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Resumen

Los mecanismos epigenéticos participan en diferentes procesos del desarrollo de las
plantas, siendo fundamentales para los procesos de morfogénesis. Los complejos epigenéticos
Polycomb (PcG) y Trithorax (TrxG) regulan la expresion genética a través de la remodelacién de
la cromatina, mientras que PcG reprime la transcripcion, TrxG regula la activacion transcripcional;
ambos complejos participan en procesos de proliferacion y diferenciacion celular,
reprogramacion celular, en la respuesta a estrés y en la generacion de memoria epigenética. La
represion por PcG se da principalmente a través de la deposicion de la marca de trimetilacion de
la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3), la cual es catalizada por el complejo PRC2 y la
ubiquitinacion de la lisina 121 de la histona H2A (H2AK121ub) catalizada por el complejo PRC1.
De esta manera, PcG regula la represidn transcripcional de un gran nimero de genes homedticos,
dentro de los cuales estdn algunos de los factores de transcripcién tipo MADS-box. En Arabidopsis
thaliana se han descrito mas de 100 genes tipo MADS-box y se han dividido en dos tipos, el tipo
Il agrupa a aquellos cuyas proteinas del dominio MADS tienen una estructura de dominio
modular conocida como MIKC. La gran mayoria de los genes MIKC tienen como caracteristica que
su estructura incluye un intrén largo (<500 pb), que se predice contiene elementos importantes
para su propia regulacién transcripcional, como se ha descrito para el gen FLOWERING LOCUS C
(FLC). Para que PcG reprima a FLC mediante la deposicién de la marca de H3K27me3, se requiere
un recambio de la variante de histona H3.3 por la histona canénica H3.1, ya que se ha reportado
que el enriquecimiento de la variante H3.1 es necesario para mantener un estado
transcripcionalmente silenciado. A pesar de que la diferencia entre la histona candnica H3.1y la
histona H3.3 solo consiste en la sustitucidn de cuatro aminoacidos, es suficiente para que
especificamente se monometile la lisina 27 de la H3.1, marca que sirve de sustrato; para que
posteriormente, sea trimetilada por PcG. Ademas, en esta regulacion se requiere de la unién de
los factores de transcripcion VAL1 y VAL2 (VIVIPAROUS1/ABI3-LIKE) a motivos RY encontrados
dentro del intrén largo de FLC; para que PcG se asocie a este locus. Debido a que un gran nimero
de genes MICK tiene un intrén largo, es interesante conocer si conservan los mismos elementos
y mecanismos similares de regulacidén epigenética. Por lo tanto, en esta tesis se revisd, a través
de andlisis in silico, el papel de las regiones no codificantes de los factores de transcripcién MADS-
box tipo MIKC en su regulacion epigenética. Especificamente, la influencia de motivos RY en la
represion mediada por la maquinaria de PcG, dentro de los intrones largos de dichos factores de
transcripcion. Se encontré una relacion entre niveles altos de marca de H3K27me3, en aquellos
genes MADS-box con dos o més motivos RY dentro de su intrén largo, asi como niveles mayores
de distribucion de la histona H3.1 respecto a la variante de histonas H3.3.
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Introduccion

La morfologia que podemos apreciar en todas las plantas sigue un patrén de control
genético bdsico, y la manera en que éste se coordina, da lugar a una extensa cantidad de formas
y arquitecturas en plantas (McGarry & Ayre, 2012; Poethig, 2003). Ademas, los eventos de
duplicacién del genoma a lo largo de su evolucién han permitido cambios increibles en su
complejidad bioldgica (Della Pina et al., 2014; Cezary Smaczniak et al., 2012). De hecho, los
eventos de duplicacion genética antes de la diversificacion funcional han sido fenédmenos
generalizados con familias de genes que se encargan del desarrollo en organismos (Nam et al.,
2003). A diferencia de conceptos anteriores, la amplia diversidad de formas que vemos en las
plantas no se debe a la existencia de un gran nimero de genes que dan lugar a la formacion de
estructuras particulares, sino a la conservacion de genes importantes para ciertos procesos, asi
como a su regulacion (Della Pina et al., 2014). Estos conceptos han ayudado a pasar de una
perspectiva en la biologia centrada en los genes, a una que se centra en el genoma (Riechmann
& Ratcliffe, 2000) y su regulacidn epigenética.

Estas nuevas perspectivas proveen de condiciones propicias para realizar estudios sobre
aquellas proteinas (i.e. factores de transcripcion) que regulan la expresion génica a través de la
interaccion especifica con elementos en cis de los genes (Gonzalez, 2015), y de proteinas
(factores epigenéticos) que regulan la expresién de los genes a través de regular la estructura de
la cromatina (Lyle, 2014).

Los estudios en plantas han brindado contribuciones fundamentales tanto en el campo de
la genética como en el de la epigenética. El ejemplo mas famoso es el de las leyes de la herencia,
basadas en los trabajos de Mendel con plantas de chicharos (revisado en Gayon, 2016). Ademas,
fue en Marchantia polymorpha en donde se describié por primera vez la distincién entre
eucromatina y heterocromatina (Heitz, 1929), asi como la impronta parental, que fue observada
por primera vez en Zea mays (Arteaga-Vazquez & Chandler, 2010). Caracteristicas distintivas del
desarrollo y morfologia de plantas las hacen Unicas en el estudio de procesos epigenéticos.
Debido a que la linea germinal no se define durante la embriogénesis, si no hasta etapas

posteriores del desarrollo, las modificaciones epigenéticas pueden ser adquiridas por células



meristematicas en respuesta a la interaccién con el ambiente (Pikaard & Scheid, 2014).
Permitiendo que dichas células tengan el potencial de transmitir las nuevas caracteristicas a las
células germinales y a generaciones posteriores (Pikaard & Scheid, 2014). Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis), es una de las plantas mejor estudiadas que cuenta con mayores herramientas para

los estudios genéticos y epigenéticos, por lo que es la especie estudiada en este proyecto.

Arabidopsis como modelo de estudio

Arabidopsis pertenece a la familia Brassicaceae, y las caracteristicas que hicieron a esta
especie una especie modelo involucran tanto rasgos de desarrollo, como estructurales y
genéticos. En su madurez, Arabidopsis presenta hojas pequeiias arregladas en roseta, con un
tallo que presenta un escapo floral. Llega a medir de 30 a 40 cm de altura, aunque el tamafno
depende de las condiciones de crecimiento. Esto permite su facil cultivo en espacios pequefios.
Sus flores miden 3 mm de largo, y consisten en cuatro sépalos alternados a cuatro pétalos.
Después del verticilo de pétalos se encuentran seis estambres y, justo en el centro, un ovario con
dos carpelos. Sus flores normalmente son auto fecundadas antes de la antesis, lo cual dificulta
su fecundacién cruzada, una ventaja para su cultivo en laboratorio. Esto facilita la propagacién e
identificacion de ejemplares mutantes homocigotos entre la progenie de una Unica planta
mutagenizada. Sus frutos (silicuas) contienen de 30-60 semillas en su madurez, y pueden llegar a
sumar miles en un solo ejemplar (Bowman, 2012). El tiempo de floracién depende de un gran
numero de factores (Andrés & Coupland, 2012; Meyerowitz, 1987), por ejemplo, bajo
condiciones de luz continua, a 22 °C, el ecotipo Columbia tarda alrededor de cuatro semanas en
florecer. Debido a su ciclo de vida corto, es facil obtener un gran niumero de generaciones en
poco tiempo (Meyerowitz, 1994).

La raiz es generada a partir de un pequefio nimero de células troncales (también llamadas
iniciales) localizadas en la punta de la raiz. De manera interna a dichas células, y conectandolas
entre si, se encuentra un pequeiio numero de células centrales con baja actividad mitdtica
conocidas como células del Centro Quiescente y que dan origen a las células troncales (Scheres

et al., 2002).



Se han descrito cuatro tipos de células troncales que dan origen a todos los tipos celulares
en la raiz: 1) las células iniciales de la epidermis/cofia lateral que, dan lugar a la epidermis y a la
porcién externa de la cofia, conocida como la cofia lateral; 2) las células iniciales de columela que
se diferencian para formar las células de columela; 3) las células iniciales del cortex/endodermis
gue dan lugar al tejido fundamental; y, por ultimo, 4) el tejido vascular y el periciclo que cuentan
también con sus propias células iniciales. Esta organizacion celular relativamente simple hace a
la raiz un sistema atil para el estudio epigenético del desarrollo en plantas.

El empleo de A. thaliana como especie modelo para investigaciones epigenéticas en
plantas, ha logrado una fusién de estudios clasicos y moleculares de la genética con el desarrollo
de plantas (Meyerowitz, 2001). Esta transicién también ha logrado pasar de una biologia del
desarrollo descriptiva a implementar andlisis que buscan las causas que llevan a un desarrollo
particular (Meyerowitz, 2001). Una estrategia que ha cambiado y permitido un gran avance para
elucidar la manera en que se regula el desarrollo en plantas ha sido la generacion de plantas
mutantes. Las lineas de plantas mutantes en un solo gen (mutantes simples) han sido parte de la
tradicion descriptiva de la biologia del desarrollo, sin embargo, el uso de lineas mutantes en
distintos genes a la vez ha dado paso a la realizacidn de analisis de epistasis (Meyerowitz, 1994).
El genoma nuclear diploide de Arabidopsis es muy pequefio, y consta de alrededor de 140,000
kb, en cinco cromosomas. Por lo tanto, la realizacién de librerias de fragmentos cromosomales
es relativamente facil, que facilita la realizacion de ciertos procedimientos de clonacién (Bevan
& Walsh, 2005; Meyerowitz, 1987)(Meyerowitz, 1987). Asi, Arabidopsis se ha convertido en un
modelo para la investigacion epigenética debido a la disponibilidad de plantas mutantes casi para
cada uno de sus genes, a su amplia variacion natural, a la informacién sobre la secuencia del
genoma de numerosas accesiones, y a una gran cantidad de datos disponibles de expresion y de

marcas de cromatina a lo largo del genoma (Pikaard & Scheid, 2014).

