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Por convencidn internacional la nomenclatura en Arabidopsis thaliana es la siguiente: los
nombres de genes y proteinas se escriben con mayusculas, los primeros con cursivas y los
segundos en letra de molde. Los genes mutados van en cursivas y mindsculas. Los mismo se

aplica a las abreviaciones de estos.



Resumen

Las plantas atraviesan por tres fases de desarrollo post-embrionario: una etapa vegetativa
juvenil, una vegetativa adulta y una reproductiva. Estas etapas y las transiciones entre ellas
estdn determinadas por redes de regulacion genética dependientes tanto de sefiales del
desarrollo como por factores ambientales. Arabidopsis thaliana es una planta anual que se
ha utilizado como organismo modelo para estudiar estas fases del desarrollo.

En angiospermas, el cambio al estado reproductivo del meristemo apical aéreo se
conoce como transicion a la floracion. Este suceso es regulado por una intrincada red de
regulacién genética, en la cual se ha descrito la participacion de diferentes tipos de factores
transcripcionales. Los miembros de dos grandes familias génicas, MADS-box y
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL), tienen un papel crucial
durante esta transicion. No obstante, la relacion existente entre los factores MADS-box y
SPLs no se conoce del todo.

Estudios previos indican la participacion de las proteinas con dominio MADS
AGAMOUS-like 19 (AGL19), XAANTAL1/AGL12 (XALl) y XAANTAL2/AGL14
(XAL2) durante la transicion a la floracion en condiciones especificas de fotoperiodo y
temperatura. En este trabajo se analizé la regulacion transcripcional entre estos MADS-box
y SPL3, SPL5, SPL9 y SPL15, que son los factores SPLs mejor caracterizados como
reguladores de la transicion a la floracion. Esta regulacién fue estudiada en dos 6rganos de
plantas de Arabidopsis thaliana crecidas en un fotoperiodo de dia largo, que son condiciones
inductivas de la floracion.

Los resultados muestran que los factores de transcripcion SPLs analizados regulan

diferencialmente a los genes AGL19, XAL1 y XAL2 en hojas y el apice de las plantas. La



mayoria de los factores SPLs reprimen a estos MADS-box en las hojas, con excepcion de
SPL3y SPL9 que inducen a AGL19. Asi mismo, XAL1y XALZ2, inducen a SPL9y reprimen
a SPL5 en las hojas. Finalmente, se identifico que XAL1 induce a todos los SPLs en el apice.

Este trabajo permite iniciar a dilucidar la regulacién entre algunos miembros de las
familias de factores de transcripcion SPL y MADS-box que subyacen la transicion a la
floracién en respuesta al fotoperiodo de dia largo. Estos resultados son relevantes dado que
ayudaran a entender la integracion que existe entre las sefiales propias del desarrollo y la
sefializacion en respuesta al ambiente, lo que finalmente promueve la floracion en el

momento adecuado.



1. Introduccion

1.1 Transiciones de fase en el desarrollo de Arabidopsis thaliana

Los organismos eucariontes pasan por una serie de etapas de desarrollo donde suelen
aumentar de tamafio y complejidad. En las plantas con flor, todos los érganos aéreos son
generados a partir de un meristemo que se establece desde el desarrollo embrionario, llamado
meristemo apical aéreo 0 SAM (Shoot Apical Meristem) (Clark, 1996). Durante el desarrollo,
el SAM transita por diferentes fases con perfiles de expresion especificos que son regulados
tanto por sefiales ambientales como enddgenas de la planta (Williams y Fletcher, 2005).
Esencialmente, las plantas tienen tres fases de desarrollo: una fase vegetativa juvenil,
una fase vegetativa adulta y una fase reproductiva (Poethig, 1990; Poethig, 2013).
Arabidopsis thaliana (de aqui en adelante Arabidopsis), perteneciente a la familia
Brassicaceae, es una planta anual que ha sido utilizada como organismo modelo para estudiar
estas fases de desarrollo y las transiciones entre ellas. Algunas de las razones por la que es
una planta muy estudiada radican en la facilidad para cultivarla en condiciones controladas
y que existe un gran namero de mutantes en los Stock Center, por lo que se pueden hacer
ensayos de genética molecular (Meinke et al., 1998; Meyerowitz, 2001). Esto ha ayudado en
el conocimiento de las redes genéticas que participan en el desarrollo de las plantas y su

plasticidad ante el ambiente.

1.1.1 Fase vegetativa

Después de la germinacion la planta incrementa su capacidad fotosintética lo que permite la
acumulacién de una mayor cantidad de reservas energéticas y, por lo tanto, un aumento en el
crecimiento (Huijser y Schmid, 2011; Poethig, 2013). La transicion vegetativa o heteroblastia

es la transicion de la etapa juvenil a la madura y, en Arabidopsis, se caracteriza por producir
5



cambios morfoldgicos y fisiologicos en las hojas de roseta (Poethig, 1990; Irish y Karlen,
1998; Tsukaya et al., 2000).

Durante el estado vegetativo juvenil, las hojas presentan un mayor nimero y tamafio
de células (Usami et al., 2009), ademas tienen peciolos largos, la lamina es redondeada con
el margen liso y no pueden desarrollar tricomas abaxiales (en el envés de la hoja) (Chieny
Sussex, 1996; Telfer et al., 1997; Tsukaya et al., 2000; Usami et al., 2009). Asi mismo, en
este estado se encuentra reprimida la competencia reproductiva (Poethig, 2003; Poethig,
2013).

En la fase adulta de la planta, las hojas presentan un peciolo mas corto, la lamina es
mas alargada y el margen aserrado. Aunado a ello, se pueden desarrollar los tricomas en
ambos lados de las hojas (Chien y Sussex, 1996; Telfer et al., 1997; Tsukaya et al., 2000;
Usami et al., 2009). Es en esta fase donde la planta cuenta con las suficientes reservas
energéticas para que se pueda dar la transicion a la fase reproductiva (Huijser y Schmid,
2011; Poethig, 2013).

Existen reguladores que participan en el desarrollo vegetativo que necesitan ser
reprimidos durante las transiciones al estado adulto y reproductivo. Este es el caso de
miembros pertenecientes a la familia APETALAZ2-like (AP2-like), como TARGET OF EAT
1 (TOE1), TOE2, SCHNARCHZAPFEN (SNZ) y SCHLAFMUTZE (SMZ), que actGian
como represores de las transiciones de fase del desarrollo. Entre sus blancos, se encuentra
FLOWERING LOCUS T (FT) (Jung et al., 2007; Mathieu et al., 2009), el cual es importante
durante la promocion de la transicion al estado reproductivo, cuya funcion se describira mas
adelante.

Se han detectado los mMRNAs de TOE1 y SNZ en hojas a lo largo del desarrollo

vegetativo sugiriendo una funcion en estos 6rganos (Aukerman y Sakai, 2003; Jung et al.,
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2007; Mathieu et al., 2009). En estudios en plantas mutantes de pérdida de funcion de TOE1
y TOE2 crecidas en un fotoperiodo de dia corto (DC), en este caso, correspondiente a 10
horas de luz por 14 horas de obscuridad, se observéd una aceleracion en la produccion de
tricomas abaxiales; por el contrario, en lineas sobreexpresoras de estos mismos genes se
retrasd su produccion (Wu et al., 2009). Por lo tanto, ademas de su funcion represora de la
transicion a la fase reproductiva, estas proteinas AP2-like actGan como represoras de la
transicion vegetativa, por lo que evitan que se adquieran las caracteristicas adultas en la
epidermis de la hoja antes de tiempo (Wu et al., 2009).

Para que puedan llevarse a cabo las transiciones de fase, se requiere la degradacion
de los transcritos de TOE1, TOE2, SNZ y SMZ mediante la induccién del microRNA miR172
(Aukerman y Sakai, 2003; Schmid et al., 2003; Schwab et al., 2005; Mathieu et al., 2009;
Wu et al., 2009). Para que los miRNAs lleven a cabo su actividad de silenciamiento, el
complejo RISC (RNA-induced silencing complex) se une a los mMRNAs blancos, mediante la
complementariedad con la cadena del miRNA asociado, y silencia sus blancos por escision
0 represion traduccional, ya que impide que los mMRNAs blancos sean traducidos (Bartel,
2004; Xu et al., 2016; He, 2017).

La expresion de miR172 incrementa gradualmente con la edad de la planta, de forma
inversa a la expresion de miR156, cuya expresion disminuye con la edad (figura 1; Aukerman
y Sakai, 2003; Wu y Poethig, 2006; Jung et al., 2007). miR156 es un represor post-
transcripcional de los genes SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL),
ya que promueve la degradacion de sus MRNAS. Por lo tanto, cuando este miRNA disminuye,
la acumulacion de los mensajeros de la mayoria de los SPLs se incrementa. Los factores SPLs
a su vez, inducen la transcripcién de los precursores de miR172, que reprime la acumulacién

de represores de la floracién (Jung et al., 2011).



Reproductiva
miR156 miR172

Fase = >+
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Figura 1. Transiciones de fase en el desarrollo de Arabidopsis. Durante su ciclo de vida
las plantas pasan por tres fases de desarrollo, una fase vegetativa juvenil, una vegetativa
adulta y una reproductiva. La regulacion de las transiciones entre estas fases que se da por
dos microRNAs es muy relevante. miR156 (verde) reprime a promotores de las transiciones
de fase, se acumula en etapas tempranas del desarrollo y esta acumulacion disminuye con la
edad de la planta. Por otra parte, miR172 (morado) tiene un patrén de expresion opuesto, en
el que incrementa su expresion con la edad y promueve las transiciones de fase reproductiva
al reprimir a los represores de ésta.

Por otra parte, FLOWERING LOCUS C (FLC), un factor transcripcional de la familia
MADS-box, participa durante el desarrollo vegetativo y también actia como represor de la
transicion al estado reproductivo (Michaels y Amasino, 1999; Helliwell et al., 2006). Plantas
mutantes en este MADS-box crecidas en dia largo (DL), que experimentalmente corresponde
a 16 horas de luz por 8 horas de obscuridad, presentan menor cantidad de hojas intermedias,
que son aquellas que muestran caracteristicas transitorias entre el estado juvenil y el adulto,
respecto a plantas que tienen este gen activo (Willmann y Poethig, 2011). Cabe destacar que

este fenotipo puede deberse a que FLC es capaz de reprimir directamente a SPL15 y activar

a miembros de la familia AP2-like (Deng et al., 2011).



