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Resumen

A lo largo de su historia evolutiva las plantas han desarrollado mecanismos que les permiten
censar diferentes sefiales del ambiente, asi como las propias de su desarrollo, para
sincronizar el tiempo de la floracién con las condiciones ambientales dptimas para el
desarrollo de la descendencia. Dentro de la red de regulacién genética que integra todas
estas sefiales, los factores transcripcionales de la familia MADS-box, tienen un papel
relevante. Uno de ellos, AGAMOUS-LIKE 19 (AGL19), actla como un promotor de la floracion
en respuesta a la vernalizacion, un proceso mediante el cual las plantas florecen después de
pasar por un largo periodo de frio. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el
mecanismo exacto mediante el cual AGL19 cumple con esta funcion. El presente trabajo se
enfocd por una parte, en analizar mediante un enfoque transcriptémico el papel de AGL19
en la regulacién de genes posiblemente implicados en la respuesta a la vernalizacién, y por
otra parte, a conocer mas a fondo la expresion de dos transcritos alternativos de AGL19
después de la vernalizacién, utilizando tres mutantes alélicos por insercion de T-DNA en este
gen.

Los resultados muestran que AGL19 regula positivamente a un gen que codifica para
una E3 ubiquitin ligasa, RING-H2 FINGER A1A (RHA1A), en respuesta a la vernalizacién y
también se encontré que AGL19 regula diferencialmente a otros genes MADS-box como
FLOWERING LOCUS C (FLC), SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) vy
XAANTAL 2 (XAL2) en las plantas cultivadas en dia corto. Ademas, demostramos que las

inserciones de T-DNA afectan los patrones de acumulacion tanto del mensajero codificante



de AGL19 como de dos de sus transcritos alternativos, posiblemente porque alteran la
deposicion de la marca epigenética de represion H3K27me3 sobre el primer exén-intrén del

gen.



Abstract

Flowering transition is one of the most broadly studied processes in plant development.
Plants possess many mechanisms that allow them to sense developmental and
environmental cues to synchronize the timing of flowering with the most optimal conditions.
It has been shown that genes belonging to the highly conserved MADS-box family are
important regulators of flowering transition. One of them is AGAMOUS-LIKE 19 (AGL19) that
promotes flowering in response to vernalization. Until now the precise role of AGL19 in the
vernalization process remained unknown. Therefore, the present work focused on studying
genes regulated by AGL19 to explain its role in this process. We found that AGL19 is a positive
regulator of the RING H2 protein RHA1A, an E3 ubiquitin ligase, that until now has not been
implicated in any developmental process in Arabidopsis. It was also found that in short-day
conditions AGL19 regulates other known MADS-box genes, such as FLOWERING LOCUS C
(FLC), SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) and XAANTAL 2 (XAL2). We
also analysed two transcripts generated by alternative splicing of AGL19 in three allelic
mutants, and their abundance before and after vernalization. Finally, we investigated the
effects of T-DNA insertions in the three mutant alleles of AGL19 and found that they
differentially modify the accumulation of AGL19 and its alternative transcripts probably by
modifying the enrichment of H3K27me3 repression mark in the first exon and intron region

of this gene.



1. Introduccion

Durante su ciclo de vida las plantas angiospermas anuales pasan por una serie de etapas de
desarrollo cada una caracterizada por la identidad de los meristemos aéreos laterales, que
son producidos a partir del meristemo apical aéreo (shoot apical meristem: SAM) (Poethig
1990). En la planta modelo Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), el SAM produce hojas durante
su etapa vegetativa, en esta etapa la floracién se encuentra reprimida. La transicion a la
floracion es el proceso por el que la planta pasa de un estado de crecimiento vegetativo a un
estado de desarrollo reproductivo. Durante esta transicion, el SAM se convierte en el
meristemo de inflorescencia (Ml), a partir del cual se produciran los meristemos de flor (MF)
(Araki, 2001; Alvarez-Buylla et al. 2010). La coordinacién de la transicion de una fase
vegetativa a una reproductiva esta dada por una compleja red de regulacion genética que
las plantas han desarrollado a lo largo de su historia evolutiva. Esto les ha permitido censar
y monitorear diferentes sefiales, tanto estacionales como propias del desarrollo de la planta,
para sincronizar su desarrollo con las condiciones ambientales éptimas especificas para cada
especie y que de esta forma se lleve a cabo la floracién y posteriormente la produccién de
semillas (Amasino, 2010; Bratzel y Turck, 2015). De hecho, existe una gran variabilidad en los
mecanismos de respuesta que permiten la transicion a la floracién entre las diferentes
poblaciones naturales de Arabidopsis, las cuales muestran un alto grado de adaptacién a
sefiales como el fotoperiodo y la temperatura de los distintos habitats (Gazzani et al. 2003;

Lempe et al. 2005; Strange et al. 2011).



1.1. Regulacion genética de la transicion a la floracion

Para que se pueda dar la transicién a la floracidn, la planta integra tanto sefiales ambientales
como fisiolégicas mediante una red de regulacion genética en la que participan ~300 genes
(Bouché et al. 2016). Dentro de las sefiales conocidas se encuentran el fotoperiodo y la
temperatura estacional, asi como la edad de la planta, aunado a la regulacion hormonal y el
metabolismo de los carbohidratos (Srikanth y Schmid, 2011; Wahl et al. 2013). El
conocimiento que tenemos sobre este proceso de desarrollo, se llevd a cabo inicialmente
mediante la busqueda de mutantes con un tiempo de floracion alterado bajo condiciones de
crecimiento especificas, para luego clonar los genes responsables del fenotipo (Koornneef,
Hanhart, y van der Veen 1991; Zagotta et al. 1992; Koornneef et al. 1998). Mas
recientemente, se ha analizado el comportamiento de genes conocidos bajo diferentes
condiciones de crecimiento. Con base en esto, se han establecido “vias genéticas de
floracion” (Fornara, de Montaigu, y Coupland 2010). Sin embargo, aunque este enfoque ha
facilitado el analisis y la comprension de la floracién, cabe mencionar que cada una de estas

sefiales no actlan de forma independiente. A continuacién, se describen brevemente:

El fotoperiodo es una de las sefiales ambientales que influye drasticamente en el
tiempo de floracion. Plantas como Arabidopsis, florecen mas tempranamente en
fotoperiodos de dia largo (DL; 16h luz/8h oscuridad) comparadas con las que crecen en dia
corto (DC; 8h luz/16h oscuridad). El fotoperiodo de DL se detecta en las hojas mediante una
cascada de sefializacion que involucra a los fotorreceptores y genes del ciclo circadiano como

GIGANTEA (GI) (Mizoguchi et al. 2005). Gl induce el transcrito de CONSTANS (CO) en conjunto
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con FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1), una E3 ubiquitin ligasa; mientras que
por la tarde los criptocromos promueven la estabilidad de CO al inhibir a CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1 (COP1), una E3 ubiquitin ligasa, que junto con el complejo
SUPRESSOR OF PHYA-105 (SPA1, SPA3 y SPA4) ubiquitinan a CO y lo envian a degradacién
(Laubinger et al. 2006; Jang et al. 2008; L. J. Liu et al. 2008). Por lo tanto, la acumulacién de
CO sélo ocurre en DL, mientras que en dia corto, es degradado rapidamente (L. Li et al. 2016).
CO promueve la floraciéon al activar la transcripcion de dos proteinas de unién a
fosfatidiletanolamina (phosphatidylethanolamine-binding protein, PEBP), FLOWERING
LOCUS T (FT) y de suhomologo, TWIN SISTER OF FT (TSF). Las proteinas codificadas por estos
genes viajan desde las hojas hasta el SAM, a través del floema. Ahi, se unen con FD, un factor
de transcripcion tipo bZIP, para activar los genes que inducen la transicién a la floracién (Pin

y Nilsson, 2012) (Figura 1, Amarillo).

Cuando no hay induccion por el fotoperiodo de DL, las giberelinas (GAs) adquieren
un papel preponderante. Las GAs son un grupo de fitohormonas que actian como
reguladores del desarrollo y que promueven la floracion en muchas plantas, incluida
Arabidopsis (Daviere y Achard, 2013). Mutaciones en los genes de biosintesis o catabolismo
de GAs, producen un fenotipo de floracién tardia, especialmente en condiciones de dia corto

(Mutasa-Gottgens y Hedden 2009; Jung et al. 2012) (Figura 1, Naranja).

Como muchos otros organismos, las plantas transitan al estado reproductivo una vez
gue han alcanzado cierta madurez en su desarrollo. Los factores de transcripcion tipo

SQUAMOSA PROMOTER BINDING LIKE (SPL, también llamadas SBP) tienen un papel
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importante durante las transiciones del SAM en el desarrollo de las plantas (M. Xu et al.
2016). De forma interesante, la mayoria de los transcritos de los genes SPL son regulados
negativamente por el microRNA miR156, cuyos niveles son elevados cuando la planta es
joven y disminuyen progresivamente con la edad, permitiendo que los SPL se expresen
(Wang, Czech, y Weigel, 2009). Al madurar la planta, los niveles de SPL aumentan, lo cual
promueve la activacion de SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) vy
FRUITFUL (FUL) dos factores de transcripcion con dominio MADS, asi como de LEAFY (LFY)
(Wang, Czech, y Weigel, 2009). LFY, junto con APETALA1 (AP1) y CAULIFLOWER (CAL), le dan
identidad al meristemo de flor e inician asi la formacién de los 6rganos florales (Ferrandiz et

al. 2000; Blazquez et al. 2006) (Figura 1, Verde).

Aunque se conoce la importancia que tienen los carbohidratos en la fisiologia de las
plantas, en Arabidopsis se sabe relativamente poco acerca de su contribucién en la
regulacion de la transicion a la floracion. Un ejemplo claro de esta regulacion es el papel que
tiene TREHALOSE-6-PHOSPHATE SYNTHASE 1 (TPS1) en este proceso. TPS1 cataliza la
formacion de trehalosa-6-fosfato (T6P) a partir de glucosa-6-fosfato y uridina difosfato
glucosa y su pérdida causa que Arabidopsis florezca de manera tardia, inclusive bajo
fotoperiodo de DL. La T6P se encuentra en bajas concentraciones en la mayoria de las plantas
y se ha sugerido que funciona como una molécula de sefializacién que informa acerca de la
disponibilidad de los carbohidratos a otras rutas de sefializacién (Ponnu, Wahl, y Schmid,
2011) entre las que se encuentra la transicion a la floracion. T6P regula indirectamente a FT

en las hojasy a SPL3, 4y 5 en el SAM (Wahl et al. 2013) (Figura 1, Morado).



Los mutantes de genes pertenecientes a la via autonoma florecen de manera tardia
independientemente del fotoperiodo (de ahi el nombre que se le dio), pero este fenotipo se
complementa una vez que las plantas se vernalizan. Las proteinas de la via auténoma actuan
de manera general en el silenciamiento de FLOWERING LOCUS C (FLC) una vez que las plantas
han alcanzado la madurez (Cheng et al. 2017; Wu et al. 2020). FLC es un factor de
transcripcion con dominio MADS que actla como un potente represor de la floracion al
inhibir directamente la expresién de FTy SOCI , uniéndose directamente a sus respectivas
regiones promotoras, evitando asi que las plantas florezcan antes de tiempo (Michaels y
Amasino, 1999). Para que la planta pueda transitar a la floracion, FLC debe de ser reprimido
mediante modificaciones de su cromatina, asi como también mediante procesos que

disminuyen la acumulacién del mRNA de FLC (Cheng et al. 2017) (Figura 1).

La temperatura, es otra sefial que influye en la floracidon de las plantas. A temperatura
elevada (27°C) Arabidopsis florece mas tempranamente que plantas crecidas a 23°C y esto
es debido en parte a un aumento en la expresién de FT. Se ha demostrado que
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4), un factor de transcripcién con un motivo
hélice-bucle-hélice, es un regulador positivo de FT el cual es capaz de unirse directamente a
su promotor (Kumar et al. 2012). Cuando las plantas crecen con alta temperatura existe una
menor cantidad de nucleosomas con la variante de la histona H2A, H2A.Z, en el promotor de
FT. H2A.Z se ha implicado en el mantenimiento de promotores de genes quiescentes en un

estado transcripcional “preparado” para activarse cuando se den las condiciones necesarias.



El recambio de H2A.Z relaja la estructura de la cromatina y permite una union mas eficaz de

PIF4, asi como su activacion transcripcional (Kumary Wigge 2010) (Figura 1, Azul).

En Arabidopsis, la temperatura dptima para su desarrollo es de ~23°C, mientras que
a temperaturas mas bajas (~16°C), la floracién se retrasa. Los genes involucrados en la
percepcidon de los cambios sutiles de temperatura se han incluido en la Ilamada via
termosensora (Capovilla, Schmid, y Posé 2015). A bajas temperaturas, FT asi como SOCI son
reprimidos por un complejo represor que incluye a dos factores de transcripcién con dominio

MADS, SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) y FLOWERING LOCUS M (FLM) (Figura 1, Azul).



Fotoperiodo de DL ﬁemperatura ambiental \

s D
Temperatura
L ) Trehalosa- clevada Temperatura
6-fosfato - baja (16°C)
— (27°C)

seul|a4aqio

Via o
> Vernalizacion
autonoma

Regulacion directa
. |

- I
Regulacion
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——
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proteina- proteina Flo raCién
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Figura 1. La transicion a la floracién involucra la integracién de sefiales externas y enddgenas. La sincronizacion
de la transicion a la floracidn es regulada por una intrincada red de regulacion genética que monitorea cambios
en el ambiente, asi como el desarrollo mismo de la planta, para asegurar que la floracién ocurra en las
condiciones mas apropiadas para maximizar su éxito reproductivo. Fotoperiodo de DL: Amarillo, Giberelinas:
Naranja, Desarrollo: Verde, Trehalosa-6-fosfato: Morado, Temperatura ambiental: Azul.
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Para fines de este trabajo, se ahondara acerca del papel de la vernalizacion en la

floracion en el siguiente apartado.



1.1.1. Mecanismos de la vernalizacidén para inducir la floracién

Dentro de las sefiales ambientales que la planta es capaz de censar para coordinar su etapa
reproductiva con condiciones ambientales mas favorables, se encuentra la vernalizacion
(Alexandre y Hennig, 2007; Bloomer y Dean, 2017). Plantas como Arabidopsis, requieren de
mecanismos para impedir que la planta florezca antes o durante el invierno, pero que le
permita florecer en la primavera, cuando las condiciones ambientales son mas favorables

(Alexandre y Hennig, 2008).

Estudios realizados en poblaciones naturales de Arabidopsis han permitido describir
a aquellas poblaciones que necesitan pasar por un proceso de vernalizacion para florecer,
asi como a aquellas que no lo requieren, pero si lo promueve (Shindo et al. 2005; Luo y He
2020). Dicha variacion estd dada por la presencia de distintos alelos de dos genes: FLC y
FRIGIDA (FRI) (Bloomer y Dean 2017). Como ya se ha mencionado anteriormente, FLC es un
factor de transcripcién con dominio MADS que actla como un represor de la floracién al
reprimir directamente la expresion de FTy SOC1 (Helliwell et al. 2006). FRI es una proteina
con dos dominios de hélice superenrollada que forma un complejo de activacion
transcripcional conocido como FRIGIDA-Complex (FRI-C), el cual es un activador de FLC (Choi
et al. 2011). La traduccion de la proteina FRI en plantas con alelos funcionales de este gen
resulta en el enriquecimiento de la proteina HUMAN WDR5 (WD40 REPEAT) HOMOLOG A
(ATWDR5a) en el locus de FLC, que en conjunto con otras proteinas, incrementa la
acumulacion de la H3K4me3, una marca de histonas relacionada con la activacion

transcripcional (Choi et al. 2011). La activacion completa de FLC requiere también de la
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actividad de proteinas metiltransferasas de histonas como ARABIDOPSIS TRITHORAX-
RELATED7 (ATXR7), HOMOLOGUE OF TRITHORAX 1 (ATX1), ATX2, asi como también de SET
DOMAIN GROUP 8 (SDGS8), la cual es requerida para la tri- y dimetilacion de la H3K36, que
esta relacionada con la elongacién transcripcional (Wu et al. 2015). Para poblaciones
naturales de Arabiopsis con una proteina funcional de FRI es necesario que pasen por un
periodo de vernalizacién para florecer, ya que solo de esta forma se reprime de manera
estable la expresion de FLC (Henderson y Dean, 2004). En las poblaciones naturales de
Arabidopsis que no requieren necesariamente de un periodo de vernalizacion para florecer,
las plantas presentan mutaciones en el gen FRI y los niveles de expresion FLC disminuyen

mediante mecanismos de represién asociados a la via autdénoma (Gazzani et al. 2003).

A continuaciéon se describe el proceso de silenciamiento de FLC durante la

vernalizacion.

1.1.1.1. Regulacion epigenética de FLC durante el proceso de vernalizacion

La represién de FLC por vernalizacion es un proceso altamente regulado, en el cual diferentes
complejos proteicos actlan e interactian en distintos momentos para asegurar el
silenciamiento estable de FLC una vez que las plantas han regresado a temperaturas mas

calidas (Yang et al. 2017; Luo y He 2020).

Antes de que las plantas pasen por un proceso de vernalizacion, el locus de FLC se
encuentra en un estado de transcripcién activa y sus niveles de expresion son elevados. Esto
es debido a que el FRI-C promueve y cataliza la deposiciéon de marcas de cromatina

relacionadas con altos niveles de expresién genética, como lo son la H3K4me3, H3K36me3 y
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la acetilacion de histonas H3 y H4 en varios aminodcidos cerca del sitio de inicio de la
transcripcion de FLC (Choi et al. 2011; Li, Jiang, y He 2018).También se ha descrito que
algunos genes que son parte de FRI-C, como FLC EXPRESSOR (FLX), FLX-LIKE4 (FLX4), FRI
ESSENTIAL1 (FES1) y SUPPRESSOR OF FRI4 (SUF4) actUan para establecer los niveles de
expresion basales de FLC, aun en poblaciones naturales de Arabidopsis que no presentan un
alelo activo de FRI, como es el caso de Col-0 (Ding, Kim, y Michaels 2013). Para que la
represion inicial se lleve a cabo es necesario que ocurra un cambio dindmico en la cromatina
de FLC de un estado activo a uno reprimido, es decir, es necesaria la remocion de las marcas
epigenéticas de activacién (H3K4me3, H3K36me3, etc.) y la subsecuente deposicién de
marcas de represién (H3K27me3). La primera etapa de la represién de FLC ocurre de manera
local dentro de una region de 3 nucleosomas, localizada en el borde entre el primer exén e
intron de FLC. A esta region se le conoce como la region de nucleacion. Dentro de esta region
existe una secuencia regulatoria en cis de 47 pb con dos motivos RY de 6pb denominado Cold
Memory Element (CME). Dos reguladores epigenéticos, VP1/ABI3-LIKE 1 (VAL1) y VAL2, se
unen directamente los motivos RY del CME y reclutan a su vez a dos proteinas desacetilasas
de histonas HISTONE DEACETYLASE 9 (HDA9) y HDA19 a la regién de nucleacion (Questa et
al. 2016; Yuan et al. 2016; Zeng et al. 2020). La reduccién en los niveles de acetilacion de
histonas es necesaria para el establecimiento de la represién inicial de FLC y se ha
demostrado que HDA9 es necesaria para que se lleve a cabo el intercambio dindmico de las
marcas de acetilacion de H3K27 (H3K27ac) por la trimetilacion de H3K27 (H3K27me3) en los

estadios iniciales de la vernalizacion (Zeng et al. 2020).
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Las proteinas pertenecientes al grupo Polycomb (Polycomb group Proteins, PcG),
reguladores epigenéticos ampliamente estudiados en Arabidopsis (Kim y Sung 2014), son las
encargadas de catalizar la trimetilacion de H3K27 sobre el locus de FLC durante la
vernalizacion. Esta deposicién de H3K27me3 sobre el locus de FLC es mediada por un
complejo represor de proteinas PcG, conocido como Polycomb repressive complex 2 (PRC2).
Este complejo PRC2 consta de distintas subunidades: proteinas homdlogas de la
metiltransferasa de Drosophila E(z), CURLY LEAF (CLF) y SWINGER (SWN), asi como los
componentes estructurales VERNALIZATION2 (VRN2), FERTILIZATION-INDEPENDENT
ENDOSPERM (FIE) y MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRA1 (MSI1) (De Lucia et al. 2008; Mozgova
y Hennig 2015). Antes de la vernalizacién este complejo PRC2 se encuentra posicionado en
el extremo 5’ del locus de FLC en la region de nucleacién (De Lucia et al. 2008; Yang et al.
2017). Después de que las plantas han pasado por un periodo prolongado de frio se induce
una proteina con dominio PHD, VERNALIZATION INSENSITIVE 3 (VIN3), la cual se
heterodimeriza con otra proteina PHD, VIN3-LIKE 1 (VIL1)/VERNALIZATION 5 (VRN5). Este
complejo VIN3/VRN5 se une a PRC2 y a través de la interaccion de VAL1/2 con MSI1, el
complejo PHD-PRC2 es reclutado a la region de nucleacion (Questa et al. 2016; Yuan et al.
2016). Este nuevo complejo PHD-PRC2 es enriquecido localmente solamente en la region de
nucleacién junto con el complejo PCR2 que se encontraba previamente unido en esta region.
VAL1/2 también interactlan con una proteina lectora de marcas epigenéticas LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1). LHP1 es capaz de unirse a H3K27me3 y al complejo
PRC2 mediante su interaccién directa con MSI1 y antes del frio es reclutada a la regién de

nucleaciéon mediante la interaccion de MSI1 con VAL1/2 para promover la acumulacién de
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H3K27me3 en nucleosomas presentes en la regién de nucleacién (Derkacheva et al. 2013).
Durante la vernalizacion la marca H3K27me3 se encuentra localizada solamente en la region
de nucleacion y VAL1/2 actian de forma parcialmente redundante para reclutar al complejo
PHD-PRC2 a esta region, lo cual genera un aumento local en la acumulacién de H3K27me3

(Yuan et al. 2016) (Figura 2).