Regulacidon epigenética

La informacidn genética se encuentra organizada, dentro del nicleo en células eucariontes,

en una estructura altamente conservada conocida como cromatina (Fischle et al., 2003). La



cromatina, es capaz de reordenarse al momento de percibir sefales tanto internas como externas
en procesos como la replicacién del DNA, el ciclo celular, eventos de recombinacién, la
coordinacidn espacial y temporal de la expresién de genes para el control homeostatico,
desarrollo bajo condiciones de estrés, y la reparacion del DNA (Fischle et al., 2003; Kim et al.,
2015). Se distinguen dos organizaciones principales de la cromatina: eucromatina, relajada y
transcripcionalmente activa, y heterocromatina, compacta y transcripcionalmente inactiva. La
mayoria de los genes se encuentran localizados en regiones de eucromatina, donde pueden ser
transcritos, mientras que las regiones de heterocromatina estan enriquecidas en regiones que
deben de permanecer transcripcionalmente silenciadas (e.g. regiones con elementos
transponibles, centrémeros y telomeros) (Dogan & Liu, 2018).

La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma. Este consiste en 147 pares de
bases (pb) de DNA enrolladas alrededor de un octamero de proteinas llamadas histonas, formado
por dos subunidades de H2A, dos de H2B, dos de H3 y dos de H4 (Fig. 1). En este nivel de
empaquetamiento, la cromatina forma un collar de perlas (Fischle et al., 2003; Luger et al., 1997).
A su vez, las histonas de clase 1 (H1) se asocian al DNA entre los nucleosomas simples para
establecer el siguiente nivel de organizacién, llamado solenoide (Dogan & Liu, 2018; Fischle et
al.,, 2003; Luger et al., 1997). La conformacion de la cromatina no es simplemente una
herramienta de compactacidn, sino que se ajusta de forma dindmica ante senales necesarias para
programar las vias celulares adecuadas (Margueron & Reinberg, 2010), a través de la regulaciéon
de la expresion génica. Este reordenamiento de la cromatina y su asociacidn con la regulacién de
la expresidn génica ha llevado a definir a la epigenética como el estudio de aquellos mecanismos
que provocan cambios en la expresion de los genes, que son heredados de forma mitética y/o
meidtica, y que no involucran un cambio en la secuencia de DNA (Sanchez et al., 2015). Entre
dichos mecanismos se encuentran la metilaciéon del DNA, la regulacién por RNAs no codificantes,

y modificaciones postraduccionales de histonas (Fig. 1) (Margueron & Reinberg, 2010).
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Fig. 1. Esquema tomado de Margueron & Reinberg (2010), sobre la composicién de los nucleosomas,
asi como las modificaciones y condiciones que definen a los distintos estados de la cromatina.

Las modificaciones postraduccionales de las histonas tienen un impacto sobre la expresién
génica, no solo por la combinacion de modificaciones postraduccionales que pueda tener un
nucleosoma, sino por las variantes de histonas que conforman los nucleosomas. Esto es debido
a que algunas variantes de histonas determinan el tipo de modificaciones postraduccionales que
puedan ocurrir en las mismas (Fischle et al., 2003). Para entender la importancia que tienen las
variantes de histonas sobre la regulacion epigenética mediada por las modificaciones

postraduccionales de las histonas, es necesario primero conocer sus variantes.

Variantes de histonas

Las histonas estan altamente conservadas entre los organismos eucariontes, sin embargo,
existen variantes no alélicas de las histonas H2A, H3 y H1 con modificaciones como sustituciones

de aminoacidos y/o cambios en la cantidad de intrones (Foroozani et al., 2022) (Fig. 2). El genoma



de Arabidopsis codifica para cuatro tipos principales de variantes de H2A: H2A, H2A.X, H2A.Z y
H2A.W. Por otro lado, la familia H3 contiene tres tipos principales de variantes: H3.1, H3.3, y
CenH3 (Jiang & Berger, 2017b), siendo CenH3 la variante mds divergente del resto, y, como su
nombre lo indica, es depositada en centromeros, siendo esencial para la divisién nuclear (Ravi et
al.,, 2011). En este trabajo me enfocaré en las variantes H3.1 y H3.3, las cuales Unicamente
difieren en cuatro aminodcidos en la posiciones 31, 41, 87, y 90 (Cui et al., 2015; Foroozani et al.,
2022; Jiang & Berger, 2017b). Estas diferencias crean un sesgo preferencial entre H3.1 y H3.3
sobre sus modificaciones postraduccionales en los dominios amino-terminales (Cui et al., 2015;

Jiang & Berger, 2017b).

Q EHCenH3
[ H33 Heterocromatina
[ H2A.Z Heterocromatina facultativa
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Fig. 2. Esquema modificado de Foroozani et al. (2022), sobre las variantes de histonas y su distribucién
en la cromatina de plantas. A) Diagrama de un cromosoma, mostrando la distribucién de los
principales estados de la cromatina y las variantes de histonas asociado con cada uno. B)
comparacion entre las variantes de histonas y sus contrapartes candnicas. Las regiones en las
secuencias donde existen diferencias entre variantes y tipos candnicos se resaltan en forma de
cajas.

Caracteristicas de la histona H3.1
La histona H3.1 se caracteriza por presentar las siguientes sustituciones de aminodcidos

respecto a la variante H3.3: Ala3?, Phe*!, Ser®’y Ala®® (Fig. 2b) (Jiang & Berger, 2017b). Su



expresion es dependiente de la replicacion, tiene un pico madximo antes de la fase S del ciclo
celular y, posteriormente, es reprimida al completar la replicacién del DNA (Cui et al., 2015). La
deposicion de esta variante es mediada por el complejo Chromatin Assembly Factor 1 (CAF1),
gue trabaja en conjunto con la maquinaria de replicacion, siendo depositada mayormente
durante la fase S del ciclo celular (Jiang & Berger, 2017b; Ramirez-Parra & Gutierrez, 2007). Se ha
demostrado que la deposicién de H3.1 en el proceso de replicacion del DNA facilita el
restablecimiento de diferentes niveles en las marcas de represién de la histona H3 (ie.
H3K27me3: trimetilacidn de la lisina 27 en la histona H3) tras la deposicidn de esta variante. La
alanina en la posicién 31 (Ala3?) de la variante H3.1 permite que su lisina 27 sea monometilada,
gracias a la actividad de las metiltransferasas ARABIDOPSIS TRITHORAX-RELATED PROTEINS
(ATXR5) y ATXR6; esto provoca que la marca de H3K27me3 disminuya drasticamente durante
este periodo pero que sus niveles sean restaurados posteriormente durante la fase G2 del ciclo
celular (Jiang & Berger, 2017a). Se ha observado que tanto la eucromatina como la
heterocromatina estan marcadas por variantes distintas de histonas (Jiang & Berger, 2017b). La
variante H3.1 ha sido asociada a regiones transcripcionalmente reprimidas tanto para
eucromatina como para heterocromatina (regiones pericentroméricas). Su distribucién en ambos
tipos de cromatina, sugiere que cumple una funcidn de soporte estatico a la cromatina (Jiang &

Berger, 2017b; Stroud et al., 2012; Wollmann et al., 2012).

Caracteristicas de la variante H3.3
La variante de histonas H3.3 se caracteriza por tener las siguientes sustituciones de

aminodcidos respecto a la variante H3.1 : Thr3?, Tyr*!, His®”y Leu®° (Fig. 2b) (Jiang & Berger,
2017b). A diferencia de la variante H3.1, la deposicidén de la variante H3.3 es independiente de la
replicacion. Este tipo de variante se mantiene expresada constitutivamente a lo largo del ciclo
celular (Cui et al., 2015). Su deposicion es mediada por el complejo Histone regulator A (HIRA)
(Nie et al., 2014), y su patrén de localizacidn en genes se correlaciona con la localizacién de la
RNAPII (RNA Polimerasa Il), en los sitios de inicio de la transcripcidn pero también presenta picos
hacia el sitio de término de la trascripcion (TTS) de los genes (Jiang & Berger, 2017b). Se piensa

gue, como histona de reemplazo, H3.3 es ensamblada en el nucleosoma después de la elongacién



por la RNAPII, que activamente desorganiza nucleosomas durante la transcripciéon. H3.3 se
encuentra mas relacionada a regiones transcripcionalmente activas (eucromatina), y es
principalmente enriquecida en el extremo 3’ de los genes (Stroud et al., 2012). De esta manera,
la represidn transcripcional estd asociada a la reduccién en los niveles de H3.3 cerca del TTS de
los genes, mientras que la activacién transcripcional se relaciona con el aumento de H3.3 en el
TTS (Jiang & Berger, 2017b; Probst et al., 2020). Esto fue observado en el proceso de desarrollo
del meristemo apical aéreo (SAM, por sus siglas en inglés) y primordios de hojas (Wollmann et
al., 2012). Por otro lado, el cambio en la proporcién de H3.1/H3.3 a lo largo del eje longitudinal
de la raiz de Arabidopsis ha sido asociado a distintas tasas de proliferacion celular (Otero et al.,
2016). En células del meristemo apical de la raiz (RAM, por sus siglas en inglés), durante la fase
G2 del ciclo celular, antes de entrar a la etapa de diferenciaciéon, ocurre un intercambio
importante de la variante H3.1 por la H3.3 de manera general en la cromatina (Otero et al., 2016).
Dicha dindmica de reemplazo entre las variantes de histonas sugiere que presentan una funcién
importante en nuevos programas de expresion durante el desarrollo y diferenciacidn,
probablemente facilitando cambios globales en la estructura de la cromatina y modificaciones
de histonas (Otero et al., 2016; Stroud et al., 2012; Wollmann et al., 2012).

