 es nula a nivel del RNA mensajero (MRNA;
Figura 4D), por lo que se empleé como herramienta para todos los analisis fenotipicos y
moleculares posteriores. Por otro lado, la linea wagl14.6-2 revierte (Figura 4C) y

expresa a AGL14 (Figura 4D), por lo que fue descartada.
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Figura 4. Caracterizacion molecular de las lineas mutantes por transposén de AGL14. (A)
Diagrama de la organizacion gendémica de AGL14. Los recuadros negros representan los exones y
las lineas los intrones. Las flechas en los triangulos invertidos indican la orientaciéon como se inserté
el transposon en el gen, mientras que la flecha en el primer cuadro de la izquierda indica el inicio
de la transcripcion. Las inserciones se encuentran a las 2816 bases (wagl14.2-6) y a las 3167 bases
(wagl14.5-1). Se muestran ademas las secuencias que flanquean el sitio de insercion. (B) Southern
blot en el que se muestran los individuos homocigotos para cada una de las inserciones; carriles 4 y
7 para la linea wagl14.2-6, y los carriles del 8 al 12 para la linea wagl14.5-1. (C) Southern blot que
muestra individuos homocigotos e individuos que revirtieron para las dos lineas mutantes. Todos
los individuos analizados para wagl14.2-6 revirtieron, mientras que Unicamente dos (sefialados con
estrellas) revirtieron en el caso de la linea wagl14.5-1 . 2072 representa el marcador de peso
molecular empleado como referencia. (D) De izquierda a derecha se muestran: Northern blot de
AGL14 como sonda; y control cuantitativo los RNAs ribosomales; y, RT-PCR a partir del vastago
aéreo de plantulas de 12 dias de edad. Los carriles corresponden a: 1) Wt, 2) wagl14.5-1 y 3)
wagl14.2-6. Las flechas negras en B y C indican las bandas encontradas en el genoma de la planta
silvestre ecotipo Columbia al ser digerido con las enzimas de restriccién que se indican al pie de
cada figura y ser hibridadas con la sonda del gen AGL14. B, C y el northern en D fueron tomadas
de Ortiz-Moreno, 2002.



AGL19 se localiza en el cromosoma IV y cuenta con un total de siete exones.

Presenta un marco de lectura abierta de 657 nucledtidos que codifica para una proteina
con dominio MADS. Comparte un 69% de similitud en secuencia de aminoacidos con
su homélogo AGL20/SOC1.

Actualmente se cuenta con dos lineas homocigotas mutantes por T-DNA, en el
ecotipo Columbia, provenientes de la coleccion del SALK Institute: la SALK 078786,
en la cual el T-DNA se encuentra en el primer intron a 499 pb del inicio de la
transcripcion (ATG); y la linea SALK_000234, en la cual el T-DNA se localiza en el
cuarto intron a 2460 pb del inicio de la transcripcion (Figura 5A). La linea
SALK 000234 es nula a nivel de mensajero (MRNA) al menos en la parte aérea,

mientras que la linea SALK_078786 presenta altos niveles de expresion (Figura 5D).
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Figura 5. Caracterizacion molecular de las lineas mutantes por T-DNA de AGL19. (A) Diagrama de
la organizaciéon genémica de AGL19. Los recuadros negros representan los exones y las lineas los
intrones. Las triangulos invertidos indican los sitios donde se encuentran las inserciones (B)
Diagrama explicativo para el proceso de seleccion de homocigotas. Modificado de
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.html (C) PCR para seleccionar homocigotas de las lineas
SALK 5N78786 (superior) y SALK 000234 (inferior). Las estrellas indican las plantas que son
homocigotas. (D) PCR del gen AGL19 a partir de vastago aéreo 24 dias en LD. Los carriles
corresponden de izquierda a derecha a Wt ecotipo Columbia, SALK 000234 y SALK 078786

respectivamente. Tomadas y modificadas de Villajuana-Bonequi, 2004.




MATERIALES Y METODOS

Plantas y condiciones de crecimiento

Las mutantes SALK 000234 y SALK 078786 por T-DNA de AGL19;
wagl14.5-1 y wagl14.6-2 por transposon de AGL14; socl T-DNA (SALK 138131) y
s0c101D (Lee et al., 2000) se encuentran todas en el ecotipo Columbia, mientras que las
mutantes gi-3 (Koornneef et al., 1991; registro SALK CS51), co-2 (Putterill et al., 1995;
registro SALK CS175) y ft-2 (Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999;
Koornneef et al., 1991; registro SALK CS184) se encuentran en el ecotipo Landsberg.

Las semillas fueron colocadas en tubos eppendorf de 1.5 ml y esterilizadas
durante 20 minutos con una solucion de hipoclorito de sodio al 5% y SDS al 1%,
posteriormente se lavaron tres veces con agua bidestilada y se estratificaron a 4°C en
obscuridad durante 2-4 dias. Las placas en que se sembraron las semillas consistian de
medio Murashing-Skoog (MS, Gibco BRL) al 0.2 X, sacarosa 1 %, pH 5.8.

La temperatura en la que se crecieron las plantas fue de 22°C con una humedad
relativa de 60 % bajo lamparas de luz-blanca fria de intensidad de aproximadamente
110 yEm-2s-1 en camara Conviron. Los fotoperiodos fueron de: 16 h luz y 8 h de
obscuridad en el caso de dia largo (LD); o bien 8 h luz por 16 h de obscuridad, dia
corto (SD).

Para los experimentos de tiempo de floracion, las semillas fueron sembradas en
tierra (Metro-Mix 200) esterilizada (20 minutos, 120°C, 1.5 KPa) y crecidas bajo
condiciones de dia largo o dia corto, segun se indica para cada experimento.

En el caso de los experimentos de vernalizacion, las semillas fueron previamente
esterilizadas y sembradas en placas con medio MS (0.2 X, sacarosa 1 %, pH 5.8), e
incubadas por seis semanas a 4°C en obscuridad, posteriormente fueron transferidas a
tierra y crecidas en fotoperiodo de dia largo.

Los experimentos con giberelinas se llevaron a cabo asperjando a las plantas tres
veces por semana con una solucion 100 uM de GAj3 a partir de la cuarta semana

despues de sembrar las semillas en tierra.



Analisis de expresion

La extraccion de RNA se llevo a cabo con TRIZOL (Gibco BRL; Anexo I). La
cantidad y pureza relativa del RNA y DNA se cuantifico a partir de la absorbancia a 260
/ 280 nm en el espectrofotémetro (SmartSpect 3000, BioRad).

Los cDNA fueron retro-transcritos a partir 1 ug de RNA. Las reacciones de RT-
PCR se llevaron a cabo en el rango exponencial de amplificacion éptimo para cada gen
y experimento (RT-PCR semicuantitativo; Anexos Iy I11).

El andlisis de expresion espacial se realizé con RNA de los 6rganos: raiz, hojas
de roseta, hojas caulinares, tallo, primordios florales y flores (incluyendo: sépalos,
pétalos, estambres y carpelos); de plantas adultas del ecotipo Columbia. EI analisis
temporal se llevé a cabo a partir de plantulas completas sembradas en placas con medio
MS (0.2 X, sacarosa 1 %, pH 5.8) que fueron colectadas alrededor de las 8 horas
Zeitgeber' a los 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18, 20, 22 y 24 dias.

El anélisis de la expresién durante el ciclo circadiano y los niveles de expresion
en las mutantes se realizo con el vastago aéreo de plantulas de 12 dias de edad, crecidas
en fotoperiodo de dia largo en placas con medio MS (0.2 X, sacarosa 1 %, pH 5.8)
colectadas a las 12 horas Zeitgeber.

