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Resumen

El splicing alternativo es un fenébmeno presente en todos los grupos eucariontes,
mediante el cual se generan mdaltiples isoformas de un transcrito primario a partir
de un solo gen. Aunque el papel de estas isoformas alternativas ha sido
ampliamente estudiado en modelos animales, en plantas este tipo de estudios se
encuentran en etapas tempranas. AGL19 (AGAMOUS-LIKE 19) es un factor de
transcripcion tipo MADS-box que esta involucrado en la transicion a la floraciéon en
condiciones de vernalizacion seguido de un fotoperiodo de dia corto y que se
encuentra regulado por proteinas del grupo Polycomb (PcG) y por desacetilasas

de histonas (HDAC).

En este trabajo se analizaron los patrones de expresion de los transcritos
alternativos de AGL19 y se encontr6 que los niveles de expresion de dichos
transcritos estaban directamente relacionados con la expresion del transcrito
canonico. Igualmente se propone que los eventos de splicing observados son de
retencion de intrones, con base en los tamafios de banda observados mediante
RT-PCR y el analisis bioinforméatico indica que se podrian formar algunas
proteinas truncadas. Aunado al estudio de los transcritos alternativos también se
analiz6 el patron de expresibn de AGL19 mediante construcciones
transcripcionales utilizando el gen reportero de la R-glucoronidasa (GUS). La
expresion de AGL19::GUS utilizando toda la zona intergénica 5 o la de un
minipromotor y el primer intrébn del gen so6lo recuperaron la expresion en la raiz,
pero no en la parte aérea de la planta. También se realizaron analisis

bioinforméticos para conocer si existian regiones reguladoras en la zona

\Y



intergénica y el primer intron de AGL19 y se encontrdé que en efecto existen un
gran numero de sitios de union putativos a una gran variedad de factores de
transcripcion y que muchos de estos podrian estar relacionados con elementos

represores en cis conocidos como Polycomb Response Elements (PRES).

Los datos obtenidos en este trabajo en conjunto nos indican que en efecto
existen transcritos alternativos generados por AGL19 y que estos transcritos
podrian tener un papel en el fenotipo de floracion tardia de los mutantes por
insercion de T-DNA de AGL19, asi como también en la regulacion de AGL19.
Igualmente se encontré que el primer intron funciona como una zona reguladora y
gue la expresion en la parte aérea esta regulada por otras zonas dentro o inclusive

fuera del locus de AGL19.

Vi



1. Introduccién

1.1. Splicing Alternativo

Una de las caracteristicas de los genomas eucariontes es la presencia de
secuencias no codificantes o intrones, que se localizan entre las secuencias
codificantes conocidas como exones. En un proceso de splicing, los intrones de un
gen son removidos y los exones son ligados uno con el otro, para producir el RNA

mensajero (MRNA) que es traduccionalmente competente (Lee y Rio, 2015).

El splicing alternativo (SA) es un fendbmeno presente de manera frecuente
en todos los grupos de organismos eucariontes, mediante el cual se pueden
generar varias isoformas de un transcrito primario, RNA mensajero precursor (pre-
MRNA), a partir de un solo gen (Severing et al., 2012; Syed, Kalyna, Marquez,
Barta, & Brown, 2012). El proceso del SA ha evolucionado de forma tal que ha
permitido a los organismos eucariontes superar la relativamente limitada
capacidad codificante de su genoma al producir maltiples proteinas a partir de un
solo gen, lo cual ha llevado al aumento de la diversidad del transcriptoma y la
plasticidad del proteoma funcional eucarionte (Lorkovi¢ et al., 2000; Filichkin et al.,

2010; Luco et al., 2011; Seo et al., 2013; Zhou et al., 2014).

Estudios actuales con base en la tecnologia de secuenciacion de RNA
(RNA-seq), estiman que alrededor de un 95% de los transcritos de los genes
humanos con multiples exones sufren un proceso de SA (Lee y Rio, 2015). En la
planta modelo Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) un estudio reciente concluyé que

mas del 61% de genes con intrones presentaban SA (Marquez et al., 2012). Este



estimado fue realizado en plantas en condiciones de crecimiento estandar y es
factible pensar que este porcentaje aumente al realizar analisis transcriptdmicos a
nivel de un tejido especifico en diferentes etapas de desarrollo, o en diversas

condiciones de crecimiento (Syed et al., 2012).

El mecanismo béasico de remocién de intrones es muy similar en todos los
eucariontes. Las reacciones de corte y ligacion del RNA necesarias para la
remocion de intrones de un mRNA, asi como en RNAs no codificantes largos
(IncRNAs), requiere de wuna gran maquinaria molecular compuesta de
ribonucleoproteinas (RNPs) y muchos otros cofactores, conocida como el
spliceosoma. El spliceosoma funciona en un complejo ciclo de ensamblaje,
reaccion y desmontaje en el que cinco complejos de RNPs pequefias nucleares
(snRNPs) (U1, U2, U4/U6, y U5) reconocen y se ensamblan en los intrones para
finalmente formar un spliceosoma cataliticamente activo (Lorkovi¢ et al., 2000;

Matera y Wang, 2014).

Aunque en plantas la caracterizacion bioquimica de los diferentes
componentes del spliceosoma se ha visto afectada por la falta de sistemas que
puedan llevar a cabo la reaccion de splicing in vitro, la clonacion de los RNAs
nucleares pequefios (snRNAs) de la clase principal (U1, U2, U4, U5 y U6) vy
algunos de la clase U12, indica que en cuanto a su estructura primaria y
secundaria son muy similares respecto a sus homdélogos en animales (Shukla y
Padgett, 1999; Solymosy y Pollak, 1993). Por lo tanto, el procesamiento de pre-
MRNAs en plantas debe compartir varios componentes y procesos con los

mecanismos descritos en animales (Lorkovi¢ et al., 2000; Staiger y Brown, 2013).



1.1.1. Mecanismos basicos de regulacién del SA

Diferentes estudios enfocados al estudio del SA tanto en genes especificos como
a un nivel gendémico han generado descubrimientos de cémo los patrones de SA

son generados y mantenidos en células y tejidos especificos (Lee y Rio, 2015).

La seleccion de sitios de corte y empalme (splice sites: SS) esta
determinada por una gran variedad de elementos, los cuales pueden actuar tanto
en cis como en trans. Dentro de los elementos en cis se encuentran secuencias
reguladoras que pueden ser tanto intronicas como exonicas y que pueden actuar
como activadores (enhancers del splicing) o como represores (silenciadores del
splicing), dependiendo de su posicion y de cémo afecten el uso de un SS
(Naftelberg et al., 2015). Los factores de splicing en trans actian mediante la
unién a enhancers o silenciadores del splicing y entre ellos pueden encontrarse
proteinas ricas en residuos de serina/arginina (SR) y las RNPs heterogéneas
nucleares (hNRNPs). Las proteinas SR y las hnRNPs funcionan como factores de
splicing y SA al controlar la seleccion del SS de una forma concentracion-
dependiente y mediante interacciones multicomponente con otros factores de
splicing. Estos factores que actian de forma célula- y tejido-especificos,
determinan la seleccién del SS y como se debe ensamblar el spliceosoma (Figura
1; Syed et al., 2012). En general, las proteinas SR promueven el splicing, mientras
gue las hnRNPs actian como inhibidores; sin embargo, se ha observado que
también pueden tener funciones opuestas a las anteriormente descritas (Syed et

al., 2012).
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Figura 1. Reguladores cis y trans del pre-mRNA. Se indican los silenciadores del splicing intrénicos
(ISS) y exonicos (ESS), y los enhancers del splicing intrénicos (ISE) y exénicos (ISE). Las
proteinas SR generalmente actGan para promover el splicing en SS cercanos al interactuar con
enhancers. Las proteinas hnRNP generalmente actlan como inhibidores del splicing en SS
cercanos al interactuar con silenciadores (Modificado de Lee y Rio, 2015).

La variacion en la abundancia y actividad de los factores de splicing
determina el patrén de SA de los genes blanco y, por lo tanto, su expresion
diferencial en diferentes etapas de su desarrollo y bajo diferentes condiciones de
crecimiento. Sin embargo, en plantas existe poca evidencia de la relevancia
biologica que tiene el SA sobre diferentes factores de splicing. Un claro ejemplo de
esto es el impacto que tienen dos isoformas de SR45 (una proteina SR de
Arabidopsis que parece tener un papel en diferentes procesos de crecimiento y
desarrollo). La variante SR45.2 complementa especificamente el fenotipo de raiz

del mutante sr45, mientras que la variante SR45.1 complementa el fenotipo de

desarrollo de petalos del mismo mutante (Zhang y Mount, 2009).

Ademas de la interaccion RNA-proteinas, la interaccion RNA-RNA y las

estructuras secundarias que pueden formar también puede especificar el uso de



un SS y este proceso puede ocurrir también en trans. De igual forma se han
descubierto relaciones entre modificaciones de la cromatina, componentes de la
ruta de RNAs pequefios, velocidad de la RNA polimerasa Il y los patrones de SA

gue afectan el procesamiento de los mMRNAs (Naftelberg et al., 2015).

1.1.1.1. Degradacion de mRNA mediada por mutaciones sin sentido (NMD)

Los procesos de SA pueden dar lugar a transcritos que poseen codones de
término prematuros (CTP) que pueden generar proteinas truncadas, las cuales
pueden ser dafiinas en algunos casos y representan un costo energético para las
células. Los controles de calidad de los transcritos han evolucionado en todos los
niveles de regulacidon genética para identificar y remover estos transcritos
aberrantes. Uno de los mecanismos de control de calidad del mRNA mejor
estudiado es la degradacion mediada por mutaciones sin sentido, mejor conocida
como NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay) (Brogna y Wen, 2009; Kalyna et
al., 2012; Hug et al., 2015). Este mecanismo se encarga de degradar mRNAs que
poseen un CTP, asi como otros mRNAs que por ejemplo, presentan un UTR-3’
largo (Hug et al., 2015). De igual forma se ha demostrado que la via de NMD no
es exclusiva del procesamiento de mRNAs, sino que también una gran variedad
de IncRNAs son procesados por la NMD en Arabidopsis, S. cerevisiae y células
troncales de ratén (Hug et al., 2015). Aunque ha habido grandes avances en el
entendimiento de los mecanismos del NMD, se sabe que no todos los transcritos
gue presentan un CTP activan la via de NMD y que a su vez la via de NMD
controla la abundancia de una variedad de transcritos que no poseen

caracteristicas canonicas para ser procesados por la via de NMD. Esto sugiere



gue no se han identificado todos los factores que pueden activar esta via (Kalyna

et al., 2012).

Varias de las caracteristicas de los transcritos que poseen CTP y que son
sensibles a NMD han sido estudiadas y esto ha llevado al desarrollo de modelos
gue explican cémo la NMD reconoce y degrada estos transcritos. En modelos
experimentales animales la NMD inicia la degradacion del transcrito si la
terminacion de la traduccion es alterada (Kalyna et al., 2012). Se ha propuesto que
una terminacion eficiente de la traduccion involucra la interaccion del factor de
liberacion, eRF3, y proteinas de unidn al poli(A) (poly(A) binding proteins: PABP).
Si esta interaccion no se da de manera correcta, debido a la presencia de un UTR-
3’ inusualmente largo o que contiene un intron, el eRF3 en el ribosoma se unira a
UPF1 (Up-Frame Shift Protein 1), que a su vez reclutara a UPF2 y 3, todas
proteinas clave en la NMD. Este complejo de NMD funcional, que también incluye
otras proteinas, facilita la fosforilacion de UPF1 y la degradacién del transcrito
(Kerényi et al., 2013). Este mecanismo de UTR-3’ largos es caracteristico para
transcritos de invertebrados y levaduras. En mamiferos, el proceso de NMD
iniciado por un ribosoma que termina en un CTP es inducido por la asociacion de
UPF3 con un complejo de unién exén-exdn (exon-junction complex: EJC) rio abajo
del ribosoma, que se sitla en el MRNA 20-25 nt rio arriba de una unién exén-exén
gue ha sufrido splicing. Durante el proceso de splicing el EJC se une con UPF2/3,
los cuales se pueden asociar con un ribosoma que termina en un CTP rio arriba
del EJC que ha reclutado a UPF1 en el complejo SURF (SMG1-UPF1l-eRF1-

eRF3). En un mRNA que no contiene un CTP, el EJC es removido durante la



primera etapa de traduccion, excepto cuando el CTP se encuentra en el UTR-3'.
Esto es consistente con la observacion de que los intrones que se encuentran en
el UTR-3’ pueden aumentar significativamente la NMD (Figura 2; Kalyna et al.,

2012a).

Complejo
SURF

Terminacion
prematura

Ribosoma

SHIFTING
PROTEINS

Modelo EJC

Inicio

Modelo :  UTR 3’ Falso

. Ribosoma
Terminacién

normal

Figura 2. Modelos actuales propuestos para la via de NMD. La via de NMD en plantas incorpora
elementos de ambos modelos. Sin embargo, en contraste con células animales donde los
transcritos de genes sin intrones pueden escapar a NMD, transcritos de genes de un solo exén en
plantas que poseen un CTP pueden ser detectados y degradados por NMD (Modificado de
Filichkin et al., 2015).

En plantas, las rutas de accion de la NMD no se han podido caracterizar
completamente. Las plantas poseen ortologos de las proteinas NMD clave, UPF1,
UPF2, UPF3 y SMG-7 (pero no de SMG-1, SMG-5 o0 SMG-6) y se ha demostrado
gue estan involucradas en la degradacion de mRNAs que presentan CTPs
(Arciga-Reyes et al., 2006; Kerényi et al., 2008). La determinacién de las
caracteristicas de los transcritos sensibles a NMD indica que al igual que en los
mamiferos, las plantas son capaces de reconocer diferentes tipos de transcritos

gue poseen CTPs (Kalyna et al., 2012). También se demostré que tanto los UTR-



3’ largos, asi como los intrones localizados en los UTR-3’ son sefiales que activan
a la NMD. Esto indica que como en invertebrados y levaduras, la distancia entre
un codon de término y las PABP en la secuencia de poli(A) es importante y que la
terminacion de la traduccién probablemente requiera de la interaccién del
ribosoma con el factor de liberacién y las PABP. Igualmente, se ha demostrado la
importancia en plantas de los componentes del EJC, que son requeridos para el
mecanismo de NMD de intrones propuesto para la NMD de mamiferos (Kalyna et
al., 2012). Ademas, se ha observado que un 20% de los transcritos en plantas
poseen marcos de lectura abiertos rio arriba (UORFs) en su region UTR 5’ (Tran et
al., 2008). En teoria si dicho uORF se tradujera, la region UTR 3’ rio abajo del
UORF seria larga y podria presentar intrones y, por lo tanto, estos transcritos
podrian ser degradados por NMD. Nyiko et al. (2009) demostraron que los UORF
en plantas relativamente largos (mayores a 105 nucledtidos) pueden inducir NMD,
sin embargo, observaron que apenas un ~2% de los genes en Arabidopsis poseen

un UORF con dichas caracteristicas.