La treonina en la posicién 31 (Thr3!) de H3.3 inhibe la actividad de ATRX5 y ATRX6, mientras
que la Ala de H3.1 no. El evadir estas marcas de represién podria contribuir a la proteccién de
regiones transcripcionalmente activas, ocupadas por H3.3, contra el silenciamiento (Jiang &

Berger, 2017b).

Modificaciones postraduccionales de histonas

Las histonas centrales (H2A, H2B, H3, H4) presentan dominios amino-terminales flexibles
gue sobresalen hacia la parte externa del nucleosoma, asi como dominios globulares carboxilo-
terminales que forman el andamio de los nucleosomas (Lyle, 2014). Se ha demostrado, que los
dominios amino-terminales de las histonas H3 y H4 juegan un papel importante en la
estabilizaciéon de un estado compacto de la cromatina mediando interacciones de atraccion

internucleosomal. Esto indica que, las modificaciones quimicas en los residuos de histonas



pueden alterar la estructura de la cromatina para regular la transcripcién de genes (Arya &
Schlick, 2009).

Las modificaciones postraduccionales de las histonas en sus dominios amino-terminales se
producen en residuos de lisina (K) que se pueden acetilar, metilar y ubiquitinar; en residuos de
serina (S) y treonina (T) que pueden ser fosforilados; y en residuos de arginina (R) que se pueden
metilar (Fig. 3) (Fischle et al., 2003; Kim et al., 2015). A pesar de que las modificaciones
postraduccionales de histonas se han correlacionado con funciones definidas, es en realidad la
combinacién de dichas marcas postraduccionales ya sea en una histona, un nucleosoma, o
dominios de nucleosomas, las cuales establecen patrones globales de modificaciones a la
cromatina que pueden especificar funciones Unicas (Fischle et al., 2003; Kim et al., 2015;

Margueron & Reinberg, 2010).
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Activacion transcripcional por Trithorax
Las proteinas TrxG son aquellas que presentan funciones antagonistas a las de las proteinas

PcG, siendo capaces de excluir la represion por PcG, por lo que es asociada a la activacion
transcripcional (Fletcher, 2017). Se han identificado un gran nimero de proteinas con la funcion
de TrxG en Arabidopsis. Algunas de las proteinas mas estudiadas son: ARABIDOPSIS TRITHORAX1
(ATX1) y SET DOMAIN GROUP2 (SDG2), ambas metiltransferasas; asi como la proteina de unién
a DNA con dominio SAND, ULTRAPETALA1 (ULT1) (Kohler & Hennig, 2010; Ornelas-Ayala et al.,
2021; Sanchez et al., 2015). El mecanismo de funcién de las proteinas TrxG no ha sido bien
descrito hasta ahora, sin embargo, se ha descrito su importancia para diversos procesos en el

desarrollo de Arabidopsis.



Las proteinas ATX1 y SDG2 tienen actividad metiltransferasa, y establecen la trimetilacién
de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4me3), una de las modificaciones de histonas asociadas a
regiones transcripcionalmente activas (Alvarez-Venegas et al., 2003). De las metiltransferasas,
SDG2 ha sido reportada como la principal responsable de la deposicidn de la marca de H3K4me3
en Arabidopsis (Guo et al., 2010). Por otro lado, los dominios SAND son capaces de unirse al DNA,
y se ven involucrados en la regulacion transcripcional asociada a la cromatina. De esta manera,
es posible que ULT1 reclute a ATX1 a sitios especificos para establecer la marca de H3K4me3 y
eventualmente llevar a cabo la activacién transcripcional (Xu et al., 2018). Esto ha sido reportado
en la parte aérea de Arabidopsis, donde ATX1 regula la transcripcion de factores de transcripcién
MADS-box, tales como APETALA1 (AP1), AGAMOUS (AG), PISTILATA (Pl) y APETALA3 (AP3),
durante la transicion a la floracion y la determinacion de meristemos florales (Alvarez-Venegas
et al., 2003; Carles & Fletcher, 2009).

Con respecto a ULT1, esta reportada su funcién independiente de ATX1 en la organizacion
del nicho de células troncales (SCN, por sus siglas en inglés) del RAM y en la regulacién de genes
involucrados en la seiializacién de auxinas en la raiz (Ornelas-Ayala et al., 2020). Debido a que
SDG2 también se ha descrito como importante para el mantenimiento del SCN en la raiz principal,
asi como en el establecimiento del SCN en raices laterales (Yao et al., 2013), se cree que podria
encontrarse formando un complejo con ULT1 para llevar a cabo sus funciones (Guo et al., 2010;
Ornelas-Ayala et al., 2020). Ademas, ha sido comprobada la interaccidon de ULTI1 con EMF1, una
proteina componente del subcomplejo PRC1 de PcG (Xu et al., 2018). Se ha propuesto que la
interaccidon de ULT1 con ATX1 promueve la formacién de un complejo con el subcomplejo PRC2
(Polycomb Repressive Complex2) de PcG a través de EMF1, para mantener las marcas de
H3K27me3 de represion (Xu et al., 2018). Esto podria indicar que el resultado transcripcional final
en genes involucrados en el desarrollo depende del balance entre la accién de las proteinas PcG
y TrxG junto con activadores transcripcionales (Kéhler & Hennig, 2010; Ornelas-Ayala et al.,

2021).



Represidn transcripcional por Polycomb
La represién de la transcripcion por PcG se da a través de la trimetilacion de la lisina 27 de

la histona H3 (H3K27me3), la cual es catalizada por el subcomplejo PRC2; y de la ubiquitinacién
de la lisina 121 de la histona H2A (H2AK121Ub), que es catalizada por el subcomplejo PRC1
(Polycomb Repressive Complex1) (Kralemann et al., 2020; Sanchez et al., 2015). El complejo PRC1
esta conformado por las enzimas (ubiquitintransferasas) AtRING1a/b y AtBMla/b/c, y por las
proteinas LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1) y EMBRYONIC FLOWER1 (EMF1) que
reconocen la marca de H3K27me3 (Molitor & Shen, 2013). Sin embargo, debido a la interacciéon
qgue se ha probado de LHP1 y EMF1 con proteinas de PRC2, recientemente, algunos autores
sugieren que estas dos proteinas forman parte de PRC2 (Baile et al., 2022).

El subcomplejo PRC2, estd conformado por al menos una de las tres histonas
metiltransferasas CURLY LEAF (CLF), SWN (SWINGER) y MEDEA (MEA) descritas en plantas; y por
las proteinas accesorias FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) y MULTICOPY
SUPPRESSOR OF IRA1 (MSI1) que conforman el nucleo del complejo, las cuales pueden
interaccionar con VERNALIZATION (VRN2), EMBRYONIC FLOWER2 (EMF2) o FERTILIZATION
INDEPENDENT SEED (FIS2) para formar al menos tres complejos tipo PRC2: EMBRIONIC FLOWER
(EMF), VERNALIZATION (VRN), y FERTILIZATION INDEPENDENT SEED (FIS) (Hennig et al., 2005;
Kohleret al., 2003; Kohler & Hennig, 2010). Estos complejos participan en distintas etapas del
desarrollo de Arabidopsis, aunque comparten genes blanco. Esto sugiere que las proteinas de
PcG en plantas reprimen programas genéticos requeridos en estadios particulares del desarrollo
(Kohler & Hennig, 2010). El complejo FIS, por ejemplo, es importante para el silenciamiento
génico que ocurre durante el desarrollo del gametofito femenino y la maduracién de la semilla
(Kohler, Hennig, Bouveret, et al., 2003), mientras que el complejo EMF regula algunos de los
mismos genes blanco del complejo FIS, durante el desarrollo del esporofito (Hennig et al., 2005).
Por ultimo, el complejo VRN participa durante un proceso denominado vernalizacion, donde
actua para silenciar la transcripcion de genes represores de la transicion a la floracion (Baulcombe
& Dean, 2014; Derkacheva et al., 2013).

El establecimiento de la marca de H3K27me3 en el locus de un gen activo, en respuesta a

una senal rio arriba, es llevado a cabo a través de tres fases distintas (Menon et al., 2021). La



primera fase consta de la actividad de PRC2, mediada por proteinas accesorias, dirigida a una
region especifica dentro del locus, conocida como region de nucleacién, donde se establece Ia
marca H3K27me3. En la segunda fase, el pico de nucleacién de H3K27me3 puede extender esta
marca a lo largo de todo el locus, llevdndolo a un estado de silenciamiento heredable de forma
mitética. Durante la tercera fase, las proteinas accesorias se retiran de la region de nucleacién,
dejando un estado epigenético perpetuado en el locus, donde H3K27me3 es mantenida por la
retroalimentacion de proteinas lectoras del complejo PRC1 y escritoras de PRC2 (Menon et al.,
2021; Molitor & Shen, 2013). Sin embargo, la actividad de silenciamiento transcripcional de PRC1,
a través de la marca de H2AK121Ub, también se ha encontrado independientemente de PRC2,
asi como se han encontrado interacciones cruzadas entre miembros de los complejos (e.g.
AtRING1A-CLF, LHP1-EMF2, EMF1-MSI1, MSI1-VRN2) (Wang & Shen, 2018). Esto ha llevado a
cuestionar el orden de reclutamiento y la separacion de acciones entre los complejos para el
silenciamiento de PcG.

Un gran nimero de factores de transcripcidon importantes para el desarrollo son blancos de
PcG (Lafos et al., 2011; Truskina et al., 2021; Zhang et al., 2007). Algunos de estos factores de
transcripciéon se encuentran dentro de las familias MADS-box, WOX, HOMEOBOX, YABBY, entre

otros (Kéhler, Hennig, Spillane, et al., 2003; Sanchez et al., 2015; Schonrock et al., 2006).
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Fig. 4. Resumen de los procesos del desarrollo en los que participan los grupos de reguladores
epigenéticos Polycomb (PcG) y Trithorax (TrxG).