Para el experimento de induccién por luz en meristemos y hojas de roseta se
crecieron plantas silvestres en tierra bajo condiciones de dia corto durante 20 dias. Al
llegar al periodo de obscuridad del dia 20 se transfirieron las plantas a un cuarto de
crecimiento con condiciones de dia largo durante 25 horas para finalmente colectar los
meristemos® y las hojas de roseta después de transcurrida la primera hora de luz del dia
22. Los meristemos se colectaron separando una a una las hojas de roseta y cortando
con bisturi el meristemo apical del tallo observando a través de un microscopio
estereoscopico Olympus (Modelo SZ-CTV, Japon). El tejido fue preservado
inmediatamente en nitrogeno liquido para evitar la degradacion de los acidos nucléicos

(Disefio experimental modificado de Schmid et al., 2003).

! terminologfa empleada en los analisis de ciclo circadiano para referirse a el nimero de
horas efectivas de luz a las que han sido expuestas las plantas antes de llevar a cabo
algun tipo de analisis.

2 Los meristemos inclufan la zona meristematica y los primordios jovenes, los cuales
antes de la induccion floral se desarrollan como hojas, pero si el proceso de floracion se
induce se desarrollan como flores.



Hibridaciones in situ

Para la realizacion de las hibridaciones in situ se empled tejido de plantas
silvestres crecidas en tierra bajo condiciones de fotoperiodo largo. El tejido (hojas de
roseta, meristemos apicales, hojas caulinares e inflorescencias) se colectd por separado
en tubos eppendorf de 2 ml para después fijarlo en FAA (Formalina — Acido Acético
- Alcohol). Posteriormente se deshidratd el tejido con concentraciones crecientes de
etanol hasta llegar a una al 100 %. Una vez hecho esto, se sustituyo el etanol con
concentraciones crecientes de Xileno hasta llegar al 100 % de concentracion.
Finalmente se embebieron en paraplast y se dejaron solidificar en moldes de metal. Se
realizaron cortes de 8 um de espesor con un microtomo MICROM (Modelo HM 315)
para posteriormente montarlos en laminas Superfrost Plus (Fisher Scientific). Para la
sintesis de las sondas sentido y antisentido de AGL14 se amplific6 una region especifica
del extremo 3’ con los oligonucledtidos AGL14 SENTIDO IN y AGL14 ANTI IN
(Anexo I11), se clonaron en el vector pPGEM-T Easy (Promega), y se transcribieron in
vitro con el “digoxygenin (DIG) RNA Labeling kit” (Roche Molecular Biochemicals).
El anticuerpo se empleo a una concentracion de 1:3000. La concentracion a la que se
empleo la sonda fue de 100 ng/ml. La hibridacion in situ y la deteccidn se llevo a cabo

como se reporta en el protocolo de Davis Jackson (1991).
Anédlisis estadisticos

Para el analisis estadistico de las pruebas de tiempo de floracién se llevo a cabo
una prueba de Mann-Whitney (Zahr, 1974).

RESULTADOS

En todos los experimentos de andlisis de la expresion por RT-PCR se emple6
como referencia a AGL20/SOC1, ya que es un integrador importante en las vias de
regulacion de la transicion a la floracion ampliamente estudiado (Borner et al., 2000;
Lee et al., 2000). Ademas, dada la relacion filogenética que tiene con AGL14 y AGL19,
se hipotetiza que éstos ultimos podrian llevar a cabo funciones similares a las que lleva
a cabo SOC1.

Se analizaron ademas otros genes clave dentro de las vias de regulacién de la

floracion como: FT, otro integrador y posible gen parte del llamado florigeno



(Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999); FLC, que es un fuerte inhibidor de la
floracion por medio de la represion de los integradores SOC1 y FT (Michaels y
Amasino, 1999; Hepworth et al., 2002); LFY, determinante en el establecimiento del
meristemo vegetativo como meristemo de inflorescencia (Weigel et al., 1992); y AP1,
gen que es un indicador claro de la determinacion floral (Irish y Sussex, 1990).

Por otro lado se analizd a CO, uno de los genes que activa directamente tanto a
SOC1 como a FT (Putterill et al., 1995; Hepworth et al., 2002); y a AGL24, que es clave
en inducir la transicién floral de manera dosis dependiente en respuesta a las bajas
temperaturas, es un promotor del destino de inflorescencia inhibido por APl y LFY, y
ademas mantiene un circuito de co-regulacion con SOC1 (Yu et al., 2002, 2004).

Por dltimo se considero la posibilidad de que tanto AGL14 como AGL19 se
encontraran al mismo nivel que SOC1 dentro de la cascada de induccion floral, por lo
que se decidi6 explorar el efecto de dos de los genes que regulan directamente a CO.
PHYB, regulador negativo de CO y represor de la expresion de FT (Endo et al., 2005;
Franklin et al., 2005), asi como GI, uno de los genes que lo regulan positivamente.
(Quiail, 2002; Yanovsky y Kay, 2002).

AGL14

Caracterizacion de la expresion de AGL14

El andlisis de la expresion temporal a partir de plantas silvestres de distintas
edades mostrd que el mensajero de AGL14 es perceptible a partir de los 8 dias después
de haber germinado o DAS (por sus siglas en inglés, Days After Sowed) hasta los 24
DAS, presentando un mayor nivel de expresion a los 14 y 22 DAS (Figura 6B). Este
patron de expresion es intermedio entre el observado para el integrador SOC1 (6 DAS)
y el promotor de la identidad floral AP1 (10 DAS), sugiriendo que AGL14 podria llevar
a cabo una funcion intermediaria entre la integracion de las vias de floracion y la
determinacion floral.

Por otro lado, el analisis de la expresion de AGL14 por medio de RT-PCR a
partir de diferentes drganos de plantas silvestres de aproximadamente 35 DAS mostr6
que el gen se expresa mayoritariamente en la raiz y en menor medida en los primordios
florales, esto a diferencia de lo que se habia reportado de que AGL14 era un gen

exclusivo de raiz (Rounsley et al., 1995). Por otro lado, SOCL1 se encontré en todos los



6rganos tal y como habia sido reportado (Figura 6A; Borner et al., 2000; Lee et al.,
2000), lo que indica que ambos genes no comparten un patron de expresion similar.
Durante el transcurso de un ciclo diurno AGL14 presenta un patron de expresion
parecido al de SOC1 durante las primeras doce horas, segun muestran los analisis por
RT-PCR de los niveles de mensajero a partir de plantulas de 12 DAS. Esto parece
indicar que AGL14 comparte un mecanismo de activacion (sobretodo a las cuatro horas
Zeitgeber donde ambos genes presentan un pico) con SOC1, el cual es desencadenado

por la luz (Figura 6C).
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Figura 6. Andlisis de la expresion de AGL14 por RT-PCR en plantas silvestres ecotipo Columbia
crecidas en fotoperiodo de dia largo. (A) Expresion de AGL14 y SOCL1 en varios 6rganos R:Raiz,
HR:Hojas de Roseta, T:Tallo, HC:Hojas caulinares, F:Flor, PF:Primordios Florales. (B) Expresion
de los genes FLC, FT, SOC1, AGL14 y AP1 a diferentes dias. Los nimeros indican el nimero de
dias post-siembra. (C) Expresion de AGL14 durante el ciclo circadiano diurno y la primera hora y
media después de obscurecer (17.5 hr). GI, CO y FT se emplearon como referencia para establecer
el posible papel de AGL14 durante este proceso, y como controles experimentales, ya que su
comportamiento durante el ciclo circadiano ha sido ampliamente descrito (Mizoguchi et al., 2005).
Los nameros indican el nimero de horas transcurridas después de que encendieron las luces. El

gen de la Stubulina (TUB) fue amplificado como control cuantitativo.