Debido a que la determinacion de las reglas para la NMD en plantas se ha
hecho con base principalmente en mutantes de un nimero reducido de transcritos
modelo, es necesario examinar si las caracteristicas encontradas en estos
sistemas modelo corresponden a aquellas que se encuentra en transcritos
enddgenos sensibles a NMD (Kalyna et al., 2012). Filichkin et al. (2010) predijeron
que alrededor de un 78% de los transcritos alternativos en Arabidopsis eran
probables blancos de NMD, pero dicha afirmacion no fue probada

experimentalmente. Un estudio posterior (Kalyna et al.,, 2012) demostré que



alrededor de un 13% de los genes con intrones en Arabidopsis pueden ser
regulados por SA/NMD. De igual forma otro estudio (Drechsel et al., 2013)
demostré que al menos un 17.4% de los genes multi-exdnicos codificantes

producen transcritos alternativos que son blancos de NMD.

1.1.1.1.1. SAy NMD

El SA puede regular los niveles de mRNA al generar mensajeros que contienen
CTPs, los cuales, en algunos casos, pueden ser blancos de degradacion de la
NMD. Recientemente se analizé una gran poblacion de transcritos de Arabidopsis
y se demostro que el SA acoplado a la NMD es un mecanismo ampliamente
utilizado para regular la expresion genética (Kalyna et al., 2012). De hecho, se
demostré que un 11-18% de los transcritos que sufren SA son procesados por la
NMD. Sin embargo, este estudio también demostr0 que, aunque algunos
transcritos que habian retenido intrones poseian caracteristicas de NMD, estos no
eran degradados. Se ha sugerido que el SA acoplado a NMD regula la abundancia
de transcritos de muchos genes importantes para el desarrollo y adaptacion de las
plantas, como factores de transcripcion, factores de procesamiento de RNA y

genes de respuesta a estrés (Syed et al., 2012).

1.1.1.2. Regulacién por siPEPs/miPs

Como se ha mencionado anteriormente, algunos transcritos que son resultado de
un proceso de SA pueden generar CTPs y ser degradados por la via de NMD,
aunque se ha observado que algunos transcritos que contienen CTPs son

estables y al parecer escapan a dicha degradacién (Kalyna et al., 2012). Los



transcritos con CTPs poseen el potencial de ser traducidos y generar proteinas

truncadas.

Tanto en plantas como animales se han descrito péptidos interferentes
pequefios (siPEPs) o micro-proteinas (miPs), llamados asi por su analogia con los
siRNAs y los miRNAs (Seo et al., 2013; Syed et al., 2012). Estos péptidos pueden
presentar una funcién alterna a la de la proteina completa y pueden actuar como
reguladores positivos y negativos y afectar ademas las asas de retro-regulacién

transcripcional (Staudt & Wenkel, 2011).

Se ha propuesto que los sSiPEPs se originaron a partir de un proceso de
duplicacién parcial de los genes de factores de transcripcion y que el punto de
duplicaciéon es anterior a la diversificacion de las angiospermas (Seo et al., 2013).
En el caso del SA de los factores de transcripcion, se ha observado que algunas
de estas isoformas poseen estructuras similares a los siPEPs genomicos, ya que
al igual que estos ultimos, poseen dominios de dimerizacion, pero carecen de un
dominio de union al DNA o de dominios de regulacidon transcripcional. Las
proteinas truncadas resultado de un proceso de SA podrian competir con los
factores de transcripcion funcionales para inhibir sus actividades (Seo et al., 2013),
tal como lo hace un dominante negativo. Cabe resaltar que la descripcion de estos
mecanismos sugieren la existencia de un mecanismo de auto-regulacion, en el
gue un mismo gen produce dos transcritos: un factor de transcripcion funcional y
un siPEP que regula de manera negativa a la forma funcional o a otros factores

(Seo et al., 2011).
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1.1.1.3. Regulacioén por IncRNAs

Los IncRNAs estan involucrados principalmente en actividades de regulaciéon
epigenética y remodelacion de la cromatina. También pueden funcionar como
andamios que interfieren con o modulan la actividad de diferentes complejos
enzimaticos relacionados al RNA (Rinn y Chang, 2012). Recientemente se ha
demostrado una relacién funcional entre los mecanismos de regulacion del SA y la
actividad de los IncRNAs en Arabidopsis. Bardou et al. (2014) identificaron a
AtNSRa y b, los cuales forman parte de una familia de reguladores del SA
conocidos como nuclear speckle RNA-binding proteins (NSR), previamente
identificados en Medicago truncatula (Campalans et al., 2004). Los miembros de
las proteinas NSR se localizan dentro de compartimentos nucleares conocidos
como speckles. En un estudio anterior en M. truncatula (Amor et al., 2009) se
describié un IncRNA denominado ENODA40, el cual les permitié aislar la primera
proteina NSR (MtNSR), debido a su habilidad para unirse a ENOD40. La
sobreexpresion de ENOD40 causaba la relocalizacion de las proteinas MtNSR de
los speckles al citoplasma. Bardou et al. (2014) no solo confirman la existencia de
ortdlogos de NSR en Arabidopsis, sino que también demuestran que la
relocalizacion de ambas proteinas AtNSR de los speckles al citoplasma por su
interaccibn con ENODA40, afecta los patrones de splicing de los transcritos
alternativos dependientes de NSR, debido a la ausencia de NSR en el nucleo. De
igual forma, identificaron un IncRNA en Arabidopsis capaz de unirse a las
proteinas NSR, al cual nombraron Alternative Splicing Competitor RNA (ASCO-

RNA). La expresion de ASCO-RNA esta inducida en el doble mutante nsra/nsrb, lo
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cual sugiere que las NSRs no solo regulan transcritos alternativos, sino que
también regulan, directa o indirectamente, la expresion de algunos INCRNAS.
ASCO-RNA no afecta la localizacion de NSR, sino que altera su actividad a través
de su union directa con NSRs e impide su unién con sus mRNA blancos (Bardou
et al., 2014). Igualmente, los autores de este estudio demuestran que la
sobreexpresion de ASCO-RNA en plantas fenocopia el fenotipo observado en el

doble mutante nsra/nsrb.

1.1.1.4. Regulacion epigenética del SA

Una gran cantidad de evidencia ha demostrado que el proceso de splicing ocurre,
generalmente, de manera co-transcripcional (Luco et al., 2011; Lee y Rio, 2015;
Naftelberg et al., 2015), aunque estudios recientes han demostrado que la
remocién de intrones, especialmente de aquellos que presentan SA (Reddy et al.,
2013), sucede de manera post-transcripcional (Braunschweig et al., 2013; Zhou et
al., 2014). Sin embargo, aun en estos casos los transcritos parcialmente
procesados contindan unidos a la cromatina hasta que el proceso de splicing se
completa. El hecho de que el proceso de splicing se lleve a cabo de manera co-
transcripcional es la base para inferir que tanto la tasa de elongacion de la
transcripcion, las modificaciones de la cromatina y los procesos de splicing, estan

ligados.

El dominio C-terminal (DCT) de la RNAP Il sirve como una plataforma de
anclaje para el reclutamiento de proteinas involucradas en procesos de capping,
spliging, poliadenilacién y exportacion (de Almeida y Carmo-Fonseca, 2008;

Schwartz y Ast, 2010). La tasa de elongacion de la transcripcién de la RNAPII
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puede afectar la seleccidn de los SS y por lo tanto los productos del SA. Una tasa
de transcripciéon menor tiende a favorecer la inclusion de intrones alternativos
antes de que el complejo de splicing llegue a procesar un exdn. Esto es
considerado con base en el hecho de que los intrones que pueden ser incluidos
dentro del transcrito maduro y poseen la capacidad de actuar como exones
codificantes, poseen sefiales de splicing menos eficientes y, por lo tanto, requieren
de un mayor tiempo para ser reconocidas por la maquinaria de splicing. Es decir,
una tasa elevada de elongacion de la RNAP Il tendra como resultado que estos
intrones que podrian ser adquiridos no sean incluidos en el transcrito maduro

(Luco et al., 2011; Luco y Misteli, 2011).

La tasa de elongacion transcripcional esta regulada mediante un ciclo
dinamico de acetilacion y desacetilacion de histonas, el cual es muy importante
para la dinamica de los nucleosomas durante el proceso de transcripcion y es
coordinado por el dominio C-terminal de la RNAP 1l (Zhou et al., 2014). Durante la
transcripcion de pre-mRNA por la RNAP I, es necesario que los nucleosomas que
se encuentran frente al complejo de elongacion estén acetilados para
desestabilizar las interacciones entre el DNA y las histonas (Zhou et al., 2014). El
paso de la RNAP Il causa un desplazamiento de las histonas, las cuales son
colocadas nuevamente en el DNA detras de la RNAP II. Estos nucleosomas se
encuentran hiperacetilados, pero solo momentaneamente. Complejos de
desacetilasas de histonas (HDACs) remueven las marcas de acetilacion de las
histonas para mantener la configuracion de la cromatina (Zhou et al., 2014). Esta

dinamica de acetilacion/desacetilacion también puede influenciar la seleccién de
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SS especificos en muchos transcritos. Por ejemplo, se encontré que la inhibicién o
sileciamiento de la HDAC1 causa un aumento en la acetilacion de la histona H4
gue rodeaba especificamente un “exdén alternativo”, lo cual a su vez aumenté la
tasa de elongacion de la RNAP Il y, por lo tanto, disminuyé la inclusién de dicho

intrén (Hnilicova et al., 2011).

La tasa de la elongacion de la transcripcion también puede depender del
estado de la cromatina. Asi, la ocupacion de nucleosomas varia a lo largo de un
gen: en exones con una alta cantidad de GC se observa una mayor ocupacion de
nucleosomas, comparado con exones con poca cantidad de GC (Schwartz y Ast,
2010). La transcripcidn en regiones con una alta ocupacion de nucleosomas y
cromatina compacta tiende a ser mas lenta (Howe, 2002), ademas la ocupacion de
nucleosomas es mas baja en “exones alternativos” comparado con exones

constitutivos (Schwartz et al., 2009).

Recientemente un estudio en animales, demostré una relacion directa entre
las modificaciones de histonas y el SA (Luco et al., 2010). El splicing de dos
exones mutuamente excluyentes dependientes de PTB (Pyrimidine tract-binding
protein; una proteina hnRNP reguladora del SA) en el gen del receptor del factor
de crecimiento fibroblastico 2 (FGFR2) dependia de las modificaciones de
histonas H3K36me3 y H3K4mel para reducir la inclusion de uno de los exones,
mientras que las modificaciones H3K27me3, H3K4me3 y H3K9mel actuaban de
forma opuesta. Los cambios en el estado de la cromatina eran leidos por la
proteina MRG15 la cual a su vez reclutaba a PTB y afectaba los productos del

splicing (Luco et al., 2010).
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En plantas, la relacion directa entre el SA y las modificaciones de la
cromatina o la tasa de elongacion de la RNAP Il no ha sido demostrada (Syed et
al., 2012), pero es factible pensar que la variacion del epigenoma de las plantas
ante diferentes condiciones de crecimiento y de estrés ambiental pueda afectar la
diversidad de las variantes transcripcionales resultantes de un proceso de SA, y
este a su vez pueda modificar el epigenoma de las plantas. Recientemente se
demostré que la metilacion de la H3K36 se encuentra enriquecida en genes cuyo
splicing se encuentra relacionado a la temperatura y que la disminucion de esta
marca causa alteraciones en el patrén de SA-inducido por temperatura (Pajoro et

al., 2017).

1.1.2. Impacto del SA en la regulacion del ciclo circadiano de las plantas

La rotacion del planeta en un periodo aproximado de 24 horas provoca cambios
ambientales diarios, los cuales han llevado a los diferentes organismos del planeta
a desarrollar mecanismos para adaptarse a las oscilaciones de estos ritmos
diarios. Actualmente se sabe que la mayoria de estas oscilaciones persisten
inclusive en un ambiente constante y se extienden practicamente a todos los
aspectos de la fisiologia de los organismos (Brown et al., 2012). Dichas
oscilaciones han llevado al desarrollo de un sistema endégeno que ayuda a
predecir los cambios ambientales y permite a los organismos modificar sus
actividades y procesos metabdlicos y fisiologicos de acuerdo con estos cambios.
Este sistema es conocido como el reloj circadiano (Romanowski y Yanovsky,
2015). El mecanismo del reloj circadiano consiste en asas de retroalimentacion

transcripcional-traduccional (transcriptional-traductional feedback loop: TTFL),
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compuesto de elementos represores y activadores. La estructura general de este
sistema estd conservada en todos los grupos de organismos, aunque los
elementos particulares de cada uno de estos sistemas varia de acuerdo al

organismo (Romanowski y Yanovsky, 2015).

Las plantas son incapaces de evadir condiciones ambientales adversas y
en respuesta a esto han desarrollado una gran variedad de mecanismos que les
permiten adaptarse a las condiciones cambiantes de su ambiente durante su
desarrollo (Adams y Carre, 2011). Esto se observa facilmente al tomar en cuenta
la gran variabilidad fenotipica que presentan en los diferentes ambientes en donde

se desarrollan.

Los procesos del reloj circadiano estan sujetos a varios niveles de
regulacion: transcripcional, epigenético, post-transcripcional y post-traduccional.
Dentro del nivel post-transcripcional los procesos de SA y NMD juegan un papel
muy importante en la regulacion de los ciclos circadianos en las plantas

(Romanowski y Yanovsky, 2015).

La primera evidencia de interaccidén entre los ritmos circadiano y el SA en
plantas se describi6 mediante una mutacion en PRMT5, una proteina
metiltransferasa de arginina regulada por el reloj. Se demostré que la mutacion
alteraba significativamente la duracion del periodo al modular el SA de PRR9
(Pseudo Response Regulator 9), un componente importante del ciclo circadiano
(Sanchez et al., 2010). EI SA parece ser un mecanismo que permite acoplar
cambios en la temperatura ambiental con la informacion del periodo circadiano.
Este tipo de SA termosensible se ha observado sobre Circadian Clock Associated
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1 (CCAl), uno de los principales factores del ciclo circadiano en plantas. El SA
genera una version alternativa de CCA1, denominada CCA18, la cual se acumula
durante condiciones de mucha luz, pero disminuye en condiciones de frio. Esta
isoforma de CCA1 presenta un dominio de dimerizacion, pero carece del dominio

MYB de union al DNA (Wang y Ma, 2013).