Factores de transcripcion MADS-box

La superfamilia de factores de transcripcion MADS-box se encuentra conservada en todos
los reinos de organismos vivos, y participan en varios procesos de desarrollo de animales y
plantas (Cezary Smaczniak et al., 2012). Estos factores de transcripcion participan en todos los
procesos de desarrollo de las plantas, donde un gran nimero son esenciales para la formacién
de drganos, el control del tiempo de floracidén y el mantenimiento de la identidad meristematica
(Fig. 5) (Ng & Yanofsky, 2001).

En plantas, la superfamilia de estos factores de transcripcién ha diversificado a partir de
multiples eventos de duplicaciones y triplicaciones del genoma entero, asi como eventos
especificos de duplicacién de genes (Zhao et al., 2017). La familia de genes MADS-box est3
formada por mas de 100 genes en plantas superiores, y esta dividida en dos tipos, basado en la
estructura de sus dominios proteicos (Gramzow & Theissen, 2010; C. Smaczniak et al., 2012).

Se consideran de tipo | a aquellos que cuentan Unicamente con una secuencia de DNA de
alrededor de 180 pb que codifica para el dominio MADS. El tipo Il agrupa a aquellos cuyas
proteinas del dominio MADS tienen una estructura de dominio modular conocida como MIKC. El
dominio modular MIKC es conformado por un dominio MADS de unién a DNA localizado en el
extremo N-terminal, seguido de las regiones | (Intervening) y K (keratin-like), las cuales son
importantes para la formacion de complejos, y, finalmente, un dominio C-terminal altamente
variable involucrado en la formacion de complejos con proteinas y regulacién transcripcional
(Cezary Smaczniak et al., 2012). A su vez, los genes pertenecientes al tipo MIKC se clasifican en
dos grupos: MIKC® y MIKC*. Esta tltima clasificacion se debe a la alteracion de la estructura del
dominio K en la proteina. En Arabidopsis thaliana han sido descritos 45 genes MADS-box tipo
MIKC, de los cuales Unicamente 5 pertenecen a al tipo MIKC*. A excepcion de AP3 y AGL15, los
genes MIKC® tienen como caracteristica que su estructura incluye un intrén largo (<500 pb).
Estos intrones largos parecen contener elementos importantes para su regulacidn
transcripcional. Su relevancia ya ha sido descrita para genes como FLOWERING LOCUS C (FLC) en
el proceso de transicidon a la floracion, AGAMOUS y SEED STICK, en la formacion de gametofitos

(Kooiker et al., 2005; Sieburth & Meyerowitz, 1997; W. Yuan et al., 2016), mientras que para otros



como AGL6 y AGL13, también en la formacién de gametofitos, solamente ha sido predicha

(Schauer et al., 2009).
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Fig. 5. Esquema modificado de C. Smaczniak et al., (2012), sobre las funciones de genes MADS-box a
lo largo del ciclo de vida de Arabidopsis.

Los MADS-box reconocen y se unen a motivos de DNA conocidos como cajas CArG (Cezary
Smaczniak et al., 2012). La secuencia de la caja consenso candnica esCC(A/T)gGG, sin embargo,

existen varios motivos variantes con secuencias como CC(A/T),GG o CC(A/T)gGG, los cuales



también son reconocidos por el dominio MADS de estos factores de transcripcidn (Aerts et al.,
2018). Ademas, se ha observado que la presencia de adeninas seguidas de la secuencia consenso
presenta una mayor probabilidad de unién de un MADS-box (Aerts et al., 2018). Se cree que
existen propiedades adicionales a las cajas CArG que permiten a estos factores de transcripcion
unirse en sitios especificos y regular de manera diferencial procesos fisiolégicos y del desarrollo
(Aerts et al., 2018; Folter & Angenent, 2006).

La distancia entre cajas CArG, asi como la posible presencia de motivos hibridos, podrian
ser caracteristicas importantes para su unién. La interaccion de los MADS-box formando
heterodimeros y heterotetrdmeros es comun, y el espacio entre las cajas CArG podria explicar
gue estos se unan en regiones regulatorias en cis distintas dependiendo del acomodo y distancia
de estos motivos entre si, como se ha observado para los genes SEPALLATA (Jetha et al., 2014).
Ma3s alla, estd la posibilidad de la existencia de motivos de unién hibridos, ya sea que esta unidn
sea cooperativa y se requiera la presencia de ambos factores para una unién dptima, o que se
lleve a cabo competencia por el sitio, lo que provocaria una regulacion diferencial dependiendo

del factor de transcripcién unido (Aerts et al., 2018).

Funcidn de los genes MADS-box en el desarrollo

Los MADS-box tienen funciones de genes homedticos, lo que significa que trabajan como
genes de identidad de drganos (Becker & TheiBen, 2003; Cezary Smaczniak et al., 2012). Esta
funcién ha sido ampliamente estudiada durante el desarrollo de los érganos florales (Alvarez-
Buylla et al., 2010). Ademads de sus funciones como genes homedticos, algunos MADS participan
dentro de la red de tiempo de floracidon, donde censan las condiciones ambientales para reprimir
o promover la transicién de meristemos vegetativos a reproductivos (Becker & TheiRen, 2003).
También hay MADS-box involucrados en procesos posteriores de formacién adecuada de frutos
(Gu et al., 1998) y semillas (Becker & TheiBen, 2003), en el desarrollo de hojas (Alvarez-Buylla,
Pelaz, et al., 2000; Gu et al., 1998) y en el desarrollo de raiz (Alvarez-Buylla et al., 2019)



Papel de los MADS-box en el desarrollo de la raiz
Los MADS-box tipo MIKC participan en todas las etapas del desarrollo de la raiz de

Arabidopsis (Alvarez-Buylla et al., 2019). Dichos procesos del desarrollo de la raiz pueden
dividirse en aquellos relevantes para la arquitectura de la raiz principal, y aquellos importantes
para la diferenciacion de las raices laterales (Fig. 6) (Alvarez-Buylla et al., 2019). Cerca de la mitad
de los genes MADS tipo MIKC son expresados en la raiz (Parenicova et al., 2003), de los cuales
una gran parte se desconoce su papel en el desarrollo. En los ultimos afios se han identificado
genes MADS-box de expresion preferencial en raiz pertenecientes a los clados AGAMOUS (AG),
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1, ARABIDOPSIS NITRATE REGULATED1 (ANR1)
y AGAMOUS-Like18 (AGL18) (Alvarez-Buylla, Liljegren, et al., 2000). Especificamente, ANRI,
XAANTAL 1 (XAL1/AGL12), XAANTAL 2 (XAL2/AGL14), AGL17, AGL21, AGL79, AGL42, AGL1S6,
AGL17 y AGL18 presentan expresion preferencial en el RAM respecto al SAM (Gan et al., 2005;
Nawy et al., 2005).
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Fig. 6. Esquema modificado de Alvarez-Buylla et al. (2019), sobre los mecanismos de desarrollo y
procesos de diferenciacién de tejidos de la raiz en los que intervienen los factores de
transcripcion MADS-box.



Por su parte, en el laboratorio se ha encontrado que XAL1/AGL12 participa durante los
eventos que dan lugar al patrén celular caracteristico de la raiz, especialmente en las etapas de
proliferaciéon y la transicion a la diferenciaciéon (Garcia-Cruz et al., 2016; Tapia-Lépez et al., 2008).
Esto mediante la regulacién de la tasa de proliferacidn celular, asi como la elongacion celular, y
modulando la duracién del ciclo celular (Garcia-Cruz et al., 2016; Tapia-Lopez et al., 2008). La
actividad de XAL2/AGL14 también es necesaria para el desarrollo normal de la raiz y el
establecimiento correcto del Centro Quiescente y del nicho de células troncales (Garay-Arroyo
et al., 2013). Especificamente, XAL2/AGL14 participa en la regulacién del transporte y
distribucién de auxinas a lo largo de la raiz, a través de la regulacion de los transportadores PIN1

y PIN4 (Garay-Arroyo et al., 2013).

Importancia del intrén largo en la regulacién de un MADS-box
FLC

El mecanismo de regulacion del factor de transcripcion FLC es un ejemplo de regulacion
epigenética ampliamente estudiado en Arabidopsis, en donde intervienen factores epigenéticos
como TrxG, PcG y RNAs largos no codificantes (Whittaker & Dean, 2017). En esta regulacion
epigenética de FLC, su intrén largo de cerca de 3.5 kb, tiene un papel fundamental para su
regulacidn epigenética ya que contiene regiones importantes para llevar a cabo la nucleaciéon de
la marca de H3K27me3 (Fig. 7) (Questa et al., 2016; W. Yuan et al., 2016). Su regulacion ha sido
principalmente estudiada en un proceso importante para la adecuaciéon de algunas variantes
naturales de esta especie, conocido como vernalizacion. FLC es un gen encargado de la represion
de la floracién durante el desarrollo vegetativo de algunas variantes naturales de Arabidopsis.
Cuando estas variantes son expuestas a bajas temperaturas por un periodo de tiempo
determinado, es decir se vernalizan, FLC se reprime mediante mecanismos epigenéticos de tal
manera que cuando la temperatura regresa a valores mas calidos se da la floracién. Es decir que,
para dar paso a la transicidn a la floracidn, es necesaria la represion de FLC a través de las marcas
depositadas por PcG (Berry & Dean, 2015; Coustham et al., 2012). En algunas variantes naturales

de Arabidopsis, que crecen en zonas con inviernos extremadamente frios, la regulacion de FLC



permite que las plantas desarrollen sus érganos vegetativos en otofio y durante el invierno, las
temperaturas bajas inducen la represidon de FLC, de tal manera que cuando llega la primavera

puedan desarrollar sus flores y con ello aseguren su descendencia (Berry & Dean, 2015).