Con el fin de realizar un analisis mas fino de los sitios en los que se expresa
AGL14, se realizaron hibridaciones in situ en 6rganos de plantas silvestres de distintas
edades. Se encontrd que la expresion estd localizada en los primordios de hojas de
meristemo vegetativo de 12 DAS (Figura 7A), tejido que no habia sido analizado por
separado mediante RT-PC pero que no habia sido descartado de los posibles sitios en
los que se expresaba AGL14, ya que este gen se expresa desde los 8 hasta los 24 DAS
(Figura 6B). También se encontré una sefial en el tejido vascular tanto de hojas de
roseta como caulinares (Figuras 7B y 7C), la cual no pudo detectarse por medio de RT-
PCR, esto debido quizas a que la edad de las plantas a partir de las cuales se obtuvo el
tejido es de 25 DAS y por tanto no coincide con el nimero de DAS del experimento de
expresion en diferentes 6rganos. En el meristemo de inflorescencia se observa en las
capas mas externas del meristemo y en parte de la region central (Figura 7D). Por otro
lado los analisis de las hibridaciones in situ en primordios florales mostraron que
AGL14 se expresa en las células del apice de los primordios que daran origen a los
estambres y carpelos (Figura 7E). Conforme la flor se desarrolla, el sitio de expresion se
restringe a los 6vulos en los carpelos, y al tapetum y al polen en las anteras, sugiriendo
que el gen podria jugar un papel en la 6rgano génesis floral (Figuras 7F-1). El que la
expresion del gen disminuya considerablemente conforme la flor se desarrolla permite
pensar que quizas la expresion es transitoria, como lo indican los resultados de RT-PCR
en los que se observa un decremento en los niveles de mensajero a los 24 DAS (Figura
6B).



5
)
4y

[

Figura 7. Patrones de hibridaciones in situ con la sonda antisentido de AGL14 en plantas silvestres
del ecotipo Columbia crecidas en fotoperiodo de dia largo. (A) Corte transversal del meristemo
apical vegetativo en el que se observa la expresion en todas las células de las hojas recién formadas
y Unicamente en el tejido vascular de las hojas adultas. (B) Corte longitudinal de una hoja de
roseta. (C) Corte longitudinal de una hoja caulinar en donde se observa expresion en los iatodos y el
tejido vascular. (D) Corte longitudinal de un meristemo de inflorescencia. (E y F) Expresién en
flores en diferentes estadios de desarrollo (especificados en Anexo 1V). (G) Corte transversal de una
flor. (H) Corte longitudinal de una flor. (1) Detalle de dvulos. Las flechas indican el tejido vascular.

Los controles negativos se encuentran en el Anexo IV.



Con el fin de tener un andlisis méas detallado de la expresion de AGL14 en el
meristemo apical del tallo se llevaron a cabo hibridaciones in situ en plantas de 8, 14, 20
y 30 DAS. Se encontré que AGL14 se expresa en las plantas de 8, 14 y 20 DAS (Figura
8A, By E) en los mismos tejidos que se habian observado en el experimento anterior
(Figura 7A), es decir, en el tejido vascular, los primordios y las hojas jovenes. Este
patron de expresion es muy similar al presentado por SOC1 en plantas de 8 y 12 DAS
(Figura 8C y D; tomadas de Lee et al., 2000). En el caso de las plantas de 30 DAS la
expresion disminuye drésticamente sino es que desaparece, en comparacion con los
estadios anteriores (Figura 8F). Estos resultados concuerdan con los resultados del

analisis de expresion temporal llevados a cabo anteriormente (Figura 6B).

Figura 8. Patrones de hibridacion in situ con las sondas antisentido de AGL14 y SOC1 en cortes
longitudinales del Meristemo Apical (SAM) de plantas silvestres del ecotipo Columbia crecidas en
fotoperiodo de dia largo. (A-B) Patrén de expresion de AGL14 a los 8 y 14 DAS, respectivamente.
(C-D) Patrdn de expresion de SOC1 a los 8 y 12 DAS, respectivamente (Tomadas de Lee et al., 2000).
(E-F) Patron de expresion de AGL14 a los 20 y 30 DAS, respectivamente. Los controles negativos se

encuentran en el Anexo IV.



Arabidopsis es una planta que florece en respuesta a la extension de la duracién
del dia (cambio de SD a LD). Esta sefial, desencadenada por la luz, induce la expresion
de genes que promueven la floracién. Es por esto que el andlisis de la expresion de un
gen antes y después de este cambio, permite determinar si esta involucrado en este
proceso. EI gen AGL14 se induce en respuesta a la extensiéon de horas de luz en las
hojas de roseta de plantas crecidas durante tres semanas bajo condiciones de dia corto
(Figura 9B). Este incremento en la expresion decrece hacia el segundo dia sugiriendo
gue AGL14 actua como una sefial importante para el proceso de transicion floral y que,
ademas, responde de una manera transitoria a la sefial provocada por la luz.
Experimentos previos muestran que SOCL1 se induce en las hojas de roseta a las 8 horas
del cambio de SD a LD (Wigge et al., 2005). En nuestros experimentos (25 horas
después del cambio de SD a LD) la expresion de SOC1 decrece ligeramente en las hojas
de roseta. Por otro lado, la expresion de SOC1 en el meristemo no parece estar afectada
(Figura 9B).
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Figura 9. Andlisis de la expresion de AGL14 y SOC1 en plantas silvestres ecotipo Columbia después
de una induccién con luz (cambio de SD a LD). (A) Diagrama explicativo del experimento. (B) RT-
PCR de los genes AGL14 y SOCL. El gen de la ftubulina (TUB) fue amplificado como control

cuantitativo.



Analisis del tiempo de floracion de la mutante wagl14.5-1

La mutante wagl14.5-1 presentd un retraso en el tiempo de floracion bajo el
fotoperiodo de dia largo (Figura 10A). Dicho fenotipo no se complementa ni con
vernalizacion (Figura 10C) ni con el tratamiento con giberelinas (Figura 10D). En el
caso del dia corto se observé el fenotipo mas conspicuo ya que la mutante no florecio
durante el tiempo que se llevo a cabo el experimento (120 DAS; Figuras 10D y 11).
Estos resultados van en la misma direccion que los presentados por SOC1, cuya mutante
presenta un retraso en la floracion bajo dias largos, dias cortos, y una sensibilidad
reducida al tratamiento con giberelinas (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Moon et
al., 2003).
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Figura 10. Respuesta de la mutante wagl14.5-1 a las condiciones de fotoperiodo, vernalizacion y
giberelinas. (A) Fotoperiodo largo (LD; 16h luz, 8h obscuridad). (B) Vernalizacién (6 semanas, 4°C),
antes de crecerlas en LD (C) Tratamiento con giberelinas (100 pM, tres veces por semana) en LD.
(D) Fotoperiodo corto (SD; 8h luz, 16h obscuridad). En el que la mutante no florecié durante el
tiempo que duré el experimento, indicado como las lineas paralelas en la parte superior de la
grafica. El tiempo de floracion se considerd como el nimero de dias transcurridos desde la siembra

hasta la antesis. Las barras de error indican la desviacion estandar de la media (n >10).



wagl14.5-1

Figura 11. Fenotipo de la mutante wagl14.5-1 crecida en dia corto. (A) Vista lateral de plantas de
aproximadamente 80 dias de edad en las que se observa el escapo en la planta silvestre. (B) Plantas de
aproximadamente 90 dias de edad. La planta silvestre presenta su primera antesis. (C) Plantas de
aproximadamente 110 dias de edad. La planta silvestre ha producido numerosas vainas e

inflorescencias secundarias mientras que la mutante continua sin producir el escapo.