Dentro de las sefiales endogenas de la planta que regulan las transiciones de fase del
desarrollo, esta el papel de algunos carbohidratos como moléculas sefializadoras para que se
Ileven a cabo dichas transiciones, como la trehalosa-6-fosfato (T6P). Las plantas mutantes
en el gen de la TREHALOSE-6-PHOSPHATE SYNTHASE 1 (TPS1) crecidas en DL, tienen
un retraso en ambas transiciones de fase del desarrollo, mismo que se complementa si se
induce la expresion de TPS1, indicando que la T6P induce estos procesos (van Dijken et al.,
2004; Ponnu et al., 2020). La sefializacion dada por la T6P interacciona con la sefializacion
del médulo miR156-SPL promoviendo la disminucion de la expresion de miR156 y la
consiguiente acumulacion de los SPL (Ponnu et al., 2020). Adicionalmente, la represion de
miR156 también es mediada por la concentracién de CO; y otros carbohidratos como la
glucosa (May et al., 2013; Yang et al., 2013; Yu et al., 2013). No se conoce con exactitud el
mecanismo en el que la glucosa reprime la acumulacion de miR156, pero una posibilidad es
que podria ser mediada parcialmente por la sefializacion de la HEXOQUINASA 1 (HXK1)
(Yang et al., 2013). La HXK1 cataliza la primera reaccién de la glucélisis y actia como un
sensor de azucares que en un complejo nuclear puede regular directamente la expresion
genética como respuesta a cambios en la concentracion de glucosa (Moore et al., 2003; Cho
et al., 2006).

Las giberelinas (GASs) son fitohormonas reguladoras del crecimiento que se ha visto
participan de distintas formas durante las transiciones de fase del desarrollo (Telfer et al.,
1997; Yu et al., 2012). En la transicion vegetativa, plantas mutantes deficientes en esta
fitohormona presentan un retraso en la produccion de tricomas abaxiales, incluso al crecerlas
en luz constante (Chien y Sussex, 1996). Por el contrario, plantas en las que se les aplican
GAs exogenas se acelera su produccion (Telfer et al., 1997). Se sabe que algunos SPLs

interaccionan con las proteinas DELLA, reguladores negativos de la sefializacion por GAs,
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para poder llevar a cabo su regulacion transcripcional, lo que indicaria que la interaccion de
los factores de transcripcion SPLs con las DELLAs puede mantener la fase vegetativa,
cuando no hay una alta concentracion de GAs (Yamaguchi et al., 2014; Hyun et al., 2016).
Una vez que la planta ha alcanzado un estado adulto, tiene la capacidad de captar e
integrar las sefiales inductivas para dar paso a la transicién al estado reproductivo, a lo que

en angiospermas se conoce como transicion a la floracién (Poethig, 2003; Poethig, 2013).

1.1.2 Transicion a la floracion

La transicion del estado vegetativo al estado reproductivo es un proceso fundamental en el
ciclo de vida de las plantas (Garcia Ponce de Leon et al., 2020). En Arabidopsis esta
transicion involucra la transformacion del SAM, el cual cesa de producir hojas de roseta y se
transforma en un meristemo de inflorescencia (M) a partir del cual crece el tallo principal.
El MI, localizado en el &pice, da origen a los meristemos de flor (MF) que posteriormente se
diferenciaran en los érganos florales (Schultz y Haughn, 1993; Bradley et al., 1997; Liu et
al., 2009). Esta transicion es precedida por la capacidad de la planta para responder a
estimulos que inducen el desarrollo reproductivo y culmina en la produccién de semillas
después de la fertilizacion, por lo que el momento en el que sucede este evento tiene un
impacto en la adecuacion de la descendencia (Simpson y Dean, 2002; Poethig, 2013).

Una gran cantidad de genes han sido caracterizados como reguladores de la transicién
a la floracion, gracias a multiples andlisis genéticos y moleculares que utilizan mutantes de
pérdida de funcién y lineas sobreexpresoras crecidas bajo diferentes condiciones
ambientales. Sin embargo, muchos de estos genes, no son exclusivos de la transicion a la
floracion y participan en otros procesos del desarrollo (Rédei, 1962; Koornneef, 1991,

Amasino, 2010; Fornara et al., 2010; Srikanth y Schmid, 2011). Se han descrito siete vias
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genéticas: la del fotoperiodo, la vernalizacion, la via autdbnoma, la via de las GAs, la via de
la trehalosa, la via sensible a la temperatura y la via que responde al envejecimiento o la edad
de la planta (figura 2; Amasino, 2010; Fornara et al., 2010; Srikanth y Schmid, 2011; Wahl
et al.,, 2013). Aunque estas vias se han estudiado de forma independiente también
interaccionan entre ellas y en conjunto forman una red genética compleja que coordina las
condiciones ambientales de crecimiento con las sefiales fisiologicas y propias del desarrollo,
permitiendo maximizar la eficiencia de la transicién al estado reproductivo (Fornara et al.,
2010; Srikanth y Schmid, 2011; Wellmer y Riechmann, 2010). De manera interesante, esta
red genética converge en dos genes que codifican para los factores de transcripcion: LEAFY
(LFY), Unico para el reino Plantae, y APETALAL (AP1), que es un factor tipo MADS-box.
Estas dos proteinas en cooperacion con CAULIFLOWER (CAL) son fundamentales, para
darle la identidad a los MF (figura 2; Weigel et al., 1992; Ferrandiz et al., 2000; Wellmer y
Riechmann, 2010).

El fotoperiodo de DL es uno de los estimulos que participan en la transicion a la
floracién mas estudiados (Imaizumi y Kay, 2006; Amasino, 2010; Fornara et al., 2010;
Srikanth y Schmid, 2011). Arabidopsis es una planta cuya transicion a la floracion se
promueve por la exposicién a dias largos (verano) y es reprimida por dias cortos (invierno),
en las zonas donde se distribuye naturalmente (Fornara et al., 2010). La deteccion del
fotoperiodo de DL se da en las hojas y hay tres genes que tienen un papel fundamental en
esta sefializacion para que se pueda dar la induccion de la floracién: GIGANTEA (Gl),
CONSTANTS (CO) y FT. Inicialmente, la captacién de la luz se da por fotorreceptores que
se activan en respuesta a la luz, los cuales sincronizan la actividad del ciclo circadiano (Shim

etal., 2017). Gl es un gen de regulacion circadiana, que durante la fase luminica su proteina
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Figura 2. Red de regulacion de la transicion a la floracion. Tradicionalmente se han
descrito 7 “vias genéticas” de transicion a la floracion: la del fotoperiodo, la vernalizacion,
la via autbnoma, la via de las GAs, la via de la trehalosa, la via sensible a la temperatura y
la via que responde al envejecimiento y la edad de la planta, que confluyen en la expresion
de LFY y AP1, que en cooperacion con CAL le dan la identidad a los MF (Modificado de
Bouché et al., 2016).

interacciona con FLAVIN KELCH F BOX 1 (FKF1), el cual es un fotorreceptor con
actividad ubiquitin-ligasa, que media la degradacién de CYCLING DOF FACTORs (CDFs),
que son represores transcripcionales de CO. Por otra parte, Gl también es capaz de inducir
directamente la expresion de CO (Sawa et al., 2007; Fornara et al., 2009). Durante el
fotoperiodo de DL, la proteina de CO logra acumularse mientras que, en el fotoperiodo de
DC, que en general corresponde a 8 horas de luz por 16 horas de obscuridad, es ubiquitinada
en la obscuridad por CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), lo que

promueve su degradacién. Por lo tanto, CO puede inducir la transcripcion de FT s6lo en DL,
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el cual se transcribe y traduce en las hojas (An et al., 2004; Notaguchi et al., 2008). FT, es
una proteina similar a las proteinas de mamiferos inhibidoras de RAF-cinasas (RKIP), que
viaja via el floema al MI, donde se une con el factor de transcripcion FD (Kobayashi et al.,
1999; Abe et al., 2005; Jaeger y Wigge, 2007; Jang et al., 2008). El dimero FT-FD a su vez,
desencadena el inicio del programa de desarrollo floral induciendo la transcripcion de
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) que es translocado al
nucleo por AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24), ambos MADS-box, induciendo directamente a
los genes de la identidad del meristemo floral LFY y AP1 (figura 2; Yoo et al., 2005; Lee et
al., 2008).

Ademas de la regulacién por el fotoperiodo de DL. Se ha encontrado que la
exposicion a un periodo prolongado a bajas temperaturas o vernalizacion promueve la
floracién una vez que la temperatura aumenta nuevamente (Chouard, 1960). En Arabidopsis
esta respuesta se debe al silenciamiento de FLC, el cual reprime directamente a SOC1y FT
gue, como se menciond, son inductores de LFY y AP1, inhibiendo asi la floracion (Michaels
y Amasino, 1999; Michaels et al., 2005; Helliwell et al., 2006).

El silenciamiento de FLC es regulado por marcas epigenéticas, como la H3K27me3
que es catalizada por el complejo POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 (PRC2). Esta
marca se acumula inicialmente en la region de la nucleacion entre el primer exoén e intron de
FLC en respuesta a vernalizacién y se esparce a todo lo largo del gen al regresar a
temperaturas optimas (De Lucia et al., 2008).

Durante el desarrollo vegetativo la represion de FT y SOC1 por FLC evita una
transicion a la floracién prematura y una vez que la planta es apta, FLC tiene que ser
reprimido para que se pueda transitar al estado reproductivo. La “via” autonoma regula la

inactivacién de FLC por varios mecanismos como el procesamiento de su mRNA o la
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modificacion de la cromatina sin que se requiera de vernalizar a las plantas (Cheng et al.,
2017).

Arabidopsis florece cuando esta expuesta a temperaturas entre 22-27°C
aproximadamente, pero a temperaturas mas bajas, como 16°C, se retarda su floracién
(Blazquez et al., 2003). El factor de transcripcion MADS-box SHORT VEGETATIVE
PHASE (SVP) junto con FLC, reprimen a FT en condiciones de baja temperatura y por lo
tanto la floracion (Lee et al., 2007; Li et al., 2008). Al aumentar la temperatura, FLC es
degradado lo que permite que, junto con la sefial dada por el fotoperiodo de DL, aumente la
expresion de FT (Blazquez et al., 2003).

De la misma manera que en la transicion vegetativa, la pérdida de la TPS1 causa un
severo retraso en la floracion de Arabidopsis (van Dijken et al., 2004), asi como una
disminucion en la expresion de algunos factores SPLs en el MI. Esta regulacion es
parcialmente independiente de la sefializaciébn por miR156, indicando que la T6P es
importante para la transicion a la floracion (Wahl et al., 2013; Ponnu et al., 2020). La T6P
induce ademas a FT en las hojas, pero todavia se desconoce el mecanismo por el que se lleva
a cabo dicha regulacion (Wahl et al., 2013).

En DL, las GAs actian en paralelo a CO para inducir la transcripcion de FT
(Hisamatsu y King, 2008). Sin embargo, en condiciones no inductivas de DC, las plantas con
mutaciones que afectan la biosintesis de GAs o que incrementan su degradacion, a veces son
incapaces de florecer (Wilson et al.,1992). Se ha demostrado que las GAs inducen la
transcripcion de SOC1 y LFY y también inducen la de AGL24 (Blazquez et al., 1998; Moon
etal., 2003; Srikanth y Schmid, 2011). No obstante, alin se desconocen otros posibles blancos
de estas hormonas. Por ejemplo, el mutante xal2-2 (otro MADS-box, ver mas adelante),

presenta un retraso considerable en la floracion al crecer las plantas en DC vy tratarlas con
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GAs exogenas. Ademas, el doble mutante xal2-2 soc1-6 bajo las mismas condiciones es
incapaz de florecer, lo que sugiere que XAL2 y SOCL1 participan aditivamente en respuesta
a esta hormona durante la transicion a la floracion (Pérez-Ruiz et al., 2015).