Regulacidn epigenética de FLC
La represidn de cada copia de FLC es llevada a cabo de manera independiente mediante las

proteinas PcG, y ocurre en dos pasos principales: 1) nucleacién de la marca de H3K27me3y 2) el
esparcimiento de la marca H3K27me3 a lo largo del locus entero de FLC (Menon et al., 2021; Yang
et al., 2017). En la primera parte de esta regulacidon resalta el papel que tiene el primer intrén
largo de FLC, que es el mas largo de los MADS-box tipo MIKCC, con cerca de 3.5 kb, y que contiene
regiones de gran importancia para su regulacién epigenética (Qliesta et al., 2016; W. Yuan et al.,

2016).

FLC

I Exén P H2AK121Ub ’ H3K27me3 ‘ Nucleosomas con‘Nucleosomas con

B Motivo RY %Marca de cromatina accesible [ hoREHES & histona a1

Intrén de 3.5 Kb

Fig. 7. Esquema con la estructura del gen FLCYy la regulacién negativa donde intervienen los factores
de transcripcion VAL1 y VAL2. En a) se representa la estructura de la cromatina de FLC cuando
se encuentra transcripcionalmente activo. En b) estd representado el reclutamiento de las
magquinarias PRC2 y PRC1 por parte de los fatores de transcripcion VAL1 y VAL2.



La regién de nucleacién de la marca H3K27me3 abarca aproximadamente tres
nucleosomas, sobre el exdn uno y el inicio del primero intrén. Los procesos de nucleacion y
cambio de un estado de activacién a uno de represion son de naturaleza estocastica, lo que
significa que diferentes copias del gen FLC cambian a distintos tiempos, y que la porcidn de copias
del gen que son nucleadas por PRC2 incrementan durante la exposicion al frio (Menon et al.,
2021). Variaciones en cis de esta region, en diferentes accesiones de Arabidopsis, modulan el
requerimiento del tiempo de vernalizacidn necesario para llevar a cabo el silenciamiento del gen
(Coustham et al., 2012). Dentro de la porcion de la regidn de nucleacién encontrada en el primer
intron de FLC, se ha descrito la presencia de dos motivos tipo Sph/RY (5’-TGCATG-3’) (Fig. 7), los
cuales son reconocidos por dominios de unién a DNA tipo B3 (Quiesta et al., 2016; W. Yuan et al.,
2016). A este elemento se le ha otorgado el nombre de Cold Memory Element (CME), debido a
gue es requerido para el mantenimiento estable del silenciamiento del gen, funcionando como
memoria celular de exposicidn previa a condiciones de frio (W. Yuan et al., 2016). Se ha probado
la interaccién directa de VIVIPAROUS1/ABI3-LIKE 1 y 2 (VAL1 y VAL2), dos factores de
transcripcién pertenecientes a la familia LAV B3, con los motivos RY (Fig. 7) (Wu et al., 2018), de
los cuales previamente se conocia su funcién como represores de genes de maduracion de la
semilla durante etapas del desarrollo de plantulas de Arabidopsis (Tsukagoshi et al., 2007).

A diferencia de Drosophila o mamiferos, donde se conoce mas sobre la manera en que la
maquinaria de PcG reconoce a sus loci blancos, en plantas todavia no se tiene claro un
mecanismo de reconocimiento y que éste sea generalizado. Sin embargo, las proteinas VALl y
VAL2 podrian ejemplificar un mecanismo de reconocimiento y reclutamiento de PcG a sus genes
blanco (L. Yuan et al., 2021). Las mutantes de pérdida de funcidn simples y dobles vall y val2
presentan niveles bajos de la marca H3K27me3 sobre FLC durante y posterior a la vernalizacién
(Sasnauskas et al., 2018; L. Yuan et al.,, 2021). De la misma manera, la deposicion vy
mantenimiento de la marca H3K27me3 se ve reducida sobre el locus de FLC al realizar mutaciones
simples sobre la secuencia de los motivos RY, puesto que los dominios B3 en ambas proteinas
son altamente especificos en el reconocimiento de sus motivos (Sasnauskas et al., 2018).
Conjuntamente al dominio B3, de unién a DNA, VAL1 VAL2 también cuentan con un dominio EAR

de represion transcripcional, y dos dominios de unidn a histonas: un dominio CW y un dominio



PHD-L (Wu et al., 2018). El dominio EAR es capaz de interactuar fisicamente con la proteina
AtSAP18, quién regula el reclutamiento de la deacetilasa de histonas HDA19, ademds de ser una
subunidad del complejo ASAP (Quiesta et al., 2016). El dominio PHD-L reconoce el estado de
metilacion de la histona H3 a través de interacciones con las marcas de H3K27me2 y H3K27me3
(W. Yuan et al., 2016). Ademads, el homdlogo de la proteina RING de PRC1, AtBMI1A, también se
comprobd que interactua in vivo con VAL1 y VAL2 (Fig. 7) (Questa et al., 2016). Asimismo, se ha
probado Ila interaccién de VALl y VAL2 con el componente de Polycomb LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1), y las subunidades cataliticas de PRC2 SWINGER (SWN) y
CURLY LEAF (CLF) (Fig. 7) (Questa et al., 2016; L. Yuan et al., 2021).

Las multiples interacciones en las que participan los factores de transcripcién VAL1 y VAL2
permiten proponer mecanismos por los que se lleva a cabo el silenciamiento transcripcional de
FLC por parte de PcG. Se propone que, una vez unidas a los motivos RY en el CME de FLC, VALl y
VAL2 reclutan a LHP1. LHP1 a su vez es capaz de interactuar con MSI1 (Derkacheva et al., 2013),
componente de PRC2, reclutando a PRC2 para llevar a cabo la deposicidon de la H3K27me3. En
conjunto con los complejos SWN/CLF-PRC2, VALl y VAL2 se pueden asociar a PRC1 y/o a
complejos de desacetilasas de histonas para facilitar el esparcimiento de la marca por PRC2 a lo
largo del gen (Questa et al., 2016; Sasnauskas et al., 2018; Wu et al., 2018; L. Yuan et al., 2021;
W. Yuan et al., 2016). Ademas, el proceso de mantenimiento del silenciamiento transcripcional
mediante la H3K27me3 requiere el recambio de la variante H3.3 por la variante H3.1. Como se
mencioné anteriormente, la variante H3.1 es depositada durante la replicacion de DNA, y es
necesaria debido a la monometilacién preferencial en la K27 (H3K27mel) que llevan a cabo
ATRX5/6, proveyendo un sustrato que puede ser metilado rapidamente por PRC2 para mantener
los niveles necesarios de H3K27me3 (Fig. 7) (Jiang & Berger, 2017a).

La conservaciéon de una estructura génica similar a lo largo de los factores de transcripcién
MADS-box tipo MIKC (Parenicova et al., 2003), asi como la importancia de su correcta regulacion
transcripcional para llevar a cabo sus funciones durante el desarrollo de Arabidopsis (Ng &
Yanofsky, 2001), podria indicar que también se conserva la regulacién transcripcional en cis en la
cual, se ve involucrada la presencia de motivos RY, en esta subfamilia de factores de

transcripcién. Datos previos obtenidos en el laboratorio (Alejo-Vinogradova, 2020; Vega-Ledn,



2018) han demostrado la regulacién mediante la maquinaria de PcG de una serie de MADS-box
en la raiz de Arabidopsis. La mutante de pérdida de funcidn de la histona metiltransferasa CLF
(clf-29) muestran un aumento en la expresién de los MADS-box AGL17, AGL19, FLCy XAL2/AGL14
(Vega-Ledn, 2018), lo que concuerda con la actividad represora de PcG. Al mismo tiempo, AGL17,
AGL19, AGL42, y XAL2/AGL14 aumentan su expresidon en la mutante de pérdida de funcidn de
LHP1 (/hp1-6), la lectora de la H3K27me3, debido a que son blancos directos de la maquinaria de
PRC1 (Alejo-Vinogradova, 2020). Considerando estos datos previos, este trabajo pretende
ahondar en la posible conservacidn de un patréon de regulacion en cis de factores de transcripcion
MADS-box relevantes para el desarrollo de la raiz de Arabidopsis, a través de los posibles motivos

RY encontrados en sus intrones largos.






Hipotesis:

Dentro de los intrones largos de los genes MADS-box tipo MIKC existe un patrén de
represion transcripcional generalizado por parte de la maquinaria del grupo PcG, en el cual estdn
involucrados los motivos RY.

Objetivos:

General:

Estudiar el papel de los intrones largos de los factores de transcripcion MADS-box
tipo MIKC, en su regulacién epigenética.

Especificos:

Realizar andlisis in silico de expresion de los 45 genes MADS-box tipo MIKC durante
el desarrollo de Arabidopsis.

Identificar secuencias consenso o motivos compartidos en los intrones largos de
dichos genes.

Analizar las implicaciones de los motivos encontrados en la regulacién transcripcional
de los genes MADS-box.

Identificar patrones de marcas epigenéticas de activacion (H3K4me3) y represion
(H3K27me3), y su asociacion con las variantes de histonas H3.1 y H3.3, en los genes
MADS-box.



Materiales y métodos

Filogenia de los genes MADS-box

La filogenia utilizada en este trabajo fue obtenida a partir del articulo de Martinez-Castilla
& Alvarez-Buylla (2003). Esta filogenia fue construida utilizando datos de las regiones codificantes
de los genes y no de regiones no codificantes. La filogenia estd enraizada por el MADS-box tipo |

AGL103.