Interaccién de AGL14 con las vias de fotoperiodo y autbnoma

Con el propdsito de analizar la relacion del gen AGL14 con algunos de los genes
de fotoperiodo (PHYB, GI, CO, FT, SOC1), de la via de vernalizacion (FLC y AGL24)
y algunos genes FMI (LFY y AP1, justificacion en las paginas 16 y 17), se
compararon los niveles de transcrito de los genes mencionados en plantas silvestres
del ecotipo Columbia y la linea mutante del gen AGL14 (wagl14.5-1) por medio de
RT-PCR. Se utilizaron plantas de 12 DAS crecidas bajo condiciones de dia largo y se
analizaron las expresiones por medio de RT-PCR semicuantitativo. Se observd una
acumulacion menor de transcritos de GIGANTEA y FT en la mutante wagl14.5-1 en
comparacion con las plantas silvestres (Figura 12A). Al mismo tiempo se realizé el

analisis de la expresion de AGL14 en el fondo mutante de los genes gi-3, co-2, ft-2,



socly la linea de sobre-expresion de SOC1 por activacion de su promotor (soc101D)
encontrandose una disminucion en la expresion de AGL14 en la mutante gi-3 (Figura
12 B). Estos resultados sugieren un posible circuito de regulacion negativa entre
AGL14 y Gl. Sin embargo este resultado es sospechoso, ya que se ha demostrado que
los niveles de mensajero de CO disminuyen en el fondo mutante de GI (Suarez-Lépez
et al., 2001; Mizoguchi et al., 2005), lo que no se observa en nuestros resultados
(Figura 12A y 12B). Por otro lado, se observa un decremento en la expresion de
AGL14 en la mutante socl y un incremento en la linea de sobre-expresion soc101D
(Figura 12C) sugiriendo que SOC1 regula de manera positiva la expresion de AGL14.

WtCol 14.5-7
PHYB

GI AGL1Y | e Sa— —

3

o

Soc1t
Wt Col soc1 soc101D

FLC T

AGL14 | ™ = S —
AGL2d | a—

TUB G —
LFY
AP1T
TUB — —

Figura 12. Analisis de la expresion por RT-PCR de algunos genes de la red de regulacién de la
transicién floral y de AGL14. (A) Expresién de PHYB, GI, CO, FT, SOC1, FLC, AGL24, LFY, APly
AGL14 en la mutante wagl14.5-1. (B) Expresién de AGL14 en las mutantes de floracion tardia en el
ecotipo Landsberg gi-3, co-2 y ft-2 (C) Expresion de AGL14 en la mutante de pérdida de funcion
por T-DNA agl20/socl y la linea de sobre-expresion soc101D en el ecotipo Columbia. El gen de la

tubulina (TUB) fue amplificado como control cuantitativo.



DiscusioN AGL14

AGL14 se expresa en otros érganos ademas de la raiz a diferencia de lo que
habia sido reportado por Rounsley (1995). Esta discrepancia en los resultados podria
deberse a una limitante metodoldgica, ya que se requiere incrementar el nimero de
ciclos de PCR para observar la expresion en los primordios florales (Figura 6A).

AGL14 comienza a expresarse después de los genes FT, FLC y SOC1 y poco
antes de que comience la expresion de AP1, un gen importante en el establecimiento de
la identidad del meristemo floral (Figura 6B), permitiéndonos pensar que AGL14 podria
llevar a cabo funciones relacionadas con la transicion de fase del estado vegetativo al
reproductivo al igual que su homologo SOC1 y el gen AGL24 (Borner et al., 2000; Lee
et al., 2000; Moon et al., 2003; Yu et al., 2004).

En los ensayos de hibridacion in situ se encontré que AGL14 se expresa en el
meristemo apical del tallo, en las hojas jovenes y en el tejido vascular de las hojas
desarrolladas (Figura 7A-C). Ademas, en los botones florales se observo en las regiones
que darén lugar a los estambres y carpelos. Conforme estos 6rganos se diferencian la
expresion de AGL14 se restringe a la parte distal de los carpelos y estambres, hasta
observarse Unicamente en los dvulos y en el tapetum de los estambres (Figura 7E-1).
Esto nos permite pensar que AGL14 podria jugar un papel en la homeostasis de la
transicion de células indiferenciadas (capaces de dividirse) y diferenciadas. De ser asi,
esto querria decir que existe una funcién similar a la que lleva a cabo en la raiz, en
donde el gen resulta importante para la produccion y tamafio normal de células
diferenciadas, y para mantener un reservorio de células indiferenciadas en el meristemo
(Ortiz-Moreno, 2002).

La expresion de AGL14 en el haz vascular tanto de las hojas en desarrollo, asi
como en las hojas de roseta y caulinares (Figura 7A-C) permite pensar en la posible
funcién e interaccién de AGL14 con otros genes involucrados en la regulacién de la
transicion floral que se expresan en estos sitios como CO, FT, SOC1 y PHYB (Endo et
al., 2005; Huang et al., 2005; Wigge et al., 2005; CO revisado en Corbesier y
Coupland, 2006). Para corroborar esta hipotesis seria necesario determinar lo que ocurre
con la proteina AGL14 y establecer si su funcion se ve afectada por las proteinas de CO,
FT,SOC1ly PHYB.



Como se menciond, las hojas son los 6rganos de la planta que detectan la
cantidad y calidad de la luz. En ellas se desencadenan los procesos de respuesta al
fotoperiodo que posteriormente viajaran al meristemo apical (SAM) para inducir el
proceso de floracion (Bernier y Périlleux, 2005; Corbesier y Coupland, 2006). Los datos
presentados en este trabajo muestran que la expresion de AGL14 esta regulada por
procesos mediados por la luz (Figuras 6C y 9B). En los que durante un ciclo circadiano
de fotoperiodo largo se observo un pico de expresion de AGL14 a las cuatro horas
Zeitgeber, el cual coincide con el pico presentado por SOCL1, sugiriendo un posible
mecanismo de induccion compartido. Por otro lado, el mRNA de AGL14 responde al
incremento en la duracién del dia mostrando una expresion en las hojas de roseta
maduras, 6rgano en el cual no se observo expresion antes del proceso de induccion por
luz. Esta acumulacién del mRNA de AGL14 es temporal, ya que disminuye hacia el
segundo dia, sugiriendo que posiblemente se requiere de AGL14 al inicio del cambio de
fotoperiodo para activar otras sefiales, pero no se requiere para que éstas se mantengan.
En el caso del SAM pareciera no haber un cambio aparente en el nimero de transcritos
de AGL14. Tampoco se observa cambio aparente en el caso de SOC1 (Figura 9B), esto
se debe quizéas a que el tiempo post-induccién al que se colectaron las muestras fue
insuficiente para detectar un cambio. Se hipotetiza esto ya que, en los experimentos
llevados a cabo por Schmid y colaboradores (2003) se muestra que el nimero de
transcritos de SOC1 incrementa en el SAM hacia el tercer dia, mientras que AGL14 se
reprime. Este Gltimo dato es interesante, ya que AGL14 fue el Gnico gen MADS-box
que presentd este comportamiento, lo que nos habla de algun tipo de regulacion que
tendria que involucrar una comunicacion entre las hoja y el SAM, parecido al que se
propone para el transporte e induccién de FT, para el cual postulan la posible presencia
de un factor X (Abe et al., 2005; Huang et al., 2005; Wigge et al., 2005; Corbesier y
Coupland, 2006) necesario para la transmision de esta sefial. Este factor podria ser
AGL14, en el caso de las condiciones de SD, bajo las cuales al parecer AGL14 tiene un
fenotipo mas fuerte a comparacion del reportado para SOC1 (Figura 11; Borner et al.,
2000; Lee et al., 2000).