El papel de factores de splicing como SKI-INTERACTING PROTEIN (SKIP)
y SPLICEOSOMAL TIME-KEEPER LOCUS1 (STIPL1) en la regulacién del ciclo
circadiano en Arabidopsis se ha demostrado recientemente (Jones et al., 2012;
Wang et al., 2012). Mutaciones en AtSKIP y STIPL1 alargan la duracion del
periodo del reloj circadiano. AtSKIP es un componente del spliceosoma que se
asocia con el factor de splicing SR45. Se sabe que AtSKIP también tiene un papel
fundamental en el splicing de varios genes circadianos, incluyendo PRR7 y PRR9,
a través de la union directa al pre-mRNA (Wang et al., 2012). Los defectos en el
SA de PRR7 y PRR9 contribuyen parcialmente al alargamiento del periodo
circadiano en el mutante skip-1. STIPL1 es un homélogo de las proteinas del
spliceosoma TUFTELIN- INTERACTING PROTEIN11 (TFIP11) en humanos y
Ntrlp en levadura, las cuales estan involucradas en el desmontaje del complejo.
La mutacion de STIPL1 ocasiona un splicing menos eficiente de la mayoria de los
intrones analizados (Jones et al., 2012). Es posible que la acumulacion alterada de
los transcritos asociados al reloj, incluyendo CCAl, LHY, PRR9, Gl y TOC1,
contribuya a la demora del periodo del mutante stipll. Estos hallazgos demuestran
el papel que tienen estos factores de splicing en la regulacion del SA y de la

duracion del periodo en el ciclo circadiano (Wang y Ma, 2013).
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Uno de los ejemplos mejor caracterizados de regulacion genética por
SA/NMD en plantas son dos componentes de un oscilador acoplado al ciclo
circadiano, GRP8 y GRP7. Estas proteinas de unién a RNA ricas en glicina
autorregulan sus propios SA, para generar mensajeros que son procesados por
NMD. Esto produce un asa de retroalimentacibn negativa entre ambos
componentes (Schoéning et al., 2008). Igualmente un estudio realizado por Kwon et
al. (2014) demostré que varios componentes del ciclo circadiano presentan
diferentes eventos de SA. Se analizaron las isoformas de varios componentes
incluyendo a EARLY FLOWERING 3 (ELF3) y ZEITLUPE (ZTL) y se observo que
presentaban una amplia variedad de eventos de splicing, como retencion de
intrones, omision de exones y selecciéon de un SS &’ alternativo. Sus patrones de
SA eran influenciados diferencialmente por cambios en el fotoperiodo, temperatura
y estrés salino. Notablemente, las isoformas de TIMING OF CAB EXPRESSION 1
(TOC1) y ELF3 eran degradadas a travées de NMD, mientras que aquellas
isoformas de otros componentes del reloj eran insensibles a esta via (Kwon et al.,

2014).

1.1.3. Impacto del SA en el desarrollo de Arabidopsis

En general, en los organismos eucariontes el SA se ha relacionado con una mayor
diversidad del transcriptoma, asi como de la funcionalidad del proteoma, y en
animales, se han relacionado varias enfermedades con afectaciones en el
mecanismo de procesamiento de pre-mRNAs (Bardou et al., 2014). Por otra parte
en plantas, los eventos de SA estan involucrados en la regulacion de una gran

variedad de procesos de desarrollo que incluyen: la regulacion de la expresion
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genética mediante transcritos no codificantes, fotosintesis, respuestas de defensa,
fotoperiodo, floracidn, el ciclo circadiano y respuestas al ambiente (Bardou et al.,
2014; Chamala et al., 2015; James et al., 2012; Kalyna et al., 2012; Kornblihtt,
2014; Seo et al., 2013). De igual forma los diferentes eventos de SA dependen y
estan regulados por la etapa del desarrollo, tipo celular, sefiales de estrés

ambiental y el ciclo circadiano (Filichkin et al., 2015a; Filichkin et al., 2015b).

Dentro de los eventos mas frecuentes en el SA de plantas se encuentra la
retencion de intrones (RI), que comprende el 40% de los eventos de SA
observados (Barbazuk et al., 2008). Sin embargo mediante RNA-seq se sabe que
la RI solo ocurre en los transcritos ensamblados de 23% de los genes, lo cual
ponen en duda el impacto real de la Rl en el SA de las plantas (Marquez et al.,

2012).

1.2. Transicion ala floracion

El proceso de la transicion a la floracion, es decir, la transicion de un estado
vegetativo a uno reproductivo, es una de las etapas mas importantes dentro del
ciclo de vida de las plantas, con consecuencias significativas para su éxito
reproductivo (Amasino y Michaels, 2010; Henderson y Dean, 2004). Inicialmente,
las plantas pasan por un periodo de desarrollo vegetativo, caracterizado por la
produccion de hojas a partir del meristemo apical aéreo (shoot apical meristem:
SAM). Durante el proceso de transicion a la floracion, el escapo o inflorescencia
emerge y el SAM se transforma en el meristemo de inflorescencia (Ml), que a su

vez dara lugar a los meristemos de flor (MF) (Alvarez-Buylla et al., 2010).
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El momento en el que las plantas llevan a cabo la floracion estacionalmente
hablando, es especifico y robusto para cada especie y variedad de planta, debido
a que las plantas han evolucionado para florecer en un tiempo del afio que
asegure las mejores condiciones ambientales en una region determinada y de esta
forma maximizar su éxito reproductivo. Sin embargo, existe una gran plasticidad
en respuesta tanto a sefiales enddégenas de la planta, asi como a sefales

ambientales (Henderson y Dean, 2004).

1.2.1. Genética molecular de la transicion a la floracion

El proceso de transicion a la floracion esta regulado por una gran red de
regulacion genética que censa una variedad de sefales enddgenas del desarrollo
de la planta, asi como también sefiales ambientales, que le aseguran que el
proceso de floracion ocurra bajo condiciones ambientales que le permitan
maximizar su éxito reproductivo. En Arabidopsis se han implicado alrededor de
180 genes en el control del tiempo de floracion (Fornara et al., 2010).
Sorprendentemente, muchos de los genes que forman parte de esta red, no son
especificos de este proceso y pueden participar en otros procesos de desarrollo.
El descubrimiento de estos genes se ha llevado a cabo mediante el estudio de
mutantes de pérdida de funcién y plantas de sobreexpresion crecidas bajo
diferentes regimenes ambientales, de tal forma que se establecieron una serie de
‘rutas” de sefalizacion a las que se les han llamado vias de transicion a la

floracién, que a continuacion se mencionan (Fornara et al., 2010).
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1.2.2. Vias de transicién a la floracion

Hasta la fecha se han descrito 7 vias de transicibn a la floracién. Aunque
comunmente y para fines experimentales se considera que cada una de estas vias
de transicion a la floracién actian de manera independiente, este enfoque no
refleja el verdadero papel biol6gico que juegan estos mecanismos en el ciclo de
vida de las plantas (Pérez-Ruiz et al., 2015). Las 7 “vias” se integran en una gran
red de regulacién genética, en la cual pueden existir médulos que ayuden a
integrar las sefiales ambientales y endogenas de la planta para que de esta forma
pueda pueda florecer en el momento mas propicio o bien como un escape al

estrés ambiental.

Dentro de las vias descritas de transicion a la floracion se encuentran: la via
auténoma, la vernalizacion, via de las giberelinas, el fotoperiodo, via sensible a la
temperatura, la via del desarrollo y la via de la trehalosa (Fornara et al., 2010;
Srikanth y Schmid, 2011; Wahl et al., 2013). Las vias de vernalizacion, fotoperiodo
y la via sensible a la temperatura responden a sefiales ambientales para controlar
la transicion a la floracion, mientras que la via autonoma, de las giberelinas, del
desarrollo y de la trehalosa actian mayormente de manera independiente a los

estimulos ambientales.

La via del fotoperiodo requiere de la activacion de FLOWERING LOCUS T
(FT )y de TWIN SISTER OF FT (TSF), mediante una cascada de sefalizacion que
involucra a GIGANTEA (Gl ) y a CONSTANS (CO ). Durante condiciones de dia
largo (LD; 16h luz / 8h oscuridad), la luz promueve la interaccién de Gl con un
grupo de ubiquitin-ligasas que promueven la degradacién de los represores
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transcripcionales de CO. En la oscuridad CO es degradado por una ubiquitin-
ligasa, COP1, y en la mafiana por una via activada por el fitocromo B. La
regulacién tanto transcripcional como post-transcripcional aseguran que CO solo

active a FT y TSF durante LD (Fornara et al., 2009).

Arabidopsis presenta un fenotipo de floracion temprana en temperaturas
Optimas (~23°C), respecto a temperaturas mas bajas (~16°C). La via sensible a la
temperatura esta regulada por una retroalimentacién negativa entre FT y SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP) un factor de transcripcion MADS-box. Las mutantes
svp son insensibles a los cambios de temperatura y florecen tempranamente en
ambas temperaturas. SVP reprime la transcripcion de FT y por lo tanto la floracion
a bajas temperaturas, pero los niveles de mRNA de FT aumentan a temperatura

Optima para Arabidopsis (Jeong et al., 2007).

Las giberelinas (GA), son un grupo de fitohormonas que promueven la
floracidon en muchas plantas incluida Arabidopsis. Mutaciones en la biosintesis de
GA o que aumentan su degradacion, producen un fenotipo de floracion tardia,
especialmente en condiciones de dia corto (SD; 8h luz / 16 h oscuridad) (Mutasa-

Goéttgens y Hedden, 2009).

Las plantas transitan al estado reproductivo una vez que han alcanzado
cierta madurez en su desarrollo, como muchos organismos. Los factores de
transcripcion tipo SQUAMOSA PROMOTER BINDING LIKE (SPL) tienen un papel
importante durante las transiciones del SAM en el desarrollo de las plantas. De
forma interesante, los SPL son regulados negativamente por el microRNA miR-
156, cuyos niveles son elevados mientras la planta es joven y disminuyen
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progresivamente al envejecer, permitiendo que los SPL se expresen en ciertos
momentos. Al madurar la planta, los niveles de SPL aumentan, lo cual promueve
la activaciéon de LEAFY (LFY), SOC1 y FRUITFUL (FUL), lo cual a su vez

promueve la transicion a la floracién (Wang et al., 2009).

Por su parte, el estado fisioldgico y de reservas de la planta es otro factor
relevante para que la planta transite al estado reproductivo. Se ha demostrado que
los carbohidratos juegan un papel muy importante en la regulacién de la transicion
a la floracion, ya que la pérdida de TREHALOSE-6-PHOSPHATE SYNTHASE 1
(TPS1) causa que Arabidopsis florezca de manera tardia, inclusive bajo otras
condiciones ambientales inductivas. Esto sugiere que TPS1 es necesaria para la

iniciacion oportuna de la transicion a la floracion (Wahl et al., 2013).

La via autdbnoma, como su nombre lo indica, funciona de manera
independiente a las sefiales ambientales y fisiologicas de la planta. Las proteinas
gue participan en este tipo de regulacion actdan principalmente como represores
de la expresion de un represor de la floracion: FLOWERING LOCUS C (FLC). Este
factor de transcripcién tipo MADS-box reprime la expresion de FT y SUPRESSOR
OF OVEREXPRESSION OF CONSTANSL1 (SOC1) durante el estado embrionario
y vegetativo de la planta, evitando asi que las estas florezcan antes de tiempo
(Amasino y Michaels, 2010; Baulcombe y Dean, 2014; Chamala et al., 2015; Song
et al., 2013; Srikanth y Schmid, 2011). Sin embargo, una vez llegado el momento
de florecer, se requiere de la inactivacion de FLC, para lo cual las proteinas de la
via autbnoma actlan, de manera general, como remodeladores de la cromatina y

en el procesamiento del MRNA de FLC (Cheng et al., 2017).
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Dentro de los elementos involucrados en el procesamiento del mRNA de
FLC se encuentran: FLOWERING LOCUS CA (FCA) y FLOWERING LOCUS PA
(FPA), dos proteinas con un dominio de unién a RNA, las cuales regulan la
poliadenilacion alternativa de transcritos en antisentido y la formacion de extremos
3’ en FLC. FCA esta genética y fisicamente relacionado con FLOWERING LOCUS
Y (FY), una proteina involucrada en el procesamiento de RNA. Ademas, FCA y
FPA interacttan con FLOWERING LOCUS D (FLD), el cual codifica para una
desmetilasa de histonas, ligando el procesamiento de RNA con la remodelacion de
cromatina (Liu et al., 2007). Los datos indican que la accion de FCA y FPA sobre
FLC es al menos parcialmente dependiente de FLD (Liu et al., 2007; Baurle y

Dean, 2008).

PCF11P-SIMILAR PROTEIN 4 (PCFS4) fue identificado como un
componente de la via autbnoma que regula la poliadenilacion alternativa de FCA
para promover la floracion (Xing et al., 2008). A su vez, PCFS4 participa en un
complejo junto con FCA, FPA y FY que regula la expresion de FLC (Cheng et al.,
2017). FLOWERING LOCUS KH DOMAIN (FLK) es una proteina que posee 3
dominios KH (K-homology) de unién a RNA y que solo se ha encontrado en
plantas. Otras proteinas con dominio KH en Arabidopsis forman parte de un
complejo de proteinas que regulan el procesamiento del pre-mRNA de AGAMOUS
(AG) (Mockler et al., 2004). Aungque no se conoce el mecanismo exacto de
regulacion de FLK sobre FLC, se piensa que FLK puede reprimir parcialmente a
FLC a un nivel transcripcional o mediante remodelacion de la cromatina mediada

por RNA (Cheng et al.,, 2017). PEPPER (PEP) es un parédlogo de FLK que
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funciona como un activador de FLC en Arabidopsis (Ripoll et al., 2009). Es posible
gue PEP regule los niveles de RNA de FLC tanto a un nivel transcripcional como
post-transcripcional. Se ha encontrado que las funciones de FLK y PEP en la via

auténoma son independientes de FCA (Liu et al., 2007; Baurle y Dean, 2008).