La edad es otro de los estimulos que promueven la transicion a la floracion. Para fines
de este trabajo ahondaré en la descripcion de los factores transcripcionales SPLs, que
participan a lo largo del ciclo de vida de las plantas y tienen un papel fundamental en la
regulacién de ambas transiciones de fase del desarrollo en respuesta a la edad o el

envejecimiento (Wu y Poethig, 2006; Schwarz et al., 2008).

1.2 Factores de transcripcion SPLs

Los genes que contienen un SQUAMOSA PROMOTER BINDING-box (SBP-box)
codifican para factores de transcripcién que se encuentran en todo el reino vegetal. El
dominio SBP, de aproximadamente 76 aminoacidos, esta conservado y es responsable tanto
de la translocacion de la proteina al ncleo, como de la union al DNA. Las primeras proteinas
de la familia que fueron identificadas, SBP1 y SBP2, son capaces de unirse al gen de la
identidad del meristemo floral SQUAMOSA (SQUA), el ortélogo de AP1 en Antirrhinum
majus (Klein et al., 1996), por lo que en Arabidopsis se les dio el nombre de SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL).

En Arabidopsis esta familia de genes comprende 16 miembros que se dividen en dos
grandes grupos de acuerdo con el tamafio de su secuencia (Xing et al., 2010). El grupo |
abarca los SPL maés grandes cuya estructura presenta 10 o mas exones que codifican para
proteinas de méas de 800 aminoacidos. Por otra parte, los miembros del grupo Il presentan
entre dos y cuatro exones, lo que resulta en proteinas de alrededor de 400 aminoacidos, con

excepcion de SPL3, SPL4 y SPL5, cuyas proteinas tienen menos de 200 aminoacidos
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Figura 3. Relaciones filogenéticas entre todos los SPL de Arabidopsis. Se sefialan los
dos grupos (1 y I1) en que se divide la familia de acuerdo con el tamafio de su secuencia, y
en colores se resaltan los clados en que se subdivide el grupo Il. Con letra verde se muestran
los SPL blancos de miR156 (Preston y Hileman, 2013).

(Cardon et al., 1999; Xing et al., 2010). Adicionalmente, los genes del grupo Il pueden ser
agrupados en 5 clados con base en la secuencia que codifica para el dominio SBP:
SPL3/SPL4/SPL5, SPL2/SPL10/SPL11, SPL8/SPL13A/B, SPL6 y SPL9/SPL15 (figura 3;
Preston y Hileman, 2013; Xu et al., 2016).

De los 11 miembros del grupo Il, 10 son regulados post-transcipcionalmente por
miR156 (figura 3; Cardon et al., 1999; Wu y Poethig, 2006; Xu et al., 2016), por lo que en

etapas tempranas del desarrollo los SPLs se acumulan muy poco y la disminucion de la
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expresion de este miRNA con la edad de la planta conlleva a un aumento en la expresion de
estos factores de transcripcion (Wu y Poethig, 2006; Xu et al., 2016).

Debido a que es una familia altamente redundante, el analisis de la funcién individual
de cada SPL se dificulta. Por lo que, utilizando lineas que sobreexpresan versiones resistentes
a miR156 de SPL2, SPL9, SPL10, SPL11, SPL13A/B, y SPL15 se ha podido establecer su
participacion en procesos de desarrollo en toda la planta, desde la raiz hasta las transiciones
del SAM (Wang et al., 2008; Usami et al., 2009; Wu et al., 2009; Martin et al., 2010; Yu et
al., 2010; Gou et al., 2011; Wei et al., 2012; Stief et al., 2014; Yu et al., 2015; Yao et al.,
2019). Por otro lado, la funcion de SPL3, SPL4 y SPL5 (SPL3/4/5) parece ser preponderante
en la promocién de la transicién a la floracion y en la formacion de los MF (Yamaguchi et

al., 2009; Kim et al., 2012; Xu et al., 2016).

1.2.1 Regulacion de la transicion vegetativa mediada por los SPLs

Se ha caracterizado a SPL9/SPL15 como uno de los principales clados de SPLs que controlan
ambas transiciones de fase del desarrollo en Arabidopsis. Sin embargo, cuando se crecen
plantas triples mutantes spl9/13/15 se incrementa la cantidad de hojas juveniles en ambos
fotoperiodos, sugiriendo que SPL13 también tiene un papel importante durante la transicion
vegetativa (Xu et al., 2016). Hasta ahora se sabe que el mecanismo principal por el que los
factores SPLs promueven esta transicion es mediante la induccion del precursor de miR172,
papel que llevan a cabo SPL9, SPL10y SPL15 (figura 4; Wu et al., 2009; Hyun et al., 2016).
Ademas, se han analizado distintas lineas de plantas transgénicas, una que expresa un
represor quimérico de SPL10 (35S:SPL10SRDX), asi como una que sobreexpresa una version
resistente a miR156 de este mismo SPL (35S:mSPL10), ambas crecidas en DL (Shikata et al.,

2009). Ambas lineas presentan alteraciones en la morfologia de las hojas, pero no asi en la
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produccion de tricomas abaxiales, sugiriendo que SPL10 participa parcialmente en la
adquisicion de las caracteristicas adultas durante la transicion vegetativa (Shikata et al.,

2009).
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Figura 4. Participacion de los SPLs durante las transiciones de fase del desarrollo. La
promocion de la transicidn vegetativa se debe a la disminucién de la acumulacion de miR156
y la consecuente acumulacion de algunos SPLs tanto en las hojas (parte inferior) como en el
meristemo (superior izquierda), SPL9, SPL10 y SPL15 inducen a miR172 quien a su vez
reprime a los AP2-like permitiendo la adquisicion de las caracteristicas adultas en las hojas y
la competencia reproductiva en el meristemo. Por su parte, durante la transicion a la floracién,
en las hojas el mdédulo SPL-miR172 libera de la represion a FT, quien a su vez es activado
por SPL3, permitiendo que se desencadene la sefializacion por fotoperiodo de DL. En el
meristemo (superior derecha), SPL3, SPL9 y SPL15, en paralelo a la regulaciéon por el
modulo FT-FD, regulan positivamente a genes esenciales para florecer como SOC1, AGL42
y FRUITFUL (FUL) y a genes de la identidad del MF como LFY y AP1 (Modificado de
Fornara y Coupland, 2009).
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Adicionalmente, la participacion de SPL3/4/5 durante esta transicion ain no es clara.
Los mutantes sencillos de estos SPLs, e incluso el triple mutante spl3/4/5, no presentan un
fenotipo vegetativo evidente. Pero se sabe que las plantas que sobreexpresan una version
resistente a miR156 de SPL3/4/5 crecidas en DC tienen fenotipos parecidos a los mutantes
toel y toe2 o a plantas sobreexpresoras de miR172. Es decir, se acelera la produccién de
tricomas abaxiales, pero contrario a lo esperado, no tienen un aumento en la acumulacion de
miR172, ni tampoco disminuye la acumulacion de TOE1 y TOE2. Tomando en cuenta estos
datos, se ha propuesto que, SPL3/4/5 promueven la transicién vegetativa por una via

independiente a miR172 y los genes AP2-like (Wu et al., 2009; Xu et al., 2016).

1.2.2 Los factores SPLs en la transicion a la floracion

Los clados que incluyen a SPL3, SPL4, SPL5, SPL9 y SPL15 son los que se han caracterizado
principalmente como promotores de la floracion en Arabidopsis. Aunque recientemente, se
ha identificado que los miembros de otro clado, SPL2, SPL10, y SPL11 también pueden
promover esta transicion (Yao et al., 2019).

El incremento de la expresion de los SPLs, particularmente SPL9, SPL10 y SPL15,
en las células acompafantes del floema en las hojas promueve la floraciéon mediante la
induccion de miR172, que evita la acumulacion de los AP2-like permitiendo la activacion de
FT por CO (figura 4; Wu et al., 2009; Hyun et al., 2016). Recientemente, también se ha
encontrado que SPL3/4/5 pueden promover la floracion al unirse e inducir la expresion del
gen MIR172C como respuesta a cambios en la calidad de la luz (Xie et al., 2020).
Adicionalmente, se ha descrito que sobreexpresando a SPL3, este es capaz de unirse e inducir
la transcripcion de FT en DL. Esta regulacion cobra particular relevancia cuando las plantas

son crecidas a bajas temperaturas como 16°C (Kim et al., 2012), y, ademas SPL3 también
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puede unirse a LFY en el meristemo de flor incipiente en ambos fotoperiodos (Yamaguchi et
al., 2009).

Algunos factores SPLs como SPL3, SPL4, SPL5, SPL9 y SPL15 llevan a cabo su
funcién transcripcional directa o indirectamente con el aumento de la concentracion de GAs
al momento de la transicion a la floracion (Jung et al., 2012; Yu et al., 2012; Hyun et al.,
2016). Para ello, las GAs envian a degradacion a las proteinas DELLA, lo que permite que
los SPLs queden libres para inducir a sus blancos durante la floracién (Yu et al., 2012; Hyun
etal., 2016). Sin embargo, también se ha visto que cuando SPL9 interacciona con la DELLA,
REPRESSOR OF GA1-3 (RGA) puede inducir la transcripcion de AP1 en DL y su funcion

es reprimida en presencia de las GAs (Yamaguchi et al., 2014).

1.3 Factores de transcripcion MADS-box como reguladores del desarrollo en plantas

La familia de factores de transcripcion MADS-box tienen funciones relevantes en diferentes
procesos de desarrollo y esta altamente conservada en todos los organismos eucariontes.
Todos sus miembros comparten un dominio de union a DNA de aproximadamente 60
aminoacidos conocido como dominio MADS, acrénimo derivado de la primera proteina
encontrada con este dominio en distintos eucariontes: Minichromosome maintenance 1
(MCM1) de Saccharomyces cerevisiae, AGAMOUS (AG) de Arabidopsis thaliana,
DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum majus y el factor de respuesta al suero (SRF) de Homo
sapiens (Alvarez-Buylla et al., 2011; Smaczniak et al., 2012).

Esta familia se divide en dos grandes linajes, los MADS-box del Tipo 1y los del Tipo
I1, siendo estos Ultimos los mejor caracterizados y en los cuales se enfocé este trabajo. Los
MADS-box Tipo Il de plantas tienen una estructura modular que se denomina MIKC; la cual

tiene en el extremo N-terminal el dominio MADS de unién a secuencias especificas del DNA
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(cajas CArG); seguido de las regiones Intermedia y Keratin-like que son esenciales para la
dimerizacion y la formacion de complejos proteicos y finalmente el extremo Carboxilo
terminal el cual es una region variable que puede ayudar en la dimerizacién y en la regulacion
transcripcional (Kaufmann et al., 2005).