Una vez que las plantas regresan a condiciones calidas, se reduce la abundancia de
VIN3 vy ya no forma parte del complejo PHD-PRC2. Sin embargo, la proteina VRN5 aun
continua asociada al complejo PRC2, por lo que el complejo PHD (VRN5)-PRC2 es capaz de
catalizar trimetilacion de H3K27 en el locus de FLC en condiciones calidas (De Lucia et al.
2008). LHP1 tiene un papel importante en el mantenimiento y expansion de H3K27me3
cuando las plantas regresan a condiciones calidas (Jiang y Berger 2017; Yang et al. 2017).
Previamente se habia reportado que LHP1 tenia un papel en el proceso de nucleacion, sin
embargo, mutantes /hp1 presentaban nucleacidn eficiente a diferencia de mutantes vin3y
vrn2 (Yuan et al. 2016; Yang et al. 2017). En condiciones calidas LHP1 se esparce a lo largo
del locus de FLC y por lo tanto es posible que el complejo VAL1/2-LHP1 lea nucleosomas
marcados con H3K27me3 y mediante su interaccion con el complejo PHD (VRN5)-PRC2
catalice trimetilacion de H3K27 en nucleosomas adyacentes en un asa de retroalimentacion
positiva que permite la acumulacién de H3K27me3 en todo el locus de FLC, lo cual resulta en

una represion estable en condiciones cdlidas (Yuan et al. 2016) (Figura 2).
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(1-2 semanas) (3-6 semanas)

g 1o
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Marcas de activacion transcripcional .. Marcas de represion transcripcional
(H3K4me3, H3K36me, H3K27Ac) ® (H3K27me3)

Estado de la cromatina de FLC

Figura 2. Cambios en el estado de la cromatina de FLC antes, durante y posterior a la vernalizacidn. La represién
de FLC es un proceso secuencial en el cual participan diferentes componentes asociados al complejo PRC2 .
Antes del frio, FLC se encuentra activo y su cromatina presenta marcas de activacion transcripcional. Durante
la exposicion al frio la expresion de FLC se reduce y un complejo PHD-PRC2 se enriquece en la regién de
nucleacion y este complejo cataliza de manera local la trimetilacion de la H3K27. Una vez que las plantas
regresan a condiciones mas célidas el complejo VRN5(PHD)-PRC2 se esparce en todo el locus de FLC
depositando grandes cantidades de H3K27me3 v el factor epigenético LHP1 ayuda tanto al esparcimiento de
esta marca, como a mantener una represidon estable de FLC en subsecuentes divisiones mitdticas. Figura
modificada de Garcia Ponce de Ledn et al. (2020).

Ademas de la represién de FLC mediada por cambios en la composicion de su
cromatina, evidencia reciente seflala que cambios estructurales del locus de FLC son
importantes para el establecimiento de la represion inicial por vernalizacion. Antes de la
vernalizacion existe un bucle en el locus de FLC generado por la interaccion de dos regiones
gue flanquean al locus de FLC en sus regiones 5’ y 3’, respectivamente. La formacion de este
bucle parece ser independiente de los niveles de expresion de FLC, la represion mediada por
proteinas PcG, asi como también del contexto gendmico donde se encuentre FLC (Crevillén
et al. 2013). En las etapas iniciales de la vernalizacidn, esta interaccion entre las dos regiones
flanqgueantes se reduce y el bucle desaparece. Esta alteracion del bucle coincide con los

momentos iniciales de la vernalizacién donde los niveles de expresion de FLC disminuyen y
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la acumulacién de transcritos en anti sentido de FLC aumenta. Se ha propuesto que la
alteracion de este bucle es uno de los primeros pasos en el cambio de FLC de un estado

transcripcional activo a uno reprimido (Crevillén et al. 2013).

1.1.1.2. El papel de los RNAs largos no codificantes en la represion de FLC

durante la vernalizacion

Ademas de los mecanismos de represion mediados por proteinas PcG se tiene evidencia de
la contribucion que tienen transcritos no codificantes producidos a partir del locus de FLC en
su represion durante la vernalizacién (Figura 3). En las etapas iniciales de la vernalizacion se
transcriben un grupo de RNAs largos no codificantes en antisentido (IncRNA) a partir de un
promotor en la region 3’ de FLC denominados colectivamente como COLD INDUCED LONG
ANTISENSE INTRAGENIC RNAs (COOLAIR) (Swiezewski et al. 2009). Estos INcRNAs presentan
splicing alternativo y son poliadenilados diferencialmente (Marquardt et al. 2014). Existen
tres clases principales de IncRNAs de COOLAIR: uno que no es procesado por splicing y abarca
todo el locus de FLC, otro procesado por splicing y que esta poliadenilado proximalmente
(cerca del sexto exdn de FLC) y finalmente uno que es también procesado por splicing y
presenta una poliadenilacion distal (rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién de FLC)
(Swiezewski et al. 2009; Bloomer y Dean, 2017). La expresion de los RNAs de COOLAIR
correlaciona con una reduccion en la expresion de FLC y se tiene evidencia de que COOLAIR
interactua fisicamente con el locus de FLC (Csorba et al. 2014). Los IncRNAs de COOLAIR con
poliadenilacion proximal reprimen la expresion de FLC mediante un mecanismo que

involucra la desmetilacion de H3K4me2 por la desmetilasa de histonas FLD (F. Liu et al. 2007,
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2010) y una reduccién coordinada de la tasa de iniciacion y elongacién de la transcripcion de
FLC (Z. Wu et al. 2016). Esta reduccién en la transcripcion de FLC promueve el uso de los
sitios de poliadenilacion proximal de COOLAIR lo cual genera un mecanismo de
retroalimentacion positiva para COOLAIR, el cual mantiene un nivel de expresién bajo de FLC
(Marquardt et al. 2014). Para que la represion inicial de FLC se lleve a cabo tiene que haber
un intercambio dindmico en la composicion de su cromatina de un estado activo a uno
reprimido y parece ser que COOLAIR juega un papel importante en este proceso ya que la
alteracion de COOLAIR inhibe la reduccion mediada por frio de H3K4me3 y H3K36me3, y su
subsecuente reemplazo con H3K27me3 (Csorba et al. 2014). Existe evidencia de que una
proteina de unidon a RNA involucrada en la via auténoma, FLOWERING CONTROL LOCUS A
(FCA), interactua con CLF, el componente catalitico del complejo PRC2, y se une a COOLAIR
lo cual permite que CLF deposite H3K27me3 en el locus de FLC. La pérdida de COOLAIR
genera una reduccién en el enriquecimiento de FCA y CLF, lo cual a su vez disminuye los
niveles de H3K27me3 en FLC (Tian et al. 2019). Aunque no se le ha asignado una funcién
clara al transcrito con poliadenilacién distal de COOLAIR se piensa que también actla para
reprimir a FLC y se ha encontrado que las estructuras secundarias que forma presentan una
conservacion evolutiva, lo cual podria ser un indicio de una posible funcién regulatoria
(Hawkes et al. 2016). Mediante andlisis de hibridacion in situ de fluorescencia de una sola
molécula se encontré que el transcrito de COOLAIR sin splicing se expresa de manera
mutuamente exclusiva con el transcrito de FLC (Rosa, Duncan, y Dean, 2016). También se
demostrd que la formacién de un asa-R (un hibrido de DNA y RNA) estabilizada por una

proteina con un homeodominio, AtNDX, en la region heterocromatica del promotor de
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COOLAIR inhibe la expresion de COOLAIR y por lo tanto promueve la expresion de FLC (Sun
et al. 2013). La regulacion mediada por AtNDX de este asa-R parece ser independiente del

asa que se forma en FLC antes de la vernalizacién (Crevillén et al. 2013; Sun et al. 2013).

Ademas de COOLAIR, existe otro transcrito no codificante que se produce en sentido
a partir de un promotor en el primer intrén de FLC, que se denomind COLD ASSISTED
INTRONIC NONCODING RNA (COLDAIR) (Heo y Sung, 2010). Este transcrito presenta un cap
en su extremo 5’ pero no esta poliadenilado y es inducido por frio, aunque mas tarde que
COOLAIR, alcanzando un pico de expresidon aproximadamente a las 3 semanas de
vernalizacion (Kim, Xi, y Sung, 2017). COLDAIR interactua fisicamente con el complejo PRC2
para promover la acumulacién de H3K27me3 en el locus de FLC durante el proceso de
vernalizacion y se ha demostrado que cuando se inhibe su expresién disminuye el
silenciamiento de FLC (Heo y Sung, 2010). COLDAIR interactla con un tercer IncRNA
producido en el mismo sentido de FLC llamado COLD OF WINTER-INDUCED NONCODING RNA
FROM THE PROMOTER (COLDWRAP). Mientras que COLDAIR facilita el enriquecimiento de
PRC2 en la regidon de nucleacion durante las etapas iniciales de la vernalizacion, COLDWRAP
reprime a FLC en las etapas finales al promover la formacion de un bucle de cromatina
represivo entre el promotor de FLCy la regién donde se transcribe COLDAIR y mediante una
interaccién directa con PCR2 contribuye al esparcimiento del complejo en todo el locus de

FLC (Dong Hwan Kim y Sung, 2017).
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Figura 3. Los transcritos no codificantes producidos a partir del locus de FLC contribuyen a su represion durante
el proceso de vernalizacion. Antes de la vernalizacidn existen niveles elevados de acumulacidn del transcrito de
FLC. Después de la exposicion al frio COOLAIR comienza a expresarse y los niveles del transcrito de FLC
disminuyen . Un periodo prolongado de frio promueve la expresidon de COLDAIR el cual contribuye con la
represion de FLC mediada por complejos PcG PRC2, junto con COLDWRAP. Estos mecanismos mantienen
reprimido de forma estable a FLC una vez que las plantas regresan a condiciones dptimas de temperatura.
Figura modificada de Garcia Ponce de Ledn et al. (2020).

1.1.1.3. Papel de AGL19 y AGL24 en la transicion a la floracion por vernalizacion

El estudio de la transicion a la floracion en respuesta a la vernalizacién se ha centrado
en el estudio de FLCy sus mecanismos de represién (Baulcombe y Dean, 2014). Sin embargo,
se sabe que poblaciones naturales de plantas que presentan alelos no funcionales de FR/ o
alelos de FLC con bajos niveles de expresion (asi como también plantas mutantes en FLC),
mantienen su capacidad de respuesta a la vernalizacion (Shindo et al. 2005), por lo cual

deben existir otros genes involucrados en la transicion a la floracion.

AGL19 y AGL24 son dos genes que codifican para factores de transcripcion con

dominio MADS al igual que FLC, pero a diferencia de este Ultimo, ambos son inducidos por la

18



vernalizacion y actian como inductores de la floracién (Figura 4) (Michaels et al. 2003;

Schonrock et al. 2006).

AGL19 también es regulado por un complejo de proteinas PcG, pero a diferencia de
FLC, AGL19 se encuentra parcialmente reprimido durante el desarrollo vegetativo
(Schonrock et al. 2006). Igualmente, AGL19 es regulado negativamente por una desacetilasa
de histonas, HDAY, lo cual previene una floracion precoz en condiciones de DC (Kim et al.
2013; Kang et al. 2015). El papel de AGL19 en vernalizacion se resume en los antecedentes

de este proyecto.

AGL24 es homodlogo a SVP (Pafenicova et al. 2003) y participa como un activador de
la floracion bajo diferentes condiciones de crecimiento, entre ellas, en respuesta a la
vernalizacion (Michaels et al. 2003). Al igual que con AGL19, se demostrd que AGL24 actua
de forma independiente a la represién de FLC (Michaels et al. 2003). Interesantemente,

AGL24 también es reprimido por HDA9 y por un complejo PcG (Zeng et al. 2020).

Actualmente no existe informacién acerca de los blancos de regulacion de AGL19 y
AGL24 durante el proceso de vernalizacion o si existe algun tipo de interaccién genética entre

ellos.
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Figura 4. La vernalizacién involucra la represién de FLC por diferentes mecanismos, asi como también la
activaciéon de otros genes. Durante la vernalizacién, FLC es reprimido por mecanismos epigenéticos de
remodelacion de cromatina que incluyen a proteinas PcG y IncRNAs. A diferencia de FLC, AGL19 y AGL24 son
inducidos por vernalizacion y actian como promotores de la transicién a la floracion. La activacién de FLC por
FRI-C solo ocurre en las poblaciones naturales anuales de invierno.
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1.2. Formacion del meristemo de flor

La red de floracién confluye en la expresion de LFY y AP1 (Torti y Fornara, 2012) que junto
con CAULIFLOWER (CAL) (Saddic et al. 2006) le dan identidad al meristemo de flor (MF). LFY
activa a LATE MERISTEM IDENTITY1 (LMI1), un factor de transcripcion tipo HD-Zip de clase |,
y en combinacién con este induce la expresion de CAL. A su vez LFY y CAL, en parte junto con
LMI2, inducen a AP1 y este regula a LFY, en un asa de retroalimentacion positiva para
mantener la identidad del MF (Pastore et al. 2011). La induccion de AP1 por su parte, reduce
la expresion de SOCI1, AGL24, SVP y XAL2 en el MF, de forma que pueda mantenerse su
identidad para su posterior diferenciacion en los érganos florales (Liu et al. 2007; Gregis et

al. 2008; Pérez-Ruiz et al. 2015).
1.3. Los genes MADS-box y su regulacién

En esta seccion se ahondara mas sobre la familia de factores transcripcionales MADS-box,
los cuales estan involucrados en muchos procesos de desarrollo en todos los grupos de
eucariontes, y tienen relevancia en la transicion a la floracion (Saedler et al. 2001; Martinez-

Castilla and Alvarez-Buylla 2003; Smaczniak et al. 2012).

Dentro de la familia de genes MADS-box existen dos linajes, tipo | y tipo I, aunque en
plantas sélo los de tipo Il han sido extensamente caracterizados (Parenicova et al. 2003). Las
proteinas de tipo Il poseen una estructura modular conocida como MIKC, la cual presenta el
dominio de union a DNA (MADS) en su region N-terminal, seguido por el dominio |

(Intervening/Intermedio) y por el dominio K (Keratin-like) que estan involucrados en la
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formacion de dimeros y formacién de complejos proteicos mas grandes, y finalmente un

dominio variable C-terminal, que parece tener un papel en la formacién de complejos

proteicos y regulacion transcripcional (Lai et al. 2019). A su vez estos genes estan clasificados

en dos tipos, MIKC® (candnicos) y MIKC*, que presentan diferencias en una subregion del

dominio K (TheiRen y Gramzow, 2015).

Se tiene una gran cantidad de evidencia (especialmente en Arabidopsis) que coloca a

estos factores como importantes reguladores del proceso de floracidon e interesantemente,

pueden actuar ya sea como activadores o represores de dicho proceso (Saedler et al. 2001;

Martinez-Castilla and Alvarez-Buylla 2003; Smaczniak et al. 2012) (Tabla 1).

Tabla 1. Genes MADS-box (MIKC®) involucrados en el proceso de transicién a la floracidn.

Nombre

AGAMOUS-LIKE 6 (AGL6)

XAANTALIL (XAL1) / AGL12
XAANTAL2 (XAL2) /AGL14

AGL15

AGL17
AGL18
AGL19
SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1)/ AGL20
AGL24

FLOWERING LOCUS C (FLC)
J/AGL25

FLOWERING LOCUS M
(FLM)/MADS AFFECTING

Funcidn en transicion a la

floracion
Activador

Activador
Activador

Represor
Activador
Represor
Activador
Activador

Activador

Represor

Represor

Referencia

Koo et al., 2010; Yoo et al.,
2011
Tapia-Lopez et al., 2008
Pérez-Ruiz et al. 2015
Heck et al., 1995;
Fernandez et al., 2000;
Harding et al., 2003
Han et al., 2008
Adamczyk et al., 2007
Schonrock et al., 2006

Lee et al., 2000; Moreno-
Risueno et al., 2010

Michaels et al., 2003
Michaels and Amasino,
1999; Chiang et al., 2009;
Deng et al, 2011
Ratcliffe et al., 2001;
Ratcliffe et al., 2003
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FLOWERING 1 (MAF1)/

AGL27

MAF2 Represor

MAF3 Represor

MAF4 Represor

MAF5 Activador Ratcliffe et al., 2003

AGL28 Activador Yoo et al., 2006

AGL42 Activador Dorca-Fornell et al., 2011

AGL71 Activador Dorca-Fornell et al., 2011

AGL72 Activador Dorca-Fornell et al., 2011
SHORT VEG(';C'?))T/VE PHASE Represor Hartmann et al., 2000

Otros genes MADS-box que participan en la transicion a la floracién y hasta ahora no
han sido mencionados son: XAANTALI (XAL1) que actla como un activador de la floracion
en condiciones de DL, pero lo hace de forma parcialmente independiente de los genes
conocidos (Tapia-Lopez et al. 2008) y XAL2 (miembro del clado filogenético de SOCI1 y AGL19)
gue actla como un inductor de la floracién principalmente en condiciones de DC y en
respuesta a giberelinas. Igualmente se probd que XAL2 es un regulador positivo de SOC1 y
de AGL24 y que ademas tiene un papel en el mantenimiento y determinacién del MF (Pérez-

Ruiz et al. 2015).