Mediante modificaciones de la cromatina FLD, FLOWERING LOCUS VE
(FVE), HISTONE DEACETYLASE 5 (HDAS5), HISTONE DEACETYLASE 6
(HDA®G), LUMINIDEPENDENS (LD), PROTEIN ARGININE
METHYLTRANSFERASE 5 (PRMTY), PROTEIN ARGININE
METHYLTRANSFERASE 10 (PRMT10) y RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6
(REF6) también pueden regular la expresion de FLC. FVE interactiua con FLD y
este Ultimo a su vez interactia con HDA5 y 6. Es posible que este complejo
reprima la expresion de FLC mediante modificaciones de las histonas, las cuales
incluyen desmetilacion y desacetilacion (Cheng et al., 2017). LD es una proteina
gue posee un dominio homeodomain-like e inicialmente fue considerada como un
regulador transcripcional, pero se descubri6 que reprimia a FLC mediante su
interaccibn con SUPPRESSOR OF FRIGIDA 4 (SUF4), un activador
transcripcional de FLC (Kim et al., 2006). Ademas, se ha demostrado que LD
reprime a FLC mediante desacetilacion de la H3 y desmetilacion de H3KA4.
Igualmente, REF6 reprime la expresion de FLC mediante su actividad como
desmetilasa de histonas y actla principalmente sobre transcritos en antisentido de
FLC (Hornyik et al., 2010). Dos metiltransferasas de argininas PRMT10 y PRMT5

también regulan negativamente a FLC, aunque independientemente una de la otra
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y esto es posiblemente mediante la activaciéon indirecta de otros represores de

FLC (Niu et al., 2007).

1.2.2.1. Vernalizaciéon

Para fines de este trabajo, nos interesa ahondar sobre el papel de la vernalizacion
en la transicién a la floracién y su regulacion. La vernalizacién puede ser definida
como la promocion de la competencia para florecer por la exposicion a largos
periodos de bajas temperaturas (Alexandre y Hennig, 2008). En Arabidopsis se
han descrito una serie de mecanismos de regulacion tanto genéticos como
epigenéticos que le permiten a la planta “recordar” que paso por un largo periodo
de frio, lo cual le permite sincronizar su transicion a la fase reproductiva (floracién)
con las condiciones ambientales mas favorables (Amasino y Michaels, 2010;

Srikanth y Schmid, 2011; Song et al., 2013; Baulcombe y Dean, 2014).

Existen algunas plantas que requieren necesariamente de un periodo de
vernalizacion para poder florecer, debido a los niveles elevados de FLC. En
algunos ecotipos de Arabidopsis, se expresa la proteina FRIGIDA (FRI) que activa
a FLC al reclutar a varios modificadores de la cromatina que establecen marcas de
activacion transcripcional en las histonas, como la H3K4me3 y H3K36me2 (Choi et
al., 2011). Durante la vernalizacion, FLC se reprime mediante el reclutamiento de
proteinas PcG del complejo PRC2 por dos proteinas que contienen dominios PHD
(Plant Homeodomain) VRN5 y VIN3 (Song et al., 2013). El complejo PRC2 que
reprime la expresion de FLC durante el proceso de vernalizacion estd compuesto
por diferentes subunidades: VERNALIZATION2 (VRN2, un homélogo de Su(z)12,

una desacetilasa de histonas), SWINGER o CURLY LEAF (SWN, CLF,
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metiltransferasas de histonas homologas a E(z)), FERTILIZATION-
INDEPENDENT ENDOSPERM (un homologo de ESC), and MSI1 (un homélogo
de p55). VIN3 se heterodimeriza con VRN5 y se asocian con PRC2 en un sitio
dentro del primer intron de FLC, lo cual causa la acumulacion de la marca de
histonas H3K27me3, una sefial de inactivacion transcripcional tipica de PcG. Una
vez que la condicién de temperatura baja termina, el complejo de VRN5/VIN3 y
PRC2 se propaga a lo largo de FLC, estableciendo grandes cantidades de
H3K27me3 en todo el locus de FLC. Estos niveles de H3K27me3 son necesarios
para el silenciamiento  epigenético de FLC. Finalmente, LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN1 (LHP1) se une a la marca de H3K27me3 y
mantiene silenciado a FLC durante subsecuentes divisiones celulares cuando la
planta regresa a una temperatura optima de 22 °C durante la primavera (Figura 3)

(Baulcombe y Dean, 2014).
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Figura 3. Esquema del proceso de silenciamiento epigenético de FLC durante el proceso de
vernalizacion. La composicién del complejo Polycomb y su localizacion cambia de forma dinamica
sobre el locus de FLC durante las diferentes fases de la vernalizacion (Modificado de Baulcombe y
Dean, 2014).

Aunque las proteinas PHD son importantes para el silenciamiento de FLC,
se ha observado que plantas que no poseen PHD son capaces de silenciar a FLC
(Swiezewski et al., 2009). Por lo tanto, deben existir mecanismos independientes
gue reprimen su expresion y mantienen la memoria epigenética durante la
vernalizacion. Evidencia reciente, sefiala la presencia de una serie de transcritos
en antisentido generados en el locus de FLC, denominados COOLAIR. Estos
transcritos abarcan todo el largo del transcrito en antisentido y sufren de

poliadenilacion y splicing alternativos. En algunos casos existe un sitio de

poliadenilacion proximal en el transcrito antisentido, el cual esta relacionado con
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una reduccion en la transcripcion de FLC en condiciones tanto calidas como frias y
este mecanismo es independiente de las proteinas PHD (Csorba et al., 2014;
Marquardt et al., 2014). Existe también la induccién por frio de un transcrito no
codificante en sentido, denominado COLDAIR (COLD ASSISTED INTRONIC
NONCODING RNA), a partir de un promotor criptico dentro del primer intrén de
FLC, el cual se asocia con PRC2 para establecer el silenciamiento de FLC (Heo y
Sung, 2010; letswaart et al., 2012). Recientemente un segundo transcrito no
codificante en sentido fue descrito: COLDWRAP se genera a partir del promotor
de FLC y junto con COLDAIR mantiene la represion de FLC al generar asas

represoras de cromatina (Kimy Sung, 2017) (Figura 4).

Para aquellos ecotipos que tienen activo a FRI su regulacion post-
traduccional también puede impactar los niveles de expresion de FLC. La
degradacion mediada por proteosoma de FRI regula la floracion durante la
vernalizacion (Hu et al., 2014) y esta va acompafiada por un incremento en los
niveles de expresion de COLDAIR, lo cual reduce los niveles de H3K4me3 en la

cromatina de FLC, promoviendo asi la floracion.
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Figura 4. Esquema de los diferentes transcritos producidos a partir del locus de FLC. COOLAIR es
un transcrito no codificante en antisentido con sitios de poliadeniliacién alternativa y es
diferencialmente expresado dependiendo de las condiciones ambientales. COLDAIR es un INCRNA
en sentido. COLDWRAP ayuda a PRC2 a expandirse hacia la region promotora de FLC, lo cual
ocasiona un aumento en la marca de H3K27me3. Todos estos transcritos estan involucrados en la
represion de FLC durante la vernalizacion (Modificado de letswaart et al., 2012; Kim y Sung 2017).
Las proteinas del grupo Trithorax (TrxG) fueron descritas por primera vez
en Drosofila y funcionan de manera antagonica a PcG, aunque en Arabidopsis el
mecanismo exacto de este antagonismo aun no se ha descrito completamente (He
et al., 2013). Un estudio reciente sefala que el promotor 35S disminuye los niveles
de H3K27me3 y aumenta los de H3K4me3, una marca de activacion
transcripcional tipica de TrxG, en el locus donde se inserta, lo cual parece sugerir
gue secuencias enhancer en cis pueden tener un papel al reclutar proteinas TrxG
para restringir la adicion de la H3K27me3 de PcG (Chen et al., 2013). La primera
proteina TrxG descrita en Arabidopsis fue HOMOLOGUE OF TRITHORAX
(ATX1), la cual es una proteina con un dominio SET que cataliza la trimetilacién de
la H3K4 (Alvarez-Venegas et al.,, 2003) y cuyo papel en la activacion
transcripcional de FLC ha sido ampliamente estudiado (Pien et al., 2008;

Baulcombe y Dean, 2014; Yang et al., 2014). ATX1 contribuye al mantenimiento

de la expresién de FLC mediante la trimetilacién de la H3K4 en la cromatina de
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FLC y los alelos mutantes atxl presentan un fenotipo de floracion temprana,

debido a una reduccidén en la expresion de FLC (Pien et al., 2008).

2. Antecedentes

Los genes MADS-box son una familia de factores transcripcionales altamente
conservados en eucariontes. En plantas, estas proteinas estan involucrados en
practicamente todos los aspectos de su desarrollo y crecimiento (Smaczniak et al.,
2012). En floracion participan un numero importante de proteinas con dominio
MADS, pero solo tres de ellas se han implicado directamente con el proceso de
vernalizacion: AGAMOUS-LIKE 19 (AGL19) y 24 (AGL24) participan como
activadores y son inducidos por la vernalizacion, mientras que FLC actia como
represor y es necesario silenciarlo, como se mencion6 anteriormente (Alvarez-
Buylla et al., 2011). El mecanismo de accion de AGL19 aun se desconoce, pero
existe evidencia de que la sobreexpresion de AGL19 regula positivamente la
expresion de FT cuando las plantas son crecidas en dia corto y su expresion esta
regulada por desacetilasas de histonas para prevenir una floracion precoz en dia

corto (Kang et al., 2015).

AGL19 es un MADS-box tipo Il o MIKCE®, que como todos los de este grupo
incluye los dominios: MADS de union al DNA, el dominio | y el dominio K los
cuales son esenciales para la dimerizacion y formacion de complejos y el
carboxilo-terminal que parece tener un papel en la formacion de complejos y
regulacion transcripcional (Smaczniak et al.,, 2012). AGL19 se expresa

abundantemente en la raiz (Alvarez-Buylla et al., 2000), pero su funciéon ha sido
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descrita como un activador de la floracion independientemente de la represion de

FLC en condiciones de vernalizacion y dia corto (Schonrock et al., 2006).

En condiciones de vernalizacién agl19-1, un mutante por insercion de T-
DNA, florece mas tardiamente que plantas WT y este fenotipo de floracién tardia
es mas evidente en SD, por lo cual AGL19 participa en la transicion a la floracion
en condiciones de vernalizacion y SD (Figura 5A). De forma similar a FLC, AGL19
es reprimido por un grupo de proteinas PcG. Sin embargo, a diferencia del
primero, AGL19 es reprimido durante el desarrollo vegetativo y es inducido por la
vernalizacion (Figura 5B) (Schonrock et al., 2006). EI complejo PRC2 que reprime
a AGL19 estad compuesto por CLF, una metiltransferasa de histonas que trimetila
la H3K27, MSI1 un homologo de p55 y EMBRYONIC FLOWER2 (EMF2) un
homélogo de Su(Z)12, una desacetilasa de histonas. Este complejo PRC2 reprime
a AGL19 de forma similar a FLC, de hecho, la zona de nucleacion parece estar
localizada también en el primer intron. Cuando se realiza un ChIP con el
anticuerpo para la H3K27me3 en plantas WT de 10 dias post-siembra (dps)
crecidas en SD con o sin un tratamiento de 6 semanas de vernalizacion se
observa que la exposicidon de las plantas a un periodo de vernalizacion, la
H3K27me3 disminuye en todos los fragmentos analizados de AGL19 (Figura 5C,
D). Estudios mas recientes demostraron adicionalmente, que AGL19 también se
expresa en condiciones de fotoperiodo de SD por lo que su regulacién por

proteinas HDACs evita una floracion precoz (Kang et al., 2015; Kim et al., 2013).
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Figura 5. AGL19 participa en la transicién a la floracion en condiciones de vernalizacion y dia corto
y esta regulado por PcG. (A) En condiciones de vernalizaciéon y SD, AGL19 actda como un
activador de la floracién ya que el alelo agl19-1 produce mas hojas que el WT al momento en que
crece el escapo y esto indica un desarrollo vegetativo por mas tiempo. (B) La vernalizacion induce
la expresién de AGL19. RT-PCRs realizadas con plantas de 10 dps crecidas en SD con o sin un
tratamiento de vernalizaciéon. PFK no cambia su expresion en plantas msil-cs y clf, por lo que se se
utilizé como un control interno para la RT-PCR. La expresion de GADPH se us6 como control de
carga. (C) Esquema del gen de AGL19 donde se muestran los fragmentos amplificados después
de hacer la inmuno-precipitacion de cromatina (ChlIP) utilizando el anticuerpo que detecta la marca
de H3K27me3 (D) El fragmento Il amplificado disminuye drasticamente cuando las plantas son
vernalizadas por 6 semanas y luego crecidas en SD a 22°C por 10 dps. (E) Estructura intron-exon
de AGL19 donde se muestran las posiciones de las inserciones de T-DNA de los mutantes. (F) Los
alelos agl19-1, agl19-2 aparentemente son nulos. El RNA fue extraido de hojas de roseta de
plantas de 40 dias crecidas en LD (Modificado de Schonrock et al., 2006).
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Schonrock et al. (2006) analizaron la floracion de dos alelos mutantes de
AGL19 (agll9-1 y agl19-2) que consideraron de expresidon nula debido a
inserciones de T-DNA en el primer intron de este gen (Figura 5E, F). Sin embargo,
en el laboratorio de Genética Molecular, Desarrollo y Evolucion de Plantas
(Instituto de Ecologia, UNAM), se observé acumulacién del transcrito entero de
AGL19 en dichas lineas mutantes y expresion nula en un tercer alelo denominado
agl19-3 (SALK 000234, aislado en nuestro laboratorio), el cual tiene una insercién
de T-DNA en el cuarto intron. Aun asi, los tres alelos presentan un fenotipo de
floracion tardia similar con respecto a las plantas silvestres, al vernalizar las
plantas durante 8 semanas y crecerlas en tierra y un fotoperiodo de SD hasta su
floracion. Asi mismo, demostramos previamente que la acumulacion de los
transcritos alternativos de AGL19 era mayor en los alelos mutantes publicados con
respecto a las plantas silvestres, lo que nos llevo a pensar que dichos transcritos
pudieran estar implicados en la regulacion de AGL19 u otros genes que participan
en la floracion y que estos eran responsables del fenotipo de floracion tardia y no

asi la falta de expresion de AGL19 (Cruz-Sanchez et al., sin publicar).

En este trabajo nos centramos en analizar la regulacion transcripcional de
AGL19 y la expresion de sus transcritos alternativos por dos complejos
remodeladores de la cromatina, PcG y TrxG, asi como el papel que tienen UPF1ly
EARLY FLOWERING 9 (ELF9), involucradas en la via de NMD, en la regulacion

post-transcripcional de AGL19 y sus transcritos alternativos.
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3. Hipotesis

Si las proteinas PcG reprimen la expresion de AGL19, CLF y ATX1, podrian
regular de forma antagonica la acumulacion de sus mensajeros alternativos,

siendo estos sujetos de degradacion por la via de NMD.

4. Objetivo general

e Anadlisis de la expresion de AGL19 y sus transcritos alternativos en

mutantes clf-29, atx1-3, upfl-5y elf9-2.