FT es el blanco principal de CO en el &pice (Schmid et al., 2003). Bajo
fotoperiodos de dia largo las mutantes co, ft y socl presentan un fenotipo de floracion
tardia, mientras que bajo condiciones de SD Unicamente las mutantes ft y socl se ven
afectadas (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Onouchi et al., 2000; Koorneef et al.,

1991). Esto indica dos cosas, una que CO es dispensable del proceso de induccién de la



floracion bajo condiciones de SD, y por otro lado que tanto FT como SOC1 integran
sefiales importantes para la floracion bajo condiciones de SD provenientes de otras vias
independientes a la del fotoperiodo (Moon et al., 2003). Por otro lado, los datos
experimentales muestran que la expresion de SOC1 se encuentra afectada en igual
medida en la mutante de co que en la mutante de ft indicando que existe una regulacion
cruzada entre los dos genes blanco de CO (Corbesier y Coupland, 2006)

La pérdida de funcion de AGL14 provoca un retraso en la floracién cuyo
fenotipo es més conspicuo bajo condiciones de dia corto (SD; Figuras 10B y 11). Est
bien establecido que durante los fotoperiodos no inductivos (SD), las giberelinas (GA)
juegan un papel decisivo en la sefializacién para inducir la transicion floral (Wilson et
al., 1992). Esto permitié pensar que AGL14 podria ser un elemento necesario para la
transduccion de dicha sefial en SD. Sin embargo, durante el tratamiento con GA bajo
fotoperiodo de dia largo (LD), la mutante wagl14.5-1 florecio el fenotipo silvestre, al
presentar un tiempo de floracion similar al de la silvestre en condiciones de LD sin
tratamiento. Sin embargo, la mutante wagl14.5-1 nunca responde de igual manera a las
plantas silvestres bajo ninguna de los tratamientos (Figura 10C). Es posible que esta
respuesta en LD se deba a que bajo estas condiciones se involucran otros mecanismos
de induccidn de la floracion como el mediado por luz, y no Gnicamente los involucrados
con GA.

Se ha demostrado que existen otros blancos independientes de SOC1 para
inducir la floracién bajo condiciones de SD, ya que la sobre-expresion de SOC1 no es
capaz de recuperar del todo el fenotipo de floracién de la mutante de gal-3 (gen
involucrado en la biosintesis de las GA). Como lo muestran los resultados del tiempo de
floracién de las plantas que sobre-expresan a SOC1 en el fondo de la mutante gal-3, el
cual es mayor al que presentan las lineas de sobre-expresion de SOC1, indicando que
SOC1 no es suficiente para compensar la funcion de promocion de la floracién mediada
por las GA. Lo que sugiere que las GA tienen varios blancos bajo las condiciones de SD
por medio de los cuales promueve la floracion. Acorde con este dato se mostro que la
mutante nula socl muestra una reduccion en la sensibilidad al tratamiento con GA, pero
que a pesar del retraso es capaz de florecer (Moon et al., 2003). Por otro lado, las lineas
de sobre-expresion y mutantes del gen LFY mostraron un comportamiento similar al
presentado por SOC1. por lo que existen otros posibles blancos de las GA, uno de ellos
podria ser AGL14. La via de GA no regula la expresion de otros genes integradores
como FLCy FT.



Por altimo, cabe mencionar que el tiempo que una planta tarda en florecer es
generalmente registrado de dos formas: como el nimero de dias que tarda en aparecer y
abrir la primera flor (antesis) denotado como “tiempo de floracion” o bien como el
nimero total de hojas producidas por una planta; ambas caracteristicas estan
estrechamente relacionadas, sin embargo, la correlacion entre éstos dos parametros no
es siempre la misma para todos los genotipos (Koornneef et al., 1991; Koorneef et al.,
1998). Ambos parametros han sido reportados en la literatura, aunque existe una
tendencia a reportar el proceso de floracion como el nimero de hojas de roseta, ya que
éste no cambia una vez que se lleva a cabo la antesis. En el caso de la linea wagl14.5-1,
el numero de hojas de roseta bajo los tratamientos de dia largo y vernalizacién no es
significativamente distinto al nimero de hojas presentes en la planta silvestre (Anexo
IV, Tabla 1) aln cuando exista una diferencia significativa en el tiempo de floracion,
por lo que se decidi6 reportar el proceso de floracion como el nimero de dias
transcurridos hasta la primera antesis.

Se propone que en el fotoperiodo de dia largo FT forma parte de lo que se
denomina como florigeno, ya que junto con FD es capaz de inducir el proceso de
floracién sin necesidad de otros genes (Abe et al., 2005; Huang et al., 2005; Wigge et
al., 2005). En el caso del fotoperiodo de dia corto los mecanismos de induccién de la
floracién no estdn del todo descritos, y solo se conocen algunos de los genes que
intervienen en este proceso. Por otro lado, se sabe que tanto la proteina de Gl (David et
al., 2006) asi como el mMRNA de FT (Moon et al., 2003; Pifieiro et al., 2003) se
encuentran presentes en fotoperiodo de dia corto y que bajo éstas condiciones parecen
Ilevar a cabo su funcion. Por lo que es factible pensar que podrian actuar también como
reguladores positivos de la floracidn bajo estas condiciones. Es interesante que tanto Gl
como FT se encuentran disminuidos en el fondo mutante de wagl14.5-1 (Figura 11), ya

que esto podria explicar en parte el fenotipo de floracién tardia observado en la mutante.



AGL19

Caracterizacion de la expresion de AGL19

El gen AGL19 se expresa en todos los 6rganos de la planta silvestre analizada al
igual que su homologo SOC1 (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000). Mostré una mayor
acumulacion de mRNA en la raiz, hojas caulinares y hojas de roseta (Figura 13A). Su
expresion en plantulas comienza a partir de los ocho DAS, y es posterior a la expresion
de otros genes como FLC, FT y SOC1. Ademas aumenta paulatinamente durante el
desarrollo hasta el tiempo que se analiz6 que fue de 20 DAS (Figura 13B). Al parecer el
MRNA de AGL19 incrementa ligeramente hacia las 10 horas Zeitgeber de manera

similar al integrador FT (Figura 13C).
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Figura 13. Analisis de la expresion de AGL19 en plantas silvestres ecotipo Columbia crecidas en
fotoperiodo de dia largo por RT-PCR. (A) Expresion de AGL19 en varios érganos R:Raiz,
HR:Hojas de Roseta, T:Tallo, HC:Hojas caulinares, F:Flor, PF:Primordios Florales. (B)
Expresion en el tiempo de los genes FLC, FT, SOC1, AGL19 y AP1. Los nimeros indican el niUmero
de dias post-siembra. (C) Expresion de AGL19 durante una fraccion del ciclo circadiano diurno. Gl,
CO, SOC1 y FT se emplearon como controles experimentales. Los nimeros indican el nimero de
horas transcurridas después de que encendieron las luces. El gen de la B-tubulina (TUB) fue

amplificado como control cuantitativo.



El mRNA de AGL19 se incrementa considerablemente en las hojas de roseta
cuando estas se someten a un fotoperiodo de dia largo después de haber crecido las
plantas durante 20 dias bajo condiciones de dia corto (Disefio experimental explicado en
la Figura 8A). Este incremento en la expresion de AGL19 es transitorio, la expresion
decrece hacia el segundo dia bajo estas condiciones. La induccion por luz parece
ademaés influir en los niveles de expresion en el meristemo, en donde aparece un

incremento a los dos dias de tratamiento (Figura 14).
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Figura 14. Analisis de la expresion de AGL19 y SOC1 en plantas silvestres ecotipo Columbia
después de un incremento en el nimero de horas de luz. RT-PCR de los genes AGL19 y SOCL. El

gen de la gtubulina (TUB) fue amplificado como control cuantitativo.