Con base en la informacién actual de la regulacion genética de la transicidon a la
floracion, es claro que los genes MADS-box tienen un papel fundamental en la regulacion de
este proceso y esto es debido a las distintas interacciones entre los diferentes genes MADS-
box, asi como su interaccién con otros componentes de regulaciéon. La capacidad de esta
familia de factores de transcripcion para actuar como activadores o represores les confiere
a las plantas una enorme plasticidad para responder a los diferentes estimulos ambientales,

y asi transitar al estado reproductivo en las condiciones dptimas (Gramzow y Theissen 2010).

23



Existe evidencia de que los genes MADS-box son regulados de diferentes formas:
transcripcionalmente mediante la union de distintos factores de transcripcion a regiones
promotoras e intrdnicas; postranscripcionalmente, mediante el procesamiento de su RNA,
epigenéticamente mediante la modificacién y remodelacion de la cromatina, regulacion por
RNAs largos no codificantes (IncRNAs) y micro-RNAs (miRNAs), asi como regulacion
postraduccional al nivel de sus proteinas (Smaczniak et al. 2012; Syed et al. 2012; Chamala

et al. 2015; Jiang, 2015; Lai et al. 2019).

1.3.1. Regulacion transcripcional de los genes MADS-box mediante regiones

regulatorias en cis y RNAs largos no codificantes

En Arabidopsis todos los genes MADS-box de tipo MIKCE, con excepciéon de APETALA3 y
AGL15, presentan al menos un intréon con un tamafio mayor a 500 pb (Schauer et al. 2009).
AGAMOUS (AG), un gen homedtico floral de clase C, fue el primer gen de Arabidopsis en el
cual se demostré que dentro del segundo intrén (el mas largo) se encontraban cajas
reguladoras que conferian una expresion especifica espacio-temporal, y que eran necesarios
para su activacién, asi como también su represion (Sieburth y Meyerowitz, 1997).
lgualmente, se demostré que el segundo intréon de AG era suficiente para dirigir la expresion
de un reportero con una secuencia promotora minima (Hong et al. 2003). También se sabe
gue dentro de este intron de AG existen elementos de regulacion que restringen su expresion

a los drganos reproductivos de la flor (Deyholos y Sieburth, 2000).

Mas recientemente se demostrd que el segundo intrén de AG produce un ncRNA que

reprime su expresion en las hojas a través del reclutamiento de proteinas PcG (Wu et al.
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2018). Ademas de AG, se tiene evidencia de que FLC y SEEDSTICK (STK/AGL11) también
tienen secuencias de regulaciéon importantes dentro del primer intréon largo (Sheldon et al.
2002; Kooiker et al. 2005), asi como también AGL6, AGL13 (Schauer et al. 2009) y AGL24

(Hussain et al. 2019).
1.3.2. Regulacién co-transcripcional mediante splicing alternativo

Recientemente se ha demostrado la importancia que tiene la regulacién co-transcripcional
de los genes MADS-box y especificamente el papel que tiene el splicing alternativo en la
regulacion y funcion de algunos de estos genes involucrados en la transicion a la floracion

(Wang et al. 2019).

El splicing alternativo es un fendmeno mediante el cual un solo gen es capaz de
generar multiples isoformas a partir de su transcrito primario. FLM es un factor de
transcripcion con dominio MADS que junto con SVP actla como un represor de la transiciéon
a la floracién (J. H. Lee et al. 2007). FLM puede dar lugar a dos isoformas de su proteina
producto de un proceso de splicing alternativo dependiente de la temperatura (Lee et al.
2013). En condiciones de temperatura baja (16°C), se genera la isoforma FLM-, la cual forma
un complejo junto con SVP para inhibir la transicion a la floracion, mientras que en
condiciones de temperatura elevada (27°C), se genera la isoforma FLM-6 que igualmente
puede interactuar con SVP, pero este complejo no es funcional de forma que no puede
reprimir a sus genes blanco (Lee et al. 2013; Posé et al. 2013). Estas dos isoformas, FLM-By
FLM-6, difieren en la inclusion del segundo o tercer exdn, respectivamente, que codifican

para una parte del dominio Intermedio (I) de los MIKCS, el cual facilita la interaccién proteina-
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proteina (Lee et al. 2013; Posé et al. 2013). Aunque inicialmente se pensaba que FLM-6 al
unirse a SVP podria funcionar como una forma dominante negativa de la proteina, un estudio
de Capovilla et al. (2017) demostré que el fenotipo de floracién temprana en temperatura
elevada con respecto a la temperatura baja se podia explicar por la reduccion de la
abundancia de FLM-6 a 27 °Cy la degradacién de SVP. Mediante una aproximacion utilizando
la tecnologia de CRISPR/Cas9 se eliminaron los exones correspondientes a cada una de estas
dos isoformas de FLM. Al producirse solamente la isoforma de FLM-B se observé el fenotipo
de floracién tardia esperado, sin embargo, cuando solo se producia FLM-6 se observd un
fenotipo de floracidon temprana, pero no mas temprana que del mutante de pérdida de
funcién fIm-3, lo cual seria lo esperado si en efecto la isoforma FLM-6 funcionard como

dominante negativa (Capovilla et al. 2017).

MADS AFFECTING FLOWERING 2 (MAF2), al igual que FLM presenta un proceso de
splicing alternativo mediado por la temperatura. A temperaturas bajas (4—16°C) se produce
preponderantemente la isoforma MAF2varl, la cual se traduce en la proteina funcional
(Rosloski et al. 2013). Bajo este rango de temperatura, MAF2varl se une a SVP en un
complejo represor de genes que inducen la floracién, de forma que plantas 355::MAF2varl
presentan un fenotipo de floracidn tardia comparadas con las plantas silvestres (Airoldi,
McKay, y Davies 2015). Por otra parte, a temperatura elevada (27°C) se produce
principalmente la variante MAF2var2. Esta variante presenta la retencion del tercer intron
gue genera un codon de término prematuro (CTP), vy la prediccidon de la proteina traducida a

partir de este transcrito sugiere que tendria el dominio MADS, pero no el resto de la proteina
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(Rosloski et al. 2013; Airoldi, McKay, y Davies 2015). La sobreexpresién de MAF2var2 genera
plantas que florecen al mismo tiempo que las plantas silvestres, por lo que al parecer esta
proteina truncada afecta la funcién de MAF2var1 (Airoldi, McKay, y Davies 2015). Otra de las
variantes que se han podido estudiar es la variante MAF2var5, la cual no presenta el dominio
terminal C al introducir un CTP como parte de la retencion del sexto intron. Esta variante es
capaz de unirse a SVP pero genera un complejo no funcional, de forma que las plantas
35S8::MAF2var5 florecen mas tempranamente que las plantas silvestres. Sin embargo, el nivel
de acumulacion de esta variante en todas las temperaturas probadas es bajo, por lo cual

seran necesarios mas estudios para determinar su relevancia (Airoldi, McKay, y Davies 2015).

Ademas de la posibilidad de que el splicing alternativo produzca diferentes isoformas
de proteinas, existe también la posibilidad de que estos transcritos alternativos se
mantengan como mensajeros no codificantes que a su vez pueden presentar diversas
funciones regulatorias (Hubé y Francastel, 2018). Los RNAs circulares (circRNAs) son
moléculas de RNA altamente estables que se generan mediante una forma de splicing
alternativo no candnico llamado back-splicing (Meng et al. 2017). Estos circRNAs se han
identificado en todos los grupos eucariontes y sus funciones especificas contindian siendo
objeto de estudio (Wang et al. 2014). En cuanto a plantas se refiere, un estudio genémico
demostrod la abundancia de circRNAs en arroz (Oryza sativa) y Arabidopsis, asi como las
caracteristicas que compartian y los diferenciaban de los presentes en animales (Ye et al.
2015). Conn et al. (2017) reportaron el primer fenotipo relacionado con un circRNA en

plantas, al demostrar que un circRNA derivado del sexto intron de SEPALLATA3 (SEP3), un
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gen MADS-box involucrado en el desarrollo de érganos florales, promovia el incremento de
la abundancia de la variante de splicing SEP3.3, la cual no incluye el sexto exdn y esto a su
vez causa un fenotipo floral con menos estambres y un mayor nimero de pétalos (Conn et
al. 2017). Al intentar elucidar el mecanismo detrds de este fenotipo, se descubrié que este
circRNA podia unirse directamente al DNA gendmico de SEP3y formar un asa-R (R-loop). Los
autores hipotetizan que la formacion de este bucle-R promueve una menor tasa de
elongacién transcripcional, lo cual a su vez puede promover la biogénesis de la variante
SEP3.3 (Conn et al. 2017). Estos resultados abren la posibilidad de que este mecanismo de
regulacion de splicing por bucles R mediado por circRNAs sea usado comunmente para
regular la expresion de una variante de splicing especifica bajo ciertas condiciones

ambientales y/o de desarrollo.
1.3.3. Regulacidon postranscripcional y procesamiento del mRNA

Los mecanismos de procesamiento del RNA son importantes para la regulacién de algunos
genes involucrados en el proceso de la transicion a la floracién. Uno de los mecanismos mejor
estudiados involucrados en el procesamiento del RNA es el llamado Nonsense-mediated
mRNA decay (NMD), el cual en un inicio se pensaba que solamente funcionaba para degradar
transcritos que pudieran traducirse en proteinas truncadas y que a su vez generarian un
efecto negativo. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que ademds funciona
como un mecanismo para controlar la abundancia de algunos transcritos bajo ciertas
condiciones especificas (Kalyna et al. 2012; Drechsel et al. 2013; Shaul 2015). De hecho, el

proceso de NMD modula los niveles de los transcritos de FLM dependiendo de la
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temperatura. A 27°C la proteina de SVP es degradada, sin embargo, en esta condicién la
abundancia de los transcritos de FLM también se reduce mediante mecanismos asociados a
la via de NMD, lo cual resulta en una pérdida neta del complejo represor SVP-FLM-B y por lo

tanto en la induccién de la floracion (Sureshkumar et al. 2016).

Otro mensajero que es regulado postranscripcionalmente es el de SOCI. Se tiene
evidencia de que tanto el transcrito candnico de SOCI, asi como transcritos con un CTP
producidos a partir de su mismo locus son regulados por EARLY FLOWERING9 (ELF9), una
proteina de union a RNA, asi como también por componentes clave de la via de NMD, como
Up-Frameshift proteinl (UPF1) y UPF3 (Song et al. 2009). ELF9 no es un componente per se
del proceso de NMD, sin embargo, los autores proponen que puede funcionar para dar
especificidad al complejo funcional de NMD. UPF1y UPF3 se encargan de la activacién de la
via de NMD vy del transporte de transcritos del nucleo al citoplasma vy viceversa,
respectivamente (Dai, Li, y An 2016), y se ha demostrado que mutantes de estos genes
poseen un fenotipo de floracidon tardia en condiciones de DL (Nasim, Fahim, y Ahn 2017).
Utilizando métodos de analisis con RNA-seq, se encontrd que por una parte los niveles de
transcritos de FLC estaban aumentados en los mutantes upf, mientras que los niveles de
MRNA de SOCI y FT se encontraban disminuidos, lo cual era consistente con el fenotipo de
floracion tardia mediado por FLC (Nasim, Fahim, y Ahn 2017). Sin embargo, en los mutantes
upf no se encontraron transcritos alternativos de FLC que pudieran ser blancos directos de
NMD, por lo que los autores dedujeron que FLC no era un blanco directo de esta via. Lo que

si se encontro es que los mutantes de upf tenian niveles aumentados de los mRNAs de MAF3.
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MAF3 se ha descrito como un regulador positivo de FLC (Gu et al. 2013) y debido a esto, los
autores sugieren un mecanismo en el cual la via de NMD regula directamente a MAF3 y este

a su vez regula positivamente a FLC (Nasim, Fahim, y Ahn, 2017).

El proceso de splicing alternativo puede generar transcritos que poseen
caracteristicas que los convierten en blancos de NMD, como pueden ser CTPs, por lo que son
degradados. Sin embargo, en distintos organismos incluida Arabidopsis, se ha demostrado
gue algunos de estos transcritos que poseen caracteristicas tipicas de blancos de NMD, no
son degradados por este mecanismo (Kalyna et al. 2012). Se ha propuesto que algunos de
estos transcritos han logrado “secuestrar” la maquinaria de NMD para regular su abudancia
(Hillman, Green, y Brenner, 2004) en un proceso denominado splicing alternativo acoplado
a NMD (SA-NMD) (McGlincy y Smith, 2008). Especificamente en plantas, hay evidencia de
que el proceso de SA-NMD sirve como un mecanismo para regular un niumero especifico de
transcritos bajo diferentes condiciones de crecimiento, asi como en estrés (Kalyna et al.

2012; Drechsel et al. 2013; Sureshkumar et al. 2016).
1.3.4. Regulacidon postraduccional e interacciones proteina-proteina

En cuanto a la regulacion postraduccional de los factores de transcripcion con dominio MADS
se refiere, se tiene evidencia de que estos se unen a una secuencia consenso del DNA
conocida como la caja CArG (CC[A/T]6GG), y pueden hacerlo formando homodimeros,
heterodimeros, tetrameros, asi como también complejos proteicos mas complejos (Lai et al.
2019). Esta secuencia consenso se encuentra representada 340,000 veces dentro del

genoma de Arabidopsis por lo cual se hipotetiza que los factores de transcripcion con
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dominio MADS pueden regular potencialmente hasta un 30% de todos los genes de
Arabidopsis (Folter y Angenent, 2006). Se sabe también que los factores de transcripcién con
dominio MADS pueden unirse entre ellos o reclutar proteinas de otras familias como
activadores o represores de la transcripcidn, asi como también factores remodeladores de
la cromatina, lo cual sefiala la gran diversidad funcional que pueden llegar a tener estos
factores de transcripcién en diversos contextos y momentos del desarrollo (Smaczniak et al.
2012). A partir del modelo del cuarteto floral se hipotetizd que un complejo tetramérico de
proteinas MADS compuesto de dos dimeros se une a dos cajas CArG a cierta distancia, lo cual
genera un asa de DNA entre los dos sitios de union. Recientemente se probd la validez de
esta hipdtesis in vivo al demostrar que dos factores de transcripcién con dominio MADS, STK
y SEPALLATA3 (SEP3), regulan directamente la expresién de VERDANDI (VDD), un gen
importante para la determinacion de la identidad celular del gametofito femenino (Mendes
et al. 2013). El tetrdmero constituido por 2 dimeros de STK-SEP3 inducen la formacién de un

asa del DNA dentro del promotor de VDD lo que es esencial para su activacién.

Para poder llevar a cabo su actividad transcripcional, dentro del dominio MADS se
encuentra una sefial de localizacién nuclear en el motivo KR[K/R]X10KK3-5 (Lai et al. 2019).
Ademas, se ha demostrado que la expresidn espaciotemporal de las proteinas con dominio
MADS esta regulada en cierta medida al nivel postraduccional. Se tiene evidencia de que la
prolil cis/trans-isomerizacion dependiente de fosforilaciéon de SOC1 y AGL24 afecta la
estabilidad de AGL24 en el nucleo (Wang et al. 2010). Igualmente se ha demostrado que la

translocacioén al nucleo de algunas proteinas con dominio MADS estd regulada mediante la
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dimerizacién con otras proteinas. Lee et al. (2008) demostraron que al expresar solamente
a SOC1 de forma transitoria en protoplastos este se localizaba en el citoplasma, pero al
expresarlo simultdneamente con AGL24, ambos se translocaban al nlcleo. Curiosamente, la
translocacién al nucleo y la union con AGL24 estan mediados por los dominios MADS e

Intermedio (Lee et al. 2008).
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2. Antecedentes

AGL19 es parte del clado filogenético TM3/SOC1, el cual incluye a SOC1, AGL42, AGL7]1,
AGL72 y XAL2, los cuales estan implicados en la regulacion del tiempo de floracion (Dorca-
Fornell et al. 2011; Gramzow y TheiRen, 2015; Pérez-Ruiz et al. 2015). Mediante ensayos de
floracién utilizando dos alelos mutantes de AGL19 por inserciones de T-DNA en el primer
intron (agl19-1 y agl19-2), se observd que estos mutantes presentaban un fenotipo de
floracion tardia cuando las plantas eran vernalizadas por 6 semanas seguido de un periodo
de crecimiento en DC, indicando que AGL19 es necesario para promover la floracién en esta
condicion. Este fenotipo de floracidn tardia no se observd en plantas vernalizadas que
posteriormente se crecieron en DL (Figura 5A). En el mismo estudio se demostrd que la
actividad de AGL19 es independiente de la represidén de FLC (Schonrock et al. 2006). Sin
embargo, hasta el momento no se conoce qué genes son regulados por AGL19 durante el

proceso de vernalizacion.

Al igual que FLC, AGL19 es regulado mediante mecanismos epigenéticos,
especificamente mediante un complejo de proteinas PcG. Sin embargo, en este caso durante
el desarrollo vegetativo hay una mayor acumulacion de H3K27me3 sobre el locus de AGL19,
particularmente en el primer intrén, mientras que en las plantas vernalizadas los niveles de
enriquecimiento de H3K27me3 se reducen drasticamente y los niveles de expresién de
AGL19 aumentan (Figura 5B). Cabe mencionarse que los niveles de AGL19 se incrementan

con la edad en plantas que no han sido vernalizadas (Figura 5D) (Schénrock et al. 2006).
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Figura 5. AGL19 es un promotor de la floracién en respuesta a la floracidn y es regulado epigenéticamente
mediante la marca represiva de H3K27me3. A) Mutantes de ag/19 muestran un fenotipo de floracion tardia
después de un tratamiento de vernalizacion de 6 semanas seguido de un periodo de crecimiento en DC. En DL
no se observa este fenotipo. B) Antes de la vernalizacién AGL19 se encuentra reprimido por una alta
acumulacion de H3K27me3 en la region del primer exdn y regién 5° del primer intréon y esta acumulacion se
reduce considerablemente después de la vernalizacién. Arriba: esquema gendmico de AGL19 con los
fragmentos de ChIP analizados. Abajo: Gréfica de enriquecimiento de H3K27me3 en los diferentes fragmentos
de AGL19 analizados. Experimento de ChIP realizado con plantulas WT de 10 dps crecidas en DC con y sin un
tratamiento de vernalizacién de 6 semanas. C) La acumulacion de AGL19 aumenta conforme al desarrollo de Ia
planta aun sin un tratamiento de vernalizacion. RT-PCRs de plantas crecidas en DC. La edad se midié como dias
después de la germinacion (days after germination (DAG)). D) Los alelos mutantes por insercién de T-DNA
agl19-1y -2 fueron reportados originalmente como mutantes nulos. RT-PCRs de plantas de 40 dias crecidas en
DL (Schonrock et al. 2006).

Los alelos mutantes utilizados por Schoénrock et al. (2006), corresponden a

inserciones de T-DNA en el primer intrén (agl19-1 y agl19-2) y fueron considerados como
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alelos de expresién nula (Figura 5D y 6A). Sin embargo, en el Laboratorio de Genética
Molecular, Epigenética, Desarrollo y Evolucién de Plantas (Instituto de Ecologia, UNAM), se
observd acumulacién del transcrito completo de AGL19 en dichas lineas mutantes y no se
encontré acumulacion del mensajero completo en un tercer alelo mutante, aqui nombrado
agl19-3, (aislado y caracterizado en el laboratorio). Este Ultimo, presenta una insercion de T-

DNA en el cuarto intrén (Figura 6A).

Mediante RT-PCR se hizo un anadlisis comparativo entre los tres alelos en donde se
comparé la acumulacion de diferentes fragmentos que pudieran incluir algun intrén, ya que
se habia observado un fragmento de mayor tamafio al transcrito candnico esperado (Figura
6A amplificacién F1-R7). Se encontrd que efectivamente existian transcritos producto de un
proceso de splicing alternativo que incluyen preferencialmente los intrones 3 y/o 6 (Figura

6A; datos de Cruz-Sanchez sin publicar; Yustis, 2018, Tesis de Licenciatura, UNAM).