4.1. Objetivos particulares

Analisis de la acumulacion de los diferentes transcritos de AGL19 resultado

del splicing alternativo en los mutantes clf-29 y atx1-3.

e Efecto de ELF9 y UPF en la acumulacion de los diferentes transcritos de
AGL19.

e Andlisis bioinformatico de los mensajeros con splicing alternativo de AGL19.

e Descripcion de la expresion espaciotemporal de AGL19 utilizando dos
construcciones que contienen el primer intrén y el promotor completo, 0 un
minipromotor fusionado al gen reportero B-glucuronidasa, bajo diferentes

condiciones de desarrollo.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Plantas y condiciones de crecimiento

Las plantas silvestres (WT), mutantes (clf-29, upfl-5, elf9-2, atx1-3) y lineas
reporteras de Arabidopsis thaliana utilizadas en este trabajo se encuentran en el
ecotipo Columbia (Col-0). Para las plantas crecidas en caja Petri, las semillas se
esterilizaron utilizando 0.5 mL de una solucion 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 H>O estéril durante aproximadamente 2
minutos y finalmente se les agregdé 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%, y se colocaron en camaras de crecimiento a 23 °C en
dia largo (LD; con una intensidad luminosa de 7000 luxes), durante 10 (clf-29 y
atx1-3) y 14 (upfl-5 y elf9-2) dias post-siembra (dps). Para las lineas de las
construcciones con el gen reportero de GUS, se siguié el procedimiento anterior,

solo que las semillas se crecieron durante un periodo de 3 a 14 dias en LD.

Las lineas de AGL19:GUS también se sembraron directamente en tierra sin
esterilizar y se colocaron en camaras de crecimiento a 23°C en SD durante 5y 7

semanas, con una intensidad luminosa de 13000 luxes.

Para los ensayos de vernalizacion se siguié el mismo procedimiento de las
plantas crecidas en cajas Petri, solo que en lugar de estratificarlas se colocaron a

TA durante 24 h y posteriormente se colocaron en oscuridad durante un periodo
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de 8 semanas a 4°C. Posteriormente se pasaron a una camara de crecimiento a

23 °C con un programa de SD durante 15 dias.

5.2. Extraccién y cuantificacion del RNA

El material vegetal utilizado para extraer RNA se obtuvo a partir de la parte aérea
de plantulas de 10 y 14 dps, asi como de hojas de roseta y SAM de las plantas
crecidas en tierra durante 5 semanas. El material congelado con nitrégeno liquido
se molié en mortero hasta convertirlo en un polvo fino y se le agregé 1 mL de
TRIzol (Invitrogen). Después se le agrego 0.2 mL de cloroformo, se agitd por
inversion y se dejo incubar a TA durante 3 minutos. Posteriormente las muestras
se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min a 4°C. Se transfirié la fase acuosa a
tubos nuevos y se precipito con 0.5 mL de isopropanol y se incubo
aproximadamente por 2 horas a -20°C. Las muestras se centrifugaron a 13000
rpm durante 15 min a 4°C, se decanto6 el sobrenadante y se lavo la pastilla con 1
mL de etanol al 70%. Se volvié a centrifugar a 13000 rpm durante 10 min a 4°C y
se decantdé el etanol y se dejo secar la pastilla. Finalmente, la pastilla se
resuspendi6é en 30 pL de agua estéril libre de RNAsas y se cuantifico utilizando 1
pul de cada muestra de RNA en un Nanodrop y se realizaron las diluciones

necesarias para obtener 1 pg/ ul de RNA de cada muestra.

5.3 Andlisis del RNA en gel desnaturalizante

Se realizé la electroforesis del RNA total en un gel de agarosa al 1.2% que

contiene formaldehido al 3% de esta forma se calibraron los RNAs para
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asegurarnos de que hubiera la misma cantidad de cada muestra antes de hacer la

sintesis de cDNA.

5.3. Sintesis de cDNA y RT-PCR semicuantitativa

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 2 ug RNA, utilizando la enzima reverso-
transcriptasa SuperScript™ Il (Invitrogen), de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. Para la realizacion de las RT-PCRs semicuantitativas se utilizaron los
oligonucledtidos y condiciones de amplificacion que se indican en las Tablas 1y 2,
respectivamente. Para la visualizacion de los fragmentos amplificados por PCR se
realizaron electroforesis de geles de agarosa al 1% y como agente intercalante se
utilizd6 bromuro de etidio (Invitrogen) a una concentracion de 10 pg/ul, el cual se

agrego directamente al gel de agarosa.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en las RT-PCRs.

Oligo Secuencia (5’-3’)

AGL19-F1 GTGAGGGGCAAAACGGAGATG
AGL19-F2 TTATTTTCATTTGATTCATTTCAG
AGL19-F3 GAGACGAAACATCTGGATTG
AGL19-F4 CTCAAAATTTCTTATGAGAAACG
AGL19-R2 CGAGAGACGAAACATCTGGA
AGL19-R3 CTCAAAATTTCTTATGAGAAACG
AGL19-R4 GAGTCATCCTGTATCTCGTTA
AGL19-R5 TAATATGTTGCTGAGTAGAAGAG
AGL19-R7 CTTACAACTTCTTCAAAAAGAAT
TUB2-Fw AGGACTCTCAAACTCACTACC
TUB2-Rv AACTGCGGATGAAGAAGGTGA
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Tabla 2. Condiciones de amplificacién utilizadas en las RT-PCRs

Fragmento Esperado Tm (°C) g?dgse
F1-R7 - 684 pb 58 40
F2-R7 - 526 pb 58 40
F4-R7 - 439 pb 58 40
F1-R3 - 355 pb 60 40
F3-R5 - 307 pb 59 40
F4-R5 - 330 pb 60 40
F2-R3 - 197 pb 58 40
F1-R2 - 278 pb 54 40
F3-R7 - 416 pb 58 40
TUB2 - 668 pb 62 25

5.4. Ensayo de [3-glucoronidasa

Para analizar la expresion transcripcional de AGL19, se utilizaron dos
construcciones con el gen reportero de la B-glucoronidasa (GUS). La primera,
denominada como AGL19prom+int::GUS, contiene toda la zona intergénica (2699 pb)
5’ arriba del codoén de inicio, el primer exdn, primer intrén y una parte del segundo
exon de AGL19 (2002 pb). La segunda construccion, denominada AGL19int::GUS,
contiene solo una pequefa parte de la zona intergénica que contiene una caja
TATA (175 pb arriba del ATG), el primer exodn, primer intron y una parte del
segundo exon de AGL19 (2002 pb), de igual forma que la construccion anterior
(Ochoa-Espinosa, 2002; tesis de licenciatura). Se colectd por separado la raiz y la
parte aérea de ambas lineas y se procedié a realizar el ensayo de GUS. El
material se coloco en vasos de precipitado, se les agreg6 acetona fria y se dejaron
30 min a -20°C. Después se les quitd la acetona y se les agregé 3 ml de la
solucion de prelavado | (Buffer fosfatos-Na 50 mM pH 7.2, KsFe(CN)s 0.5 mM,
KsFe(CN)s 0.5 mM). Se dejaron a 4°C durante 15 min. Posteriormente se les quito

la solucion de prelavado | y se les agreg6 la solucion de prelavado Il (Buffer
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fosfatos-Na 50 mM pH 7.2, KsFe(CN)s 0.5 mM, KsFe(Cn)s 0.5 mM, EDTA 2 mM) a
TA que se infiltré al vacio durante 20 min. Al terminar se les quité la solucion 1l, se
les agrego la solucion de X-Gluc 1 mM que contiene ademas fosfato-Na 50 mM pH
7.2, KsFe(CN)s 0.5 mM, K4Fe(CN)s 0.5 mM, EDTA 2 mM y triton X-100 0.5%.
Nuevamente se infiltré al vacio durante 10 minutos. La reaccién se mantuvo 1 hora
a 37°C y hasta el siguiente dia a TA en oscuridad y finalmente se montaron en
portaobjetos con una soluciéon de Nal (Na 4.2 M, Na>S2>03 8 mM, glicerol 65% y
DMSO 2%) para ser observadas y fotografiadas en el microscopio (Olympus

BX60, con un aumento de 40x).

5.5. Andlisis bioinformatico de la secuencia de AGL19

Se realiz6 un analisis de las secuencias de los transcritos alternativos de AGL19
para conocer qué dominios podrian estar presentes en las proteinas tedricas que
pudieran ser traducidas a partir de dichos transcritos. En base a la secuencia
conocida de AGL19 y los tamafios de bandas observados en las RT-PCRs se
insertaron las secuencias de DNA de los transcritos alternativos y se tradujeron
utilizando el software Translate Tool del portal ExPASy del SIB
(https://web.expasy.org/translate/). Se realiz6 la traduccion en los tres marcos de
lectura, pero solo se utilizaron las secuencias de aminoacidos obtenidas a partir
del primer marco de lectura para subsecuentes analisis. Después las secuencias
de aminoacidos se analizaron utilizando el software Conserved Domain Search del
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) para conocer los

dominios que podrian tener las proteinas tedricas.
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Para el andlisis de las posibles secuencias reguladoras en cis en la zona
intergénica y el primer intron de AGL19 se utilizo la herramienta de Gene Analysis
del portal AthaMap (http://www.athamap.de/search_gene.php). Para el andlisis se
restringio la busqueda de secuencias reguladoras a 2000 pb en direccion 5, asi
como también en direccion 3’ del ATG de AGL19. A partir de los datos obtenidos
se analizaron las secuencias que se encontraran dentro del rango de la zona

intergénica, asi como dentro del primer intrén de AGL19.
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6. Resultados

6.1. Regulacion de AGL19 y sus transcritos alternativos por CLF

Previamente, habiamos encontrado que en los alelos mutantes agl19-1 y agl19-2
(Schénrock et al., 2006) y un tercero (agl19-3) con el que contamos en nuestro
laboratorio, se acumulaban diferentes transcritos alternativos de AGL19 (Cruz-
Sanchez et al., sin publicar). Puesto que Schoénrock et al. (2006) demostraron que
AGL19 es regulado negativamente por el complejo PRC2 conformado por las
proteinas MSI1, EMF2 y CLF, decidimos analizar la expresion de estos transcritos
en el mutante clf-29 en comparacion con las plantas silvestres para ver si existia

una expresion diferencial con respecto al mensajero codificante.

Mediante RT-PCR semicuantitativa, utilizando oligonucleétidos anclados
tanto en exones como intrones del gen, se amplifico el mensajero codificante, asi
como especificamente los transcritos producto del SA (Figura 6A). Como se puede
ver en la Figura 6B, todas las amplificaciones dan mas de una banda, por lo cual
consideramos que pueden existir varias ediciones alternativas del transcrito de
AGL19 que pudieran incluir diferentes intrones. En el caso de la amplificacion F1-
R7, la cual comprende toda la region codificante del gen mas una pequefia
seccion del UTR 3’, se puede observar que la banda mas abundante corresponde
a la secuencia codificante entera de AGL19 (660 pb) y como era de esperarse, la
acumulacién del mensajero de AGL19 es mayor en el mutante clf-29 que en las
plantas silvestres. Igualmente se observa la presencia de otras dos bandas de
mayor tamano (~770 pb y 868 pb) que el cDNA codificante. Con base en los
tamafios de banda observados, se determind que la segunda banda de ~770 pb
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podria estar incluyendo el intron 3 (87 pb) o el 6 (97 pb), y en el caso de la banda

superior (868 pb) podria ser un transcrito que incluye ambos intrones.

868 *
F1-R7 - —_— — — Pl ey
F4-R7 - - roreze s £
F1-R3 e e 355 *
F3-R5. , - ar x
F4-R5 . iafhein 330 *
TUB2 s — —— —_—
RT + - + - + - + -

Figura 6. CLF regula la expresion tanto del mensajero codificante de AGL19 como sus transcritos
alternativos. (A) Esquema de AGL19 con los oligonucledtidos utilizados para las diferentes
amplificaciones mediante RT-PCR. Los exones estdn marcados como cajas negras y los intrones
con barras grises. EI UTR 3’ se encuentra marcado en color naranja. (B) RT-PCRs de plantas
silvestres (Wt) y clf-29 de 10 dias post-siembra (dps) por duplicado. A la izquierda se observan los
pares de oligonucleétidos utilizados para amplificar cada fragmento de AGL19. Los nimeros a la
derecha muestran los tamafios de bandas (pb) obtenidos con base a un marcador de peso
molecular (no mostrado) y la secuencia conocida del gen, para cada una de las amplificaciones.
Los asteriscos indican qué secuencias se encuentran incluidas en los diferentes fragmentos
amplificados: rojo: indica que la banda pertenece a un transcrito que incluye solamente exones;
azul: transcrito que puede incluir la secuencia codificante y el intrén 3 o 6; morado: secuencia
codificante mas intrén 3; naranja: secuencia codificante mas intron 6; verde: secuencia codificante
y ambos intrones. La acumulacion del mensajero de la TUB2 se utilizé como control de carga. En
todas las amplificaciones se utilizaron controles negativos sin reverso-transcriptasa (RT -) para
asegurar que los fragmentos amplificados provenian solamente del RNA (RT +) y no de
contaminacion de DNA gendmico.
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Para poder determinar cuales intrones pudieran estar incluidos dentro de
estos transcritos alternativos se realizaron distintas amplificaciones con
oligonucleétidos anclados en los intrones y encontramos que efectivamente los
intrones que se encuentran incluidos dentro de estos transcritos son el tercer y
sexto intrén. Ademas, se encontr6 que puede haber transcritos que contengan uno

de los dos intrones 0 ambos.

Estos datos indican que CLF regula tanto al transcrito canénico de AGL19,
asi como también a sus transcritos alternativos. Aunque en plantas silvestres
también es posible observar los transcritos alternativos de AGL19, su acumulacion
es muy baja, en comparacion con las bandas que se observan en el mutante clf-
29. Este resultado confirma que los eventos de SA que se observan en los
mutantes de T-DNA de AGL19 (Cruz-Sanchez et al., sin publicar) no son
artefactos debido a las inserciones, sino que en efecto estos transcritos

alternativos existen de forma natural en AGL19.

6.2. La activacion transcripcional de AGL19 no depende unicamente de

ATX1

Se sabe que los complejos PcG y TrxG actian de manera antagénica para regular
la expresion de distintos genes en Arabidopsis (Baulcombe y Dean, 2014; Shafiq
et al., 2014). Un ejemplo relevante en nuestro caso es la activacion de FLC por
TrxG durante el desarrollo vegetativo de la planta y su posterior represion por PcG
durante la vernalizacién (Baulcombe y Dean, 2014). Por lo tanto, quisimos ver si

ATX1 regula la expresion de AGL19 y sus transcritos alternativos (Figura 7).
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Figura 7. ATX1 regula diferencialmente los mensajeros de AGL19. A) RT-PCR por duplicado en
plantas de 10 dps del mensajero codificante de AGL19 amplificado con los oligonucleétidos F1-R7,
y la amplificacion de un fragmento de AGL19 que comprende del tercer intrén a la regién UTR 3’
(F4-R7), donde se pueden observar transcritos que incluyen el 3er intron (banda c) y a ambos
intrones (3 y 6) (banda b). B) Cuantificacion relativa de la acumulacion de los transcritos de AGL19,
donde se aprecia que mientras las bandas a y b que incluyen la secuencia codificante de AGL19 y
un fragmento con el 3er y 6to intron, respectivamente, disminuyen en atx1-3 con respecto a la
planta silvestre (WT), mientras que el mensajero alternativo que incluye el intron 3 (banda c,
asterisco morado), aumenta. Las cuantificaciones se realizaron con el programa ImageJ (NIH; v.
1.51p), se obtuvieron los promedios de los duplicados y se normalizaron respecto a TUB.