Analisis de expresion in silico

Los analisis de expresion de los MADS-box tipo MIKC fueron realizados utilizando el
programa Genevestigator (Hruz et al., 2008), el cual permite analizar la regulacidn transcripcional
de genes entre una amplia cantidad de condiciones experimentales al mismo tiempo (NEBION,
2021). Especificamente para este proyecto, se utilizd un Compendium-wide andlisis con la
condicién de busqueda de desarrollo, el cual resume los cambios en niveles de expresion,
representado por el porcentaje de potencial de expresion, de los 45 genes MADS-box tipo MIKC
a lo largo de 10 etapas distintas del desarrollo de Arabidopsis: estadio 0 — germinacién de la
semilla, emergencia de hipocdtilo y cotiledones (1-5.9 dias); estadio 1 — primera etapa del
desarrollo foliar (6-13.9 dias); estadio 2 — segunda etapa del desarrollo foliar (14-17.9 dias);
estadio 3 — tercera etapa del desarrollo foliar (18-20.9 dias); estadio 4 — cuarta etapa del
desarrollo foliar (21-24.9 dias); estadio 5 — emergencia del escapo floral (25-28.9 dias; estadio 6
— formacién de flores (29-35.9 dias); estadio 7 — apertura de flores y formacion de silicuas (36-
44.9 dias); estadio 8 — apertura de silicuas y senescencia de la planta (45-50 dias); estadio 9 -
desarrollo de la semilla.

A su vez, se realizd un Compendium-wide analysis con la condicién de busqueda de
anatomia, especificamente en los tejidos de la raiz de Arabidopsis (raiz principal, punta de la raiz,
RAM, zona de elongacion, zona de maduracién, estele, periciclo y raiz lateral). La plataforma de
datos seleccionada fue Affymetrix Arabidopsis ATH1 Genome Array. En dicha base de datos del

programa no se encontraron datos para los genes AGL70 y AGL63, por lo que no fueron



considerados para estos analisis. El porcentaje de potencial de expresidn es un indicador del nivel
de expresion maxima de un gen. Representa el percentil mas alto de todos los valores de
expresion de este gen (NEBION, 2021).

La seleccidn de los genes mads expresados en raiz fue realizada a través de la normalizacién
de los datos de potencial de expresién de cada uno de los 45 genes MADS-box tipo MIKC contra
un gen que codifica para una helicasa de RNA (AT1G58050), debido a su expresidn constitutiva y

no variable en raiz (Czechowski et al., 2005).

Busqueda in silico de motivos RY y cajas CArG

Para realizar la busqueda de motivos RY se utilizé la herramienta AthaMap (Steffens et al.,
2004). Esta herramienta muestra un mapa de posibles sitios de unién de factores de transcripcién
a lo largo del genoma entero de Arabidopsis, basandose en predicciones realizadas con matrices
de pesos posicionales (Bllow et al., 2009). La busqueda de los motivos se llevd a cabo a lo largo
de los intrones largos de 19 de los 22 MADS-box tipo MIKC de mayor expresién en la raiz. Para
confirmar la presencia de estos motivos, se utilizd la herramienta FIMO de MEME Suite (Grant et
al., 2011), la cual es capaz de escanear secuencias dadas en busqueda de motivos especificados
por el usuario. Por ultimo, los motivos se confirmaron manualmente en la secuencia de cada gen

utilizando Serial Cloner (Perez, 2004), un programa para la visualizacién y analisis de secuencias.

Graficos de distribucion de marcas y variantes de histonas

Los datos de deposicidn de las variantes de histonas H3.1 y H3.3 fueron tomados del articulo
de Stroud et al. (2012). Estos datos son resultado de ChlIP-seq utilizando plantulas completas de
10 dias. Los datos de la marca de histonas H3K27me3 provienen del articulo de Zhang et al.
(2007). Estos datos son resultado de ensayos de ChIP utilizando plantulas completas de 10-14
dias. Los datos de la marca de histonas H3K4me3 fueron tomados de Zhang et al. (2009). Para
estos datos de ChlP se utilizé la parte aérea de plantas de 21 dias.

El andlisis de los datos y la obtencién de las graficas de distribucidn de variantes de histonas
y marcas de histonas, se llevo a cabo a través del programa Integrated Genome Browser (IGB)

(Nicol et al., 2009). Se utilizé como referencia la version TAIR10 del genoma de Arabidopsis.



Para las graficas de distribucién de marcas de histonas, se tomé como umbral un valor de
0.8. Por otro lado, los datos de variantes de histonas se obtuvieron ya procesados por Stroud et
al., (2012), por lo que no fue necesario asignarles un valor umbral.

Como validacién del procesamiento de los datos de la histona H3.1 y la variante H3.3, se
realizd un grafico de distribucion para cada cromosoma y se compard con los datos publicados

por Stroud et al. (2012) (Fig. A1 en Anexos).

Metaplots y Mapas de calor

Los datos utilizados para la elaboracién de estos graficos se obtuvieron de las publicaciones
de You et al., (2017) (E-MTAB-4680 y E-MTAB-4684) y Stroud et al., (2012) (ID: 200036629).

Se realizaron archivos con extensidon BED que contenian las coordenadas de los intrones
largos de los MADS-box de mayor expresion en raiz, usando como referencia la versién del TAIR10
del genoma de Arabidopsis. Se tomé en cuenta la informacién de todos los genes MADS-box tipo
MIKC que contienen un intrén largo en su secuencia, que son 38 de los 45 totales. El gen
XAL1/AGL12 contiene dos intrones largos, por lo que ambos fueron considerados para los
andlisis.

A continuacidn, se enlistan los paquetes y herramientas utilizados para el procesamiento

de los datos:

Bowtie2 v.2.3.4.3: alineamiento de lecturas del input de la marca al genoma

(Langmead & Salzberg, 2012)

- Samtools v.1.9: generacion del indice de lecturas alineadas al genoma para input y
marca (Li, et al., 2009).

- bamCompare v.3.5.1: célculo de matriz para representacién del metaplot (Ramirez,
etal. 2016).

- plotHeatmap v.3.5.1: representacidon del metaplot, a partir de la matriz generada

anteriormente, en formato de grafico junto con el mapa de calor (Ramirez, et al.,

2016).






Resultados:

La expresion de los genes MADS-box tipo MIKC tienen un patrén
espacial y temporal diferencial en los diferentes tejidos de Arabidopsis.

Como primer analisis para este proyecto, se llevaron a cabo analisis in silico sobre la
expresion de los MADS-box tipo MIKC a lo largo del desarrollo de Arabidopsis. Para ello, se utilizo

el programa de andlisis de microarreglos Genevestigator (Materiales y métodos). En la Fig. 8, se

puede observar que la expresion de los factores de transcripcidon es altamente dependiente de
la etapa del ciclo de vida de la planta y, por lo tanto, su regulaciéon transcripcional y sus funciones
como reguladores de otros genes también son dependientes de la etapa del desarrollo en que se
encuentre la planta.

A partir de este este andlisis, se buscaron posibles relaciones entre clados de genes y
patrones de expresion. Esto siguiendo la idea de que genes filogenéticamente cercanos entre si
podrian llevar a cabo funciones similares y ademas sufrir patrones de regulacién también
similares. Para ello se utilizé la filogenia de los MADS-box publicada por Martinez-Castilla &
Alvarez-Buylla (2003), la cual incluye a los 45 genes MADS-box tipo MIKC, y esta enraizada por el
MADS-box tipo | AGL103. Unicamente clados como el de FLC-like (AGL31, MAF1, AGL68, FLC2 y
FLC), y el clado A-related (SEP1, SEP2, SEP3, AGL3, AGL13, AGL6, CAL, AP1, FUL, y AGL79)
presentan patrones de expresién similares, entre los genes que los conforman, en el desarrollo
de la semilla y en el desarrollo de flores y frutos, respectivamente. Cabe mencionar que la
filogenia utilizada en este trabajo se construyé utilizando datos de regiones codificantes de los
genes (Martinez-Castilla & Alvarez-Buylla, 2003), dejando de lado posible informacién relevante

encontrada en regiones no codificantes.

A partir de un analisis de expresion en los tejidos de raiz (Materiales y métodos), se
seleccionaron los genes MADS-box tipo MIKC con mayor expresion en tejidos de la raiz (Fig. 9).
De los 22 genes seleccionados, dos de ellos pertenecen al grupo de los MIKC*, AGL30 y AGL65,

gue junto con AGL15 no contienen intrones largos (>500 pb) en su secuencia (Fig. 10), por lo que



no fueron considerados para los analisis posteriores. En los 19 genes restantes, el intrén largo se

encuentra en la primera posicidn, es decir, corresponde al primer intrédn, a excepcidon de

XAL1/AGL12, AGL5/SHP2, AGL44/ANR1, AGL19, XAL2/AGL14 y AGL20/SOC1, que se encuentra

en la segunda posicion. De este grupo de genes, FLC es el gen que tiene el intrén mas largo de

3,493 pb, mientras que el mas corto pertenece a AGL18 con 520 pb.
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Fig. 8. Arbol filogenético de los MADS-box tipo MIKC y la expresién diferencial de los 45 genes a lo

largo de 10 etapas del desarrollo de Arabidopsis. La primera columna (Cr.) indica el numero de
cromosoma en el que se encuentra el gen, la segunda columna (No. exdn) el nimero de exones
que tiene el gen. Los genes AGL70 y AGL63 no presentan datos puesto que estos no se
encontraban en las bases de datos utilizadas en el programa Genevestigator. El arbol fue
enraizado al gen AGL103, un MADS-box tipo I. La intensidad del color rojo indica el nivel de
expresion en el tejido correspondiente, donde un tono intenso indica mayor expresion que un
tono claro. La expresidn se encuentra cuantificada por el porcentaje del potencial de expresion.
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Fig. 9. Mapa de calor de los 22 MADS-box tipo MIKC de
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Los motivos RY estan conservados en la mayoria de los intrones largos

de los MADS-box expresados en raiz.