De forma interesante, ag/19-3 presenta un fenotipo de floracién tardia similar al de
agl19-1 vy agl19-2 bajo las mismas condiciones de vernalizacion que utilizaron en el articulo

de Schonrock et al. (2006) (Figura 6B).
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Figura 6. Acumulacion del transcrito candnico de AGL19y sus transcritos alternativos en tres mutantes alélicas
por insercién de T-DNA y sus respectivos fenotipos en el tiempo de floracién. A) Mientras que las plantas
silvestres (WT) y agl19-1y agl19-2 presentan acumulacién del transcrito candnico de AGL19 (F1-R7, 684 pb) y
otros de mayor tamafio (771 pb aprox), ag/19-3, no se observa acumulacién de estos transcritos. RT-PCRs de
plantas de 40 dias post-siembra (dps) en DL, donde se acumula fuertemente los transcritos de AGL19. B) Tiempo
de floracién de los 3 alelos mutantes de ag/19 donde se muestra un fenotipo de floracion tardia similar en
plantas vernalizadas y crecidas posteriormente en DC. Ademas se encontré que agl/19-3 también tiene un
fenotipo sutil pero siginificativo de floracién tardia en fotoperiodo de DC . Los datos representan la media de
los DPS hasta la emergencia del escapo (escapo de 1 cm) (barras verdes) y nimero de hojas de roseta contadas
al momento de la emergencia del escapo (barras naranjas). Los datos corresponden a la media y el error
estandar. Los asteriscos indican cambios estadisticamente significativos con una prueba de ANOVA de 2 vias
(**P<0.01, ***P<0.001;). n = 23 en cada caso (datos de Cruz-Sanchez sin publicar).

Por otra parte, se demostrd que tanto AGLI9 como su transcritos alternativos eran
regulados por CLF, un componente del complejo represor PRC2 que regula a AGL19 (Figura
7A), asi como también por proteinas involucradas en el procesamiento del mMRNA y en la via

de NMD (Figura 7B).
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Figura 7. Los transcritos alternativos de AGL19 se producen de forma natural y son regulados por CLF, asi como
también por proteinas de la via NMD. A) RT-PCR de la parte aérea de plantas WTy c/f-29 de 10 dias crecidas en
DLy esquema de la estructura genémica de AGL19 con los oligonucledtidos utilizados. Se muestran resultados
para 2 réplicas bioldgicas independientes. AGL19 y sus transcritos alternativos se acumulan en mayor medida
en mutantes de la unidad catalitica de un complejo PRC2. B) RT-PCR de la parte aérea de plantas WT, upf1-5y
elf9-2 de 14 dias crecidas en DL. En mutantes de componentes de la via de procesamiento de RNA NMD existe
mayor acumulacion de AGL19 y sus transcritos alternativos (Yustis, 2018, Tesis de Licenciatura, UNAM).
Puesto que ag/19-3, el cual no acumula el mensajero completo de AGL19, tiene un
fenotipo similar a los otros dos alelos mutantes, nos planteamos dos posibles explicaciones:
la primera es que los transcritos alternativos acumulados en ag/19-1y agl/19-2 se traduzcan,
lo cual podria generar proteinas truncadas que actuaran como dominantes negativos. Una
segunda posibilidad es que estos transcritos estén actuando como RNAs no codificantes y de
esta forma estén reprimiendo la acumulacién de genes diferentes a AGLI9 que sean
necesarios para inducir la floracion. De esta forma, los mutantes agl/19-1 y agl19-2

generarian el mismo fenotipo que el mutante ag/19-3 de pérdida de funcién. Para empezar

a entender el posible papel de los transcritos alternativos de AGL19 que presentan la
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retencién de los intrones 3 y/o 6, en este trabajo nos planteamos conocer su acumulacién
en respuesta a la vernalizacion y el posible efecto que podrian tener las inserciones de T-

DNA en su acumulacion.

Por otra parte, estamos interesados en conocer genes que sean regulados por AGL19
y que estén implicados en la respuesta a la vernalizacién. Por lo que con anterioridad se
realizd un microarreglo donde se compararon plantas WT vernalizadas seguido de un
periodo de crecimiento en DC, contra plantas WT crecidas en DC y plantas agl/19-3
vernalizadas contra plantas WT vernalizadas y en este trabajo se llevara a cabo su analisis y

confirmacion.

Con base en todo lo anterior sugerimos la hipdtesis y objetivos que a continuacién se

mencionan.
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3. Hipodtesis

A partir del locus de AGL19 se genera un transcrito que da lugar a una proteina funcional y a
transcritos alternativos que participan en la regulacién de la transicion a la floracién en

respuesta a la vernalizacion.

4. Objetivo

Determinar el papel de AGL19 en la transicidn a la floracién en respuesta a la vernalizacion y

el posible efecto de sus transcritos alternativos en su regulacion.

4.1. Objetivos Particulares

e |dentificar genes que sean regulados por AGL19 durante la transicién a la floraciéon
por vernalizacion.

e Aislar los transcritos alternativos de AGL19 que contienen los intrones 3 y/o 6

e Determinar el efecto de las inserciones de T-DNA de los tres alelos mutantes de
AGL19 (agl19-1, agl19-2 y agl19-3) en la deposicién de la marca de represion

H3K27me3 en la region 5’ de este gen.
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5. Materiales y métodos

5.1. Plantas y condiciones de crecimiento

Las plantas silvestres (WT) y mutantes (agl/19-1, agl19-2 y agl19-3) de Arabidopsis thaliana
utilizadas en este trabajo son del ecotipo Columbia (Col-0). Para las plantas crecidas en caja
Petri, las semillas se esterilizaron utilizando 0.5 mL de una solucién de cloro al 60% y Tween
al 0.005%, agitandolas durante 5 minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente se
realizaron de 4 - 5 lavados con 0.5 mL de agua estéril durante aproximadamente 2 minutos
y finalmente se les agregd 0.5 mL de agarosa al 0.3%. Las semillas se estratificaron a una
temperatura de 4°C durante 3 dias antes de la siembra, esto para sincronizar su germinacion
y desarrollo. Las semillas se sembraron en cajas Petri cuadradas con 80 mL de medio de

crecimiento Murashige-Skoog (MS) 0.2X, sacarosa 1.0% y agar 1.0%.

Para los ensayos de vernalizacion las semillas se esterilizaron y se dejaron 24 h a
temperatura ambiente antes de la siembra. Se sembraron en cajas Petri con 100 mL de
medio de crecimiento Murashige-Skoog (MS) 0.2X, sacarosa 1.0% y agar 1.0% y se colocaron
en oscuridad a 4°C durante 8 semanas. Posteriormente se pasaron a una camara de
crecimiento con un fotoperiodo de dia corto (DC; 8 h de luz) y 23 °C durante 15 dias. Las
plantas control, se esterilizaron y estratificaron por 3 dias y se crecieron simultdaneamente

gue las vernalizadas en la misma cdmara de crecimiento por 15 dias.
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Las plantas silvestres y los mutantes ag/19-1, -2 y -3 utilizados para el ensayo de ChlP,
se crecieron directamente en sustrato en un cuarto de crecimiento a 23 °C en dia largo (DL;

16 h de luz) durante 40 dias post-siembra (dps).

5.2. Extraccion y cuantificacion de RNA

El material vegetal utilizado para extraer RNA se obtuvo a partir de la parte aérea de plantas
en diferentes condiciones de crecimiento. Para la extraccién de RNA se utilizé el kit DirectZol
RNA MiniPrep (Zymo Research), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El RNA se
cuantificd utilizando 1 pul de cada muestra de RNA en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). Se
realizd la electroforesis del RNA total en un gel de agarosa al 1.2% que contiene formaldehido
al 3% y buffer MOPS 1X, de esta forma se comprobd la integridad de los RNAs y se calibraron
para comprobar que hubiera la misma cantidad de cada muestra antes de realizar la sintesis

de cDNA.

5.3. Andlisis del microarreglo

Se realizd el andlisis de datos de microarreglos previamente realizados en el laboratorio
donde se realizaron dos comparaciones: plantas WT vernalizadas por 8 semanas seguido de
un periodo de crecimiento de 15 dias en DC contra plantas WT crecidas 15 dias en DC, y
plantas WT vernalizadas contra plantas ag/19-3 vernalizadas. Para el analisis del microarreglo
se eligid primeramente a aquellos genes que tuvieran un Z-score >1 en las listas de genes
inducidos y reprimidos en las diferentes condiciones. Para encontrar genes que estuvieran

regulados por AGL19, negativa o positivamente, después de un tratamiento de vernalizacion,
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se hicieron comparaciones cruzadas de genes cuya expresion cambiaba en plantas WT
vernalizadas con respecto a plantas WT en DC (AthV3_04 37) con las listas de genes cuya
expresion se alteraba en el mutante ag/19-3 en condiciones de vernalizacion con respecto a
plantas WT en la misma condicion (AthV3_04 35) (Tabla 2). Para este andlisis se utilizd el
software en linea Venny 2.1 (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). Posteriormente se
eligieron aquellos genes que estuvieran inducidos en plantas silvestres vernalizadas vy
ademas reprimidos en plantas ag/19-3 en condiciones de vernalizacidn, asi como genes que
fueran reprimidos por vernalizacion en plantas silvestres e inducidos en agl/19-3.
Posteriormente para elegir genes con una expresion diferencial se realizd una
transformacién de Z-score a p-value para poder hacer un corte de la lista de genes con un p-
value significativo (p-value < 0.05). Esta transformacién se realizé tomando todos los valores
de Z-score de las listas de genes analizados y utilizando la funcion DISTR.NORM.N del
programa Excel, la cual devuelve la funcién de distribucién normal estandar acumulativa. A
partir de los valores obtenidos se selecciond a aquellos genes que tuvieran un p-value < 0.05

en ambos microarreglos analizados (Tabla 2).

Tabla 2. Hibridaciones utilizadas para la realizacién del microarreglo. Los genes inducidos vy
reprimidos se expresan en funcién de las condiciones marcadas con Alexa647 (Cy5).

Chip Alexas55 (Cy3) Alexa647 (Cy5)
AthV3_04_35 WT vernalizacién + 15 dias DC agl19-3 vernalizacion + 15 dias DC

Athv3_04_37 WT vernalizacién + 15 dias DC WT 15 dias DC
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5.4. RT-PCR cuantitativa (RT-gPCR)

La sintesis de cDNA se realizd a partir de 2 pg RNA, utilizando un oligo (dT) (GGC CAC GCG
TCG ACT AGTACT TTTTITTTT TTT TTT TTT) y la enzima reversotranscriptasa SuperScript Il
(Invitrogen), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Para la realizacién de RT-qPCR
se utilizo el sistema SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific) de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. Por cada RT-qPCR se utilizaron 3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas
técnicas cada una. La reaccion se realizd en un volumen de 10 pL. Para analizar los niveles de
expresion de los diferentes genes se utilizaron pares de oligonucledtidos especificos para
cada gen (Tabla 3). La eficiencia de amplificacién de todos los genes se analizé mediante el
algoritmo de Real-Time PCR Miner (Zhao y Fernald, 2005). Como genes normalizadores se
utilizaron PDF2 (AT1G13320), RNAH (AT1G58050) y UPL7 (AT3G53090). Para determinar los
genes normalizadores mas adecuados para el analisis y la estabilidad de cada uno de estos
se utilizo el algoritmo de geNorm (Vandesompele et al. 2002). Finalmente, para determinar
las diferencias de expresién entre los diferentes genotipos y tratamientos se utilizé el analisis
de cuantificacion relativa (AACT) con el software gBase+ (v. 3.2, Biogazelle), utilizando los

valores de CT provenientes del analisis mediante el algoritmo de Real-Time PCR Miner.
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Tabla 3. Pares de oligonucledtidos utilizados en experimentos de RT-gPCR.

Nombre del Gen

PDF2

RNAH

UPL7

AGL19 3’

Intrén 3 de AGL19

Intrén 6 de AGL19

FLC

Secuencia (5’=23’)

TAA CGT GGC CAA AAT GAT GC

GTT CTC CACAACCGCTTG GT

CCATTCTACTIT TTG GCG GCT

TCA ATG GTA ACT GAT CCACTCTGA TG

TTC AAATACTTG CAG CCAACCTT

CCC AAA GAG AGG TAT CAC AAG AGACT

CCA AGA AGT ACC AAT TACTCC GTG

CCCATT CCAAGCCACTTCTC

GAG ACG AAA CAT CTG GAT TG

CGTTTC TCATAA GAAATTTTG AG

GAA ATT GAG AAG TTG AAG GCA GAG

CTCTTC TAC TCA GCA ACATAT TA

TAG AGC CAA GAA GACCGA ACT C
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AGL24

S0C1

XAL2

AGL21

LFY

AP1

RHA1A

CTC CCA CAT GAT GATT ATT CTC CA

GAG GCT TTG GAG ACA GAG TCG GTG A

AGA TGG AAG CCC AAG CTT CAG GGA A

AGC TGC AGA AAA CGA GAAGCT CTC G

GGG CTACTCT CTT CAT CACCTCTTICC

GAT AAT TCA CAG CAATCG AAG G

GGT TCT CCAATT GTT GTAACT C

CAA GAA GGC TTATAT GGCAAAC

CTCTCT GTTATT GCTTTG CTCT

ATC GCT TGT CGT CAT GGC TG

GCAACCGCATTIGTTCCGCTC

CAT GGG TGG TCT GTATCAAGA AGAT

CAT GCG GCG AAG CAG CCAAGGTT

AACTAATTG GTT TAATCT ATG TC

GTGTTG TTT TTG TAT AAA GAT ATAT
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GCT AAA GGA GCT GTT AGG AG

VGT1
GAA AGT GGA GCT AAG ATG AGT A
TGG TTG AGA GAG GGT TTATAC
OTP43
GCT ACCAGATTT ACT CTG CAA
TTG GAG ATC AGATTC AAT GTT C
SINE2
GTT GGT CCT AGA GCA CAC AG
TTA CTG TAG TGG AAC TCT ACG
AT1G19130

CTA GCCTCA GCT TTA AGC AGA

5.5. Obtencion, clonacion y secuenciacion de los transcritos alternativos de

AGLI19

Para confirmar las secuencias de los intrones incluidos en los transcritos alternativos, se
amplificd el cDNA completo de AGL19 de plantas silvestres vernalizadas con un par de
oligonucledtidos que abarcan desde el ATG hasta el codén de término (Tabla 4). Se tomd
toda la reaccion de PCR y se clond utilizando el sistema CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Una vez obtenida la reaccion de
ligacién con el vector pJET1.2/blunt se transformaron células competentes de Escherichia
coli de la cepa DH5a. La transformacion se realizd tomando 10 pl de la reaccién de ligacién
a los cuales se le agregaron 40 ul de un buffer de transformaciéon (KCl 200 mM, MgCl, 100

mM, CaCl, 60 mM, PEG 3%) y 50 ul de células quimio-competentes. Después se les aplicd un
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choque térmico de 5 min a temperatura ambiente, se pusieron en hielo y a la reaccién se le
agregd 900 pl de medio LB y se incubd a 37°C durante 1 hora en agitacion. Las células se
crecieron en placas de medio LB sélido adicionado con ampicilina (100 pg/mL). Para
confirmar cuales transcritos se habian clonado se tomaron 50 colonias al azar y se realizaron
Minipreps de acuerdo con el método descrito por Maniatis, Fritsch y Sambrook (1982), para
comprobar por PCR. Con base en los tamafios de los fragmentos obtenidos, se podia saber
cuales contenian los transcritos alternativos. Una vez que se identificaron las clonas se
purificd nuevamente el DNA, ahora con el kit ZR Plasmid Miniprep — Classic (Zymo Research)
de acuerdo con las instrucciones del proveedor y se enviaron para su secuenciacién al
Laboratorio de Secuenciacién Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de
Biologia, UNAM. Una vez recibidas las secuencias se realizaron alineamientos para
comprobar primeramente que estas clonaciones no presentaran mutaciones puntuales y

segundo, comprobar las secuencias incluidas en los transcritos alternativos de AGL19.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la clonacion del cDNA de AGL19.

Oligonucleétido forward (5’2 3') Oligonucleétido reverse (5'=23')

ATG GTG AGG GGC AAAACG G TTAATT TTG AGG AGG GAATTTTTT G

Para comprobar que en los alelos mutantes agl/19-1 y -2 no existieran mutaciones o
alguna otra alteracion del transcrito codificante, se amplificd por RT-PCR el cDNA de hojas
de plantas ag/19-1 vy -2 crecidas en tierra por 40 dps con los oligonucledtidos mostrados en

la Tabla 5, los cuales amplifican desde el ATG de AGL19 hasta la region 5’ del Ultimo exon.
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Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1% y se aislé el fragmento
amplificado que contenia el marco de lectura completo de AGLI19 en cada uno de los
mutantes. Para purificar los productos de PCR se utilizd el kit Zymoclean Gel DNA Recovery
Kit (Zymo Research) de acuerdo con las instrucciones del proveedor y se enviaron a
secuenciar. Para comprobar que no hubiera mutaciones puntuales o alguna otra alteracién

de las secuencias se realizaron alineamientos con el cDNA de AGL109.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para amplificar el cDNA de AGL19 en los mutantes agl/19-1y
agl19-2.

Oligonucleétido forward (5’2 3') Oligonucledtido reverse (5'=23')

GTG AGG GGC AAA ACG GAG ATG ACG TTG ATT GTG ATG ATG C

5.6. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)

La inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) se realizé con el método publicado por Desvoyes

et al. (2018) y las modificaciones descritas por Vega-Ledn (2018) (Tesis de Maestria, UNAM).