45



Se observa una disminucién relativa en la expresion de AGL19 cuando se
amplifica el cDNA codificante, pero el efecto de la regulacion de ATX1 sobre
AGL19 no es tan evidente como en el caso de la regulacion por CLF (Figura 6B).
Cabe recalcar que atx1-3 no es una mutante nula (Petrone, 2015) y que ATX1 no
es la unica metiltransferasa encargada de metilar la H3K4 (Alvarez-Venegas et al.,
2003), por lo que es posible que ATX1 actie de forma redundante con otras

proteinas TrxG en la activacion transcripcional de AGL19.

Sin embargo, en la amplificacion de F4-R7 se observa que el transcrito que
incluye al intron 3 presenta una mayor acumulacion con respecto a la planta
silvestre, pero la acumulacién del transcrito que incluye ambos intrones si
disminuye respecto a la planta silvestre. Este resultado podria indicar que existe
una regulacion diferencial dependiendo del transcrito generado, pero sera
necesario repetir la amplificacion de F4-R7 y realizar las otras amplificaciones para

confirmarlo.

6.3. Proteinas involucradas en la via de NMD regulan la expresion de

AGL19

Uno de los mecanismos mas estudiados de regulacion genética a un nivel post-
transcripcional es la via de NMD. Song et al. (2009) demostraron que SOC1 y sus
transcritos alternativos estan regulados por ELF9, una proteina de union a RNA
gue se cree ayuda en la formacién de complejos de shRNPs U2 y por UPF1, un

componente clave de la via NMD (Arciga-Reyes et al., 2006). AGL19 se encuentra
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dentro del clado filogenético de SOC1, por lo que hace factible que sus transcritos

también sean procesados por ELF9 y UPF1.

En todas las amplificaciones se observa que en upfl-5 y elf9-2 hay una
mayor acumulacion de los transcritos de AGL19, tanto los alternativos como el
canobnico, respecto a las plantas silvestres (Figura 8A). Sin embargo, la
acumulacién de los transcritos alternativos respecto al candnico no es igual, ya
gue se observa que los transcritos alternativos se acumulan en mayor medida en
los mutantes de la via NMD que el transcrito canonico (Figura 8B). Esto sugiere
gue los transcritos alternativos de AGL19 estan siendo degradados en mayor
medida por UPF1 y ELF9, que el candnico. Igualmente, los resultados indican que
podria existir una regulacion diferencial entre los diferentes transcritos alternativos,
ya que el fragmento que incluye ambos intrones (F4-R5) es el que mas se
acumula en ambos mutantes y los fragmentos que incluyen solamente al intrén 3
también se acumulan en mayor medida en comparacion con aquellos que

presentan el intron 6 (Figura 8B).

De manera general se puede afirmar que tanto ELF9 como UPF1 regulan la
acumulaciéon de los transcritos de AGL19 (codificante y alternativo), ya que se
observa una mayor acumulacion en los mutantes con respecto a las plantas
silvestres (Figura 8B), sin embargo, parece que ELF9 y UPF1 regulan de manera

preferencial a los transcritos alternativos que al transcrito canénico de AGL19.

47



B)

18,00

)
8

1400
£ 1200
2 1000
8.00
600
400
200

Densidad Relativa (Pixeles

000

A)

(=}

WT
WT
upfil-s

upfl-5

1.00
eifo-2 M =46
1

o

° ;
IIII

- M

F1-R7

F4-R7

F1-R3

F3-R5

F4-R5

F1-R2

F3-R7

TUB2
RT

2.59
2.58

elfo-2
WT

1.00
upfi-5 I 301

=3

F1-R7

5
< *
WT upf1-5 elf9-2
—_ — —
— - -—
— —
— -
- = o
- e —— .3 e
—— S e
§ = ¥ 5%

1.00
upf1-5 I 3-9°

elfo-2
WT

-

B 101
H

R7

wt [l 1.00

elfo-2

(=%

11.34

upfl-5

™

F1-R3

6.39

o
-
"
0
5 ) 3
Y R B
° 0 8
|| || &=
N FONEONE
g 3gg3:83
(1] JQ/ :ﬂ)
f g
F3-R5

upfl-s

— o}

F4-R5

eifo-2 NG

wT [l 1.00

LEN}
o~
233

£

~5% %C
« 439 %d

355 k€

« 394 *f
307 * 8

«330 % h
278 % i

513 % |
416 % k

8w
n o 8
o2 )
"
Bnn
un N g
“ & 3
-
g v
i
F1-R2

0 w
®woQQ
EEER
‘-"!NF-L"\N
5878
29 8%
L

i k

F3-R7

Figura 8. Regulacién de AGL19 por UPF1 y ELF9. RT-PCRs de plantas de 14 dps. (A) RT-PCRs
en plantas de 14 dps. (B) Cuantificacion relativa de la acumulacion de los transcritos de AGL19.
Las cuantificaciones se normalizaron respecto a TUB2. Los asteriscos indican qué secuencias se
encuentran incluidas en los diferentes fragmentos amplificados: rojo: indica que la banda pertenece
a un transcrito que incluye solamente exones; azul: transcrito que puede incluir la secuencia
codificante y el intrén 3 o 6; morado: secuencia codificante mas intron 3; naranja: secuencia

codificante mas intrén 6; verde: secuencia codificante y ambos intrones.
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Todos los fragmentos se acumulan en mayor medida en upfl-5 en
comparacién con elf-9 y las plantas silvestres. También llama la atencion que el
fragmento F4-R5 que incluye el intron 3 y 6 sea el que se acumule mas en upfl-5
y elf9-2, en comparacion con las plantas silvestres y en relacion con los otros
mensajeros (Figura 8B). Los tamafios de bandas observados en las
amplificaciones de upfl-5 y elf9-2 coinciden con aquellos observados en clf-29, asi
como también el nivel de expresion relativo de los transcritos alternativos con
respecto al nivel de expresion de AGL19, lo cual sugiere que los eventos de
splicing observados estan regulados de la misma forma y que los niveles de
expresion de los transcritos alternativos estan asociados a los niveles de
expresion del transcrito codificante de AGL19. Igualmente, mediante las RT-PCRs
realizadas en este experimento se confirma que los intrones que se encuentran
incluidos en los transcritos alternativos de AGL19 son solamente el intron 3 y el 6.
El intron 2 se excluye de esta posibilidad al observar la amplificacion F1-R2, ya
gue el tamafio de banda de esa amplificacion corresponde solamente a la region
codificante incluida en ese fragmento, asi como también el intréon 5, ya que se
realizo la amplificacion F4-R4 y en esta amplificacion uno de los oligonucleétidos
se encuentra anclado en el 5to intrén y no se detecté banda (datos no mostrados).
El 4to intron también se descarta debido a los tamafios de banda observados en

todas las amplificaciones.

6.4. Andlisis bioinformatico de los transcritos alternativos de AGL19

De acuerdo con los tamafos de banda obtenidos en cada una de las

amplificaciones de los diferentes fragmentos de AGL19 se encontré que los
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transcritos alternativos observados corresponden a eventos de retencion de
intrones. Especificamente se observo que existen transcritos que incluyen el intrén
3 (87 pb), o el 6 (97 pb), o ambos intrones, pero no encontramos la existencia de

transcritos que incluyeran los otros intrones.

Los mensajeros alternativos pueden llegar a tener un papel en la regulacion
transcripcional de los genes actuando como mensajeros no codificantes, o bien
podrian traducirse y producir proteinas truncadas. Un analisis bioinformatico en el
gue se tradujeron los transcritos alternativos utilizando el software Translate Tool
del portal EXPASY del SIB (https://web.expasy.org/translate/), muestra que para el
caso de AGL19+intron 3 existe un primer CTP a 327 pb abajo del ATG, mientras
gue para AGL19+intron 6, existe un CTP a 516 pb abajo del ATG (Figura 9A). Se
puede suponer que el mensajero que incluye ambos intrones si se tradujera, se

comportaria como la proteina truncada en el intron 3.

Una busqueda de los dominios que podrian mantenerse en la proteina de
AGL19 utilizando el software Conserved Domain Search del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) muestra que la traduccién
del transcrito que lleva el intron 3 podria formar una proteina de 109 aa que
incluye el dominio MADS (correspondiente a los aa 3-70) y el | (correspondiente a
la dltima parte de la proteina), mientras que el que incluye al intrén 6 formaria una
proteina de 172 aa y tendria todos los dominios con excepcion del carboxilo

terminal (Figura 9B).
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Figura 9. Esquema de los transcritos alternativos tedricos de AGL19. A) Los transcritos
alternativos de AGL19 presentan CTPs (rombos rojos). Los rectangulos negros representan

exones, mientras que las lineas grises representan intrones. B) Modelos de las proteinas tedéricas
traducidas a partir de los transcritos alternativos de AGL19 y sus dominios correspondientes.

6.5. AGL19::GUS se expresa solamente en la punta de la raiz principal

y de las raices laterales pero no en la parte aérea

Los datos de Schonrock et al. (2006) y los obtenidos por Cruz-Sanchez et al. (sin
publicar) en donde se observaron diferencias en la expresion de los SA en
presencia de las inserciones de T-DNA, indican que el intrén 1 de AGL19 tiene
zonas reguladoras importantes para la expresidon de este gen. Por lo tanto,
decidimos comparar la expresion espacio-temporal de AGL19 utilizando dos
construcciones transcripcionales unidas al gen reportero GUS: la primera
denominada AGL19in::GUS, contiene un minipromotor de (175 pb) por arriba del
inicio de la transcripcion, el primer exén, primer intréon y un fragmento del segundo
exoén (2002 pb) (Ochoa-Espinosa, 2002) y la segunda construccién, denominada

AGL19prom+int::GUS contiene o mismo que la primera y adicionalmente toda la
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zona intergénica 5 de 2699 pb en donde pensamos deberia estar incluido el

promotor del gen.

Primero se analizé la expresibn de ambas construcciones en plantas
vernalizadas durante 8 semanas seguido de un periodo de 14 dias en SD. En
estas plantas que estan a punto de florecer AGL19 se encuentra inducido (Figura
5B; Schonrock et al., 2006). Sorprendentemente, no se detecté expresion de GUS
con niguna de las construcciones. También se crecieron plantas en tierra durante
5y 7 semanas en SD, ya que se habia reportado que la expresion de AGL19
aumenta con la edad de la planta (Kang et al., 2015). Se realizaron ensayos de
GUS en hojas de roseta y en tejido enriquecido en el SAM por separado y
tampoco se logré la deteccion de GUS con ninguna de las dos construcciones.
Entonces, se realizaron RT-PCRs para confirmar si el mensajero de AGL19 se
estaba expresando en estas plantas, y encontramos que en efecto el mensajero
esta presente en ambos tejidos y en las dos construcciones (Figura 10). Incluso se
observo una mayor expresion de AGL19 en el SAM de plantas de 5 semanas

(Figura 10B), en comparacion con las hojas de roseta (Figura 10A).
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Figura 10. AGL19 se expresa en la parte aérea, a pesar de que las plantas no dieron sefial del
reportero GUS. RT-PCRs de plantas de 5 semanas crecidas en SD. A) Hojas de roseta. B) Region
central enriquecida en el SAM. Los oligonucledtidos utilizados para la RT-PCR de AGL19 son F1y
R7, los cuales amplifican el cDNA completo de AGL19.

Para este resultado caben dos explicaciones, una es que la zona
intergénica 5’ junto con el intrén no son suficientes para promover la expresion de
AGL19 en la parte aérea. La otra, es que las construcciones no hayan sido

generad as correctamente.

Se decidi6 realizar una cinética de crecimiento a tiempos tempranos de
desarrollo (8, 10 y 14 dps; Figura 11) donde se pudiera observar la expresion en la
raiz, que es el 6érgano donde mas se expresa AGL19 (Alvarez-Buylla et al., 2000).
Se encontro expresion de GUS en la punta de la raiz principal (RP) y las raices
laterales (RL) y que esta disminuia con la edad, pero no se detectd expresion de

GUS en la parte aérea de las plantas a ningun tiempo (dato no mostrado).

En detalle: con la construccion AGL19int::GUS se observo expresion de
GUS tanto en las puntas de RP como en las RL a los 8 y a los 10 dps. Sin
embargo a los 14 dps no se detectd expresion de AGL19::GUS en RP y se
observo una leve disminucion de expresion en las RLs (Figura 11). En el caso de

la linea que incluye toda la region intergénica 5 (AGL19prom+int::GUS) sbélo se
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detect6 expresion de GUS en la RP a los 8 dps, mientras que en RLS, la expresion
de GUS presento una cinética similar a la otra construccion, aunque la intensidad

del GUS para los mismos tiempos de reaccién, es menor.

prom+int™*

AGL19_-GUS AGL19 . ~GUS

8 dps

10 dps

14 dps

RP RL RP RL

Figura 11. Patron de expresion espacio-temporal de AGL19:GUS en plantas de 8, 10 y 14 dps,
donde se observa un decaimiento en la expresion de ambas construccciones en la raiz principal
(RP) més rpido que en las raices laterales (RL), siendo mas drastico en los paneles de la derecha
en los que se utilizd la construccion con toda la zona intergénica 5. Plantas crecidas en
condiciones de LD. Iméagenes representativas de una n = 12. Barra = 50 pm.

Aunque las raices principales y las laterales pertencen a plantas de la
misma edad, estas no se encuentran en el mismo estadio de desarrrollo, siendo

las RL mas jovenes en comparacion con las RPs. Se decidio realizar una segunda
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cinética a tiempos aun mas cortos del desarrollo de la RP (Figura 12). La raiz de
Arabidopsis emerge a los 2 dias después de la germinacion y algunas RL se
desarrollan a partir de los 5 dps. Con la construccién de AGL19int::GUS se puede
observar, que la sefal se incrementa tanto en RPs como en RLs conforme avanza
el desarrollo hasta los 7 dps, pero su expresion se limita a la punta de la raiz.
Interesantemente en AGL19prom+int::GUS no se detectd expresion de AGL19::GUS
en ninguna de la etapas observadas en RP, pero si se detect6 en RLs con un
patron similar al observado en AGL19int::GUS. Este resultado confirma, que en la
zona intergénica por arriba del inicio de la transcripcion de AGL19, existen
elementos reguladores que modulan negativamente la expresion del gen y que la
region del primer intrOGn es importante para su expresion, aungque no es suficiente

para que el gen se exprese en la parte aérea de la planta.