En plantas existen mas de 100 MADS-box (Alvarez-Buylla et al., 2011; Smaczniak
et al., 2012), de los cuales se sabe que: AGL65, AGL66, AGL104, SHATTERPROOF 1
(SHP1), SHP2 y SEEDSTICK (STK) tienen funciones importantes durante la gametogenesis
(Pinyopich et al., 2003; Adamczyk y Fernandez, 2009; Smaczniak et al., 2012); AGL15
participa en el desarrollo embrionario (Heck et al.,, 1995; Harding et al., 2003);
ARABIDOPSIS NITRATE REGULATED 1 (ANR1) participa en el desarrollo de la raiz
primaria (Gan et al., 2005; Moreno-Risueno et al., 2010; Gan et al., 2012; Alvarez-Buylla et
al., 2019), al igual que XAANTAL1 (XAL1) y XAL2, que ademas de estar implicados en
proliferacion celular del meristemo apical de este 6rgano, también participan en la regulacion
de las hormonas auxinas (Tapia-Lopez et al., 2008; Garay-Arroyo et al., 2013; Garcia-Cruz
et al., 2016; Alvarez-Buylla et al., 2019); AGL21, SOC1, FLC y SVP ademas de participar
en la floracién, responden a estrés abidtico (Chiang et al., 2009; Seo et al., 2009; Riboni et
al., 2013; Yu et al., 2017; Wang et al., 2018; Castelan-Mufioz et al., 2019).

Asi mismo, muchos de los factores MADS-box que se han caracterizado pueden
participar como activadores o represores de la transicion a la floracién, en la identidad del
MF y en la especificacion de los 6rganos florales, como se describe en la tabla I.

Debido a que tanto los MADS-box como los SPL son familias de factores
transcripcionales relacionados con el desarrollo y las transiciones de fase del SAM, se ha

empezado a estudiar la forma en que interaccionan entre si.
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Tabla I. Proteinas MICK que actian como reguladores de la floracion y el desarrollo floral
en Arabidopsis. (Modificado de Smaczniak et al., 2012)

Proteina Simbolo Funcion Referencia
AGAMOUS AG Especificacion de Yanofsky et al., 1990
estambres y carpelos
AGAMOUS-LIKE 6 AGL6 Activador de la floracin | <00 €t Z'I" 22%101; VEOE!
AGAMOUS-LIKE 15 AGL15 Represor de la floracion Adamczyk et al., 2007
AGAMOUS-LIKE 16 AGL16 Represor de la floracion Hu et al., 2014
AGAMOUS-LIKE 17 AGL17 Activador de la floracion Han et al., 2008
AGAMOUS-LIKE 18 AGL18 Represor de la floracion Adamczyk et al., 2007
AGAMOUS-LIKE 19 AGL19 Activador de la floracion Schonrock et al., 2006
AGAMOUS-LIKE 24 AGL24 Activador de la floracion Michaels et al., 2003
AGAMOUS-LIKE 28 AGL28 Activador de la floracion Yoo et al., 2006
AGAMOUS-LIKE 42 AGL42 Activador de la floracion | Dorca-Fornell et al., 2011
AGAMOUS-LIKE 71 AGL71 Activador de la floracion | Dorca-Fornell et al., 2011
AGAMOUS-LIKE 72 AGL72 Activador de la floracion | Dorca-Fornell et al., 2011
APETALA 1 AP1 Identidad del MF Ferrandiz et al., 2000
APETALA 3 AP3 BB O ol (g o Jack et al., 1992
y estambres
CAULIFLOWER CAL Identidad del MF Ferrandiz et al., 2000
FLOWERING LOCUS C FLC Represor de la floracién M'Chae'ig’ggmas'”o’
FRUITFULL FUL Floracion y desarrollo Torti y Fornara, 2012
del fruto
MADS AFFECTING MAF1-4 Represores de la Ratcliffe et al., 2001;
FLOWERING 1-4 floracién Ratcliffe et al., 2003
MADS AFFECTING . ., .
FLOWERING 5 MAF5 Activador de la floracion Ratcliffe et al., 2003
PISTILLATA PI Especificacion de petalos | o Meverowitz, 1994
y estambres
Especificacion de los Mandel y Yanofsky,
SEPALLATA 14 SEP1-4 S 1998; Pelaz et al., 2000;
cuatro verticilos florales .
Ditta et al., 2004
SRR LR IS Tl SVP Represor de la floracion Hartmann et al., 2000
PHASE
SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF SOC1 Activador de la floracion Lee et al., 2000

CONSTANS 1

XAANTAL 1
XAANTAL 2

XAL1/AGL12 Activador de la floracion

XAL2/AGL14 Activador de la floracion

Tapia-Lopez et al., 2008
Pérez-Ruiz et al., 2015
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1.4 Regulacidn transcripcional entre algunos MADS-box y SPLs durante la transicion

a la floracién

Los factores de transcripcion de la familia SPL participan en la regulacion de la transicion a
la floracion al inducir a LFY y AP1 de forma directa (Wang et al., 2009; Yamaguchi et al.,
2009; Xie et al., 2020), o pueden hacerlo indirectamente al regular a otros MADS-box.

En el MI, SPL3, SPL9 y SPL15 inducen la expresion de los reguladores positivos de
la floracién SOC1y FUL (figura 4 y 5; Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009; Hyun et
al., 2016; Xie et al., 2020). SPL9 también puede activar a uno de los homologos de SOC1,
AGL42 (figura 4; Wang et al., 2009), el cual también es promotor de la floraciéon (Dorca-
Fornell et al., 2011).

Los factores de transcripcion de tipo SBP-box reconocen las cajas GTAC presentes
en las regiones promotoras de sus genes blanco (Birkenbihl et al., 2005). SPL3, SPL9 y
SPL15 se unen directamente al promotor o al primer intrdn de SOC1, FUL y AP1
promoviendo su transcripcion (figura 5; Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009;
Yamaguchi et al., 2014; Hyun et al., 2016; Xie et al., 2020). Ademas, SPL4 y SPL5 pueden
tener un papel redundante con el de SPL3 al activar a genes de la identidad del MF, ya que
al igual que la versidn sobreexpresora y resistente a miR156 de SPL3 (35S:SPL3A), las lineas
35S:SPL4A y 35S:SPL5A, crecidas en DL, tienen incrementada la acumulacion de los
transcritos de FUL y AP1 (Yamaguchi et al., 2009).

Por otra parte, no se conoce mucho sobre los MADS-box como reguladores de SPLs.
Hasta ahora sabemos que SOC1 es capaz de actuar de manera independiente a la regulacion
por miR156. Ya que puede inducir la transcripcién de SPL3/4/5 durante la transicion a la
floracién en respuesta al fotoperiodo de DL o a la sefializacion por GAs en DC (Jung et al.,

2012).
23



SocC1

5 By HIR11 W s

FUL

SPL3 —

l \
¥ E- . l . . /\) ¥
‘\\“\" 2 /I\//l /! \ } TR =8 \ / /
Ty s Y AVARRY. T AV

AP1

SPL3 SPL3 SPLISPL3 P

Snienienie NN F] SN LR =

Figura 5. MADS-box como blancos directos de algunos SPL. Representacion esquematica
de las regiones gendmicas de SOC1, FUL, y AP1. Con cajas negras estan representados los
exones, con cajas blancas las regiones no traducidas o0 UTR (Untranslated regions), con
lineas los intrones y con lineas rectas el promotor. Los tridngulos indican las regiones
promotoras con cajas GTAC donde se unen SPL3 (azul), SPL9 (verde) y SPL15 (naranja).
La escala corresponde a 100 pb en los tres genes (Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009;
Yamaguchi et al., 2014: Hyun et al., 2016; Secuencias obtenidas del TAIR. Disponible en
www.arabidopsis.org; Esquemas realizados en: Bhatla, Nikhil. 2012. Exon-Intron Graphic
Maker. Disponible en http://wormweb.org/exonintron).

2. Antecedentes

En el laboratorio de Genética molecular, epigenética, desarrollo y evolucién de plantas, del
Instituto de Ecologia, UNAM, se han estudiado algunos genes MADS-box como AGL19,
XAL1 (Tapia-Lopez et al., 2008) y XAL2 (Pérez-Ruiz et al., 2015) que, entre otras funciones,
se ha demostrado su participacion en la transicién a la floracion en respuesta a diferentes
sefiales.

AGL19, que originalmente se consideraba un gen exclusivo de las raices (Alvarez-

Buylla et al, 2000; Schonrock et al., 2006), se sabe que participa como inductor de la
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Figura 6. AGL19 como promotor de la transicion a la floracién en respuesta a
vernalizacion y patron de acumulacion de su mensajero en DC. (A) Fenotipo de floracion
tardia del mutante agl19-1 en plantas vernalizadas y crecidas en DC, pero no en DL. El signo
+ representa a las plantas vernalizadas, mientras que — a las no vernalizadas. (B) La expresion
de AGL19 incrementa con la edad en plantulas crecidas en DC a diferentes dias después de
la germinacion (Days After Germination, DAG). La acumulacién de GAPDH fue utilizada
como control constitutivo (Schonrock et al., 2006).

floracion después de vernalizar las plantas, ya que dos alelos mutantes crecidos en DC
después de un tratamiento con vernalizacién presentan un fenotipo de floracién tardia
respecto a las plantas silvestres (Schonrock et al., 2006). Sin embargo, en DL los alelos
mutantes de AGL19 presentan un fenotipo igual al de las plantas silvestres. No obstante, la
sobreexpresion de AGL19 es suficiente para acelerar la floracién en ambos fotoperiodos
(Schonrock et al., 2006). En la figura 6A, se muestra que el mutante agl19-1 tiene un mayor
namero de hojas de roseta que las plantas silvestres en DC. En Arabidopsis, el nUmero de
hojas de roseta es un pardmetro utilizado para determinar el momento en que ocurre la
floracion ya que, al transitar al estado reproductivo, el SAM deja de producir hojas de roseta.

Asi mismo, es interesante que el nivel de acumulacion del mensajero de AGL19 se incrementa
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Figura 7. Participacion de XAL1 y XAL2 como promotores de la transicion a la
floracion. (A) Fenotipo de floracion tardia en el mutante xall-1 comparado con el WT que
ya se observa que presenta el escapo y flores en el apice, ambas plantas de 32 dias de edad
crecidas en DL. (B) Dos alelos mutantes xall florecen tardiamente en comparacion con las
plantas WT en DL. Las barras negras indican los dias que tardaron en florecer a partir del dia
de siembra (Days After Planting, DAP) y las barras blancas indican el namero de hojas de
roseta cuando el tallo alcanza 1 cm (Total Leaf Number, TLN) (Tapia-L6pez et al., 2008).
(C) La linea sobreexpresora 35S::XAL2 es de floracién temprana y el mutante xal2-2 es
tardio con respecto a las plantas WT. Plantas de aproximadamente 29 dias de edad crecidas
en DL. (Pérez-Ruiz et al., 2015). (D) SPL9 y SPL15 regulan positivamente a XAL2 en el
apice de plantas de 36 dps (dias post-siembra) crecidas en DC (Quiroz, 2020).

con la edad de forma similar a lo que sucede con los SPLs (figura 6B; Schonrock et al., 2006),
por lo que es factible pensar que este MADS-box tiene un papel en las transiciones de fase
del desarrollo o en otros procesos aln no descritos.