A partir de los MADS-box seleccionados por presentar los niveles de expresidon mas altos en

tejido de raiz, se llevd a cabo la busqueda in silico de motivos RY en sus intrones largos, tal como

ocurre en FLC.
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Fig. 10. Estructura genética de 21 de los MADS-box tipo MIKC mas expresados en raiz. Los rectangulos
amarillos indican el tamafio y presencia de los intrones largos, mientras que los rectangulos
azules representan a los exones.

Los genes fueron divididos en tres grupos dependiendo de la cantidad de motivos RY que
presentaron: 1) aquellos genes que no presentaran ningun motivo (FUL, AGL17, AGL18, SVP,
SOC1 y AGL42); 2) aquellos genes que presentaran al menos un motivo RY (XAL1/AGL12, AGL31
y AGL71); y 3) aquellos que presentaran dos o mas motivos RY (AGL79, SHP2, MAF1, FLC, AGL21,
ANR1, AGL19, XAL2/AGL14, AGL13, y PI) (Fig. 11).

Puesto que previamente se ha observado que los factores de transcripcion MADS-box son
regulados por elementos dentro de la misma familia (Jetha et al., 2014), y ademas que es
importante la disposicion de los mismos para tener la capacidad de unirse en sitios especificos y
regular de manera diferencial procesos fisioldgicos y del desarrollo (Aerts et al., 2018; Folter &
Angenent, 2006), se llevd a cabo la busqueda de cajas CArG dentro de los intrones (Fig. 11). En
este caso, todos los genes presentaron por lo menos una de estas cajas, (FUL, SVP, AGL71y Pl),y

hasta 13 en MAF1. De manera interesante, podemos observar que predomina la presencia de



cajas CArG no candnicas, donde Unicamente se encontrd una caja CArG candnica dentro del

intrén largo de AGL19 (Fig. 11).
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Fig. 11. Motivos RY y cajas CArG situadas dentro de los intrones largos de los MADS-box tipo MIKC mas

expresados en raiz. Los recuadros color verde indican el lugar donde se sitian los motivos RY, en azul las cajas CArG
no candnicas y en rosa las cajas CArG candnicas. En la parte inferior de la figura se encuentra una escala que indica

las pares de bases que mide cada intrén.

Una aparente relacion se encuentra entre la cantidad de motivos RY
dentro del intrén largo, la deposicion diferencial de variantes y las
marcas de histonas.

Con el objetivo de identificar patrones de distribuciéon de las marcas de H3K4me3 y de
H3K27me3, asi como su asociacion con las variantes de histonas H3.1 y H3.3, en los 19 genes

MADS-box seleccionados, se llevaron a cabo andlisis in silico (Materiales y métodos) de

distribucidn de estas variantes y marcas de histonas. En Fig. 12-14 se muestran los graficos de
distribucién realizados con el programa IGB a partir de los datos de Stroud et al. (2012), Zhang et

al. (2007) y Zhang et al. (2009) (Materiales y métodos).




En la Fig. 12 se observan las graficas de distribucién para los 10 genes MADS-box tipo MIKC
de mayor expresién en raiz que contienen dos o mas motivos RY dentro de su intrén largo (AGL79,
SHP2, MAF1, FLC, AGL21, ANR1, AGL19, AGL14/XAL2, AGL13,y Pl). A excepcion de AGL13y SHP2,
ninguno de los genes presenta una distribucion significativa de la marca de H3K4me3. Por otro
lado, los genes FLC, PI, AGL79, AGL14, AGL21, y AGL19 presentan una distribucidn significativa de
la marca de H3K27me3, y a su vez presentan niveles significativos de la variante de histonas H3.1.
ANR1, AGL13 y SHP2 presentan niveles bajos de la marca de H3K27me3, y picos significativos de

ambas variantes de histonas a lo largo del gen.
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Fig. 12. Graficos de distribucién de variantes de histonas H3.1 y H3.3, asi como de las marcas de
histonas de H3K4me3 y H3K27me3 en los genes MADS-box tipo MIKC de mayor expresion en
raiz de Arabidopsis que presentan dos o mas motivos RY dentro de sus intrones largos. En color
azul se muestran los datos de distribucién de la variante H3.3, en naranja de la H3.1, en verde
la marca de H3K4me3 y en rosa la marca de H3K27me3. Debajo de los graficos de distribucidn
se encuentra la estructura del gen con los exones resaltados en color azul, asi como el nombre
de cada uno. Las lineas puntadas de color gris indican la posicion del intrén largo. Para las
graficas de distribucién de marcas de histonas, se tomd como umbral un valor de 0.8.



Por ultimo, MAF1 no presenta niveles significativos de distribucién para ninguna de las

marcas analizadas ni para las variantes de histonas.
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Fig. 13. Graficos de distribucién de variantes de histonas H3.1 y H3.3, asi como de las marcas de
histonas de H3K4me3 y H3K27me3 en los genes MADS-box tipo MIKC de mayor expresion en
raiz de Arabidopsis que presentan un Unico motivo RY dentro de sus intrones largos. En color
azul se muestran los datos de distribucidn de la variante H3.3, en naranja de la H3.1, en verde
la marca de H3K4me3 y en rosa la marca de H3K27me3. Debajo de los graficos de distribucién
se encuentra la estructura del gen con los exones resaltados en color azul, asi como el nombre
de cada uno. Las lineas puntadas de color gris indican la posicion del intrén largo. Para las
graficas de distribucién de marcas de histonas, se tomd como umbral un valor de 0.8.



Por su parte, aquellos genes que presentan Unicamente un motivo RY dentro de su intron
largo (MAF2, AGL71 y XAL1/AGL12) presentan patrones de distribucion mas heterogéneos entre
si (Fig. 13). XAL1/AGL12 presenta una distribucion significativa tanto de la marca de H3K27me3
como de la variante H3.1 a lo largo del gen, mientras que presenta niveles bajos de la marca de
H3K4me3 y de la variante H3.3. Por otro lado, MAF2/AGL31 y AGL71 presentan niveles bajos de
la marca de H3K27me3 y niveles significativos de la marca de H3K4me3. AGL71 no tiene niveles
significativos de ninguna de las dos variantes de histonas analizadas, mientras que MAF2/AGL31

presenta un mayor nivel de la variante H3.3.
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Fig. 14. Graficos de distribucién de variantes de histonas H3.1 y H3.3, asi como de las marcas de
histonas de H3K4me3 y H3K27me3 en los genes MADS-box tipo MIKC de mayor expresidon en
raiz de Arabidopsis que no presentan ningin motivo RY dentro de sus intrones largos. En color
azul se muestran los datos de distribucidn de la variante H3.3, en naranja de la H3.1, en verde
la marca de H3K4me3 y en rosa la marca de H3K27me3. Debajo de los graficos de distribucién
se encuentra la estructura del gen con los exones resaltados en color azul, asi como el nombre
de cada uno. Las lineas puntadas de color gris indican la posicion del intrén largo. Para las
graficas de distribucién de marcas de histonas, se tomd como umbral un valor de 0.8.

Ninguno de los genes que carecian de motivos RY en sus intrones largos (FUL/AGLS8, AGL17,
AGL18, SVP, SOC1/AGL20 y AGL42) presenta niveles significativos de la marca de H3K27me3 (Fig.
14). FUL/AGLS, SOC1/AGL20 y AGL18 presentan niveles significativos de la marca de H3K4me3
solo en unas pequeias porciones del gen. De la misma manera, FUL/AGLS, AGL42, SVP y AGL18
presentan niveles significativos de la variante H3.3 en algunas porciones del gen. En |la Tabla 1 se
resumen los datos de distribucion de las variantes H3.1 y H3.3 como de las marcas de histonas

de H3K27me3 y H3K4me3 en los 19 genes analizados.
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Fig. 15. Metaplots y mapas de calor de la distribucién de las variantes H3.1, H3.3 y la marca de
histonas H3K27me3 en el intrén largo de los MADS-box tipo MIKC. Se tomé en cuenta la
informacion de todos los genes MADS-box tipo MIKC que contienen un intrén largo en su
secuencia (38/45). El gen XAL1/AGL12 contiene dos intrones largos, por lo que ambos fueron
considerados para los analisis. Los datos utilizados para la elaboracidn de estos graficos se
obtuvieron de las publicaciones de You et al., (2017) y Stroud et al., (2012). Se usé como
referencia la version del TAIR10 del genoma de Arabidopsis.

Estos resultados nos llevaron a suponer que, en los intrones largos de los genes MADS-box
tipo MIKC, existe una correlacion entre la deposicidn de la marca de H3K27me3 y la presencia de
la variante de histonas H3.1. Por esta razon, se llevé a cabo un analisis bioinformatico que tomara
en cuenta las coordenadas precisas de los intrones largos para alinearlas con el input de la

variante o marca de histonas escogida.



En la Fig. 15, se encuentran los graficos con los alineamientos de lecturas del input de la
marca de H3K27me3, y las variantes de histonas H3.1 y H3.3 (Fig. 15 A, B y C, respectivamente)
al genoma, utilizando los datos de You et al., (2017) y Stroud et al., (2012), respectivamente. Se
tomo en cuenta la informacién de todos los genes MADS-box tipo MIKC que contienen un intrén
largo en su secuencia (37/45, el gen AGL11 y ANR1/AGL44 contienen dos intrones largos, por lo
gue ambos fueron considerados).

Los graficos de la marca de H3K27me3 (Fig. 15 A) muestran que la distribucién de la marca
tiene un pico en la porcidn inicial y media del intrén, y esta misma disminuye hacia la parte
anterior y posterior al intron. De manera similar, la variante de histonas H3.1 (Fig. 15 B) presenta
un pico en la porcién anterior inmediata al intrén, asi como al inicio de este. La marca después
disminuye en la region posterior al intrén.