La parte aérea de las plantas silvestres y mutantes (ag/19-1, agl19-2 y agl19-3) de 40
dias se fijaron en grupos de 5 plantas por réplica, con una solucién de PBS 1X y formaldehido
al 1%. Las muestras se colocaron en una camara de vacio durante 2 mins, seguido de 2 mins
sin vacio; este procedimiento se repitié 3 veces. Para detener la reaccion de fijacion se utilizo
glicina 0.1M y se incubaron las muestras 2 mins en vacio seguido de 4 mins sin vacio. Para
finalizar el tejido se lavd con agua bidestilada 4 veces y se congeld utilizando nitréogeno

liguido. Para la extraccién de proteinas se triturd aproximadamente 1g de material aun
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congelado, el cual se resuspendidé en 20 ml de buffer de extraccion (Tris-HCI 10 mM, pH 8,
sacarosa 0.25 M, MgCl, 10 mM, Triton X-100 1%, PMSF 1 mM) e inhibidor de proteasas
casero 1X, el cual contiene: aprotinina 1X, leupeptina 1X, AEBSF 1X, E64 1X, fenotrolina 1X,
pepstatina A 1X y bestatina 1X. Las muestras se incubaron en agitacion a 4°C durante 1 hora.
Cada muestra se filtré a través de dos mallas microcloth (Millipore) y se centrifugaron a 4°C
a 3000 rpm. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 1 mL de buffer de lisis
(Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA 10 mM, PMSF 1 mM e inhibidor de proteasas 1X (Sigma)),
posteriormente se agregd SDS a una concentracion final 1% y se incubd durante 1 hora a 4°C
en agitacion. Finalmente, las muestras se sonicaron durante 30 segundos seguido de 30
segundos sin sonicacion por 30 ciclos en hielo con un sonicador Q700 con una potencia del
20% (Fisherbrand, Fisher Scientific). Para cuantificar la cromatina extraida y verificar que la
sonicacion resultd en los tamafios de fragmentos deseados (entre 300 y 700 pb) se separo
una alicuota de 40 uL de cromatina sonicada de cada muestra y se procedid a revertir el
entrecruzamiento. Para esto se les agregd 160 plL de agua y 8 pL de NaCl 5M y se dejaron
incubando a 65°Cy en agitacién a 1000 rpm toda la noche. Posteriormente se le agregd a las
muestras 8 pL de Tris-HCl pH 6.8 y 4 uL de RNAsa A/T (Invitrogen). Se incubaron 1 hora a
37°C y 500 rpm. Después se agregd 4 pL de EDTA 0.5 My 2 uL de proteinasa K (Invitrogen,
10 mg/mL) y se incubaron 2 horas a 37°C y 500 rpm. Finalmente se realizé una extraccion
con una solucién de fenol cloroformo y alcohol isoamilico (25:24:1). Para la cuantificacion
del DNA se utilizo el sistema Qubit (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones
del proveedor. Para verificar el tamafio de los fragmentos sonicados se corrio el resto de las

muestras en un gel de agarosa 1%y se verificd que el barrido estuviera en el rango requerido.
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Para la inmunoprecipitacién se tomo un volumen tal que contuviera aproximadamente 1 ug
de cromatina por cada inmunoprecipitado y se diluyd 10 veces en buffer de dilucién (Tris-
HCl 16.7 mM pH 8, NaCl 167 mM, EDTA 1.2 mM, Triton X-100 1.1%, PMSF 1mM e inhibidor
de proteasas 1X). Para el pre-aclareado de la cromatina las muestras se incubaron a 4°C en
agitaciéon durante 1 hora con 30 ulL de perlas de proteina A/G PLUS-Agarosa (Santa Cruz
Biotechnology) previamente lavadas con PBS 1X. Después se centrifugaron a 4°C durante 1
minuto a 1200 rom. De cada una de las muestras se tomé un 10% del total para utilizarse
posteriormente como input. Del sobrenadante se tomdé 1 ug de cromatina para cada
inmunoprecipitado y se dejaron precipitando toda la noche a 4°C en agitacién con las
cantidades respectivas para cada anticuerpo 5 pg de anti-H3K27me3 (Abcam, ab6002) y 2
ug de anti-H3 (Abcam, ab1791). Posteriormente se incubaron las muestras a 4°C durante 2
horas en agitacion con 50 L de proteina agarosa A/G plus previamente lavada (2 veces) con
PBS 1X. Para la recuperacién de los inmunocomplejos, se realizaron diferentes lavados

consecutivos con los buffers que se indican a continuacion:

1. Buffer de baja sal (Tris-HCI 20 mM pH 8, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Triton
X-100 1%, PMSF 1mM e inhibidor de proteasas 1X)

2. Buffer de alta sal (Tris-HClI 20 mM pH 8, EDTA 2 mM, NaCl 500 mM, SDS 0.1%, Triton
X-100 1%, PMSF 1 mM e inhibidor de proteasas 1X)

3. Buffer de LiCl (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, LiCl 250 mM, Igepal CA-630 1%,

desoxicolato de sodio 1%, PMSF 1 mM e inhibidor de proteasas 1X)
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4. Buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, PMSF 1 mM e inhibidor

de proteasas 1X)

Con cada uno de los buffers primero se realizé un lavado rapido y posteriormente otro
lavado incubando las muestras a 4°C en rotacion durante 5 minutos. Entre cada uno de los
lavados las muestras se centrifugaron a 4°C por 2 minutos a 1200 rpm. Para la elucién de los
inmunocomplejos se agregd a cada una de las muestras 200 pL de buffer de elucién (SDS 1%,
NaHCO3 100 mM) el cual fue previamente calentado a 65°C y se incubaron en agitacion
durante 15 minutos a 65°C. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 1 minuto a
1000 rpm y se tomo el sobrenadante. El paso de elucidn se realizé 2 veces para obtener un
volumen final de 400 puL. El desentrecruzamiento se realizdé agregando 16 pL de NaCl 5M a
las muestras y se incubaron a 65°C en agitacién durante toda la noche. Para la extraccién de
DNA, primeramente se realizd una digestién de RNA y proteinas. Cada muestra se incubd 30
minutosa37°Ccon 16 pLde Tris-HCl 1 mM pH 6.8 y 16 ug de RNAsa A/T (Invitrogen). Después
se agrego a cada muestra 8 uL de EDTA 0.5 My 2 ul de proteinasa K (Invitrogen, 10 mg/mL).
Las muestras se incubaron durante 2 horas a 37°C y 500 rpm. Finalmente, la extraccion de
DNA se realizé mediante fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (F:C:l 25:24:1) utilizando tubos
“phase lock” caseros. Estos tubos permiten separar la fase organica mediante una grasa

inerte y tomar el sobrenadante sin riesgo de contaminacion de F:C:l.

Los fragmentos de DNA inmunoprecipitados se analizaron mediante gPCR. Se
amplificaron una serie de fragmentos de DNA sobre la regién 5’ de AGL19 donde ya se tiene

reportado que la marca H3K27me3 se encuentra presente, mediante el analisis de datos de
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ChlP-seq (UCSC Genome Browser on Arabidopsis thaliana Feb. 2011 Thale cress Assembly
(araThal)) y lo reportado por Schonrock et al (2006). Con los pares de oligonucledtidos
utilizados se amplificaron fragmentos de DNA en la region 5 del primer intron del gen,
posicionados rio arriba (F1, F2), entre (F3) y rio abajo (F4) de las inserciones de T-DNA
presentes en agl/19-1y agl19-2 (ver esquema de la posicion de los oligonucledtidos utilizados
en la Figura 14A en la seccién de Resultados); y todos ellos se encuentran por arriba de la
insercion de agl/19-3 (Tabla 6). Para el andlisis de los datos por gqPCR primeramente se
normalizaron los datos de H3K27me3 y de la histona H3 sin modificar contra un input (10%
de la cromatina total extraida). El andlisis de enriquecimiento de H3K27me3 se realizé con
respecto al enriquecimiento de histona H3 sin modificar, por lo que los datos de H3K27me3
se normalizaron con respecto a los datos de la histona H3. Para este experimento se

realizaron dos réplicas bioldgicas independientes con 6 réplicas técnicas cada una.
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Tabla 6. Lista de los oligonucleétidos utilizados para el andlisis de ChIP por qPCR.

Nombre del Tamafio del
Secuencia (5’=23’)
Fragmento (pb)

Fragmento
CTAGAAGTAAAGGATGGTGAG
F1 205
AGGGACATACCTAGAGCTAG
AGGACTGACACTAATGATAC
F2 /1
CGTTTCATAGGTTGTAGTGC
CGCTGTAGATGAGTTGATCT
F3 133
GCAGTAGCACTGGTGTCAAA
TCTCGCCCTGCTGTAATACA
F4 108
GCTTCGTCTCATCCCTAGCA
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6. Resultados

6.1. Identificacion de genes regulados positivamente por AGL19 después de la

vernalizacion

Para conocer los genes que son regulados por la vernalizacion y que ademds fueran
regulados por AGL19, se hizo el andlisis de un microarreglo de plantulas vernalizadas por 8
semanas seguido de un periodo de crecimiento de 15 dps en DC, contra plantas silvestres y
agl19-3 crecidas en DC por 15 dps. Para esto, se tomaron primero las listas del microarreglo
de genes diferencialmente expresados (Z-score >1) para aquellos genes que estuvieran
inducidos o disminuidos por vernalizacion en las plantas silvestres (WT) y de estos, se
contrastaron con las listas de genes desregulados en las plantas ag/19-3 vernalizadas. Del
total de genes analizados (16,923) se encontrd que 2149 (16.9%) genes se encontraban
inducidos en las plantas WT vernalizadas, mientras que estaban reprimidos en las plantas
agl19-3 vernalizadas (Figura 8), lo que indica que estos genes podrian ser regulados
positivamente por AGL19 durante el proceso de vernalizacién. De total de 4256 genes
inducidos por vernalizacion en plantas WT, alrededor de la mitad (2149 genes) depende de
AGL19, mientras que apenas 48 genes mantienen su induccion en el mutante ag/19-3. Esto
indica que AGL19 tiene un papel muy relevante en el proceso de vernalizacion, muy
posiblemente como un activador. Igualmente se encontré que del total de genes analizados
hay 2059 (16.2%) genes inducidos por la vernalizacion independientemente de la presencia

de AGL19 y 1954 (15.3%) genes que podrian ser regulados negativamente ya que se

54



encontraban inducidos en plantas ag/19-3 vernalizadas. Adicionalmente se encontrd que
existen 2112 (16.16%) genes reprimidos por vernalizacion en plantas WT, que no dependen

de AGL19 (Figura 8).

Reprimidos en vernalizacion WT Inducidos en vernalizacion ag/19-3

Inducidos en vernalizacion WT Reprimidos en vernalizacién ag/19-3

Figura 8. Diagrama de Venn de los genes regulados por AGL19 durante la vernalizacién. Se observa que mientras
algunos genes son regulados por AGL19 después del proceso de vernalizacién, existen también algunos que no
requieren de AGLI19 para su regulacion en este proceso (Diagrama de Venn generado con Venny 2.1.0
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)).

De los genes que resultaron ser regulados positiva o negativamente por AGL19
después del tratamiento con frio, se realizé una transformacién de sus respectivos valores
de Z-score a p-value. Esto se hizo para tener una mayor probabilidad de encontrar genes que
cambiaran su regulacién significativamente (p < 0.05). Después de realizar esta seleccion se
obtuvo un total de 20 genes que se encuentran inducidos por vernalizacion en plantas WTy
reprimidos en plantas ag/19-3 en la misma condicién (Tabla 7), sugiriendo que son los

candidatos a ser regulados positivamente por AGL19.
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Por otra parte, se buscaron aquellos genes que posiblemente actlan como

represores de la floracion en respuesta a vernalizacién, los cuales podrian ser regularlos

negativamente por AGL19 para que se pueda dar esta transicion. Por lo tanto, se compararon

los genes reprimidos por la vernalizacion en plantas silvestres, pero inducidos en agl19-3. De

esta comparacién se encontraron 6 genes (Tabla 8).

Tabla 7. Genes inducidos por vernalizacién y candidatos a ser regulados positivamente por AGL19.

Locus

AT4G1137
0

AT1G7490
0

AT1G1913
0

AT5G6628
0

AT3G1244

0

AT3G6295
0

Simbolo

RING-H2
FINGER A1A
(RHA1A)

ORGANELLE
TRANSCRIPT
PROCESSING
DEFECT 43
(0TP43)

Proteina de
funcién
desconocida

GDP-D-
MANNOSE
4,6-
DEHYDRATASE
1(GMD1)

Proteina de

funcién
desconocida

GRXC11

Z-score
(induccion
por
vernalizaciéon
en plantas
WT)

6.326

4.128

3.860

3.836

3.812

3.730

P-value

5.75x10°*

9.822x10°

0.001

0.001

0.001

0.001

Z-score

(represién
en plantas
agl19-3
vernalizadas)

-6.122

-2.959

-3.158

-2.921

-3.769

-3.270

P-value

1.16x10°%

0.039

0.014

0.046

0.000

0.007

Caja

CArG en

su

promotor

v

X

X

v

v

X
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AT3G0397
0

AT3G2774
0

AT3G2784
0

AT4G2069
0

AT3G4474
0

AT1G1619
0

AT4G1480
5

AT2G0205
0

AT3G4568
0

AT4G0244
0

SUN domain-
interacting
Nuclear
Envelope
protein 2
(SINE2)

CARBAMOYL
PHOSPHATE
SYNTHETASE A
(CARA)

RIBOSOMAL
PROTEIN L12-
B (RPL12-B)

Proteina de
funcién
desconocida

Proteina de
funcion
desconocida

RADIATION
SENSITIVE23A
(RAD23A)

Proteina de
funcion
desconocida

Proteina de
funcion
desconocida

NPF2.3

EMPFINDLICH
ER IM
DUNKELROTE
N LICHT 1
(EID1)

3.723

3.721

3.717

3.717

3.698

3.629

3.589

3.361

3.267

3.207

0.002

0.002

0.002

0.002

0.002

0.003

0.003

0.011

0.018

0.024

-3.036

-3.481

-3.666

-3.658

-3.745

-3.051

-3.256

-3.467

-3.588

-2.954

0.027

0.002

0.001

0.001

0.000

0.025

0.008

0.002

0.001

0.040
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AT3G5395
0

AT3G5969
0

AT3G0309
0

AT5G5874
0

Proteina de
funcién
desconocida

IQ-DOMAIN 13
(I0D13)

VACUOLAR
GLUCOSE
TRANSPORTER
1(VGT1)

Proteina de
funcién
desconocida

3.295

3.255

3.180

3.040

0.016

0.019

0.027

0.048

-3.109

-3.032

-2.982

-3.251

0.018

0.027

0.035

0.008

Tabla 8. Genes regulados negativamente por AGL19 que requieren posiblemente de ser reprimidos
por la vernalizacién.

Locus

AT1G3229
0

AT1G1711
0

AT2G1753
0

AT1G3458
0

Simbolo

Proteina de
funcion
desconocida

UBIQUITIN-
SPECIFIC
PROTEASE 15
(UBP15)

Proteina
perteneciente
auna
superfamilia
de proteinas
cinasas

Proteina
perteneciente
auna
superfamilia

Z-score
(induccién
por
vernalizaciéon
en plantas
WT)

4.39093293

2.94288201

2.86655784

2.81592788

P-value

0.00000000
1

0.00650166
5

0.01101292
2

0.01536729
6

Z-score
(represién
en plantas

agl19-3

vernalizadas)

3.12132502
9

3.88877932
7

2.84166724
7

2.62427206
1

P-value

0.00135364
7

0.00000044
0

0.01146337
3

0.04507660
8

Caja
CArG en
su
promotor
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de proteinas
facilitadoras

AT5G5832  NETWORKED - 0.02068169 @ 3.35034007 @ 0.00017188
0 4A (NET4A) 2.76901706 4 1 0 4
INDOLE-3-
ACETATE
AT4G1555 BETA-D- = 0.04757015 2.67611300 0.03328179
0 GLUCOSYLTRA  2.62657073 1 6 4 4
NSFERASE
(IAGLU)

En este trabajo continuamos Unicamente con el analisis de los genes que se regulan
positivamente por AGL19 ya que esta demostrado que AGL19 es un inductor de la floracién
por vernalizacién y por lo tanto es factible pensar que AGL19 actlUa para promover la
floracion al inducir a otros genes que a su vez promueven la floracién, como ocurre con otros

genes MADS-box.

6.2. Papel de AGL19 en la regulacién de algunos genes en la respuesta a la

vernalizacion

Paralelo al analisis del microarreglo, se hizo un experimento de RT-gPCR para analizar la
expresion de algunos genes relevantes en la transicion a la floracidon a partir de RNAs
obtenidos de experimentos de vernalizacion independientes, para validar que el tratamiento
habia tenido efecto. Como se puede observar en la Figura 9, el mensajero de AGL19 se
acumula fuertemente en plantas WT después de haber sido vernalizadas en comparacion
con las plantas que sélo crecieron en DC por 15 dias post-siembra (dps). Este resultado es el

esperado e igual al reportado por Schdnrock (2006). Igualmente se observa que su nivel de
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acumulacion disminuye considerablemente en plantas ag/19-3 en ambas condiciones de
crecimiento. Por otra parte, FLC disminuye significativamente en las plantas WT vernalizadas
con respecto al control de DC, lo que es el comportamiento esperado (Bastow et al. 2004).
Interesantemente, FLC disminuye en agl19-3 en condiciones de DC con respecto a las plantas
WT en la misma condicion, lo que sugiere que AGL19 actla como un regulador positivo de
FLC en DC. Sin embargo, la represion de FLC por vernalizacion sigue ocurriendo en el mutante
agl19-3, lo que indica que la represidon epigénetica de FLC por la vernalizacion es

independiente de AGL19.

Otro gen que participa en el proceso de vernalizacion como un inductor de la
floraciéon es AGL24, sin embargo, actualmente no se sabe si tiene una relacién con AGL19.
Tal como se tenia reportado (Michaels et al. 2003), AGL24 se induce en plantas WT en
condiciones de vernalizacion comparado con DC y su patrén de expresion no presenta
cambios significativos en agl19-3 en ninguna de las dos condiciones (Figura 9), por lo que, al
menos a un nivel transcripcional, AGL19 no parece ser un regulador de la expresion de

AGL24.

FLC es un regulador negativo de SOCI por lo cual al reprimirse FLC durante la
vernalizacion, SOCI es capaz de inducirse, que es lo que observamos en la expresion relativa
de SOCI1 de plantas WT vernalizadas, en comparacion con las crecidas en DC (Figura 9).
Encontramos que en DC hay un aumento significativo de la expresion de SOCI en agl/19-3
con respecto a las plantas WT, lo cual indica que AGL19 actia como un regulador negativo

de SOCI en esta condicion. Sin embargo, no se observa una diferencia de expresion
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significativa de SOC1 al comparar plantas WT y ag/19-3 vernalizadas, por lo que AGL19 no
parece regular a SOCI durante la vernalizacién. Con esto podemos decir, que el experimento
de vernalizacién funciond y ademas se descubrido que AGL19 actia como un regulador

positivo de FLC y negativo de SOCI en DC.
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Figura 9. Acumulacién relativa del transcrito de genes involucrados en el proceso de transicién a la floracién
por vernalizacién. AGL19 se induce fuertemente en las plantas WT vernalizadas y regula positivamente a FLCy
negativamente a SOC1 solamente en la condicién de DC. Ademads, no tiene efecto sobre la expresion de AGL24.
Para este analisis se utilizé toda la parte aérea de plantas crecidas en placa. Los niveles de acumulacién relativa
son el promedio de 3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas técnicas de amplificacion por RT-qPCR para cada muestra
+ error estandar. Los genes de referencia utilizados para esta y subsecuentes RT-qPCRs son PDF2 (AT1G13320)
y RNAH (AT1G58050). Los asteriscos indican cambios estadisticamente significativos con la Prueba de U de
Mann-Whitney (**P<0.01, ***P<0.001).
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También se analizaron los niveles de expresién para el gen XAL2/AGL14, un homdlogo
de AGL19, el cual no habia sido analizado en condiciones de vernalizacion, y de AGL21, el
cual presenta interacciones proteina-proteina con AGL19 (De Folter et al. 2005), asi como
también de acuerdo con las bases de datos de interactomas globales IntAct Molecular
Interaction Database (https://www.ebi.ac.uk/intact/) y BioGRID interaction data set
(https://thebiogrid.org/), por lo que quisimos saber si el nivel de acumulacion de sutranscrito
es parecido al de AGL19. Adicionalmente en este analisis, se incluyd a los genes de identidad
del meristemo de flor LFY'y AP1, los cuales indican el término de la transicidn a la floracion y
el inicio de desarrollo floral (Figura 10). El transcrito de XAL2 presenta una acumulacion
similar en plantas silvestres y agl/19-3 vernalizadas. Sin embargo, las plantas ag/19-3 tienen
una menor expresion de XAL2 que en las WT, cuando las plantas crecen en DC, lo que indica
gue AGL19 es un regulador positivo de XAL2 en esta condicion. Cuando se compara la
acumulacion relativa de transcrito XAL2 en las plantas ag/19-3 vernalizadas con respeto a su
propio control en DC, se observa un aumento significativo. Esto podria indicar que en
ausencia de AGL19, XAL2 puede inducirse por vernalizacién, posiblemente para compensar
la funcion de AGL19. Aunque no hay cambios estadisticamente significativos se observa una
disminucion en la expresion de XAL2 en plantas WT vernalizadas comparandolas contra WT
en DC, por lo que es posible que en condiciones de vernalizacién XAL2 se reprima. No
encontramos cambios significativos en la acumulacién de transcrito AGL21, aungue hay
cierta disminucién en las plantas ag/19-3 tanto en DC como por vernalizacion con respecto a
las plantas silvestres, por lo cual parece que AGL19 podria ser un potencial regulador de

AGL21, y que hay otros factores redundantes que podrian estar involucrados, aunque esto
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se tendria que probar. Los transcritos de LFYy AP1 se acumulan en menor cantidad en ag/19-
3 que en el WT, lo cual concuerda con su retraso en el tiempo de floracién (Figura 10). Sin
embargo, no se encontré un incremento relativo significativo en la expresién de LFY 'y AP1
en plantas WT vernalizadas comparadas con su control en DC. Esto no concuerda con lo que
sabe, tomando en cuenta que la induccién de LFY y AP1 es necesaria para que las plantas
puedan florecer tempranamente después de la vernalizacién (ref). Una posible explicacién,
es que las plantas WT control crecidas en SD, florecieran antes de lo esperado y por lo tanto
presentan la misma acumulacién relativa de LFY y AP1 que las plantas vernalizadas. O de
forma inversa, es posible que al tiempo de la colecta de 15 dps después de la vernalizacion,

las plantas tratadas todavia no llegaran al maximo de acumulacién de estos transcritos.
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Figura 10. Acumulacién relativa de transcrito de genes de floraciéon posiblemente relacionados con AGL19 y
genes de identidad floral. AGL19 actua como un regulador positivo de XAL2 en DC y en ausencia de AGL19,
XAL2 se induce por vernalizacion. LFY y AP1 estan disminuidos en agl19-3 aunque no de forma significativa en
las plantas vernalizadas. Los niveles de acumulacién relativa son el promedio de 3 réplicas bioldgicas con 3
réplicas técnicas de amplificacion por RT-qPCR para cada muestra + error estandar. Datos significativos a una
**p<0.01 segun la Prueba de U de Mann-Whitney.