Otro MADS-box que participa en la transicion a la floracion es XAL1 (AGL12).
Lineas mutantes en este gen presentan un fenotipo de floracion tardia sutil en DL respecto a
las plantas silvestres, pero no en otras condiciones de crecimiento como en DC, en respuesta
a GAs, 0 a la vernalizacion, por lo que parece ser que participa especificamente en la
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respuesta al fotoperiodo de DL (figura 7A-B; Tapia-Lopez et al., 2008). El doble mutante co
xall florece mas tardiamente que los mutantes sencillos. Este fenotipo aditivo sugiere que el
mecanismo por el cual XAL1 estaria actuando, es independiente de la sefializacion de CO
(Dominguez Roman, 2012). Datos mas recientes indican que el mMRNA de XAL1 se
incrementa con la edad en el apice de las plantas (Garcia Ponce de Ledn, comunicacion
personal).

XAL2 es otro MADS-box que también participa en la transicion a la floracion. El
mutante xal2-2 es de floracién tardia en ambos fotoperiodos de crecimiento, particularmente
en DC. Mientras que las lineas sobreexpresoras de este gen (35S::XAL2) florecen
tempranamente respecto a las plantas silvestres, indicando que XALZ2 es suficiente para
acelerar la floracion (figura 7C; Pérez-Ruiz et al., 2015). Debido a que en DC la floracion
depende en buena medida de los factores SPLs, se analiz6 y demostro que SPL9 y SPL15
regulan positivamente a XAL2 (Quiroz, 2020). Sin embargo, hasta ahora se desconocia si
existia una regulacién similar en condiciones de DL.

Este trabajo estd enfocado en analizar la regulacion cruzada entre XAL1, XAL2 y
AGL19 y algunos SPLs como SPL3, SPL5, SPL9 y SPL15, para tener una aproximacion en
la regulacion existente entre estas dos familias de factores transcripcionales cuando las

plantas son crecidas en DL.
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3. Hipotesis
Si algunos miembros de las familias de factores transcripcionales MADS-box y SPL
participan en la transicion a la floracion, entonces, AGL19, XAL1y XAL2 y SPL3, SPL5,

SPL9 y SPL15 podrian regularse entre si para promover este proceso en condiciones

inductivas del desarrollo en Arabidopsis thaliana.

4. Objetivo general

Determinar la regulacion entre los genes AGL19, XAL1y XAL2y SPL3, SPL5, SPL9y SPL15

en hojas y apices durante la transicion a la floracion de Arabidopsis thaliana en dia largo.

4.1 Objetivos particulares

e Corroborar que las lineas spl3-1, spl5-1, spl9-4, spl15-1y el doble mutante spl9-4 spl15-
1 sean mutantes de expresion nula.

e Conocer el efecto que tienen SPL3, SPL5, SPL9 y SPL15 en la regulacion de la expresién
de AGL19, XAL1y XAL2 durante la transicion a la floracion de Arabidopsis thaliana en
condiciones de dia largo.

e Determinar la regulacion de SPL3, SPL5, SPL9 y SPL15 por XAL1y XALZ2, durante la
transicion a la floracion de Arabidopsis thaliana en condiciones inductivas de

crecimiento.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Lineas de plantas y condiciones de crecimiento

Las plantas silvestres (WT) y los mutantes utilizados xall-2 y xal2-2, asi como spl5-1
(SAIL_265 D02), spl9-4 (SAIL_150 BO05), spl15-1 (SALK_074426) y el doble mutante
spl9-4 spl15-1 (N67865) se encuentran en el fondo Columbia-0 (Col-0). EI mutante spl3-1
(FLAG_173C12) fue aislado originalmente en el fondo Wassilewskija (Ws) y fue
introgresado 6 veces en Col-0 (Xu et al., 2016). La localizacion y orientacion de cada
mutacion se encuentra representada en el anexo I.

Las semillas fueron estratificadas durante 3 dias a una temperatura de 4°C y se
sembraron en un sustrato compuesto por 75% de la Mezcla #3 Sunshine Fina Especial
(Sungro), 15% agrolita y 10% vermiculita. Las plantas fueron crecidas en un cuarto
controlado con una temperatura de 22°C y un fotoperiodo de DL (16 horas de luz y 8 de
obscuridad) con una intensidad luminica de 7500 luxes. El riego se llevé a cabo 2 veces a la
semana, una vez con agua y otra con una solucion de nutrientes de Flora Series como se

especifica en la tabla I1.

Tabla Il. Cantidades utilizadas de cada componente de la solucién concentrada de nutrientes

de Flora Series utilizada para regar a las plantas en crecimiento.

Flora Series
) Plantas de 0 a 15 dps Plantas de més de 15 dps
(General Hydroponics)
FloraGro 0.5 mL/L 1.5mL/L
FloraMicro 0.5 mL/L 1 mL/L
FloraBloom 0.5 mL/L 0.5 mL/L
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5.2 Colecta del material, extraccion y cuantificacion del RNA

Se sembraron 108 semillas de cada linea en 36 macetas con tres semillas cada una, se dejaron
crecer hasta los 14 dps (dias post-siembra) y se quitaron aquellas plantas cuyo crecimiento
fuera diferente al promedio del tamafio, de forma que quedara una planta por maceta y asi
mantener una poblacion homogénea en su desarrollo. Entre los 22 o 24 dps, que es cuando
se observo la presencia del M, se colectaron las muestras de tejido. Para determinar el sitio
donde se expresan cada uno de los genes de interés y como es la regulacion entre ellos, fueron
utilizados 9 individuos por muestra, donde se colectaron por separado las hojas de roseta, asi
como los apices enriquecidos con el meristemo apical aéreo.

El material colectado se congeld en nitrégeno liquido y se pulverizé en mortero
estéril. Para la extraccion del RNA total se afiadié 1 mL del reactivo TRIzol (Invitrogen), se
pasd a un microtubo, se homogeneizo6 en un agitador, se le afiadié 0.2 mL de cloroformo, se
agito por inversion, se dejo incubar a temperatura ambiente por 3 min y se centrifug6 a 13,000
rpm por 15 min. a 4°C. Se pas6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se realizd una segunda
extraccion con 1 volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) y otra con 1 volumen de
cloroformo de igual forma que la primera extraccion. Se recuperd el sobrenadante y se
precipitd con 1 volumen de isopropanol por 40 min. a -20°C y se centrifugé a 13,000 rpm
por 15 min. a 4°C. La pastilla obtenida fue lavada dos veces con etanol al 70%. Finalmente,
el RNA se resuspendi6 en agua grado molecular estéril libre de RNAsas, se cuantifico en un
Nanodrop (Thermo Scientific), y, de acuerdo con las concentraciones obtenidas, los RNAs

fueron diluidos a una concentracion de 1jug/pL en todos los casos.
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5.3 RT-PCR semicuantitativa

Se realizo la sintesis del DNA complementario (cCDNA) de la forma siguiente: 2 pL del RNA

(1pg/uL), luL del oligonucledtido de dT (3°Ad primer; 5’-

GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTIT-3) 10 UM, 9 L de agua
grado molecular estéril libre de RNAsas y 1L de dNTPs 10 pM, se incub6 a 65°C por 5 min
y fue colocado inmediatamente en hielo (4 °C). Posteriormente se le afiadio, a temperatura
ambiente, 1 pL de la enzima reverso-transcriptasa SuperScript Il (Invitrogen), 4 uL de
amortiguador 5X y 2 pL de ditiotreitol 0.1 M (DTT), para completar un volumen final de 20
uL, la sintesis de cDNA se llevd a cabo a 42 °C por 50 min. Finalmente, la reverso-
transcriptasa fue inactivada a 70 °C por 15 min.

Los cDNAs se amplificaron por PCR de punto final. Cada reaccion de 20 pL estuvo
compuesta por 1 puLL del cDNA de interés, 2 UL de amortiguador 10X sin Mg, 0.6 uL. Mg 50
MM, 1.5 pLL de dNTPs 10 pM, 1 pL de cada oligonucleotido (Forward y Reverse) 10 uM, 0.2
uL de la Tag DNA Polimerasa (Invitrogen) y 12.7 uL de agua grado molecular estéril libre
de DNAsas. Las condiciones de amplificacion y los oligonucleétidos utilizados se describen
en la tabla Il1l. Se utiliz6 como control constitutivo la acumulacién del mensajero de
ACTINA2 (ACT2). Finalmente, las muestras se corrieron en geles de agarosa al 1% y TBE
0.5x, al cual se le afiadié EpiQuick como agente intercalante y fueron observados en un foto-

documentador BioRad.
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Tabla I11. Condiciones de amplificacion utilizadas en las RT-PCR.

Gen
(Fragmento
esperado)

XALL
(361 pb)

XAL2
(458 pb)

XAL2
(379 pb)

AGL19
(681 pb)

AGL19
(550 pb)

SPL3
(308 pb)

SPL5
(470 pb)

SPL9
(404 pb)

SPL15
(487 pb)

AP1
(527 pb)

FT
(375 pb)

ACT2
(423 pb)

Oligonucledtidos

AGL12 RT-F
AGL12 RT-R

AGL14 F-458
AGL14 R-458

AGL14EX1(SQ)-F
AGL14TR_R2

AGL19 F1
AGL19 R7

AGL19 F1
AGL19 R6

SPL3_SQ_qF
SPL3 ET R

SPL5-F
SPL5-R

SPL9_SQ_F2
SPL9_SQ R

SPL15_SQ_F2
SPL15_SQ R

AP1F (KIM)
AP1 R (KIM)

FT5-3
FT 3-2

ACT2 F3
ACT2 R3

Secuencia
(5°-3%)

TGGTCGTGGTTCTTCTTCTGCTAC
TGTCTCCATGACTGCGAAGTTAGC

GTAGAAAGATATCAAAAGCGAA
GGAGGAAACTTTTTGAAGTGT

GGAAAGACAGAGATGAAGAGG
GGTTCTCCAATTGTTGTAACTC

GTGAGGGGCAAAACGGAGATG
ATTCTTTTTGAAGAAGTTGTAAG

GTGAGGGGCAAAACGGAGATG
ACGTTGATTGTGATGATGC

TCATGTTCGGATCTCTGGTC
ACCATGTCGTAGGTTTAGCAG

CGATAGGTGCACTGTTAATTTGACT
TCCGTGTAGGATTTAATACCATGACC

GATCTACTTCGAGGACGGTG
CACCATTTTCGTAAAGCGAAG

TCTCTTTACGGAAACCCCAATG
GGAAATCTGCTGGCTCCGAGA

GCACCTGAGTCCGACGTC
CATGCGGCGAAGCAGCCAAGG

CCTGCTACAACTGGAACAACCTTT

GAACTACTATAGGCATCATCACCGTTCG

CCGATGGGCAAGTCATCACG
TTAAGCCTTTGATCTTGAGAGC

Temperatura
de
alineamiento

68°C

59°C

60°C

58°C

58°C

62°C

65°C

60°C

64°C

60°C

66°C

62°C

Para todos los casos la temperatura de desnaturalizacion fue de 94°C por 30 s, y la de
extension de 72°C por 30 s. El nimero de ciclos se especifica en cada figura.
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5.4 Densitometria