Analisis del tiempo de floracion de las mutantes SALK-078786 y SALK-000234

Se analizaron los tiempos de floracion de las lineas mutantes bajo dos
condiciones distintas: dia largo y dia corto. En el fotoperiodo de dia largo se aplicaron
los tratamientos de vernalizacion y, por otro lado, de giberelinas; los cuales aceleran la
floracion en las plantas silvestres. La linea nula SALK_000234 no presenta alteraciones
en LD (Figura 15A), responde al tratamiento de vernalizacion aunque no al nivel de la
silvestre (Figura 15B) y es insensible al tratamiento con aplicacion de giberelinas
(Figura 15C). Por otro lado, la linea SALK 078786 que sobre-expresa al gen presenta
un fenotipo de floracion tardio en LD (Figura 15A), responde a los tratamientos de
vernalizacion (Figura 15B) igual que el silvestre y al tratamiento con giberelinas
(Figura 15C), aunque bajo éste Gltimo no alcanza el nivel del silvestre. Ninguna de las

lineas present6 una diferencia significativa bajo condiciones de dia corto (Figura 15B).
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Figura 15. Respuesta de las mutantes SALK 000234 y SALK 078786 a las vias del fotoperiodo,
vernalizacion y giberelinas. (A) Fotoperiodo largo (16h luz, 8h obscuridad). (B) Vernalizacion (6
semanas, 4°C). (C) Giberelinas (100 pM, 3 veces por semana). (D) Fotoperiodo corto (8h luz, 16h
obscuridad). El tiempo de floracion se considerd como el nimero de dias transcurridos desde la

siembra hasta la primer antesis. Las barras de error indican la desviacion estandar de la media (n

>10).

Ademas de las alteraciones en el tiempo de floracion mencionadas, las plantas
mutantes de la linea nula SALK 000234 presentan un fenotipo diferente al silvestre en
fotoperiodo de dia corto; este fenotipo es 100 % penetrante (40 plantas). Dicho fenotipo
consiste en un incremento en la longitud del escapo (Figura 16A), la formacion de un
angulo de 90 grados en el peciolo de las primeras flores de la inflorescencia principal
(Figura 16B y C) y un incremento en el tamarfio de las flores (Figura 16E). Ademas, se
observa una disminucién en la longitud de las hojas de roseta, las cuales ademas

presentan un color verde pélido y crecen ligeramente hacia arriba (Figura 16D).
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Figura 16. Fenotipo de la mutante SALK 000234 crecida en dia corto. (A) Comparacién de la
mutante con una planta silvestre a los 90 DAS. (B-C) Detalles de la linea mutante SALK-_00234 en
las que se observa la formacién de un angulo de 90 grados en el peciolo de la primera y segunda flor
de la inflorescencia principal. (D) Comparacion de las hojas de roseta de la planta silvestre y la
linea SALK-000234. (E) Comparacion de la flor de la linea silvestre y la mutante SALK_000234.

Todas las plantas silvestres con las que se compara la mutante en esta figura son ecotipo Columbia.

Interaccion de AGL19 con las vias de fotoperiodo y autbnoma

Con el fin de determinar el efecto que tiene la alteracion de la expresion de
AGL19 en la expresion de algunos de los genes involucrados en la via de fotoperiodo y
algunos de los integradores de las vias de induccién de la floracion, se decidi6 analizar
la expresion de dichos genes en el bagaje mutante de las lineas SALK_000234 y
SALK _ 078786 separando el vastago aéreo de la raiz. Estos analisis mostraron que la
expresion de PHYB y GI disminuyen en la linea SALK 078786, mientras que la
expresion de LFY aumenta en la linea SALK 000234 (Figura 17A). Por otro lado se
observa un incremento en la expresion de CO y GlI, ademas de observarse una expresion
ectdpica de FT en la linea SALK-000234 en la raiz (Figura 17B).
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Figura 17. Analisis de la expresion por RT-PCR de PHYB, GlI, CO, FT, SOC1, FLC, AGL24, LFY y
AGL14 en las mutantes por T-DNA del gen AGL19, SALK-000234 y SALK-078786 en el vastago
aéreo (A) y en la raiz (B). El gene de la gtubulina (TUB) fue amplificado como control cuantitativo.

Plantulas de 12 DAS crecidas en medio MS 0.2X, 1% Sac, colectadas a las 12 hr Zeitgeber.

DiscusiON AGL19

AGL19 se expresa en los mismos 6rganos que SOCL; es decir, la raiz,
hojas de roseta, tallo, hojas caulinares, primordios florales y flores (Figura 17). Después
de los genes FLC, FT y SOC1 y poco antes de que comience la expresion de AP1
durante el desarrollo de Arabidopsis thaliana (Figura 13B), esto sugiere que AGL19
lleva a cabo funciones relacionadas con la transicién de fase del estado vegetativo al
reproductivo al igual que su homélogo SOC1 y el gen AGL24 (Borner et al., 2000; Lee
et al., 2000; Moon et al., 2003; Yu et al., 2004).

Su expresion durante un ciclo circadiano diurno mostrd que se incrementa
ligeramente hacia las 10 horas Zeitgeber, de manera similar al patron que presenta FT,
sin embargo dicho incremento es tan sutil que seria necesario realizar nuevos

experimentos para corroborar este comportamiento (Figura 13C).



El mRNA de AGL19 incrementa considerablemente en las hojas de roseta
después de una induccion por luz (cambio SD a LD), érgano en el cual se encontraba a
muy bajos niveles antes de este cambio, para después disminuir considerablemente
hacia los dos dias posteriores del inicio de la induccion. Por otro lado, el mRNA de
AGL19 también incrementa en el SAM hacia los dos dias de induccién, lo cual sugiere
un posible mecanismo de sefializacion e induccion de la expresion en la hoja (después
de un dia de induccion) hacia el SAM (dos dias de induccion) tal y como se sugiere para
FT (Abe et al., 2005; Huang et al., 2005; Wigge et al., 2005). Este comportamiento es
disimil al presentado por SOC1, el cual muestra mayores niveles de mRNA en la hoja
que después de la induccidn y no presenta alteraciones aparentes en el SM.

En cuanto al tiempo de floracion, la pérdida de funcion del gen no provoca
alteraciones en el tiempo de floracion en LD ni en SD, lo que parece indicar que la
funcion del gen en la regulacion de estas vias es independiente del fotoperiodo. Sin
embargo, la alteracion de la expresion del gen en el caso de la linea SALK 078786, que
presenta un patron de sobre-expresion, retrasa el tiempo de floracion de la planta en LD
(Figura 15Ay B).

Este resultado va en direccion opuesta a los resultados presentados por las lineas
de sobre-expresion con la construccion 35S::AGL19 construidas y analizadas
independientemente por Schonrock y colaboradores (2006) y en el laboratorio de
Genética, Evolucion y Desarrollo en Plantas del Instituto de Ecologia de la UNAM
(Blanco-Jarvio, 2006). Estas lineas de sobre-expresion muestran un tiempo de floracion
de la mitad del tiempo presentado por las plantas silvestres en condiciones de LD, y de
menos de una tercera parte del tiempo bajo condiciones de SD. Esta discrepancia puede
deberse principalmente a que la expresion de un gen guiada por el promotor 35S del
CaMV da lugar a una sobre-expresion en todos los érganos. Mientras que en el caso de
la linea SALK 078786, el patron de sobre-expresion podria deberse a la interferencia de
alguno de los sitios de regulacion en este gen. De acuerdo con los datos de floracion, la
linea SALK 078786 muestra un fenotipo de floracién tardia bajo LD (Figura 15A), lo
que podria sugerir la desregulacion de un mecanismo de respuesta a la luz. Sin embargo,
el hecho de que la linea nula SALK 000234 no presenta alteraciones dependientes del
fotoperiodo sugiere que el AGL19 no es indispensable para la respuesta a la induccién
de la floracién en respuesta a la luz. Quizas lo que ocurre esta méas bien relacionado con
un comportamiento dominante negativo, en el que la proteina codificada por el mMRNA
de la linea mutante SALK 078786 este presente en sitios y momentos en los que



naturalmente no deberia estar. Es posible que debido a esta des-regulacion la proteina
interactle con otras proteinas con las que de manera natural nunca lo hace, o bien que se
desregula el momento para hacerlo.

Por otra parte, la mutante de pérdida de funcion SALK 000234 presenta una
menor sensibilidad a los tratamientos de vernalizacion y con GA, sobretodo este Gltimo
en el que la linea presenta casi el mismo tiempo de floracion que bajo condiciones del
LD, mientras que la linea SALK-078786 presenta un fenotipo intermedio entre la
silvestre y la linea nula (Figura 15A-C). Esto relaciona al gen muy probablemente con
otros genes que integran respuestas a dichas sefiales como son los genes SOC1 y AGL24.