De los 20 genes que posiblemente pueden ser regulados de forma positiva por
AGL19, se eligieron 5 para analizar sus niveles de expresion por RT-gPCR (Tabla 9): RING-H2
FINGER A1A (RHA1A), se escogio porque es el gen con un Z-score y p-value mas significativo
para genes inducidos por la vernalizacion en plantas WT y cuya expresion era reprimida en

agl19-3, aunque actualmente no se le ha demostrado un papel especifico en Arabidopsis.

VACUOLAR GLUCOSE TRANSPORTER 1 (VGT1) codifica para una proteina encargada del
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transporte vacuolar de diferentes azlcares, y el mutante por inserciéon de T-DNA muestra un
fenotipo de floracion tardia en condiciones de DL (Aluri y Buttner 2007). ORGANELLE
TRANSCRIPT PROCESSING DEFECT 43 (OTP43) codifica para una proteina con repeticiones de
pentatricopéptidos (pentatricopeptide repeat (PPR)) que participa en el procesamiento del
RNA por splicing, particularmente de una subunidad del Complejo 1 de la cadena respiratoria
(De Longevialle et al. 2007). Mutantes otp43 presentan multiples alteraciones en su
desarrollo, incluyendo un fenotipo de floracion tardia (De Longevialle et al. 2007). Los Ultimos
dos genes elegidos fueron SUN domain-interacting Nuclear Envelope protein 2 (SINE2) que
participa en la regulacion de la apertura de los estomas (Biel et al., 2020) y AT1G19130 que
codifica para una proteina de funcién desconocida. Aunque a estos dos genes no se les ha
relacionado con el proceso de transicién a la floracién, presentaronn valores de Z-score
significativos en vernalizacion y reduccién de la expresién en agl/19-3 en diferentes analisis

independientes realizados, por lo cual también se decidié probar su expresién por RT-gPCR.
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Tabla 9. Lista de genes candidatos posiblemente regulados positivamente por AGL19 durante la
vernalizacién para validar por RT-qPCR.

Simbolo Descripcion TAIR
RING-H2 FINGER A1A (RHA1A) Codifica una proteina putativa RING-H2

Codifica un transportador de glucosa vacuolar

localizado en la membrana que también puede
VACUOLAR GLUCOSE TRANSPORTER i
transportar fructosa. Mutaciones en este gen

1(VGT1) : o ,
tienen efectos en la germinacion de semillas y el
tiempo de floracion
ORGANELLE TRANSCRIPT Proteina de la superfamilia de repeticiones de
PROCESSING DEFECT 43 (OTP43) pentatricopéptidos (PPR)

Codifica una proteina KASH de plantas; SINE2

SUN domain-interacting NE protein . , .
interactda con SUN1 y SUN2 y se localiza en la

2 (SINE2
( ) envoltura nuclear

Proteina RmiC-like jelly roll fold de funcion
AT1G19130 ,
desconocida
Para comprobar que AGL19 efectivamente regula a los 5 genes candidatos obtenidos

a partir del analisis de los microarreglos (Tabla 9), se analizé la acumulacién de sus transcritos

por RT-gPCR con los mismos RNAs de las figuras anteriores.

Como se observa en la Figura 11, RHA1A se induce significativamente por la
vernalizacion en plantas WT, pero la acumulacion de su transcrito se encuentra disminuida
en agl19-3, lo cual indica que RHAIA es regulado positivamente por AGL19 durante la

vernalizacion. La funcidn de RHAIA se discute mas adelante.
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De los demds genes, no se encontraron cambios, con excepcién de VGT1, para el cual
en condiciones de DC se observa un aumento significativo en acumulacién de su transcrito
en agl19-3 comparado con WT, por lo cual parece ser que AGL19 regula negativamente a
VGT1 en esta condicion. Puesto que RHAIA tiene el Z-score y p-value mas alto de los 20
genes encontrados (Tabla 7), es posible que la sensibilidad de esta técnica no sea suficiente
en este caso, como para que se reflejen las diferencias por RT-gPCR en los otros genes, y en
el futuro se necesitaria analizar la acumulacion relativa de transcritos correspondientes a

genes que tengan estos valores elevados.
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Figura 11. Validacién por RT-qPCR de 5 genes probablemente regulados por AGL19 durante la vernalizacién.

De estos genes, solo RHA1A se induce por vernalizacion en plantas WT y es regulado positivamente por AGL19
en esta condicion; AGL19 actla como un regulador negativo de VGTI en condiciones de DC. Los niveles de
acumulacion relativa son el promedio de 3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas técnicas de amplificacién por RT-
gPCR para cada muestra * error estandar. Los asteriscos indican cambios estadisticamente significativos con la
Prueba de U de Mann-Whitney (**P<0.01, ***P<0.001).

Por otra parte, otros de los objetivos de este trabajo estan relacionados con conocer
la regulacion de los mensajeros alternativos de AGL19 en respuesta a la vernalizacion, como

se muestra a continuacion.
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6.3. Los mutantes ag/19-1 y agl19-2 acumulan la misma cantidad del transcrito

de AGL19 que las plantas silvestres después del tratamiento de vernalizacién

Anteriormente se habia demostrado que dos mutantes de AGL19 por insercion de T-DNA,
agl19-1 y agl19-2, presentan acumulacion del transcrito candnico de AGL19, asi como
también de transcritos alternativos. Por el contrario, en ag/19-3 no se observé acumulacién
del transcrito candnico en plantas crecidas en DL a los 14 y 40 dps. Sin embargo, el retraso
mas pronunciado en la floracién se observa principalmente cuando las plantas son
vernalizadas y crecidas en DC posteriormente (Figura 6). Por esta razon, se analizaron los
niveles de acumulacién del transcrito de AGL19 en plantas crecidas en esta condicion en los
diferentes mutantes de AGL19 (Figura 12). Para poder hacer dicha comparacién por RT-
gPCR, se utilizaron oligonucledtidos del extremo 3’ del gen que se encuentran rio abajo de
todas las inserciones. Tanto agl/19-1 como agl/19-2 presentan una mayor acumulacion del
transcrito de AGL19 en condiciones de DC con respecto a las plantas WT, mientras que en
condiciones de vernalizacion el WT y ambos mutantes presentan los mismos niveles de
acumulacion y 7.5 veces mas incrementados que en DC. En agl/19-3 no se observd
acumulacion de este fragmento en ninguna de las condiciones. Es importante sefialar que
debido al posicionamiento de los oligonucledtidos en exones y a que la curva de disociacion
mostro la amplificacion de un solo producto especifico, es factible pensar que el fragmento
amplificado corresponde a la acumulacion del transcrito de AGL19 y no de sus transcritos

alternativos (Figura 12), aungue tampoco podemos descartarlo del todo.
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Figura 12. Acumulacién relativa del transcrito de AGL19 después de un tratamiento de vernalizacién en plantas
WT vy tres alelos mutantes ag/19 por insercién de T-DNA. En la parte superior se muestra un esquema de la
estructura gendmica de AGL19 con los oligonucledtidos utilizados para este ensayo. En los mutantes ag/19-1y
agl19-2 la abundancia de transcrito de AGL19 en condiciones de DC es mayor que en plantas WT. En
vernalizacién estos dos mutantes tienen abundancia de transcrito de AGL19 similar que el WT. Los niveles de
acumulacion relativa mostrados son el promedio de 3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas técnicas para cada
muestra + error estandar. Los asteriscos indican cambios estadisticamente significativos con un ANOVA de 2
vias seguido de una prueba de multiples comparaciones de Tukey (***P<0.001).

Adicionalmente, para descartar la posibilidad de que estos dos mutantes ag/19
tuvieran mutaciones en el transcrito codificante de AGL19, que pudiera dar una proteina no
funcional, se realizé la amplificacion del cDNA completo de AGL19 (660 pb) en los mutantes
agl19-1 y agl19-2 utilizando una DNA-polimerasa de alta fidelidad (Platinum™ Pfx DNA
Polymerase de Invitrogen). Los dos productos se purificaron a partir de un gel de agarosa y

se reamplificaron. En efecto, al secuenciar estos productos de PCR se comprobd que ninguno
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de los cDNAs de AGL19 en estos mutantes presenta mutaciones. Con base en esta
informacion se puede sugerir que los fenotipos de floracion tardia observados en los
mutantes ag/19-1y agl19-2 (Figura 6B) no se deben a la falta del transcrito que codifica para
la proteina funcional, aunque no se puede descartar que haya procesos post-
transcripcionales que puedan afectar los niveles de acumulacion de la proteina. Para poder

analizar esto requeririamos de un anticuerpo especifico contra AGL19.

6.4. Las inserciones de T-DNA en los mutantes de AGL19 alteran |la acumulacion

de sus transcritos alternativos después de la vernalizacion

Como se menciond anteriormente, es posible que las inserciones de T-DNA en los mutantes
de AGL19 modifiquen la acumulacion tanto de AGL19 como de sus transcritos alternativos y
es posible que los causantes del fenotipo de floracién tardia observado en agl/19-1y -2 sean
los transcritos alternativos que se acumulan en mayor proporcion en estos alelos (Figura 6A).
Anteriormente se habia demostrado que los transcritos alternativos de AGL19 son eventos
de retenciodn de intrones y al menos dos de ellos incluyen al tercer y sexto intrén (de forma
independiente o en conjunto) (Yustis, 2018; Figura 6A y Figura 7). Con base en esta
informacion se decidid analizar si las inserciones de T-DNA de los mutantes de AGL19
modifican la acumulacién de los transcritos alternativos de AGL19 en plantas vernalizadas.
Para esto se realizaron ensayos de RT-gPCR utilizando oligonucledtidos especificos para el

tercer o sexto intrén de AGL19 (Figura 13).
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Figura 13. Acumulacién de los transcritos alternativos que retienen el tercer o sexto intréon de AGL19 después
de un tratamiento de vernalizacion en plantas WT y tres alelos mutantes de AGL19 por insercidon de T-DNA.
Dependiendo de su posicidn, las inserciones de T-DNA de los mutantes de AGL19 modifican diferencialmente
la acumulacion de los transcritos de AGL19 con el tercer o sexto intrén. En la parte superior se muestran los
esquemas de la posicién de los pares de oligonucleétidos utilizados para cada ensayo de RT-gPCR. A) Niveles
de acumulacion de transcritos de AGLI9 que presentan el tercer intron. B) Niveles de acumulacion de
transcritos de AGL19 que presentan el sexto intron. Los niveles de acumulacién mostrados son el promedio de
3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas técnicas para cada muestra + error estandar. Los asteriscos indican cambios
estadisticamente significativos con un ANOVA de 2 vias seguido de una prueba de multiples comparaciones de
Tukey (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

De forma interesante encontramos que la acumulacion de los transcritos que
incluyen el 3er intrén en plantas silvestres disminuye por el efecto de la vernalizacién (Figura
13A). En cambio, los transcritos que incluyen el 6to intrén no presentan cambios en su
acumulacion con respecto a las plantas control (Figura 13B). Cabe aclarar que con estos
ensayos de RT-gPCRs no podemos distinguir aguellos mensajeros que llevan ambos intrones.
Al comparar entre mutantes, observamos nuevamente que ag/19-2 presenta un alto nivel de

acumulacion de ambos transcritos, y que la acumulacién de estos transcritos disminuye
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considerablemente en condiciones de vernalizacion (Figura 13A y B), aunque agl/19-2
mantiene mayor cantidad del mensajero con el intrén 3. Por otra parte, agl/19-1 presento
menor acumulacion de ambos transcritos alternativos comparado con las plantas WT,
particularmente del transcrito con el intrén 3. Por el contrario, este transcrito se encuentra
acumulado en agg/19-3 de forma similar a lo que se observa en las plantas silvestres, lo que
corrobora el dato de los ensayos de RT-PCRs semicuantitativas en DL (Figura 6A y 13A). Asi
mismo, el transcrito que retiene el intron 6 presenta un nivel de acumulacion
significativamente disminuido en ag/19-3 en comparacion con las plantas WT (Figura 13B).
Por lo tanto, parece ser que la insercion de T-DNA especificamente en agl/19-2 incrementa
en gran medida los niveles de los mensajeros alternativos en comparacién con los otros
alelos mutantes. Aunque de forma parecida al WT, sus niveles disminuyen
considerablemente con la vernalizacién. Asi mismo, la insercion de T-DNA en agl19-1 no
afecta los niveles del mensajero que lleva el 6to intrén, mientras que la insercion en el 4to.
intrén de agl19-3, no afecta la acumulacién del transcrito que lleva el intron 3, pero
disminuye significativamente el que lleva al intrén 6 con respecto al WT. Estos datos
muestran que las inserciones de T-DNA de los 3 mutantes de AGL19 analizados modifican
diferencialmente la acumulacién de los transcritos alternativos de AGL19 que incluyen el 3er
y/o el 6to intrén. Sin embargo, con excepcidn de los niveles aumentados del transcrito con
intrén 3 en las plantas agl/19-2 vernalizadas, no se observan diferencias claras en los niveles
de acumulacién de estos transcritos alternativos con respecto los niveles de acumulacion en

las plantas silvestres en esta condicion, por lo que el fenotipo de floracion tardia después de
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la vernalizacién de agl/19-1 y -2 no correlaciona con una mayor acumulacion de estos

transcritos alternativos en comparacion con las plantas silvestres y agl/19-3.

Anteriormente Schoénrock et al. (2006) demostraron que AGL19 se regula por un
complejo PRC2 de proteinas PcG que incluye a CLF (una metiltransferasa de histonas
encargada de catalizar la deposicion de H3K27me3) y nosotros demostramos que CLF
regulaba a AGL19, asi como también a sus transcritos alternativos (Figura 7A; Yustis, 2018).
Debido a esto y a que pensamos que el sitio de la insercion influye sobre la expresion de los
mensajeros, se decidio verificar silas inserciones de T-DNA en AGL19 podrian estar afectando

los niveles de acumulacion de H3K27me3 sobre este locus.

6.5. Las inserciones de T-DNA modifican el enriquecimiento de H3K27me3 en

la region 5’ de AGL19

Previamente ya se demostrd que la mayor acumulaciéon de H3K27me3 sobre AGLI9 se
encuentra en el extremo 5’ del primer intrén (Schonrock et al. 2006). Mediante ensayos de
ChIP-gPCR con oligonucledtidos disefiados dentro de esta misma regién (Figura 14A) se
analizaron los niveles de acumulacién de H3K27me3 en plantas WT y ag/19-1, -2 y -3 de 40
dias crecidas en DL (Figura 14B), que es una condicion donde se acumulan fuertemente los
transcritos alternativos. Como se observa en la Figura 14B, ag/19-1 presenta niveles de
enriquecimiento de la H3K27me3 similares al WT en todos los fragmentos analizados,
mientras que agl19-2 presenta niveles reducidos de H3K27me3 con respecto al WT. En el
caso del alelo ag/19-3 en los 4 fragmentos analizados se observa un abrupto aumento en el

enriquecimiento de la H3K27me3, con respecto al WT y a los otros dos alelos. Esto
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correlaciona bien con los niveles de transcritos que observamos previamente, siendo agl/19-

2 el que tiene mayor acumulacién de transcritos y ag/19-3 menor cantidad (Figura 6y 12).
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Figura 14. Niveles de enriquecimiento sobre el input de H3K27me3 sobre la regién 5’ de AGL19. A) Esquema
del locus de AGL19 y posicion de las inserciones de T-DNA de cada uno de los alelos mutantes analizados, asi
como de los oligonucledtidos utilizados para el analisis por gPCR (F1-4) y de los fragmentos previamente
analizados por Schonrock et al (2006) (I-111). B) ChIP-gPCR de los niveles de enriquecimiento de H3K27me3 sobre
la region 5" de AGL19. Los niveles de enriquecimiento de H3K27me3 y de la histona H3 se normalizaron con
respecto a un input y después se normalizaron los niveles de enriquecimiento de H3K27me3 con los de la
histona H3. Se muestran los datos de 6 réplicas técnicas de una réplica bioldgica representativa. Se realizaron
dos réplicas bioldgicas independientes (Ver Figura suplementaria 1 para la segunda replica bioldgica). Hojas de
plantas de 40 dps crecidas directamente en sustrato en condiciones de DL.

6.6. Clonacién de AGL19y sus transcritos alternativos

En este momento, no sabemos si los transcritos alternativos pueden tener una funciéon como

mensajeros no codificantes, o si se pueden traducir generando proteinas truncadas. En otros
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genes MADS-box como FLM y MAF2 se ha reportado este ultimo caso, en donde
dependiendo de la isoforma, producto de un proceso de splicing alternativo, que se produzca
principalmente, la planta presentard un fenotipo diferente (Posé et al. 2013; Airoldi, McKay,
y Davies, 2015). Para resolver si los mensajeros alternativos tienen una funcién y afectan el
fenotipo de la planta, deseamos sobreexpresarlos en plantas transgénicas y analizar sus
fenotipos de floracion. Es muy posible que no tengamos toda la familia de transcritos
alternativos de AGL19, sin embargo, los mensajeros con retencidon de los intrones 3y 6 se
amplifican de forma recurrente. Se decidid clonar cada uno de estos transcritos alternativos
de forma independiente. Inicialmente se realizd una RT-PCR de AGL19 a partir de RNA de
plantas WT vernalizadas por 8 semanas seguido de un periodo de crecimiento de 15 dias en
DC, con oligonucledétidos que abarcaban toda la regién codificante (660 pb) incluyendo el
codon de término y a partir de esta reaccién de PCR se realizd la ligacion con el vector
pJET1.2/blunt. Con esta reaccion de ligacion se transformaron células competentes de E. coli.
Ya que se utilizé toda la reaccién de la PCR para la clonacion, en la poblacion de células
transformadas se encontraban representados tanto el transcrito codificante de AGL19 como
sus transcritos alternativos. Se hicieron minipreps de 50 clonas al azar, y mediante PCRs se
observd el tamafio de los amplicones y se escogieron aquellos que tenian un tamafio mayor
al codificante (Figura 15A). Posteriormente se hizo una segunda amplificacion para ver si
contenian el intrén 3 o0 6, ya que son de tamafos similares (Figura 15B). Se secuencio para
confirmar que no hubiera otras mutaciones introducidas por la polimerasa. Asi se obtuvo el

transcrito que retiene el intréon 3 el cual se denomind AGL19int3. Junto con los transcritos
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alternativos de AGL19 también se clond el transcrito codificante de AGL19, esto para

utilizarlo como un control para las construcciones de sobreexpresion.
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Figura 15. Comprobacién por PCR de la clonacidon de AGL19 y sus transcritos alternativos. A) Amplificaciones
por PCR realizadas para detectar la presencia de transcritos alternativos de AGL19. El transcrito codificante

mide 285 pb. La flecha vertical indica la colonia seleccionada para comprobar el intron retenido. B)
Amplificacion por PCR para detectar la presencia del tercer o sexto intrén a partir de la colonia seleccionada en
(A). El fragmento amplificado que contiene el intrén 3 es de 355 pb, y el que contiene el sexto intrén es de 308
pb. En la parte superior de cada panel se muestra la posicién de los oligonucleétidos utilizados para cada PCR.
En (B), las flechas negras indican los oligonucleétidos utilizados para la PCR para el tercer intrén y las azules
para el sexto intrén.
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7. Discusion

Las plantas tienen la capacidad de utilizar distintos mecanismos moleculares los cuales les
permiten censar una gran variedad de sefiales, tanto exégenas como enddgenas, para poder
sincronizar la floracién con las condiciones ambientales mas favorables para cada especie
(Amasino, 2010). Los genes involucrados en estos procesos son componentes de una red de

regulacion genética que le permite integrar todas estas sefiales (Bloomer y Dean, 2017).