Para cuantificar de forma relativa las bandas obtenidas por RT-PCR se obtuvo la densidad
relativa de cada banda de tamario esperado en los mutantes, con respecto a la amplificacion
obtenida en la planta WT, a la que se le asigno el valor de 1, mediante el programa ImageJ.
Esto se hizo tanto para el gen de interés como para ACT2, que se usé como control de carga,
y posteriormente se dividid el valor sobre el de este Gltimo. Una vez que se obtuvieron los
datos respectivos, se promedid solo cuando se tenia mas de una réplica bioldgica y se calculo
y graficd la desviacion estandar. Para otros casos, la grafica corresponde a lo de una sola

muestra.
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6. Resultados

6.1 Comprobacion de la falta de acumulacion de los transcritos SPL en sus respectivos

mutantes

Para determinar si las lineas mutantes de los SPLs eran nulas se hicieron RT-PCR
semicuantitativas tomando muestras de los apices. No se observo la acumulacion de los
transcritos de los SPLs en spl3-1, spl9-4 y spl15-1, de tal forma que estas lineas se pueden
considerar como mutantes nulos. En spl5-1 y el doble mutante spl9-4 spl15-1 se observo una
acumulacién tenue de SPL5 y SPL15, respectivamente. Sin embargo, en ambos mutantes hay
reduccidn significativa en su acumulacion con respecto a las plantas silvestres (figura 8),

razén por la que pudieron utilizarse.

A WT spi3-1 B WT spiS-1
SPL3 G 30x SPLS e " 30x
ACT? e o )5x ACT? — e— e )5x
spl9-4
C WT spl9-4 spllS-1  gpips.)
spLy a_— 30x
SPLI5  cmmm oo . 30x
ACT2 C— o — S— 25%

Figura 8. Acumulacion del transcrito de cada uno de los SPL en las lineas mutantes
utilizadas en este trabajo. Todos los mutantes se pueden considerar como de expresion nula
o casi nula (A) spl3-1, (B) spl5-1y en (C) los mutantes sencillos spl9-4 y spl15-1, asi como
su doble mutante. Cada uno de los mutantes no afecta la acumulacion del otro gen. Se utilizé
ACT2 como control de carga. Las muestras utilizadas fueron apices de plantas de 24 dps (A-
B) y 22 dps (C) crecidas en DL. Del lado derecho se indica el nimero de ciclos utilizados en
la PCR para cada gen.
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6.2 Regulacion de la expresion de AGL19 por SPL3, SPL9y SPL15

Los factores SPLs pueden actuar tanto en las hojas como en el SAM (Fornara y Coupland,
2009; Xu et al., 2016). Por lo que para conocer si SPL3, SPL5, SPL9 y SPL15 regulan a
AGL19, XAL1y XAL2, se analiz6 la acumulacién de estos MADS-box en ambos 6rganos.

Para el caso de AGL19, se observd disminucion en su transcrito en las hojas del
mutante spl3-1 con respecto a las plantas silvestres en dos replicas bioldgicas. Se muestra el
resultado de uno de los geles (figura 9A) y la densitometria corresponde al promedio de
ambos resultados (figura 9B). Esto muestra que SPL3 actda como un regulador positivo de
AGL19 en las hojas al momento de la transicion a la floracion cuando las plantas son crecidas
en fotoperiodo de DL.

También se analizé la acumulacion de este MADS-box en los mutantes sencillos y el
doble mutante de SPL9 y SPL15. En las hojas, AGL19 tuvo una acumulacion sutilmente
menor en el mutante spl9-4 y, por el contrario, aument6 considerablemente en el mutante
spl15-1 con respecto a las plantas silvestres (figura 9C-D). De manera interesante, la
acumulacion en el doble mutante de estos dos SPLs resulté con un nivel intermedio
comparado con los mutantes sencillos (figura 9D), lo que sugiere que SPL9 y SPL15 regulan
de forma antagonica a AGL19 en las hojas.

En el apice de spl9-4, spl15-1 y spl9-4 spl15-1 no se aprecian cambios en la
acumulacion de AGL19, hasta que se toma en cuenta que el control de carga ACT2 se acumulo
menos en los mutantes (figura 9E). Por lo tanto, al analizar la densidad relativa de las bandas
de este MADS-box, resulta haber una mayor acumulacion de AGL19 en los mutantes
sencillos, y ain mas en el doble mutante (figura 9F). Esto sugiere que SPL9 y SPL15 regulan

negativamente a AGL19 en el apice de las plantas en DL. En conjunto, los resultados aqui
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mostrados sugieren que SPL3 y SPL9 actuan como reguladores positivos de AGL19 en las
hojas. Mientras que, en el apice, SPL9 lo regula negativamente. Por su parte, SPL15 es un
represor de AGL19 en ambos tejidos. Por lo tanto, la regulacion de estos SPLs sobre AGL19
es tejido-dependiente.

Cabe mencionar que, comparativamente, se encontré mayor acumulacién de AGL19
en el apice con respecto a las hojas en las plantas silvestres (figura 9C-F). Para corroborar
que no hubiera contaminacion entre los tejidos colectados, especialmente en los apices, se
utilizaron dos marcadores. El transcrito de AP1 se acumula especificamente en el MF
(Mandel et al., 1992), mientras que FT se transcribe en las células acompanantes del floema
de las hojas y peciolos (Takada y Goto, 2003; An et al., 2004; Abe et al., 2005). Aungue no
se aprecia en el gel, la densitometria muestra que la acumulacion de AP1 aumenta en spl9-4
y el doble mutante spl9-4 spl15-1, pero no asi en spl15-1 (figura 9F), sugiriendo que,
contrario a lo que se esperaba, SPL9 regula negativamente a AP1 en DL. Como se esperaba,
FT no se acumula fuertemente en los apices colectados, indicando que los RNAs obtenidos
no contienen mucha contaminacion de peciolos y hojas. Por su parte, se encontr6 que SPL9
y SPL15 regulan positivamente a FT en las hojas, de forma separada y conjunta, ya que en
el doble mutante hubo una menor acumulacion de este ultimo (figura 9C). Este resultado
concuerda con lo que se sabe para ambos SPLs, que regulan indirectamente a FT via la
activacion de miR172, al menos en plantas crecidas en condicion de DC de 10 horas de luz
por 14 horas de obscuridad (Wu et al., 2009).

Adicionalmente, en un experimento independiente se analiz6 la acumulacién de
AGL19 en todos los mutantes sencillos spls en ambos tejidos. Sin embargo, estos resultados
tienen que repetirse puesto que no se encontr6 acumulacion de AGL19 en el apice de las

plantas silvestres (anexo I1). No obstante, los resultados sugieren que todos los SPL, con
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Figura 9. Regulacion de AGL19 mediada por los SPLs durante la transicion a la
floracion. (A) SPL3 regula positivamente al transcrito de AGL19 en las hojas de plantas
de 24 dps crecidas en DL. (B) Densidad relativa de las bandas de AGL19 del panel Ay
otro no mostrado, correspondiente a una segunda réplica. (C) SPL9 regula positivamente
y SPL15 negativamente al transcrito de AGL19 en las hojas de plantas de 22 dps crecidas
en DL. (D) Densidad relativa de las bandas de AGL19 del panel C. (E-F) La regulacién
negativa de SPL9 y SPL15 sobre AGL19 se aprecia en el &pice de plantas de 22 dps
crecidas en DL cuando se normaliza con el control de carga ACT2. La flecha indica las
bandas del tamafio esperado del transcrito de FT. La densidad relativa fue normalizada con
los valores de ACT2. Datos correspondientes a una réplica biologica, excepto para el panel
B, cuyos datos corresponden a la media de dos réplicas biologicas * la desviacion estandar.

excepcién de SPL3, tienden a regular negativamente a AGL19 en ambos tejidos, ya que la
acumulacion de AGL19 disminuye en spl3-1'y, por el contrario, aumenta en spl5-1, spl9-4 y
spl15-1 en las hojas, mientras que, en el apice, parece que tiende a aumentar en todos los

mutantes (anexo I1).

6.3 SPL3, SPL5, SPL9y SPL15 regulan a XAL1y XAL2

De forma parecida a lo que se observo con AGL19, los transcritos de XAL1 y XAL2 se
acumulan mas en el apice que en las hojas, por ello en las hojas se requirié de una mayor
cantidad de ciclos para apreciar mejor las diferencias en las amplificaciones (figura 10).

En las hojas, XAL1 tuvo una acumulacion sutilmente menor en spl3-1, no obstante,
en spl5-1, spl9-4 y spl15-1 aumentd considerablemente comparado con las plantas silvestres
(figura 10A-B). Por otra parte, XAL2 disminuyé en spl9-4 y spl15-1 (figura 10A-B). Estos
resultados sugieren que, en las hojas, SPL3 actla como regulador positivo y SPL5, SPL9 y
SPL15 como reguladores negativos de XALL. Por el contrario, SPL9 y SPL15 regulan

positivamente a XAL2.
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En el &pice, la acumulacién del transcrito de XAL1 disminuyd en spl3-1 (figura 10C-

D). Sin embargo, al analizar la densidad relativa de las bandas de este MADS-box, fue

evidente una disminucién también en spl15-1 (figura 10D). En cambio, XAL2 disminuyo

considerablemente en spl9-4, spl15-1 y el doble mutante (figura 10E-F). Por lo tanto, en el

apice SPL3 y SPL5 actuan regulando positivamente a XAL1, y SPL9 y SPL15 inducen a

XAL2, posiblemente de forma redundante.