LFY es un gen que responde positivamente a las giberelinas (es decir, aumenta
su expresion en respuesta a esta hormona) y que ademas regula negativamente la
expresion de AGL24 (gen encargado de promover la floracion en respuesta a la
vernalizacion de manera independiente de FLC; Figura 2). La mutante de AGL19 es
insensible al tratamiento con GA y su respuesta al tratamiento con frio (vernalizacién)
estd afectada. Estos hechos podrian sugerir que AGL19 podria estar actuando de manera
similar a LFY (Figura 17A).



CONCLUSIONES

AGL14 se expresa a partir de estadios tempranos de desarrollo y no es un gen
especifico de raiz como se habia reportado (Rounsley et al., 1995). En este trabajo se
encontrd que se expresa en drganos tales como hojas de roseta y caulinares, primordios
florales y en el meristemo vegetativo.

La expresion de AGL14 esta regulada por procesos mediados por la luz. Durante
un ciclo circadiano de fotoperiodo largo se observéd un pico de expresion a las cuatro
horas de que se encienden las luces. Ademas el mRNA de AGL14 responde al
incremento en la duracién de horas luz mostrando una expresion en las hojas de roseta,
6rgano en el cual no se observd expresion antes del proceso de induccion por luz. Este
inicid de la expresion es temporal (disminuye hacia el segundo dia).

El gen AGL14 parece ser un integrador de las vias de induccion de la transicion
floral al igual que su homélogo AGL20/SOC1. Ya que la linea mutante wagl14.5-1
mostrd un fenotipo de floracidn tardia bajo las distintas condiciones probadas.

AGL14 parece regular de algin modo la expresion de los genes “GI”” y FT de la
via del fotoperiodo ya que en la mutante wagl14.5-1 sus expresiones disminuyen, estos
datos deben corroborarse por medio de repeticiones independientes. Los niveles de
expresion de FT estan relacionados con el tiempo de floracion en Arabidopsis, por lo
que esta podria ser la explicacion del fenotipo de floracion tardio presentado por la
mutante.

AGL20/SOC1 regula positivamente la transcripcion de AGL14. Por otro lado,
ambos genes comparten sitios de expresion de mRNA espacio-temporales y, ademas, se
ha comprobado que interactdan in vitro a nivel de proteina. Todos estos datos sugieren
fuertemente que ambos genes interactian de manera muy estrecha en la regulacion de
las vias de transicion a la floracion.

La pérdida de la expresion de AGL19 altera el tiempo de floracion con respecto a
la planta silvestre, sin embargo el fenotipo méas conspicuo se encontr6 en el desarrollo
de las flores y algunos otros de los 6rganos de la planta, sobretodo bajo condiciones de
SD. Esto sugiere que el gen podria estar mayoritariamente involucrado en el correcto
desarrollo de los 6rganos florales, y muy probablemente también en la alteracion de la
sefial que permite un correcto cambio de fase en el desarrollo, como lo sugieren los
datos presentados por la linea de sobre-expresion (Blanco-Jarvio, 2006) y de pérdida de

funcién (menor namero de hojas de roseta y caulinares en SD, Apéndice I11, tabla 1).



PERSPECTIVAS

Es importante analizar el nivel de transcritos de FT en la linea wagl14.5-1 bajo
condiciones de dia corto, ya que de encontrarse suprimido sugeriria que la hipotesis de
que AGL14 funcione como el posible factor que forma parte de la sefial que promueve
la expresion de FT en el meristemo apical en SD es correcta.

Sera importante analizar los tiempos de floracion de wagl14.5-1 bajo las
condiciones de SD con la aplicacion de giberelinas, asi como después de un tratamiento
de vernalizacién. Esto permitira esclarecer si la mutante es capaz de responder a estos
factores de induccion de la floracion.

También serd interesante analizar los tiempos de floracién de algunas lineas de
sobre-expresion de AGL14 guiadas por el promotor 35S del CaMV, asi como
complementar la linea mutante wagl14.5-1 con la secuencia codificante completa de
AGL14 para corroborar que los fenotipos son debidos solamente a este gen (ambos
trabajos estan en proceso).

Dado que las proteinas de SOC1, AGL24 y AGL14 interactlan in vitro (de
Folter et al., 2005) seria interesante analizar los fenotipos de las combinaciones de las
dobles mutantes y el analisis de la triple mutante.

En el caso de AGL19 serd importante analizar los niveles de mMRNA en distintos
organos y diferentes dias en la linea SALK 078786, de manera que se defina de manera
exacta en espacio y tiempo el momento en que presenta éste comportamiento de sobre-
expresion, y de este modo se pueda interpretar de una mejor manera los resultados
obtenidos en éste trabajo.

Ya que la mutante nula SALK-000234 presenta un fenotipo claro y penetrante
bajo condiciones de SD, seria muy interesante analizar si algunos de los genes
involucrados en la regulacion del desarrollo y formacién de los 6rganos florales estan
afectados por la alteracion de la expresion de AGL19.

Seria importante, ademas, analizar si el fenotipo observado se debe a una posible
desregulacion de las auxinas durante la formacion de los distintos 6rganos tanto florales
como vegetativos, ya que se tienen antecedentes de que dentro de su promotor y primer
intrén se encuentran sitios de regulacion por auxinas y existen datos experimentales que
muestran que las auxinas alteran los niveles de expresion de AGL19 (Villajuana-

Bonequi, 2004; Hyung-Kim com. pers.).
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ANEXOS

ANEXO I. Extraccién de RNA

Extraccion de RNA con Trizol (Gibco BRL)

1- Moler tejido con Nitroégeno liquido

2- Agregar 1 ml de Trizol por cada 100 mg de tejido

3- Homogeneizar en vortex

4- Incubar cinco minutos a temperatura ambiente

5- Afadir 0.2 ml de cloroformo por ml de Trizol

6- Agitar con la mano durante 15 segundos e incubar a temperatura ambiente por tres
minutos

7- Centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C

8- Tomar fase acuosa (superior sin color)

9- Precipitar con 0.5 ml de isopropanol por ml de Trizol

10- Incubar 10 minutos a temperatura ambiente

11- Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C

12- Remover el sobrenadante y lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 75%

13- Agitar en vortex

14- Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm a 4°C

15- Eliminar sobrenadante

16- Secar al vacio de 5 a 10 minutos

17- Resuspender en agua (usualmente 20 ul de ddH,0)

ANEXO II. RT-PCR

Sintesis de cDNA con el Kit 3’ RACE

Se debe trabajar en condiciones de manipulacion de RNA (usar guantes, H,0 estéril y
libre de RNAsas, tubos estériles, puntas con filtro estériles y de uso exclusivo para RNA)
Sintesis de la primera cadena de cDNA

-Prender “heat blocks” a 42°C y 70°C. Luego uno a 37°C

-Descongelar los componentes del “kit” para la reaccion y poner en hielo (RNA, AP,
10X PCR Buffer, MgCl,, mezcla de dNTPs , DTT). Mezclarlos y darles un pulso a
méaxima velocidad en microcentrifuga antes de usar.

-Agregar un volumen de muestra correspondiente a 500 ng de RNA total en un tubo
estéril de 0.5ml y llevarlo a un volumen final de 11 ul con agua tratada con DEPC
-Afadir 1 ul de la solucion de “Adapter Primer” (AP) 10 uM. Mezclar y dar un pulso a
maxima velocidad en microcentrifuga



-Calentar la muestra a 70°C durante 10 minutos y poner inmediatamente en hielo por lo
menos durante 1 minuto. Dar un pulso a maxima velocidad en microcentrifuga.