El analisis de AGL19in:::GUS también nos indica que la expresion de AGL19
tiene una temporalidad en las raices, en la que aumenta diariamente hasta los 8
dps en la RP y luego disminuye hasta apagarse a los 14 dps, lo que puede
implicar que la funcién de esta proteina es relevante en momentos y tejidos

especificos del desarrollo de la raiz.
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Figura 12. La expresion de AGL19 se incrementa en plantas de 3 a 7 dps en la punta de las
raices, visualizada con la construccién AGL19.::GUS, mientras que no detectamos la sefial de
AGL19;0m+in::GUS en la raiz principal (RP) pero si en la raices laterales (RL) a las mismas
edades. Plantas crecidas en condiciones de LD. Imégenes representativas de una n = 6. Barra =
50 pm.
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7. Discusion

AGL19 es un factor de transcripcional tipo MICK al que se le ha implicado en la
transicion a la floracién en respuesta a la vernalizacion (Schoénrock et al., 2006).
Hasta a la fecha solo se han encontrado 3 genes que participan en este proceso
particular, todos ellos MADS-box. FLC, como respresor de la floracién tiene que
ser reprimido para que esta se realice, y una forma de hacerlo es mediante el
complejo PcG cuyas proteinas actuan durante la vernalizacion (Amasino y
Michaels, 2010; Srikanth y Schmid, 2011; Song et al., 2013; Baulcombe y Dean,
2014). Por otra parte, sabemos que AGL19 y AGL24 son inductores de la floracion
en respuesta a la vernalizacion y al menos AGL19 es reprimido por PcG, de igual
forma que FLC, pero contrario a este ultimo, sucede durante el desarrollo
vegetativo de la planta (Schénrock et al., 2006). Es interesante que la regulacion
de FLC por mensajeros no codificantes en sentido y en antisentido colaboren en
Su propia represion al conducir a las proteinas PcG al locus de FLC (Baulcombe y
Dean, 2014; Shafiq et al., 2014). También resulta relevante mencionar que el
intron 1 de estos genes MADS-box y de otros, es importante para la represion de

estos genes (Schauer et al., 2009)

Previamente en el laboratorio se habia encontrado que los alelos mutantes
de AGL19 (agl19-1 y -2) expresaban varios RNAs alternativos que podrian estar
afectando la funcion de la proteina en caso de que se tradujeran, o bien, podria
tener alguna funciébn como mensajeros no codificantes. Con este trabajo nos

centramos en investigar la regulacion de estos mensajeros a nivel transcripciénal y
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post-transcripcional para tratar de entender con posterioridad su funcion y también

analizamos el papel del intron 1 de AGL19 en la expresion de este gen.

7.1. Regulacion epigenética de la expresion de AGL19 y sus transcritos

alternativos

El andlisis de la expresion de AGL19 y sus transcritos alternativos en clf-29
demostré que ambos presentaban una mayor acumulacion respecto a las plantas
silvestres en todos los fragmentos amplificados (Figura 6B). Sin embargo, en el
analisis de AGL19 y sus transcritos alternativos en atx1-3 se observd una

acumulacion diferencial de los transcritos alternativos de AGL19.

Con anterioridad ya se habia reportado que CLF y MSI1 participaban en la
regulacion epigenética de AGL19 (Schonrock et al., 2006). Sin embargo, en ese
trabajo no se hace mencion de lo que sucedia con los transcritos alternativos. En
este trabajo observamos que en el mutante clf-29 no so6lo hay un aumento en la
expresion del mensajero codificante de AGL19 (como era de esperarse), sino que
también encontramos un aumento en sus transcritos alternativos (Figura 6B). En
atx1-3, se removid, al menos parcialmente, una marca de activacion
transcripcional (H3K4me3), lo cual provocé que la acumulacion de algunos de los
transcritos de AGL19 disminuyera. Interesantemente en la amplificacién del cDNA
completo (Figura 7A; amplificacion F1-R7) si se observé una disminucion en la
acumulacioén del transcrito que solo contiene la secuencia codificante de AGL19
con respecto al silvestre, pero en la amplificacion con los oligonucle6tidos
anclados en el 3er intron y en la region UTR 3’ (Figura 7A: amplificacion F4-R7) se
observo un aumento en la acumulacién de un transcrito que incluye al 3er intron y
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los exones 4 — 7, pero dentro de esa misma amplificacion se observd otro
transcrito que incluye ambos intrones (3 y 6) y los exones 4 — 7 y en este si se
observé una disminucion en la acumulacion de este transcrito con respecto al
silvestre (Figura 7B). El andlisis de la marca de H3K4me3 en plantas se ha
enfocado principalmente a su papel como un activador de la trancripcién (Pien y
Grossniklaus, 2007). Aunque hasta la fecha en plantas no existe evidencia de una
relacion directa entre las modificaciones de la cromatina y los mecanismos de SA,
en animales existe evidencia de que estos dos procesos se encuentran
intimamente relacionados (Luco et al., 2010; Luco et al., 2011; Brown et al., 2012;
Zhou et al., 2014). En varios estudios en animales se encontro evidencia de que la
H3K4me3 sirve como andamiaje para la union de Chromodomain Helicase DNA
binding protein 1 (CHD1), una proteina con un cromodominio encargada de
modificar la estructura de la cromatina, y que esta proteina es capaz de reclutar la
subunidad SF3al de las snRNP U2 del spliceosoma (Sims et al., 2007; Brown et
al., 2012; Zhou et al., 2014). Mutantes knockdown de CHD1 muestran alteraciones
en el splicing de IRF3, un componente esencial de la respuesta inmune ante virus.
En estos mutantes se observa que la falta de CHD1 no permite la remocioén del 3er
intron de este gen, lo cual demuestra que el reclutamiento de snRNP U2 por la
H3K4me3 es necesario para el splicing in vivo en animales (Sims et al., 2007).
Una posible explicacion del aumento del transcrito de AGL19 que incluye al intron
3 es que debido a que en atx1-3 la marca de la trimetilacion de H3K4 se encuentra
(al menos parcialmente) disminuida, la maquinaria del spliceosoma podria no
estar siendo reclutada para poder remover dicho intrén y debido a esto, aumenta

la acumulacién de este transcrito en especifico. En plantas existen dos ortélogos
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de CHD1 cuyos papeles antagénicos en la activacién de genes necesarios para la
maduracion de la semilla han sido estudiados: CHROMATIN REMODELING 5
(CHR5) y PICKLE (PKL/CHD3/CHR6) (Shen et al., 2015). Igualmente,
CHROMATIN REMODELING 4/ PICKLE RELATED 1 (CHR4/PKR1l) es otra
proteina tipo CHD3 que también estd implicada en la regulacion de genes de
maduracion de la semilla, asi como también en la respuesta a estrés abidtico
(Sharma et al., 2009). Es posible que alguna de estas proteinas e inclusive otras
gue presenten un cromodominio puedan estar actuando de forma analoga al
proceso en animales que involucra a la marca de H3K4me3 y CHD1 en el proceso

de splicing.

La regulacion de ATX sobre AGL19 parece no afectar los niveles de
acumulacion de sus transcritos de forma tan notoria como lo hace la regulacion
por CLF. Aunque en ambos casos (clf-29 y atx1-3) si se observa una variacion en
el nivel de expresion de los transcritos de AGL19, en clf-29 (Figura 6B) el efecto es
mucho mas claro que en atx1-3 (Figura 7A). Schonrock et al. (2006) demostraron
gue un complejo de proteinas PcG compuesto por MSI1, EMF2 y CLF regula
directamente la expresion de AGL19 al depositar la marca de represion
H3K27me3. Aunque mediante ensayos de ChIP se demostré que en mutantes clf-
29 la marca de H3K27me3 se reduce drasticamente, esta no desaparece
completamente del locus de AGL19. Existen otras dos metiltransferasas
reportadas capaces de metilar la H3K27: SWINGER (SWN) y MEDEA (MEA),
aunque existe evidencia de que SWN y CLF actian de forma redundante (Kimy

Sung, 2014). Es posible que estas dos metiltransferasas también puedan modificar
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la cromatina de AGL19, pero CLF parece ser la principal metiltransferasa
encargada de su regulaciéon. En el caso antagonico de la regulacion por TrxG, el
mutante de ATX1 utilizado (atx1-3) no es completamente nulo (Petrone, 2015), se
sabe que ATX1 no es la uUnica metiltransferasa encarga de metilar la H3K4
(Alvarez-Venegas et al.,, 2003) y no existen reportes acerca de la activaciéon
transcripcional de AGL19 por otras proteinas TrxG. En el caso de FLC existe
evidencia de que su activacion esta mediada por proteinas TrxG, entre ellas ATX1,
asi como también SDGS, la cual es una metiltransferasa encargada de dimetilar la

H3K36, otra marca de activacion transcripcional (Yang et al., 2014).

A diferencia de la metilacion de la H3K4 que normalmente se encuentra en
la region 5 de los genes, la metilacion de la H3K36 se encuentra enriquecida
mayoritariamente sobre el cuerpo del gen (Yang et al., 2014; Zhou et al., 2014). El
papel de la metilacion de la H3K36 en el proceso de SA mediado por la
temperatura en plantas fue demostrado por Pajoro et al. (2017) y se sabe que la
metilacion de la H3K36 sirve como un andamiaje para dos factores de splicing,
gue dependiendo del complejo que se forma, los patrones de splicing varian
(Kornblihtt et al., 2013; Zhou et al., 2014). Al unirse MRG15, una proteina con un
cromodominio, con la H3K36me3, se recluta a una proteina silenciadora del
splicing, PTB, hacia su RNA blanco, lo cual promueve que un intrén que puede ser
incluido en el transcrito sea removido. En un caso antagonico, otra proteina de
unién a H3K36me3, Psipl, al unirse promueve la inclusion de intrones al reclutar
al factor de splicing SRSF1 (Zhou et al., 2014). El proceso anteriormente descrito

es un modelo que puede explicar el papel de la metilacion de la H3K36 en el
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proceso de SA mediante un sistema de adaptadores entre la cromatina y factores

de splicing.

Otra explicacién para el papel de la H3K36 en el SA es el modelo cinético,
mediante el cual la H3K36me3 depositada a lo largo del cuerpo del gen puede
facilitar el apareamiento de sitios de corte mediante la definicibn de intrones y
exones al modular la tasa de elongacion de la RNA Pol Il (Zhou et al., 2014). Es
posible que los patrones de metilacion de la H3K36 puedan tener un mayor peso
sobre la regulacion de AGL19, que los de la H3K4 y los resultados obtenidos por
Pajoro et al. (2017) acerca del enriquecimiento de la metilacién de la H3K36 sobre
genes cuyo SA esta influenciado por la temperatura, podria indicar que la
regulacion de AGL19, el cual se induce por vernalizacion, esta mas relacionada
con el enriquecimiento de la metilaciéon de la H3K36 y no tanto de la H3K4. De
forma general, estos resultados sugieren que el enriquecimiento en los niveles de
expresion de los transcritos alternativos de AGL19 se encuentran regulados por
procesos similares que el transcrito canonico de este gen, pero pueden existir
casos especificos en los cuales los transcritos alternativos presentan una

regulacion diferencial.

7.2 Regulacién post-transcripcional de AGL19 y sus transcritos alternativos

por NMD

En cuanto a las lineas mutantes de UPF1 y ELF9, estas proteinas actdan
como reguladores post-transcripcionales del pre-mRNA (Arciga-Reyes et al., 2006;
Song et al., 2009). UPF1 es un componente esencial de la via de NMD que al

asociarse al complejo SURF provoca la degradacion de transcritos que poseen
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CTPs, aunque se ha reportado que esta no es la Unica caracteristica que podria
llevar a un transcrito a ser blanco de esta via y que algunos transcritos que poseen
CTPs escapan la degradacion por NMD (Kalyna et al., 2012b, Filichkin et al.,
2015). ELF9 es una proteina de unién a RNA que puede participar en la formacién
de complejos snRNP U2 y que también puede unirse a transcritos que son blanco
de degradacion por NMD (Song et al., 2009). Por lo tanto, la mayor acumulacion
de los transcritos de AGL19 observada en los mutantes es debido a que el pre-
MRNA que se genera a partir de la transcripcion del gen no esta siendo procesado
como deberia y por lo tanto existe mas pre-mRNA que en las lineas silvestres. En
todas las amplificaciones se observa una mayor acumulacion de los transcritos de
AGL19 en upfl-5 con respecto a elf9-2 (Figura 8A, B). Esto puede deberse a las
funciones diferenciales entre ambas proteinas: UPF1 es una proteina esencial en
la via de NMD que al asociarse al complejo SURF provoca la degradacion de sus
transcritos blancos; en cambio ELF9 es una proteina de union a RNA que se sabe
puede estar implicada en el reclutamiento de snRNP U2 del spliceosoma y
también puede unirse a transcritos que son degradados por NMD (Song et al.,
2009). Mientras que UPFl1 es una proteina esencial para el proceso de
degradacion de transcritos en la via de NMD per se, ELF9 parece ser un
componente que provee a la maquinaria de NMD, incluido UPF1, de un cierto
grado de especificidad (Song et al., 2009), por lo cual es posible que existan otras

proteinas de union a RNA que cumplan una funcion similar ELF9 en Arabidopsis.

Cuando se amplifica con los oligonucleétidos F1-R7 (Figura 6B) el cDNA de

AGL19, se observa que tanto el fragmento que incluye sélo la region codificante
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de AGL19 (684 pb), como aquel fragmento que puede contener el 3er o 6to intrén
(=770 pb) presentan una mayor acumulacién de sus transcritos en upfl-5 y elf9-2
con respecto a la planta silvestre. Comunmente a la via de NMD se le asigha un
papel como un regulador de transcritos que presentan CTPs, pero se sabe que
esta via también regula la acumulacion de transcritos que no presentan CTPs,
como seria en este caso el fragmento codificante de AGL19. Una caracteristica
gue puede llevar a un transcrito a ser degradado por NMD es el uso de codones
de inicio alternativos abajo del primer AUG, lo cual puede generar una terminacion
prematura de la traduccion (Song et al., 2009). Este fendmeno conocido como
leaky scanning puede darse utilizando tanto sitios AUG abajo del primer AUG, asi
como también codones de inicio alternativos diferentes al AUG (Wamboldt et al.,
2009). Se realizé un andlisis de la secuencia codificante de AGL19 utilizando el
software Translate Tool del portal EXPASy del SIB
(https://web.expasy.org/translate/) el cual indica que existen al menos tres sitios
AUG debajo del primer AUG presente en la secuencia. Tedricamente la utilizacion
de cualquiera de estos codones de inicio alternativos podria causar una
terminacion prematura de la traduccion y es posible que debido a la presencia de
estos codones de inicio alternativos el transcrito canonico de AGL19 también sea
un blanco de NMD. Cabe recalcar que el transcrito alternativo de AGL19 que
presenta ambos intrones (3 y 6) es el que presenta una mayor acumulacion tanto
en upfl-5 como en elf9-2 (Figura 8; amplificacion F4-R5) y esto igualmente se
observa en el caso de la amplificacion F3-R5 en la banda de arriba (f) que es la
gue incluye un fragmento con ambos intrones. También parece que los fragmentos

gue incluyen solamente al intron 3 son los que presentan una mayor acumulacién
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en ambos mutantes, con respecto a aquellos que incluyen solo al intron 6 (Figura
8B), por lo cual parece existir una regulacion diferencial entre los transcritos

alternativos de AGL19.