A
Hoja
wT spl3-1 spl5-1 spl9-4 spll5-1
XALI v 30x
XAL2 30x
XALI* —— s 40x
YAL2* G Gee— GE— . ee— 10X
ACT? oy S— G— —S—  w— 25X
C
Apice
wWT spl3-1 spl5-1 spl9-4  spll5-1
XALl oy ww— cw— Gm— e 30X
ACT? Co—— G e C—— — 25x
E
Apice
spl9-4
WT spl9-4 spll5-1  spll5-1
XAL2 — we— i 35x
ACT2 — 25x

_- = N

O N B0 O N B ®O

DENSIDAD RELATIVA

DENSIDAD RELATIVA
e = 2 9 =
o =] - (=} -] — (5]

—
- N

o o9 9

DENSIDAD RELATIVA
o N B & ®

ey
vl
- N

DENSIDAD RELATIVA
© o © o
N r o

(=]

XALI 123

40x

6.544

2.931

1 0.604 -

WT  spl3-1 spl5-1 spl9-4 spll5-1
1.093

XAL2 1.066

40x
0.834

0.24

WT spi3-1 spl5-1 spl9-4 spll5-1

XAL1T | 1.051 1093

WT spl3-1 spl5-1 spl9-4 spll5-1

XAL2

0.464
= 0.307
0.259

z - spl9-4
WT spl9-4  spll5-1 s[ﬁ

15-1

39



Figura 10. Regulacién de XAL1 y XAL2 mediada por los SPL. (A) SPL5, SPL9 y
SPL15 regulan negativamente al transcrito de XAL1, mientras que SPL9 y SPL15 regulan
positivamente al transcrito de XAL2 en las hojas de plantas de 24 dps crecidas en DL. (B)
Densidad relativa de las bandas de 40x de XAL1 (arriba) y XAL2 (abajo) del panel A. (C)
SPL3y SPL15 regulan positivamente al transcrito de XAL1 en el apice de plantas de 24
dps crecidas en DL. (D) Densidad relativa de las bandas de XAL1 del panel C. (E) SPL9y
SPL15 regulan positivamente a XAL2 en el apice de plantas de 22 dps crecidas en DL. (F)
Densidad relativa de las bandas de XAL2 del panel E. La densidad relativa fue normalizada
con los valores de ACT2 para todas las lineas utilizadas. Datos correspondientes a una
réplica bioldgica, excepto para WT y los mutantes sencillos del panel F, cuyos datos
corresponden a la media de dos réplicas bioldgicas * la desviacion estandar.

En conjunto estos resultados sugieren que, en las hojas, donde estos MADS-box
tienden a acumularse menos, SPL5, SPL9 y SPL15 participan como represores de XALL.
SPL3, por otra parte, regula positivamente a este MADS-box en ambos tejidos y parece que
SPL15 lo regula positivamente solo en el apice. Por otro lado, SPL9 y SPL15 regulan

positivamente a XAL2 tanto en las hojas como en el apice.

6.4 XAL1ly XAL2 pueden regular a los SPLs

No se sabe mucho respecto a SPLs como blancos de factores MADS-box. Por lo que para
identificar posibles SPLs blancos de XAL1y XALZ2, se analizo la expresion de SPL3, SPL5,
SPL9 y SPL15 en los mutantes xal1-2 y xal2-2.

Los transcritos de SPL3 y SPL5 se acumulan de manera similar en las hojas y el apice
en plantas silvestres de Arabidopsis crecidas en DL (figura 11). Por otro lado, SPL9 y SPL15
se acumulan mas en el apice que en las hojas en las mismas condiciones (figura 11). En un
principio las amplificaciones se hicieron a 30 ciclos, pero para apreciar mejor las posibles
diferencias, se amplific6 SPL15 a una mayor cantidad de ciclos en las hojas (figura 11A),

mientras que SPL9 y SPL15 se amplificaron con menos ciclos en el apice (figura 11B).
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Figura 11. Identificacién de SPLs como blancos de los MADS-box XAL1y XAL?2.
(A) XAL1y XALZ2 regulan positivamente al transcrito de SPL3 y SPL9 y negativamente
al transcrito de SPL5 en las hojas. (B) XALL1 regula positivamente al transcrito de todos
los SPL estudiados y XALZ2 regula positivamente solo a SPL3 en el &pice. (C, Ey G)
Densidad relativa de las bandas de SPL3, SPL5 y SPL9 en hoja (panel A). (D, F,Hel)
Densidad relativa de las bandas de los SPL3, SPL5, SPL9 (25x) y SPL15 (28x) de las
reacciones en apice (panel B). La densidad relativa fue normalizada con los valores de
ACT2. Datos correspondientes a una réplica bioldgica. Se utilizaron plantas de 24 dps
crecidas en DL.

Tanto en las hojas como en el apice, se observd disminucion del transcrito de SPL3
en xall-2 y xal2-2 (figura 11A-D), sugiriendo que XAL1 y XAL2 regulan positivamente a
SPL3 en ambos tejidos. Por otra parte, la acumulacién de SPL5 aumenta en las hojas en
ambos mutantes y disminuye en xal1-2 en el apice (figura 11A-B y 11E-F), por lo que XAL1
y XAL2 actuan como reguladores negativos de SPL5 en las hojas y, al contrario, XAL1
regula positivamente al mismo SPL en el apice.

También se observo disminucion del transcrito de SPL9 tanto en xal1-2 como en xal2-
2 en las hojas y en xal1-2 en el apice (figura 11A-B y 11G-H). Por lo tanto, XAL1y XAL?2
actian como reguladores positivos de SPL9 en las hojas y XAL1 actda de la misma manera
en el apice. Finalmente, el transcrito de SPL15 solamente disminuye en xall-2 en el apice
(figura 11B y 111), sugiriendo que XAL1 actla como regulador positivo de este SPL15 en el
apice de las plantas.

El resumen de todas las interacciones se muestra mas adelante en la figura 12.
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7. Discusion

7.1 Laregulacion de AGL19 por los factores de transcripcion SPLs sugiere un papel de

este MADS-box en el control de la transicion a la floracion en dia largo

AGL19 promueve la transicion a la floracion cuando las plantas son vernalizadas y crecidas
en DC (Schonrock et al., 2006). Sin embargo, se desconoce si tiene otras funciones. Se ha
reportado que los niveles de su mensajero aumentan con la edad cuando las plantas son
crecidas en DC, y que se acumula fuertemente en los apices en esta misma condicion
(Schonrock et al., 2006). En este trabajo detectamos, de forma similar, una baja acumulacion
de su transcrito en hojas y niveles mayores en el apice de las plantas al momento de la
transicion a la floracién cuando las plantas silvestres son crecidas en fotoperiodo DL. Por lo
tanto, los resultados sugieren que el patron de expresion de AGL19 es independiente del
fotoperiodo.

En las hojas, SPL3 y SPL9 regulan positivamente a AGL19 (figura 12). Esto es
interesante porque SPL3 y SPL9 regulan directa e indirectamente la expresion de FT (Wu et
al., 2009; Kim et al., 2012). Asi mismo, AGL19 puede inducir a FT cuando las plantas son
crecidas en DC, independientemente de FLC (Kang et al., 2015). Sin embargo, aun no se ha
demostrado que esto ocurra en DL, de ser asi, una posibilidad es que la regulacion de AGL19
por SPL3 y SPL9 culmine en la induccién de FT por una via independiente a CO. Lo cual
sugeriria que la regulacién sobre FT es controlada por diferentes mecanismos independientes
del fotoperiodo. Otra posibilidad, es que AGL19 participe en algun proceso del desarrollo de
la hoja independientemente de la induccién de la floracion.

AGL19 se induce con la edad, y regula negativamente a SOC1 y positivamente a FLC

y XAL2 en DC (Yustis, 2021). Sin embargo, en DL se desconocen los blancos de este MADS-
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box y, ademas, de forma interesante, aqui se encontro que en esta condicion es reprimido por
SPL9 y SPL15 (figura 9) y posiblemente también por SPL3 y SPL5 en el apice (anexo I1),
sugiriendo que, en DL, AGL19 podria estar participando durante la transicion a la floracion
por un mecanismo diferente al de DC.

Adicionalmente, sabemos que en DL AP1 es inducido por SPL9 mediante su
interaccion con RGA (Yamaguchi et al., 2014). Sin embargo, aqui se encontrd que SPL9
regula negativamente a AP1 (figura 9). Esto se puede explicar considerando que en el tiempo
que se hizo la colecta, que es cuando se da la transicion a la floracion, existe una mayor
concentracion de GAs (Yamaguchi et al., 2014); por lo tanto, las DELLAs como RGA se
degradan por el proteosoma (Daviére y Achard, 2013), SPL9 en ausencia de RGA parece
reprimir a AP1 (Yamaguchi et al., 2014). De este modo, seria interesante estudiar el papel de
AGL19 en la integracion de la sefializacion de las GAs con la dada por el desarrollo durante

la transicién a la floracién en DL.

7.2 Regulacién de la transicion a la floracidén en respuesta a dia largo mediada por
XALL1Yy los factores SPLs

Se ha intentado establecer el mecanismo por el cual XAL1 lleva a cabo su funcién como
promotor de la floracion en la condicion inductiva de DL.

Sabemos que XAL1 actda por una via independiente de CO, ya que el doble mutante
co xall tiene un fenotipo de floracion tardia sumatorio con respecto a los parentales
(Dominguez Roman, 2012). CO actua a nivel de las hojas donde induce a FT (An et al.,
2004), mientras que XAL1 se acumula principalmente en el apice. Esto nos hace pensar una

nueva hipdtesis en la que XAL1 promueve la floracion, al menos en parte, al regular
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positivamente a SPL3, SPL5, SPL9 y SPL15 en el meristemo apical en fotoperiodo de DL
(figura 12).

FT-FD induce la expresion de SPL3/4/5 en respuesta al DL por una via independiente
de miR156 en el meristemo apical (Jung et al., 2012). Ahi promueven la activacién de los
genes de la identidad del MF, LFY y AP1 junto con el mddulo FT-FD (Jung et al., 2016).
Una posibilidad es que FT-FD active a XAL1 y este a su vez regule a SPL3/4/5y a SOC1. A
este respecto, resultados recientes en el laboratorio muestran que FD es epistatico sobre de
XAL1, lo que concuerda con esta hipotesis. Otro posible escenario es que SPL3/4/5 sean
activados por FT-FD y XAL1 en conjunto. Por esta razon, seria interesante incluir a SPL4 en
futuros estudios. Finalmente, SPL3/4/5y XAL1 se regulan mutuamente formando un asa de
retroalimentacion positiva en el apice (figura 12), lo que contribuye con su participacion en
la induccion de la transicion a la floracion en DL.

Por otra parte, en las hojas XAL1 es reprimido por SPL5, SPL9 y SPL15 (figura 12),
lo que apoya a que la participacion de XAL1 se lleva a cabo en el SAM. No obstante, este
MADS-box puede regular positivamente a SPL3 y SPL9, siendo consistente con la evidencia
de que XAL1 podria promover la expresion de FT (Tapia-Lopez et al., 2008). Se requiere de
mas investigacion al respecto para poder saber si XAL1 puede tener también un papel en las

hojas.

7.3 XALZ2Yy los SPLs integran distintas sefiales que inducen la floracion

xal2 tiene un fenotipo de floracion tardia mas fuerte cuando las plantas son crecidas
en DC que en DL. Sin embargo, sabemos que, en DL CO regula positivamente a XAL2 y a

su vez este Ultimo regula positivamente a SOC1 y AGL24 (Pérez-Ruiz et al., 2015).

45



MI DESARROLLO

FLORAL

MF AGL24  TFL1 LFY
BT T P
> SOC1+— XAL2 o

AP1 «—u

_|_r_'_?

SPL9
SPL15

AGL19 L.

:

AP2-like

DL

- -
AGL19 | — — — ~SPL15
-

REGULACION REGULACION TRANSPORTE A INTERACCION
POSITIVA NEGATIVA LARGA DISTANCIA ~ PROTEINA-PROTEINA

Figura 12. Representacion esquematica de la red de regulacidn genética de la transicion
alafloracién por fotoperiodo de DL en Arabidopsis. Las regulaciones ya publicadas estan
en negro, mientras que las que fueron encontradas en este trabajo se representan con lineas
punteadas. Las regulaciones que van desde los MADS-box a los SPLs estan anotadas en rosa,
y en las que participan los SPLs sobre los MADS-box estan anotadas en azul.