-Agregar a cada muestra:

PCR buffer 10X 2 ul

MgCl; 25mM 2 ul
dNTP mix 1l
0.1MDTT 2 ul

-Mezclar, dar un pulso a méxima velocidad en microcentrifuga. Incubar a 42°C de 2 a 5
minutos

-Afadir 1 ul de SUPERSCRIPT Il RT (transportarla en “cold block™). Incubar la
muestra a 42°C durante 50 minutos

-Incubar a 70°C durante 15 minutos para terminar la reaccion

-Poner inmediatamente en hielo. Dar un pulso a maxima velocidad en microcentrifuga.
Agregar 1 ul de RNAsa H. Mezclar e incubar a 37°C durante 20 minutos. Guardar la
muestra de cODNA a —20°C hasta realizar PCR.

Amplificacién de fragmento especifico de cDNA

A un tubo de 0.5 ml agregar

PCR buffer 10X 25 Primer (10 uM) 1wl
MgCl, 25mM 15 u Primer (10 uM) 1
ddH,0 17 ul Tag DNA polimerasa 0.5 ul
cDNA 05 ul dNTPs mezcla 1 ul

Mezclar y dar un pulso a méxima velocidad en microcentrifuga

-Programa de PCR segun las condiciones necesarias de anealing.

PROGRAMA PCR PROGRAMA PCR PROGRAMA PCR
ANALISIS CICLO INTERACCION CON INDUCCION POR LUZ,
CIRCADIANO E LAS VIAS DE EXPRESION EN
INTERACCION CON FOTOPERIODO Y ORGANOS Y
LAS VIAS DE AUTONOMA EN CINETICA DE
FOTOPERIODO Y VASTAGO AEREO DESARROLLO (DIAS)
AUTONOMA EN RAI{zZ
94°C - 3 94°C - 3 94°C - 4
94°C - 25" 94°C - 25 94°C - 30"
60°C - 25"  30x 60°C - 25"  25x 60°C - 30" 30x
72°C - 45" 72°C - 45" 72°C - 1’
72°C - 3 72°C - 3 72°C - 5

4°C - & 4°C - & 4°C - &



ANEXO Il1. Oligonuclettidos

PHYTOCHROMEB F
R

Tamario esperado 400 pb
GIGANTEA FORWARD
REVERSE
Tamario esperado 482 pb
CONSTANS FORWARD
REVERSE

Tamafo esperado 452 pb

SOC1 FORWARD

REVERSE

Tamafo esperado 400 pb

FT FORWARD

REVERSE

Tamafo esperado 411 pb

LEAFY FORWARD

REVERSE

Tamafo esperado 500 pb

AP1 FORWARD

REVERSE

Tamafo esperado 500 pb

AGL24 FORWARD

REVERSE

Tamafo esperado 500 pb

STGCTTG GTT GGT TCT ACT CT &
5 TACTTCCCG TGG TAAAGAAA T

S’CTTTGT CTC CAT GGATCAGT 3
5 AAGGAGTTCCACAAGCTGTAZ

S ATCAGCGAGTTCCAATTICTAZ
5 GGAACCATT GTCGTT GTAGT &

5" TGA GGC ATACTAAGG ATCGAGTCAG 3
5’ GCG TCT CTACTT CAGAACTTG GGC 3’

5" AGACGT TCT TGATCCGTT TA 3’
5" GTAGAT CTC AGC AAACTCGC 3

5" TGA AGG ACGAGGAGCTT 3
S TTGCCACGTGCCACTTC 3

5" GCA CCT GAG TCCGACGTC &
5 GCG GCG AAG CAG CCAAGG ¥

5" TCC ATC GAAGTCAAC TCT GCT GGATC 3’
5’ GTCTTC ATG CAAGTAACATCAAC?Z



FLC FORWARD 5 TTC TCC AAA CGT CGC AAC GGT CTC 3’
REVERSE 5’ GAT TTG TCC AGC AGG TGA CAT CTC 3’

Tamario esperado 596 pb

AGL14

OEAB 145 (FORWARD)
5' CAG TAG AAA GAT ATC AAA AGC GAA TAC AAG ATC TCG GGT 3’

OEAB 147 (REVERSE)
5" GGA GGAAACTTT TTG AAG TGT CGA GTC TCA GGA GGT 3

Tamario esperado 425 pb
AGL14 SENTIDO IN
5 GTTTCCTCCTTC AAACTAACAZ

AGL14 ANTI IN SITU
5" GCA ACT GCT AAATTC AGT AAG &’

Tamario esperado 112 pb

TUBULINA FORWARD 5’ AGG ACT CTC AAACTCACTACC 3
REVERSE 5 TCACCT TCT TCATCC GCAGTT &

Tamario esperado 668 pb



ANEXO V. Tablas

LD ESCAPO FLORACION H. ROSETA H.CAULINARES N
Wt Col 30.69 £0.39 32.41+£0.39 13.19+0.35 3.84+0.21 32
Wagl14.5-1 36.31£0.83 37.69 £ 0.89 11.85+0.46 3.00£0.23 26
SALK_000234 30.38 £ 0.60 32.81 £ 0.56 12.15+0.48 3.54+£0.23 26
SALK_078786 35.23 £ 0.59 37.231+0.64 15.12 £ 0.66 4.12+0.18 13
VR ESCAPO FLORACION H. ROSETA H.CAULINARES N
Wt Col 18.58 £ 0.58 21.32£0.43 6.58 £0.21 247+0.12 19
Wagl14.5-1 20.20 £ 0.40 24.00+0.30 6.50 £0.10 2.60£0.20 38
SALK_000234 20.24 £0.21 23.11+£0.30 6.05+0.13 2.51£0.08 37
SALK_078786 18.67 £ 0.44 20.78 £ 0.38 6.37 £0.23 2.17+£0.09 19
GA ESCAPO FLORACION H. ROSETA H.CAULINARES N
Wt Col 22.30 £ 0.34 24.62 £ 0.30 8.59 + 0.33 3.03+0.14 37
Wagl14.5-1 29.83+£2.21 32.17£1.99 10.67 £0.61 3.33+0.49 10
SALK_000234 26.95+0.35 30.54 £ 0.40 10.71 £ 0.36 3.25+0.15 23
SALK_078786 24.08 £0.41 26.81 + 0.52 10.22+0.41 3.17+£0.14 36
SD ESCAPO FLORACION H. ROSETA H.CAULINARES N
Wt Col 94.79 £2.07 98.16 £ 2.06 57.95+£2.09 8.84 £0.39 19
Wagl14.5-1 ND + 120 ND ND 20
SALK_000234 91.20+3.32 97.87 £3.27 46.80 +£1.94 6.87 £0.49 15
SALK_078786 98.40+2.11 102.20 + 2.01 53.80 £ 3.73 8.20+0.49 10

Tabla 1. Registro numeérico de los tiempos de floracion y otros parametros. Los numeros
posteriores al signo + se refieren a la desviacién estandar de la media. Los nimeros en
negritas indican que el valor es significativamente diferente al presentado por el
silvestre de acuerdo con la prueba estadistica de Mann-Whitney (Zahr, 1974).



FIGURA ESTADIOS propuestos por Smyth et al (1990)

E 2-3 Formacion del primordio floral y surgimiento de sépalos

4 Sépalos cubren el meristemo floral

5-6 Los primordios de estambres y pétalos surgen. Los sépalos rodean por
completo el primordio.

7  Los primordios de los estambres largos presentan su filamento en la base

F 8  Loculos aparecen en los estambres largos
9  Los primordios de pétalos se observan apedunculados hacia la base
10 Lalongitud de los pétalos iguala la de los estambres cortos

H 12 Lalongitud de los pétalos iguala la de los estambres largos

Tabla 2. Estadios de desarrollo de las flores mostradas en las hibridaciones in situ
presentados en la figura 7.

Tabla 3. Controles negativos de las hibridaciones in situ presentados en la
Figura 7.
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