Los genes MADS-box tienen relevancia en la transicion a la floracion y en el desarrollo
del meristemo de flor, entre otras funciones en el desarrollo de las plantas (Saedler et al.
2001; Smaczniak et al. 2012). El presente trabajo se enfocé en analizar el papel del gen AGL19
en el proceso de transicion a la floracidén en respuesta a la vernalizacion y en analizar la
expresion de los transcritos alternativos generados a partir de este locus con vias a entender
su posible funcién en la regulacién de este proceso. También analizamos el efecto que tienen
las inserciones de T-DNA en tres alelos mutantes en AGL19, las cuales modifican tanto la
acumulacion del transcrito codificante como la acumulacion de dos de sus transcritos
alternativos, para tratar de entender el fenotipo de floracién tardia después de la

vernalizacion observado en estos mutantes.

7.1. Papel de AGL19 en la regulacién de genes involucrados en el proceso de
vernalizacion y en dia corto
Cuando se comenzod este trabajo no se habia realizado ningln andlisis transcriptémico del

efecto de la vernalizacidon en Arabidopsis, hasta recientemente que se publicé un estudio de
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Xi et al. (2020). En este estudio se analizo el perfil transcriptomico y epigendmico de plantas
crecidas primero por 7 dias a 22°C seguido de un tratamiento de frio a 4°C por periodos
desde 1 hora, 1 dia, 10, 20 hasta 40 dias en un fotoperiodo de DC, asi como plantas con un
tratamiento de vernalizacién a 4°C por 40 dias que subsecuentemente se pasaron a 22°C por
10 dias; comparadas con plantas sin vernalizar. En este trabajo se encontré que la
vernalizacion genera cambios globales en los patrones de H3K4me3, los cuales los autores
hipotetizan que coordinan procesos como la fotosintesis y previenen el dafio por estrés
oxidativo durante el frio. La marca H3K27me3 por su parte, coincide particularmente con
genes que codifican para factores de transcripcidon que participan en diversos procesos del
desarrollo en Arabidopsis. Mediante la utilizacion de un algoritmo de deformacién dindmica
del tiempo, el cual se utilizé para encontrar patrones de expresidén genética similares en
distintos tiempos, se encontrd un grupo de genes que presentaban un patrén de expresion
similar al de FLC, es decir que se reprimian gradualmente conforme aumentaba el tiempo de
vernalizacion; al realizar un andlisis de ontologia génica (Gene Onthology (GO)) no se
encontré ningun término funcional que estuviera enriquecido en este grupo de genes.
lgualmente, se encontrd otro grupo de genes cuyos patrones de expresion eran similares a
VIN3, es decir, son inducidos gradualmente por la vernalizacion. El andlisis GO mostré que
genes involucrados en procesos de movimiento mediante microtubulos se encontraban
enriquecidos en este grupo similar a VIN3. En el mismo articulo sugieren que estos dos
grupos de genes con patrones de expresion similares a FLC y VIN3 pueden ser componentes
novedosos del proceso de vernalizacidon (Xi et al. 2020). También se encontraron dos grupos

de genes, los cuales presentaban una induccidn y represidon constantes durante la
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vernalizacion, respectivamente. El anadlisis de términos funcionales del grupo de genes
inducidos de forma constante mostrd la presencia genes involucrados en la sintesis de
ribosomas, inicio de la traduccion, desenrollamiento de la estructura secundaria del RNA y
procesamiento del RNA, lo cual parece sugerir que la sintesis de proteinas se encuentra
aumentada durante periodos prolongados de frio, probablemente para compensar la
actividad enzimatica reducida a bajas temperaturas (Xi et al. 2020). En el grupo de los genes
reprimidos de forma constante durante la vernalizacidén se encontraron genes involucrados
en la fotosintesis y procesamiento de lipidos. Los autores sugieren que estos genes se
encuentran reprimidos para evitar dafio foto-oxidativo provocado por la produccién excesiva
de energia (Xi et al. 2020). En este estudio AGL19 y AGL24, los dos genes que hasta el
momento se han descrito como promotores de la floracion en respuesta a la vernalizacion,
no aparecen como genes diferencialmente expresados. Sin embargo, al analizar los datos
crudos del RNA-seq parece que pertenecen a un grupo de genes cuya expresién aumenta
gradualmente al pasar el tiempo de vernalizacién y se mantienen inducidos al regresar a

temperaturas mas calidas.

AGL19 es un factor de transcripciéon con dominio MADS que actia como un promotor
de la floracion en respuesta a la vernalizacion y como se ha demostrado antes (Schénrock et
al. 2006) y en este trabajo se expresa fuertemente en respuesta a la vernalizacion. Sin
embargo, hasta el momento no se conocian genes regulados por AGL19 durante este
proceso. Para empezar a elucidar el papel de AGL19 en la vernalizacion se analizaron los

datos de un microarreglo previamente realizado en el laboratorio. En este microarreglo se
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compararon plantas WT y mutantes ag/19-3 con y sin un tratamiento de vernalizacién de 8
semanas, con el fin de encontrar genes de respuesta a la vernalizacidn y que ademas fueran
regulados por AGL19. Quisimos enfocarnos en genes que posiblemente participaran en la
induccidn a la floracién, por lo que después de la vernalizacion las plantas fueron crecidas
durante 15 dias en un fotoperiodo de DC, ya que es en esta condicidén donde se reporto el

fenotipo de floracién tardia de los mutantes ag/19-1y agl19-2 (Schénrock et al. 2006).

Dentro de los genes diferencialmente expresados obtenidos de nuestro microarreglo
se escogieron 5 genes para analizar la acumulacion de sus transcritos por RT-gPCR. De estos,
sélo uno, RHAI1A, mostréo un aumento en su acumulacion de transcrito en plantas WT
vernalizadas en comparacién con los controles en DC, asi como una disminucion en plantas
agl19-3 vernalizadas, lo cual indica que AGL19 regula positivamente a RHAIA después de la
vernalizacion (Figura 11). RHA1A pertenece a la familia de proteinas E3 ubiquitin-ligasas con
un dominio RING-H2. En Arabidopsis existen 40 genes que codifican para esta familia de
proteinas (Lechner et al. 2002). Dos de estas, RHA2A y RHA2B, participan en la sefializaciéon
de acido abscisico (ABA) y en la respuesta al estrés abidtico (Bu et al. 2009; Li et al. 2011).
Aungue se tiene evidencia del papel del ABA en la respuesta a estrés por frio, parece ser que
esta respuesta mediada por ABA actla por mecanismos independientes a los que actian en
la vernalizacion, ya que mutantes de la via del ABA no presentan un defecto en la respuesta
a esta condicion (Chandler, Martinez-Zapater, y Dean, 2000; Liu et al. 2002). Sin embargo,
las proteinas E3 ubiquitin ligasas estan implicadas en muchos procesos del desarrollo en

plantas y se tiene evidencia de que HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES
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1 (HOS1), una E3 ubiquitin ligasa con un moétivo RING, actia como un activador de FLC al
degradar una desacetilasa de histonas, HDAG6, durante periodos cortos de estrés por frio
(Jung et al. 2013). Es posible que RHA1A, inducido por AGL19, degrade a proteinas que
actlan como represores de la floracion, sin embargo, debido a la alta redundancia que existe
en la familia RING H2, es posible que esta accidn se realice en conjunto con otras proteinas
de esta familia. En el analisis de Xi et al. (2020), uno de los genes que se induce por la
vernalizacion a los 40 dias de tratamiento es RHA2B, un gen estrechamente relacionado con
RHAIA, por lo que las proteinas producto de estos genes podrian tener un papel similar en
este proceso. El estudio de los fenotipos de floracidon en condiciones de vernalizaciéon de los
mutantes simples y de los dobles ag/19-3 rhala y rhala rha2b, puede ayudar a entender el

papel que tienen estas proteinas en este proceso.

AGL19 reprime parcialmente la expresién de VGT1 en DC, pero no esta involucrado
en la regulacién de su expresion por la vernalizacién (Figura 11). VGT1 es un transportador
vacuolar de glucosa y resulta interesante que el mutante vgtlpresenta un fenotipo de
floracion tardia en DL (Aluriy Buttner, 2007). Los autores discuten que el fenotipo observado
es debido a la posible funcién de la acumulacion vacuolar de la glucosa (y otras hexosas) en
la formacién o mantenimiento de la turgencia celular para llevar a cabo procesos de
expansion celular. Otra evidencia de la importancia de los azlcares en la transicion a la
floracion es la trehalosa-6-fosfato, la cual actia como una molécula sefializadora que indica
la disponibilidad de carbohidratos a otras vias de sefializacion (Ponnu, Wahl, y Schmid, 2011;

Wahl et al. 2013). Es posible que en condiciones no inductivas de la floracién (en las cuales
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la acumulacion de suficiente cantidad de carbohidratos para sustentar la reproduccion lleva
mas tiempo) AGL19 regule a VGT1 de manera negativa durante la fase vegetativa para
impedir que la planta florezca antes de tiempo. El estudio del fenotipo de mutantes vgt1 en
condiciones de DC y vernalizacidn podria ayudar a entender el papel que juega el transporte
de azlcares en el proceso de transicion a la floracion por vernalizacion. De igual forma es
factible pensar que la regulacién de VGT1 por AGL19 esté relacionada con otro proceso ajeno

a la transicion a la floracion.

Aungue no se analizé por RT-gPCR la acumulacién de transcrito de los genes que eran
regulados negativamente por AGL19 después de la vernalizacion, en este grupo se
encontraron genes involucrados en la sintesis de auxinas INDOLE-3-ACETATE BETA-D-
GLUCOSYLTRANSFERASE (IAGLU), regulacion del tamafio de vacuolas NETWORKED 4A
(NET4A) y degradacién de proteinas UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 15 (UBP15). Hasta el
momento, ninguno de estos genes ha sido involucrado directamente en el proceso de
transicion a la floracién, o en la aclimatacion de las plantas a periodos prolongados de frio.
Se requiere de la confirmacion por RT-gPCR para establecer que sean regulados por AGL19
y conocer si realmente actlan como represores de la floracién en respuesta a la vernalizacién

como lo sugiere el analisis del microarreglo.
7.2. AGL19 regula a genes involucrados en la transicion a la floracién

Adicionalmente a la busqueda de nuevos genes que fueran regulados por AGL19 en
respuesta a la vernalizacién, también se analizd la expresidn de genes que se conoce que

participan en este proceso como son: AGL24, FLC, SOC1, LFY y AP1 (Alexandre y Hennig,
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2007; Alexandre y Hennig, 2008). Como se esperaba, AGL24 y SOC1 se indujeron y FLC se
reprimié en respuesta a la vernalizacion (Figura 9). Sin embargo, nuestros resultados
sugieren que AGL19 no interfiere en esta respuesta. Se ha demostrado que AGL24 se induce
por la vernalizacion por una via independiente de FLC (Michaels et al. 2003) y funciona como
un promotor de la floracidn, al igual que AGL19. Aungue no se econtro regulacion de AGL24
por AGL19, no hay evidencia de si AGL24 regula a AGL19, ademas de su posible interaccion
genética. Como se sabe, los factores de transcripciéon con dominio MADS, forman dimeros y
tetrameros, por lo que cabe la posibilidad de que durante el proceso de vernalizacion AGL19

y AGL24 interactuen formando un complejo que promueva la floracion.

LFY y AP1, dos genes de identidad del meristemo floral, reducen su acumulacién de
transcrito en agl/19-3, lo cual concuerda con el fenotipo de floracion tardia de este mutante
tanto en DC como en plantas vernalizadas (Figura 10). Sin embargo, inesperadamente, no se
observd un aumento en la expresion de LFY y AP1 en plantas silvestres vernalizadas
comparadas con su control en DC. Al analizar los datos absolutos de la gPCR, la acumulacién
de transcrito de estos dos genes es similar tanto en plantas crecidas por 15 dps en DC como
en plantas vernalizadas por 8 semanas seguido de un periodo de crecimiento por 15 dias en
DC. Es decir, las plantas en DC ya habian alcanzado el tiempo de transicion a la floracion
cuando se colectaron las muestras, y por lo tanto los niveles de acumulacién de transcrito de
LFYy AP1 eran similares a los de plantas vernalizadas, que se sabe florecen con anterioridad.
Por esto, no se observan cambios en su expresion comparando plantas WT en DC contra

vernalizadas. Las plantas utilizadas para estos experimentos se crecieron en placas con medio
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MS 0.2X sélido suplementado con sacarosa al 1% y se sabe que el crecimiento en medios
artificiales pueden modificar la respuesta de las plantas a distintos estimulos ambientales (Xu
et al. 2013). Es posible que en estas condiciones a los 15 dias de crecimiento en DC se
adelanten todos los procesos del desarrollo de Arabidopsis, incluida la transicion a la
floracion, lo cual a su vez da como resultado el aumento temprano en la expresion de LFY'y

AP1, inclusive en condiciones de crecimiento no inductivas.

Adicionalmente se encontrd que AGL19 actlia como un regulador positivo de FLC en
DC (Figura 9). Aunque no se conoce mucho del papel de FLC en condiciones de DC, un estudio
de la diversidad de respuestas a la floracién en poblaciones naturales de Arabidopsis
encontré que FLC (junto con FRI) afectaban significativamente la floracién en condiciones de
DCenun grupo amplio de poblaciones naturales de Arabidopsis (Lempe et al. 2005). También
se tiene evidencia de que FLC interactUa con proteinas DELLA, las cuales funcionan como
represoras de factores de transcripcién que inducen la floracion y se promueve su
degradacién en presencia de las fitohormonas giberelinas (Li et al. 2016). Considerando que
en DC AGL19 se encuentra reprimido por proteinas PcG y desacetilasas de histonas
(Schénrock et al. 2006; Kim et al. 2013; Kang et al. 2015), en una planta silvestre no hay
niveles elevados de AGL19. Aun asi, en el mutante ag/19-3, se observa la disminucién de la
acumulacion de FLCy esto puede hacer que aumenten los niveles de acumulacion de SOC1,
puesto que FLC es un represor de la expresion de éste (Helliwell et al. 2006). O bien, puede
ser que AGL19 regule a SOCI por otro mecanismo independiente de FLC. Sin embargo, esto

no concuerda con el fenotipo de floracién de las plantas mutantes ag/19-3 en DC, en las
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cuales se observa un ligero, pero significativo retraso en su tiempo de floraciéon (Figura 6B) y
no una floracion temprana como se esperaria si hay una mayor expresion de SOCI. El
fenotipo de floracion tardia de ag/19-3 indica que AGL19 es un promotor de la transicién al
estado reproductivo tanto en DC como en respuesta a la vernalizacion. Cabe sefialar que las
muestras de donde se extrajo el RNA para realizar estos ensayos de RT-gqPCRs provienen de
la parte aérea de plantulas completas que tenian tanto hojas como meristemos y fueron
crecidas en presencia de sacarosa. Debido a todo esto, es dificil sacar conclusiones sobre las
regulaciones antes expuestas, ya que podria haber una sobre estimacién o incluso una
compensacion de la acumulacion de los transcritos en las hojas con respecto al SAM. Esto es
importante de mencionar ya que se sabe que AGL19, FLC y SOC1 se expresan en las hojas
donde pueden tener funciones diferentes a la regulacién de la floracion. Por ejemplo, FLC
participa en el desarrollo de tricomas entre otras funciones en el desarrollo de Arabidopsis
(Chiang et al. 2009; Deng et al. 2011; Willmann y Poethig, 2011; Blair, Auge, y Donohue,
2017), lo mismo que SOC1 que se le ha implicado en la regulacién de la respuesta a periodos
cortos de frio (Lee y Lee, 2010) y en la apertura de estomas (Kimura et al. 2015). Se requiere
de otros analisis para demostrar el posible papel de AGL19 sobre la regulacion de FLCy SOC1
y su posible implicacion ya sea en la transiciéon a la floracién o en otros procesos. Con este
proposito, se analizardn las hojas de roseta vy tejido enriquecido en SAM por separado de

plantas crecidas en tierra en DC con y sin vernalizacion.

XAL2 es homologo de AGL19 y podria llevar a cabo la funcién de este en su ausencia.

En el mutante ag/19-3, la acumulacion de transcrito de XAL2 aumenta con la vernalizacion
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de forma que podria compensar la funcién de AGL19, al menos parcialmente. Asi mismo, en
DC, AGL19 regula positivamente a XAL2 y este Ultimo funciona como un inductor de la
floracion en DC y en respuesta a giberelinas (Pérez-Ruiz et al. 2015), lo que sugiere que al
menos en DC ambos podrian actuar como reguladores positivos de la floracién. En este
sentido, se ha propuesto que la alta redundancia funcional presente en los genes MADS-box
confiere un cierto grado de robustez en el desarrollo de las plantas (Rijpkema, Gerats, y

Vandenbussche, 2007).