Aunque en upfl-5 y elf9-2 los transcritos alternativos de AGL19 se
acumulan en mayor medida que en las plantas silvestres, o mismo que el
transcrito candnico, estos no se acumulan al mismo nivel, por lo cual parece existir
un procesamiento del pre-mRNA diferencial entre el transcrito canonico y los
transcritos alternativos. Interesantemente, algo que se observa en todas las RT-
PCRs realizadas, es que en plantas silvestres donde en teoria la transcripcion se
esta llevando a cabo de manera normal y la maquinaria de procesamiento de RNA
esta funcionando correctamente, también se observa la presencia de transcritos
alternativos. Lo que sugiere que estos transcritos alternativos podrian tener un

papel en la regulaciéon de la expresion de AGL19 u otros mensajeros.

7.3. Los transcritos alternativos de AGL19y sus posibles funciones

Los transcritos alternativos de AGL19 encontrados en este trabajo corresponden a
tamafios de amplicones que no varian entre las diferentes RT-PCRs,
independientemente de si la linea utilizada es un mutante o la planta silvestre, lo
gue sugiere que los transcritos alternativos observados son resultado de un tipo de
SA comun a la expresion del gen. Estos eventos de SA corresponden a eventos
de retencion de intrones y resulta interesante que los intrones adquiridos
correspondan Unicamente a los intrones 3 y 6, que pueden estar por separado 0

juntos en un mismo transcrito.
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Un transcrito alternativo puede tener diferentes destinos: puede degradarse
debido a la presencia de CTPs por la via de NMD, como se mencioné
anteriormente; puede traducirse y producir proteinas truncadas o péptidos, o
puede mantenerse como un mensajero no codificante que sirva como andamiaje

para unir otras proteinas reguladoras.

Despues de realizar un andlisis bioinformético traduciendo los transcritos
alternativos que incluyen a estos intrones los resultados demostraronque se
podrian generar dos tipos de proteinas. La proteina que incluye al intron 3 o el 3y
el 6 se comportarian de la misma forma ya que el primer CTP que se genera en
sus respectivos marcos de lectura se encuentra en la misma posicion (327 pb
abajo del ATG) y en el caso de la proteina tedrica que incluye el intrén 6, el primer
CTP se encuentra a 516 pb abajo del ATG (Figura 9A). La proteina truncada en el
intron 3 contendria el dominio MADS de unién al DNA y tentativamente también el
dominio |, el cual se sabe participa en procesos de dimerizacién y formacioén de
complejos de las proteinas MIKC (Smaczniak et al., 2012), por lo que en caso de
gue se tradujera esta proteina podria actuar como un regulador negativo de la
actividad de AGL19 al competir con sus blancos de unidn. En el segundo caso de
la proteina traducida a partir del transcrito con el intron 6, esta proteina tendria
todos los dominios tipicos de un factor de transcripcion MADS tipo MIKC® (MADS,
| y K), a excepciéon del dominio C-terminal. Tedricamente esta proteina podria
actuar de manera similar a la proteina con el intron 3 al competir activamente con

los blancos de union de AGL19, pero también podria actuar como un regulador
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negativo al formar complejos multiméricos no funcionales con otras proteinas

reguladoras con las que podria estar interactuando AGL19.

También es posible que los transcritos alternativos de AGL19 si se llegaran
a traducir, podrian generar péptidos interferentes pequefios (SiPEPS) o micro-
proteinas (miPs). Se sabe que estos SiPEPs y miPs pueden actuar como
reguladores negativos al competir con sus factores transcripciébn o con otras
proteinas (Staudt y Wenkel, 2011; Seo et al., 2013), aunque también existe la
posibilidad de que estos péptidos no tengan un efecto inhibitorio (Eguen et al.,
2015). Igualmente se sabe que muchos de estos péptidos generados a partir del
locus de un factor de transcripcion pueden carecer de sus dominios de
dimerizacion y/o de union a DNA, lo cual puede dar indicios de las funciones
reguladoras de estos peéptidos (Seo et al.,, 2013). Se sabe que estos miPs y
SiPEPS pueden ser generados a partir de una secuencia gendémica, pero también
es posible que pueden ser generados por un evento de SA (Graeff y Wenkel,
2012). Un andlisis de los parametros de las proteinas tedricas utilizando el
software ProtParam del portal EXPASYy del SIB (https://web.expasy.org/protparam/)
muestra que la proteina traducida a partir del transcrito con el 3er intron tendria un
tamafo de aproximadamente 13 kDa y la proteina traducida a partir del transcrito
con el 6to intrén seria de 20 kDA, aproximadamente. Eguen et al. (2015) definen a
las miPs y siPEPs como péptidos relativamente pequefios de 7-20 kDa y que
deben tener una funcidn regulatoria inhibitoria sobre su blanco, asi como también

pueden presentar un fenotipo dominante negativo, por lo cual estas proteinas

67



tedricas entrarian dentro del rango de este tipo de péptidos, si es que en efecto se

llegaran a traducir y fueran estables.

Otro posible papel para estos transcritos es que actuaran como RNAs no
codificantes (ncRNAS) y que estos auto-regularan la expresiéon de AGL19, tal
como sucede con FLC (Ariel et al.,, 2015). En FLC se conoce el papel de dos
transcritos no codificantes: COLDAIR un IncRNA, COOLAIR un conjunto de
transcritos naturales en anti sentido (NATS) y recientemente se describié un tercer
transcrito no codificante que también participa en la regulacion de FLC,
denominado COLDWRAP (Kim y Sung, 2017). COLDAIR actua al reclutar a
proteinas PcG para reprimir a FLC durante el proceso de vernalizacion (Rinn y
Chang, 2012) y COLDWRAP mantiene esta represion sobre el promotor de FLC al
promover la formacion de asas de cromatina represivas (Kim y Sung, 2017).
COOLAIR promueve el intercambio de la marca de activacion transcripcional
H3K36me por H3K27me3 en los sitios de nucleacion de la represion de FLC,
durante el proceso de vernalizacion, promoviendo la represion de FLC (Csorba et

al., 2014).

En este momento no podemos asignarles un papel especifico a los
transcritos alternativos de AGL19 en la regulacion de este mismo u otros genes.
Sin embargo, existe la posibilidad de que la estabilizacion de estos transcritos
observada en dos de los mutantes por insercion de T-DNA de AGL19 (agl19-1 y
agll19-2; Cruz-Sanchez et al., sin publicar) los cuales no son nulos para el
mensajero completo, como si lo es el alelo agl19-3, sea la razén por la cual en los

3 alelos se observe el mismo fenotipo de floracion tardia, ya sea porque los
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transcritos estan actuando como transcritos no codificantes o como proteinas

interferentes.

7.4. El promotor no se restringe a la region intergénica 5’ arriba del inicio de

la transcripcién de AGL19

En ninguna de las etapas de desarrollo y condiciones de crecimiento en las cuales
se realizaron los ensayos de GUS se logro detectar expresion de AGL19::GUS en
la parte aérea. Sin embargo, el RT-PCR confirmé la presencia del mensajero de
AGL19 en esta para ambas lineas reporteras (Figura 10). Esto nos indica que la
secuencia intergénica 5 mas el primer intron no son suficientes para recuperar la
expresion en la parte aérea de la planta. A partir de este dato se puede inferir que
la expresion de AGL19 en la parte aérea depende de otras regiones genomicas
presentes en cis 0 en trans que no se encuentran dentro de las construcciones

utilizadas.

Sin embargo ambas lineas dieron sefal en la raiz. En las Figuras 11y 12 se
observa que el patron de expresion de AGL19::GUS varia respecto a la etapa de
desarrollo de la planta en ambas construcciones utilizadas. Durante los primeros
dias de desarrollo (3-8 dps) AGL19 aumenta su expresion para luego decaer y
apagarse en la raiz principal, mientras que en las raices laterales (que son mas
jovenes) no llega a decaer su expresion. De forma interesante, la linea que
contiene esencialmente el primer intron, AGL19in::GUS, tiene una expresion mas
fuerte que la construccion AGL19prom+int::GUS (Figura 11), por lo que es posible

gue la regién intergénica contenga secuencias reguladoras que reprimen la
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expresion de AGL19::GUS. Otro resultado que arrojan estas construcciones es
qgue aun sin la presencia de la region intergénica de AGL19 (el posible promotor)
se logra detectar expresién de GUS. A partir de este resultado se puede inferir que
el primer intron puede funcionar como una regién reguladora similar a un
promotor. Se tienen reportes de que la mayoria de los factores de transcripcién
MADS-box tipo MICKC presentan al menos un intrén mayor a 500 pb, a excepcion
de APETALA3 y AGL15. El papel en la regulacién de los primeros intrones de esta
familia de factores transcripcionales no se conoce completamente, pero los
estudios de FLC y AGL11, asi como de AG (en este caso el segundo intron)
indican que son importantes para su activacion (Schauer et al., 2009). Por lo tanto,
como se sabe que también participan en su represion epigenética, sera importante
en el futuro conocer mas a profundidad su participacion en la regulacion de los

MADS-box.

7.5. Existen motivos conservados entre el primer intron y la zona intergénica

de AGL19

Con base en los resultados de las construcciones de AGL19::GUS se realizé un
analisis de posibles secuencias reguladoras dentro de la zona intergénica y el
primer intron de AGL19 utilizando la herramienta de Gene Analysis del portal
AthaMap (http://www.athamap.de/search_gene.php) para saber si dichas
secuencias reguladoras pudieran influir en los patrones de expresion diferenciales
de AGL19::GUS entre las dos construcciones utilizadas. Se encontrd la presencia
de posibles sitios de unidn para 26 diferentes familias de factores transcripcionales

tanto en la zona intergénica 5 como en el ler intrén. Dentro de los factores de
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transcripcion que se encontraron que podrian estar involucrados en la regulacién
de AGL19, se encuentran los SPL los cuales estan involucrados en la via de
transicion a la floracion por desarrollo (Wang et al., 2009), asi como también
WRKY12, un factor transcripcional de la familia WRKY(zn), el cual se ha
demostrado que esta involucrado en la transicion a la floracion en condiciones de
SD (Li et al., 2016). Cabe mencionar que la transicién a la floracion no es la Unica
funcién que puede tener AGL19 y de hecho hibridaciones in situ, muestran que
AGL19 se expresa también en primordios de estambres y carpelos (comunicacion

personal Berenice Garcia).

Schonrock et al. (2006) demostraron que hay secuencias en la zona
intergénica 5’ de AGL19 y particularmente al inicio del intron 1 sujetas a regulacion
epigenética por PcG. Interesantemente, 13 de las 26 familias de factores
transcripcionales que se encontraron que poseian sitios de union putativos en la
zona intergénica y primer intron de AGL19, coinciden con las familias de factores
transcripcionales descritas por Xiao et al. (2017), que interactian con secuencias
reguladoras conocidas como Polycomb Response Elements (PRES) en
Arabidopsis (Tabla 3). Los PREs son secuencias reguladoras a las cuales se unen
factores transcripcionales que reclutan componentes de PcG (Xiao et al., 2017).
Por lo que un importante niumero de familias de factores transcripcionales podrian

estar participando en la represion de AGL19, los cuales se enlistan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Factores de transcripcion unidos a PREs en AGL19 que interactian con las
proteinas PcG FIE, MSI1, VRN2, EMF2, CLF y SWN (Modificado de Xiao et al., 2017).

Familia de FTs que interactian con PRC2

C2H2 Zinc Finger

ARR

SBP

NAC

bZIP

LOB/AS2

C2C2-DOF

WRKY

MYB

Como se observa en las fig 11 y 12, la construccion que contiene la region

intergénica, se expresa en menor medida que la que lleva casi exclusivamente el

primer intron. Con base en los datos obtenidos de la busqueda de sitios de union

de factores transcripcionales sobre la zona intergénica de AGL19 y tomando en

cuenta lo reportado por Xiao et al. (2017), los factores de transcripcion que se

unen a la zona intergénica correspondientes a WRKY12, y un factor

transcripcional no identificado tipo TCP, pudieran estar reprimiendo la expresion

del reportero ya que estas familias no se unen al primer intron.

8. Conclusiones y Perspectivas

La acumulacion de los transcritos alternativos de AGL19 esta asociada a
los mismos mecanismos epigenéticos que regulan la expresion del
mensajero canonico.

Los eventos de SA observados en AGL19 son de retencion de intrones y

los intrones incluidos son el 3er y 6to intron.
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Los transcritos alternativos AGL19 son blancos preferenciales de la

regulacion por la via de NMD con respecto al mensajero codificante y UPF1

los regula méas fuertemente que ELF9.

= La expresion de AGL19 en la raiz es transitoria teniendo un pico de
expresion a los 8 dps con base en la expresion de AGL19int::GUS .

= Se requieren de secuencias reguladoras adicionales a la region intergénica
5 y el primer intrén para que se pueda expresar AGL19 en la parte aérea
de la planta.

= El primer intrén de AGL19 funciona como promotor y es suficiente para que
el gen se exprese en la punta de las raices.

= Existen posibles PREs en la region intergénica y el primer intrén de AGL19

a los que se pueden asociar factores transcripcionales que podrian reclutar

al complejo PcG

Un punto importante que destacar de este trabajo es que solo se analizaron los
transcritos generados en el mismo sentido que AGL19, por lo cual seria
interesante estudiar los mensajeros antisentido que pudieran ser generados a
partir del locus de AGL19. Igualmente, para identificar cuéles secuencias
especificas se encuentran incluidas en los transcritos alternativos observados
mediante RT-PCR es necesario secuenciarlos. Para conocer el posible efecto que
tienen los transcritos alternativos de AGL19 en el desarrollo de las plantas, se

podrian sobreexpresar estos cDNAs.
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