Aqui encontramos que XAL2 es regulado positivamente por SPL9 y SPL15 tanto en
las hojas como en el meristemo apical. Asi mismo, XAL2 induce a SPL9 en las hojas,
formando un asa de retroalimentacion positiva entre ellos (figura 12). Este resultado apoya
lo encontrado en dia corto en el que SPL9 y SPL15 también regulan positivamente a XAL2
(Quiroz, 2020), por lo que podemos decir que estos dos SPLs regulan positivamente a XAL2

independientemente del fotoperiodo. Esto sugiere que XAL2 es parte de la sefializacion por
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el desarrollo, lo que explicaria porque el fenotipo del mutante es mas notorio en ausencia de
las sefiales inductivas de la floracion.

Asi mismo, se ha demostrado que XAL2 es inducido por la adicion de GAs exdgenas
para promover la floracion (Pérez-Ruiz et al., 2015; Quiroz, 2020), y de manera interesante,
SPL9 y SPL15 también participan en respuesta a esta fitohormona (Yamaguchi et al., 2014;
Hyun et al., 2016).

Una vez que el SAM transita al estado reproductivo se transforma en un MI que dara
origen a los MF. SPL15 promueve principalmente la transicion del SAM al Ml y SPL9 la
transicion del Ml a los MF (Yamaguchi et al., 2014; Hyun et al., 2016). XALZ2, por una parte,
induce al gen que le da la identidad a la inflorescencia TERMINAL FLOWER 1 (TFL1; Pérez-
Ruizetal., 2015) y, por otra parte, induce a LFY y AP1 en los primeros estadios del desarrollo
del MF (Pérez-Ruiz et al., 2015). Se ha visto ademas que las GAs promueven la transicion
del SAM al MlI, pero reprimen la formacién de flores (Yamaguchi et al., 2014). De esta
forma, al aumentar las GAs, SPL9 y SPL15 podrian estar activando a XAL2 y este a su vez a
TFL1 promoviendo asi la formacién del MI. Acto seguido XAL2 junto con otros MADS-box
como SOC1, FUL y/o AGL24 podrian inducir la formacion de los MF. En conjunto, los
resultados aqui mostrados son consistentes con la participacion descrita previamente de

XAL2 en la red genética de la transicién a la floracion.

7.4 La relacion entre los MADS-box y los SPLs en la transicion reproductiva podria

estar conservada

XAL2 y AGL19 se encuentran dentro del clado de SOC1 (figura 13). Este clado, ademaés de
SOC1, incluye a AGL42, AGL71y AGL72 (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003). Cabe

destacar que todos los miembros del clado han sido identificados como promotores de la

47



10 AP1 clade

AG 4! SHP1/2 clade
clade
6| FLC clade
s AGL17
ANR1 — AGL21
clade e ANR
- AGL16

2. AGL18 clade

2| AGL24 clade

SOC1 XAL2
clade SOC1
3. AGL42 clade
2 Pl clade
2 TT16 clade

Figura 13. Arbol simplificado de las relaciones de parentesco entre los MADS-box de
Tipo Il de Arabidopsis. Se resaltan los MADS-box estudiados en este trabajo, XAL1 (azul),
XAL2 (verde) y AGL19 (amarillo). Los triangulos indican el namero de genes que forman
parte de cada clado. El clado de AP1 incluye a SEP1, SEP2, SEP3, SEP4, AGL13, AGLS6,
CAL, AP1*, FUL* y AGL79. El clado de AG incluye a SHP2, SHP1, AG, STK y XAL1*. El
clado de FLC incluye a MAF3, MAF2, MAF1, MAF5, FCL2 y FLC. El clado de ANR1 incluye
a AGL17, AGL21, ANR1 y AGL16. El clado de AGL18 incluye a AGL15 y AGL18. El clado
de AGL24 incluye a SVP y AGL24. El clado de SOCL1 incluye a AGL19*, XAL2*, SOC1* y
al clado de AGL42 que incluye a AGL72, AGL71 y AGL42*. El clado de PI incluye a Pl y
AP3. El clado de TT16 incluye a TT16 y AGL63. Los genes marcados con un asterisco (*)
son regulados por los SPL (Modificado de Alvarez-Buylla et al., 2019).
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transicion a la floracion (Lee et al., 2000; Schénrock et al., 2006; Dorca-Fornell et al., 2011;
Pérez-Ruiz et al., 2015). Como se menciond anteriormente, se demostro que SOC1y AGL42
son activados directamente por SPL9 (Wang et al., 2009). Aqui observamos que SPL9 y
SPL15 regulan positivamente a XAL2, mientras que a AGL19 los mismos SPLs lo regulan
negativamente en el apice y de forma antagonica en las hojas, donde también es regulado
positivamente por SPL3. Por lo que se puede especular que existe una estrecha relacion al
menos entre SPL9 y el clado de SOC1. Sin embargo, aln falta realizar un analisis mas
profundo para poder determinar si esta es una regulacion directa.

Diversos estudios sugieren una posible conservacion funcional de las proteinas con
dominio SBP en el control de la transicion a la floracion via la regulacion de genes MADS-
box a lo largo de la evolucién de las angiospermas, ya que se ha visto que algunos SBP-box
regulan a MADS-box ort6logos de otras angiospermas (Guo et al., 2008; Preston y Hileman,
2010; Preston y Hileman, 2013). Asi, SBP1 y SBP2 se unen y activan al ortélogo de AP1,
SQUA en Antirrhinum majus (Plantaginaceae) (Klein et al., 1996), o SPL1 se puede unir a
las regiones reguladoras de MADS5, que es el ortélogo de FUL en Betula pendula
(Betulaceae) (Lannenpéaa et al., 2004).

La funcidn, tanto de los factores con dominio MADS como de las proteinas con
dominio SBP, en la transicion a la fase reproductiva, también podria estar conservada en
plantas sin flor (Dun et al., 2019). MADS-box ortdlogos, que especifican a los 6rganos
florales en angiospermas, se encuentran acumulados en los estrébilos de distintas especies de
gimnospermas (TheiRen, 2001; Chanderbali et al., 2010; Melzer et al., 2010; Dun et al.,
2019). Sin embargo, estudiar el tiempo en que ocurre la transicion reproductiva en
gimnospermas es complicado. A pesar de ello, se ha comprobado que algunos MADS-box

de gimnospermas pueden controlar el tiempo de floracién en Arabidopsis, como es el caso
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de MADS9, un MADS-box tipo MICK que se acumula en los estrobilos de Ginkgo biloba.
Asi mismo, cuando se sobreexpresa MADS9 en Arabidopsis acelera la floracion e induce a
FT, APL, LFY y SOC1y reprime a SVP y AGL24 (Yang et al., 2016).

Por otra parte, evidencia reciente sugiere que el médulo miRNA-SPL puede actuar
como regulador de la diferenciacion de estrobilos en la gimnosperma Pinus massoniana (Ye
et al., 2020). También participa en la induccion de la transicion reproductiva y el desarrollo
de los gametangioforos de la hepatica talosa Marchantia polymorpha (Tsuzuki et al., 2019).
Por lo que no seria de extrafiar que la relacion entre estas familias de factores

transcripcionales pueda estar conservada a lo largo de la evolucion de las plantas.
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Conclusiones

Los mRNAs de los MADS-box AGL19, XAL1 y XAL2 tienden a acumularse mas en el

apice que en las hojas de las plantas.

En las hojas, AGL19 es regulado positivamente por SPL3 y SPL9 y negativamente por

SPL15. Mientras que, en el apice, SPL9 y SPL15 lo regulan negativamente.

SPL3 induce y SPL5, SPL9 y SPL15 reprimen la acumulacion de XAL1 en las hojas. En

cambio, en el dpice SPL3 y SPL5 lo regulan positivamente.

SPL9 y SPL15 regulan positivamente a XAL2 tanto en hojas como en los apices.

XAL1 regula positivamente a todos los SPLs estudiados en el apice.

SPL3 es regulado positivamente por XAL1 y XAL2 en ambos tejidos.

XAL1y XALZ2 regulan negativamente a SPL5 y positivamente a SPL9 en las hojas.
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9. Perspectivas

En este trabajo se analizo la regulacion genética en condiciones inductivas de DL durante la
transicion a la floracién entre algunos miembros de dos familias de factores transcripcionales
que tienen papeles vitales durante el desarrollo de las plantas, los MADS-box y los SPL. Sin
embargo, este es un trabajo inicial del que se requiere de hacer mas experimentos para

corroborar los resultados obtenidos. Asi, nos planteamos lo siguiente:

e Es importante que los cambios en los niveles de expresion encontrados en este trabajo
sean corroborados con RTg-PCR con un mayor numero de réplicas bioldgicas.

e También se propone generar dobles mutantes entre los MADS-box y los SPL que
presentaron cambios en su expresion y analizar los fenotipos que estos pudieran generar
en distintas condiciones de crecimiento, lo cual permitiria entender aiin mejor la relacion
genética entre estos grupos de factores transcripcionales.

e Seria interesante analizar la regulacion de XAL1, XAL2 y AGL19 y los SPL en DC, una
condicion no inductiva de la floracion y en respuesta a las GAs, para poder comparar los
cambios en su regulacion en respuesta a sefiales enddgenas del desarrollo y la induccion

por el fotoperiodo de DL.
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Anexo |. Representacion esquematica de las regiones genémicas y el sitio donde se
encuentra la mutacion de las lineas mutantes utilizadas. Localizacion y orientacidn de las
mutaciones (triangulos) de cada linea mutante utilizada en este trabajo. Las lineas spl3-1,
spl5-1, spl9-4, spl15-1 y xall-1 presentan una insercion de T-DNA. Por otra parte, xal2-2
presenta una insercion de transposon En-1. Con cajas negras estan representados los exones,
con cajas blancas las UTR y con lineas los intrones. En todos los casos la escala corresponde
a 100 pb. Secuencias obtenidas del TAIR. Disponible en www.arabidopsis.org; Esquemas
realizados en: Bhatla, Nikhil. 2012. Exon-Intron Graphic Maker. Disponible
en http://wormweb.org/exonintron).
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Anexo Il. Regulacién de AGL19 mediada por SPL3, SPL5, SPL9 y SPL15 durante la
transicion a la floracién. (A) En las hojas, SPL3 regula positivamente al transcrito de
AGL19. Mientras que SPL5, SPL9 y SPL15 tienden a regularlo negativamente. (B) Densidad
relativa de las bandas de AGL19 del panel A. (C) SPL5, SPL9, y SPL15 regulan
negativamente al transcrito de AGL19 en el apice de las plantas. (D) Densidad relativa de las
bandas de AGL19 del panel C. Plantas de 24 dps crecidas en DL. La densidad relativa fue
normalizada con los valores de ACT2. Datos correspondientes a una réplica bioldgica.
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