7.3. Efecto de las inserciones de T-DNA en la regulacién de AGL19 en tres

mutantes alélicos

Uno de los objetivos de este trabajo fue tratar de explicar el hecho de que tres mutantes por
insercion de T-DNA en AGL19 (agl19-1, -2 y -3) presentan el mismo fenotipo de floracion
tardia después de un tratamiento de vernalizacion seguido por un periodo en DC, sin
embargo, agl/19-1y -2 presentan acumulacioén del transcrito codificante de AGL19, mientras
que agl/19-3 no (Figura 6). Ademas, en agl/19-1y -2 se observa la acumulacion temprana de
algunos transcritos de mayor tamafio al codificante, comparado con plantas WT (Figura 6A).
Dentro de estos transcritos se han detectado aquellos con eventos de retencion de intrones,
especificamente el 3 y el 6, los cuales pueden estar por separado o retenerse en el mismo
transcrito. Debido a esto se hipotetizd que el fenotipo de floracién tardia observado en
agl19-1 y -2 era debido a la presencia de estos transcritos, producto de un splicing
alternativo, los cuales pudieran estar actuando para inhibir la actividad de AGL19, ya sea

como transcritos no codificantes o como proteinas. Para comprobar esta hipdtesis, primero
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se analizé la abundancia de dos de estos transcritos de AGL19 (los que retienen al intron 3y
6 por separado) en los tres mutantes después de un tratamiento de vernalizacion seguido de
un periodo de crecimiento de 15 dias en DC por RT-qPCR (Figura 12). Los resultados
demuestran que la acumulacién del transcrito candnico de AGL19 en plantas vernalizadas
agl19-1vy -2 es similar a su acumulacién en el WT y por lo tanto es factible pensar que esto
mismo ocurre con la proteina. Sin embargo, estos dos mutantes presentan el mismo fenotipo
de floracién tardia que ag/19-3, donde no se observa acumulacién de AGL19. Ademas, se
comprobd que el transcrito canénico de AGL19 en agl19-1y -2 no presentaba ningln tipo de
mutaciones, por lo cual la proteina de AGL19 que se sintetiza en estos mutantes seria
funcional. Una hipdtesis para intentar explicar este fenédmeno es que los transcritos
alternativos actluen como transcritos no codificantes que pudieran interferir con la
traduccion de AGL19. Existe una gran cantidad de evidencia del papel que tienen los
transcritos no codificantes de COOLAIR en la regulacién de FLC durante la vernalizacion. Los
transcritos de COOLAIR regulan a FLC de diferentes formas, principalmente al reducir la
acumulacion del transcrito de FLC al transcribirse de forma excluyente con este y al modular
sus patrones de splicing (Qi et al. 2019). Se analizd la acumulacion de estos transcritos
alternativos con oligonucledtidos especificos para los intrones retenidos mediante RT-qgPCR
en muestras de plantas crecidas en DC y con un tratamiento de vernalizacion, y ademds de
un aumento en la acumulacion del transcrito con el intron 3 en plantas ag/19-2 vernalizadas
comparadas con su control WT (Figura 13A), no se logro establecer una correlacion directa
entre una mayor acumulacion de estos transcritos alternativos con el fenotipo observado en

el tiempo de floracion de los mutantes. Otra posibilidad, es que los transcritos alternativos
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sean traducidos en proteinas truncadas que estén funcionando como dominantes negativos
al interferir con la funcion de AGL19. Esto se tendra que demostrar mas adelante. Un analisis
in silico de las proteinas producto de los transcritos alternativos que retienen los intrones 3
y/o 6 muestra que estas proteinas presentarian los dominios MADS y parte del dominio
Intermedio, en el caso de la traduccion de los transcritos con la retencién del intrén 3 vy la
retencion de ambos intrones, y para el caso de la traduccidn del transcrito con el intrén 6,
esta presentaria todos los dominios (MADS, | y K) a excepcion del dominio C terminal (Yustis,
2018). Estos andlisis nos indicarian que de traducirse, estas proteinas podrian competir con
la proteina candnica de AGL19 por los mismo sitios de unién al DNA debido a la presencia
del dominio MADS, y en el caso de la proteina con el intron 6, podria competir con AGL19 en
la unién al DNA y ademas podria interferir o secuestrar a otras proteinas con las cuales

interactua AGL19, debido a la presencia del dominio K.

7.4. Las inserciones de T-DNA modifican el ambiente epigenético dentro del

locus de AGL19

En Arabidopsis se tiene evidencia de que las inserciones de T-DNA pueden afectar tanto los
patrones de metilaciéon del DNA (Jia et al. 2015; Sandhu, Koirala, y Neff, 2013), como la
estructura de la cromatina (Jupe et al. 2019), asi como también la topologia y estructura
tridimensional del DNA (Gelvin y Kim, 2007; Osabe et al. 2017), por lo cual el efecto de las
inserciones de T-DNA en los fenotipos de los mutantes agl19-1 y agl19-2 y niveles de

acumulacion de transcritos de AGL19 observados podria involucrar diferentes mecanismos.
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Se tiene evidencia de la existencia de motivos de union de factores transcripcionales
gue son capaces de reclutar complejos Polycomb para reprimir a sus genes blanco, conocidos
como Polycomb Response Elements (PREs) (Xiao et al. 2017). Se realizd una busqueda de
PREs previamente identificados que se encuentran sobre el primer intron de AGL19 y se
compararon contra los sitios de insercion de los T-DNAs de los alelos agl19-1y agl19-2, para
conocer si estas inserciones pudieran estar afectando los sitios de unidn de estos PREs
(Yustis, 2018). Mediante la herramienta de Gene Analysis del portal AthaMap
(http://www.athamap.de/search_gene.php). Se encontrd que en el caso del alelo agl/19-2 la
insercién del T-DNA se encuentra exactamente en el sitio de unién de un factor
transcripcional de la familia C2H2 (Zn) (Yustis, 2018; Tesis de licenciatura, UNAM), una familia
de factores transcripcionales que se sabe se unen a PREs y son capaces de reclutar
directamente a complejos Polycomb (Xiao et al. 2017). Debido a esto se decidié analizar si
las inserciones de T-DNA podrian estar afectando la deposicién de marcas epigenéticas
represoras, especificamente la trimetilacién de la K27 de la histona H3 dentro del locus de
AGL19, ya que se tiene reportado que este tipo de modificaciones epigenéticas regulan a
AGL19 (Figura 14). Mediante ensayos de ChIP-gPCR en plantas de 40 dias crecidas en DL se
encontré que las inserciones de T-DNA en agl/19-2 y agl19-3 modifican, a la baja y a la alta,
respectivamente, los niveles de H3K27me3 en la region 5 de AGL19 (Figura 14B). En el caso
de agl19-2 es posible que la insercion de T-DNA interfiera con el posicionamiento de la marca
H3K27me3 modificar el sitio de unién de un factor transcripcional C2H2 (Zn), lo cual a su vez
no permite que este reclute al complejo represor, y esto se traduce en una menor

acumulacion de H3K27me3 y en mayores niveles de expresion de AGL19. En el caso del alelo
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agl19-1 es posible que el T-DNA esté afectando la expresion de AGL19 por otro mecanismo
diferente a las modificaciones postraduccionales de histonas, por ejemplo, al alterar los
patrones de metilacién del DNA, o modificando la estructura tridimensional de la cromatina
de la region donde fue insertado y de esta forma podria “relajar” la cromatina causando un
ambiente eucromatico, sin modificar los patrones de H3K27me3 sobre el locus de AGL19, lo
cual se podria traducir en los niveles de expresion que se observan en los ensayos de RT-PCR
(Figura 6A). En el caso del tercer alelo, agl/19-3, se observa un mayor enriguecimiento de
H3K27me3 con respecto al WT y a los otros dos alelos. Aunque esta insercion se encuentra
en el cuartointron de AGL19, parece ser que el T-DNA insertado esta promoviendo un mayor
posicionamiento de la marca epigenética H3K27me3 sobre la regién 5 de AGL19. Al igual
que con el alelo agl/19-1 es posible que la insercién de T-DNA de agl/19-3 modifique la
estructura tridimensional del locus de AGL19, pero en este caso particular podria estar
formando un asa de cromatina represiva que esta actuando para inhibir la acumulacién de
AGL19 al promover un mayor enriquecimiento de H3K27me3 en la regién 5’ de AGL19 (en
los ensayos de RT-PCR y RT-qPCR este alelo es el que presenta una acumulacion

practicamente nula).

Un estudio bioinformatico reciente demostrd una relacion directa entre el proceso
de splicing alternativo y el ambiente epigenético en Arabidopsis (Ullah et al. 2018). En este
estudio se analizaron datos transcriptomicos de splicing alternativo y de sitios hipersensibles
a la DNAsa | (DNase | Hypersensitive Sites (DHSs)), los cuales denotan un ambiente de

cromatina mas relajada. El splicing del mRNA sucede de manera co-transcripcional y esta
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influenciado por la tasa de transcripcion, la cual, a su vez depende de la estructura de la
cromatina (Naftelberg et al. 2015). En otros modelos eucariontes se tiene evidencia de la
relacion entre el splicing y la cromatina, sin embargo, en Arabidopsis no se tenia evidencia
de esta relacion. En plantas el evento de splicing alternativo mas comun es el de retencion
de intrones y en el estudio de Ullah, et al. (2018) se demostré que los eventos de retencion
de intrones se encuentran enriquecidos en DHSs, es decir, un intrén es mas facilmente
retenido en un ambiente de eucromatina. Los autores hipotetizan que este fendmeno es
debido a una mayor tasa de elongacién de la RNApol Il gue no permite el reconocimiento de
los intrones para ser procesados por la maquinaria del spliceosoma, aunado a la unién de
factores de transcripcién a estos DHSs, los cuales pueden actuar como represores del
proceso de splicing (Ullah et al. 2018). Este modelo planteado con base en el analisis de datos
gendmicos es consistente con nuestras observaciones en el mutante ag/19-2, donde se tiene
un menor enriquecimiento de H3K27me3 en la regién 5" de AGL19, una marca represiva
tipica de heterecromatina (ocasionado por la insercion de T-DNA) (Figura 14B), y en donde
se observa un mayor enriquecimiento de los transcritos alternativos que retienen intrones
(Figura 12). El caso contrario sucede con ag/19-3 donde se observa un mayor
enriguecimiento de H3K27me3 y se observa una menor acumulacion de los transcritos de
AGL19 (Figuras 6A, 12 y 13). También se sabe que la cromatina de genes cuyos patrones de
splicing son regulados por la temperatura se encuentra enriquecida en H3K36me3, una
marca relacionada con la elongacién transcripcional, y la alteracion de los niveles de

H3K36me3 puede modificar los patrones de splicing de estos genes (Pajoro et al. 2017). Este
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tipo de evidencias sugieren una estrecha relacion entre la estructura de la cromatina y los

procesos de splicing en plantas.

Nuestros datos muestran que las inserciones de T-DNA pueden resultar en cambios
en la abundancia de la marca epigenética H3K27me3, lo cual puede repercutir en la
acumulacion tanto de AGL19 como de sus transcritos alternativos. Los resultados de este
trabajo sugieren que estos fendmenos deben de considerarse al momento de analizar los
fenotipos mutantes generados por insercion de T-DNA, especialmente en genes con

patrones complejos de eventos de splicing alternativo.

8. Conclusiones

Conrespecto a los genes regulados por AGL19 en vernalizacion, con este trabajo se descubrid
que el gen RING-H2 FINGER A1A (RHA1A; ATAG11370) se induce por vernalizaciéon y es
regulado positivamente por AGL19. Este gen codifica para una proteina E3 ubiquitin ligasa
tipo RING-H2, sin embargo, aun no se ha descrito su papel especifico. Asi mismo, AGL19
actla como un regulador positivo de FLC y XAL2, y negativo de SOC1 en condiciones de dia

corto.

Por otra parte, referente a la regulacién de AGL19 vy las diferencias observadas en la
acumulacion de transcritos de este locus en los diferentes mutantes por insercion de T-DNA,
no encontramos una correlacion directa entre una mayor acumulacion de transcritos
alternativos de AGL19 con el fenotipo observado en el tiempo de floracién de los mutantes.

En dia corto, la abundancia de los transcritos alternativos de AGL19 analizados aumenta en
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los mutantes agl/19-1 vy agl19-2, pero en las plantas que fueron vernalizadas la abundancia
de estos transcritos es similar a la de las plantas WT. En cambio, en ag/19-3 no se observa
acumulacion del transcrito candnico de AGL19. Al analizar la acumulacion de los mensajeros
gue incluyen los intrones 3 y 6 en los tres mutantes, sélo se encontrd un incremento de
ambos mensajeros en agl/19-2. Esto sugiere que el fenotipo de floracién tardia de estos
mutantes podria ser causado por distintos mecanismos los cuales recaen en la alteracién de

la actividad de la proteina de AGL19.

De forma interesante, encontramos que en plantas crecidas por 40 dias en DL las
inserciones de T-DNA modifican diferencialmente el enriquecimiento de la marca H3K27me3
sobre la region 5’ de AGL19, siendo menor en el alelo ag/19-2, cuya insercién se encuentra
en el mismo intrén 1, y mayor en agl19-3, que tiene el T-DNA localizado en la region 5’ del
cuarto intrén, lo que indica que las inserciones de T-DNA pueden afectar la acumulacion de
esta marca a distancia, al menos en el mismo gen. Esto ayuda a explicar al menos en parte,

la acumulacion observada en los transcritos de este locus en DL.

9. Perspectivas

Tomando en cuenta los datos de RT-qPCR que muestran que no existe una correlaciéon entre
el aumento en la acumulacion de los transcritos alternativos de AGL19 vy el fenotipo de
floracion tardia observado en los mutantes ag/19 (Figura 12 y 13), existe la posibilidad de
gue si estos transcritos alternativos en efecto tienen una funcién, esta sera a nivel de
proteina. Anteriormente se realizd una prediccién en la que se observé que en caso de que

estos mensajeros se tradujeran se generaria una proteina que tendria los dominios MADS de
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union a DNA y el Intermedio, en el caso de la retencion del intrén 3, o casi toda la proteina
sin el extremo carboxilo terminal en el caso de la retencién del intréon 6, por lo que estas
proteinas podrian competir por los mismos blancos de regulacién que AGL19 (Yustis, 2018),
lo cual explicaria el fenotipo observado a pesar de que no vemos un incremento correlativo

en sus niveles de acumulacion.

La descripcidn de fenotipos es una herramienta Util para poder conocer la funcién de
los genes en plantas (Lloyd y Meinke, 2012). La funcién de las isoformas producto de un
splicing alternativo de FLM conocidas hasta el momento (Posé et al. 2013), asi como mas
recientemente del grupo de genes MAF2-5 (TheiRen, Rimpler, and Gramzow 2018), se
descubrieron mediante la utilizacién de lineas sobreexpresoras de estas isoformas y la
descripcion de los fenotipos observados en las lineas transgénicas. Debido a estos
antecedentes, creemos que generar construcciones sobreexpresoras de los transcritos
alternativos de AGL19 es la alternativa experimental mas practica que nos permitira conocer
si tienen alguna funcién. Tampoco conocemos el inicio de la transcripcion de estos
transcritos alternativos, por lo cual es necesario el uso de técnicas como RACE 5’ para

determinar exactamente dénde comienzan estos transcritos.

El andlisis del microarreglo fue una primera aproximaciéon que utilizamos para
intentar entender el papel de AGL19 en el proceso de vernalizacidon, asi como también para
estudiar el proceso de vernalizacion mas alld de lo que se conoce sobre FLC. Sin embargo,
como se observo en este trabajo, su nivel de sensibilidad no nos permite obtener grupos de

genes cuyos cambios en sus niveles de expresion puedan ser validados por RT-gPCR. Aln asi,
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se descubrid que AGL19 regula de manera positiva a RHA1A después de la vernalizacion.
Hasta antes de este trabajo no se tenia evidencia de ningun blanco de regulacion de AGL19
en este proceso. Aunado a esto, evidencia mas reciente de que otro gen de la familia RING
H2, RHAZ2B, tiene un comportamiento similar a VIN3 en vernalizaciéon (Xi et al. 2020), apunta
a un posible papel de esta familia en este proceso. El estudio de los fenotipos en vernalizacion
de los dobles mutantes ag/19-3 rhala y rhala rha2b puede ayudar a entender su papel en
este proceso. Otro gen involucrado en la vernalizacién es AGL24 y aunque no se encontro su
regulacion por AGL19, no se puede descartar la posibilidad de que interactten al nivel de
proteina. Andlisis del doble mutante ag/19 agl/24 puede ser un Util para empezar a estudiar
si estos genes actlan de manera conjunta o independiente en el proceso de vernalizacion.
Es importante sefialar que AGL19 puede participar en otros procesos del desarrollo de
Arabidopsis ademads de la transicion a la floracién. Otros genes MADS-box, incluidos AGL24,
SOC1yFLC, tienen funciones en diversos procesos del desarrollo en Arabidopsis. De los genes
diferencialmente expresados reportados por Xi et al. (2020), se podria analizar si algunos de
esos genes son regulados por o regulan a AGL19. Tomando en cuenta los datos de RNA-seq
de AGL19, AGL24 y SOC1, los cuales muestran que la acumulacién de los transcritos de estos
genes aumenta con la vernalizacidon y que su expresion se mantiene después de que las
plantas regresan a condiciones mas calidas, se podrian analizar algunos genes que presenten
este mismo patron de expresion, ya que es probable que se encuentren genes que tengan

funciones en la transicién a la floracion.
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Para poder encontrar genes que sean regulados directamente por AGL19 se podria
hacer uso de dos técnicas. El RNA-seq se ha convertido en una piedra angular de los estudios
transcriptémicos (Stark, Grzelak, y Hadfield, 2019). Por su parte el DAP-seq (DNA affinity
purification sequencing) es una técnica que utiliza construcciones traduccionales de factores
de transcripcién expresados in vitro que tienen un marcador (como GFP o MYC) los cuales
son capaces de unirse a fragmentos de DNA gendmico. El DNA unido a estos factores de
transcripcion es separado y subsecuentemente eluido y secuenciado. A diferencia de
técnicas similares como el ChIP-seq, el DAP-seq es un técnica menos costosa, relativamente
sencilla y facilmente escalable, y se ha demostrado que los resultados obtenidos a partir del
DAP-seq tienen una sensibilidad y especificidad muy similares a los del ChIP-seq (Franco-
Zorrilla et al. 2014; O’Malley et al. 2016; Bartlett et al. 2017). El andlisis cruzado de datos de
RNA-seq, los cuales nos permitan saber qué genes se desregulan en un mutante agl/19y los
blancos de unién directa de AGL19 obtenidos a partir del DAP-seq, nos permitiran establecer

blancos de regulacién directa de AGL19.
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11. Figuras suplementarias

4-
. m WT
[«})
£ ) agl19-1
§ : agl19-2
2 2 m ag/19-3
E |
2
g Ml
5 ARENAN

O' |T T 1

F1 F2 F3 F4

Figura suplementaria 1. Niveles de enriquecimiento sobre el input de H3K27me3 sobre la regién 5’ de AGL19.

Segunda réplica bioldgica del ensayo de ChIP-gPCR observado en la Figura 14.

115
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Resumen

La transicion a la floracion es un proceso
fundamental en el desarrollo de las plantas que
marca el final del estado vegetativo y el paso al
estado reproductivo. Su regulacion dinamica en
respuesta a sefiales intrinsecas del desarrollo v a
seflales ambientales como el fotoperiodo v la
temperatura es de pran importancia porque afecta
directamente la reproduccion y la viabilidad de la
descendencia y. por lo tanto, tiene repercusiones en
la productividad de plantas de interés humano. En
este sentido, es importante conocer la red de
regulacion genética que promueve de manera
dinamica este complejo plan de desarrollo.
Arabidopsis thaliana es una planta modelo en
angiospermas que ha permitido grandes avances en
el conocimiento de este proceso. En esta revision
resumimos de forma integral la informacion
relevante sobre la regulacion de la floracion en esta
especie, e incluimos algunas de nuestras
investigaciones en curso.

Palabras clave: floracién, red de regulacion
genética, MADS-box, SPL.y FT.

Abstract

Flowering transition is a fundamental trait in plant
development that marks the end of the vegetative state
and the transition to the reproductive one. Its dynamic
regulation both by intrinsic signals of development, and
in response to environmental signals such as
photoperiod and temperature is of great importance,
since it directly affects the reproduction and viability of
the offspring. Therefore, it has repercussions on the
productivity of plants of human interest. In this sense. it
is important to study the gene regulatory network that
establishes this complex developmental process.
Arabidopsis thaliana is a model plant in angiosperms
that has allowed great advances in the knowledge of
flowering transition. In this review we summarize the
information about the genetic regulation of flowering
transition in this plant by integrating the molecular
responses to inductive signals, and we include some of
our ongoing research.

Key words: flowerning transition, gene regulatory
network, MADS-box, SPL and FT.
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