Por otro lado, la variante H3.3 (Fig. 15 C) se ve agotada especialmente en la regidn inicial
del intrdn, aunque presenta niveles bajos en toda la region intrénica y en las porciones de una
1kb aledaias al intrén largo.

En resumen, los resultados de este trabajo indican la existencia de un patrén de regulacion,
donde, los intrones largos de los factores de transcripcién MADS-box de mayor expresion en raiz,
gue contienen en su secuencia uno o mas motivos RY, estan relacionados con la deposicidn

significativa de la marca de H3K27me3, asi como de la variante H3.1.



Tabla 1: Resumen de distribucidn de las variantes de histonas H3.1, H3.3, distribucién de las marcas de histonas de H3K4me3 y de H3K27me3, asi como la interaccidn fisica de los factores de transcripcion VAL1 y VAL2
con los 22 genes MADS-box tipo MIKC de mayor expresion en la raiz de Arabidopsis. Datos de interaccion fueron tomados de L. Yuan et al., 2021. * representa que la interaccién fue probada. + representa distribucion
significativa de las variantes y marcas en el gen.

ATG Nombre delgen  Motivos RY VAL1 target H\H_Mm.ﬁw VAL2 targets HistonaH3.1 Histona H3.3 H3K27me3 H3K4me3
At3g61120 AGL13 20+ + +
At5g60910 FUL/AGL8 0 * * * + + +
At3g30260 AGL79 20+ + +
At2g42830 SHP2/AGL5 20+ +
Atl1g71692 XAL1/AGL12 1 * * * + +
At5g65050 MAF2/AGL31 1 + +
At1g77080 MAF1/AGL27 20+
At5g10140 FLC 20+ e + +
At2g22630 AGL17 0 +
At4g37940 AGL21 20+ + +
At2g14210 ANR1/AGL44 20+ * * * +
At5g13790 AGL15 0 W e *

At3g57390 AGL18 0 * * *

At2g22540 SVP 0 W * © +

At4g22950 AGL19 20+ + +

At4g11880 XAL2/AGL14 20+ + +

At2g45660 SOC1/AGL20 0 * * * +
At5g51870 AGL71 1 +
At5g62165 AGL42 0 * +

At5g20240 Pl 20+ * + +



Discusion:

Una primera aproximacion para encontrar a aquellos genes MADS-box tipo MIKC que se
regulan a través de motivos en cis dentro de su secuencia, fue buscar una posible relacién entre
la cercania filogenética de los genes y la expresion en el desarrollo de Arabidopsis (Fig. 3). Sin
embargo, Unicamente el clado de FLC-like (AGL31, MAF1, AGL68, FLC2 y FLC), asi como el clado
A-related (SEP1, SEP2, SEP3, AGL3, AGL13, AGL6, CAL, AP1, FUL,y AGL79) presentan patrones de
expresion similares en el desarrollo de la semillay de flores y frutos, respectivamente. La filogenia
utilizada en este trabajo (Martinez-Castilla & Alvarez-Buylla, 2003), asi como la gran mayoria de
filogenias que se han construido para los MADS-box (Becker & TheiRen, 2003; Parenicova et al.,
2003; Pelucchi et al., 2002), utilizan datos de regiones codificantes de los genes y excluyen
aquellos de regiones no codificantes. La realizacidn futura de filogenias que también consideren
a las regiones no codificantes de genes sera importante, puesto que cada vez vemos mas trabajos
en los que estas regiones son también importantes para que se lleve a cabo la funcion adecuada
de los genes.

Como se menciond anteriormente en este trabajo, la expresidon de estos factores de
transcripcidon es altamente dependiente de la etapa del ciclo de vida de la planta y, por lo tanto,
su regulacién transcripcional y sus funciones como reguladores de otros genes también son
dependientes de la etapa del desarrollo en que se encuentre la planta (e.g. XAL2/AGL14 (Garay-
Arroyo et al., 2013; Pérez-Ruiz et al., 2015)). Ademads, como observamos, y coincidiendo con la
literatura, un mismo factor de transcripcién puede tener diferente expresién en los distintos
6rganos de la planta, y no funcionar como un gen de identidad de un érgano Unico o un tipo
celular. Se ha reportado la expresion preferencial de factores de transcripcion MADS-box tipo
MIKC en tejidos de raiz respecto a la parte aérea (Alvarez-Buylla, Liljegren, et al., 2000), mas no
se han descrito los mecanismos epigenéticos por los cuales su expresién es regulada. Debido a
esto, se decidié utilizar a aquellos MADS-box tipo MIKC de mayor expresidn en raiz para realizar
los analisis siguientes.

De los 22 genes MADS-box tipo MIKC seleccionados por presentar una mayor expresion en

tejidos de la raiz, 19 genes conservan la presencia de un intrén largo (<500 pb). Dicho intrdn se



encuentra ya sea en la primera o segunda posicién dentro de los genes (Fig. 4). Cabe mencionar
gue aquellos genes que no conservan un intrén largo se encuentran en la base del arbol
filogenético. En un principio, la presencia del intrén largo es interesante puesto que permite
interpretar que este ha sido conservado a lo largo de la evolucion por su posible papel en Ia
regulacion de los genes. Aunado a esto, una busqueda de motivos RY dentro de los intrones
largos, mostré que la mayoria (13/19 genes revisados) presenta por lo menos uno de los motivos,
donde el gen XAL2/AGL14 presenta cuatro de estos motivos. Ademads, se ha demostrado la
regulacion de algunos factores de transcripcion MADS-box por miembros de la misma familia, a
través de motivos conocidos como cajas CArG (Jetha et al., 2014). Incluso, algunos de ellos
pueden autorregularse (De Folter et al., 2005; Tilly et al., 1998; Zhu & Perry, 2005). Se ha
observado que, para que una caja CArG sea funcional es importante el contexto en el que se
encuentra dentro de la secuencia de DNA. Por ejemplo, la distancia entre distintas cajas CArG,
asi como la presencia de motivos de unidn de otros factores de transcripcion cercanos a las cajas
CArG (Aerts et al., 2018; Folter & Angenent, 2006). Una busqueda de cajas CArG dentro de los
intrones largos demostré que estos se encuentran conservados en todos los genes analizados
(Fig. 6). Todos los genes presentaron por lo menos una de estas cajas, aln en aquellos genes que
no presentan motivos RY. Entre las cajas CArG encontradas predomina la presencia de cajas no
candnicas, y Unicamente se encontré una caja CArG candnica dentro del intrén largo de AGL19.
Cabe mencionar que tanto las cajas candnicas como las no candnicas son funcionales e
importantes para la regulacién transcripcional (Aerts et al., 2018; Folter & Angenent, 2006),
ademas, se ha demostrado su importancia en la regulacién por la maquinaria de Polycomb. Se
han encontrado ejemplos en los que la unién de un factor de transcripcion tipo MADS cercano a
la regidn de nucleacién de Polycomb, causa que las proteinas de PCG se separen del locus y lleven
ala pérdida de la marca de H3K27me3 (Sun et al., 2014). Por lo tanto, determinar la funcionalidad
de las cajas CArG encontradas dentro de los intrones largos de genes MADS-box, seria interesante
para describir su posible papel en la regulacién por Polycomb.

Por otra parte, los factores de transcripcién de la familia B3 (e.g. LEC2, FUS3, ABI3) también
presentan requerimientos similares para que ocurra su unién a los motivos RY (5’-CATGCA-3’)

(Baud et al., 2016; Monke et al., 2012). Se ha observado que en los factores de transcripcién LEC2,



FUS y ABI3, la unién a sus genes blanco es dependiente de la presencia de diferentes motivos con
sustituciones en los sitios que rodean al core del motivo RY (5’-CATG-3’), nombrados motivos RY-
Like (Baud et al., 2016). En el caso de los factores de transcripcion VAL1 y VAL2, se ha probado in
vivo que su unién es a la secuencia consenso 5’-CATGCA-3’ (L. Yuan et al., 2021), aunque no se
ha indagado sobre otros requerimientos para que estos motivos sean funcionales.

Con base en la regulacion en cis reportada para FLC (Questa et al., 2016; Wu et al., 2018; L.
Yuan et al., 2021; W. Yuan et al., 2016), buscamos marcas y variantes de histonas que pudieran
permitirnos predecir la funciéon de motivos RY dentro de los intrones largos de otros MADS-box
tipo MIKC. Para FLC, se han propuesto mecanismos distintos mediante los cuales se lleva a cabo
su silenciamiento transcripcional por parte de la maquinaria de PcG. Los factores de transcripcion
VAL1 y VAL2 son capaces de interactuar con proteinas de diferentes complejos que actuan
durante el silenciamiento transcripcional, tanto en la deposicién de la marca de H3K27me3 (PRC1
a través de LHP1, y PRC2 a través de MSI1, SWN y CLF), como aquellos que facilitan el
esparcimiento de la marca a lo largo del gen (Questa et al., 2016; Sasnauskas et al., 2018; Wu et
al., 2018; L. Yuan et al., 2021; W. Yuan et al., 2016). Debido a esto, se eligid revisar la distribucion
de la marca de H3K27me3 a lo largo de los 19 genes seleccionados, asi como la marca de
H3K4me3, una marca antagoénica de PcG, que participa en la activacién transcripcional. Por otro
lado, en el proceso de represion también se ha visto involucrado el recambio de la variante de
histona H3.3 por la variante H3.1, recambio que genera un sustrato que puede ser metilado
rapidamente por PRC2 para mantener los niveles necesarios de H3K27me3 (Jiang & Berger,
2017a). A pesar de presentar heterogeneidad, el analisis in silico de estas marcas y variantes de
histonas apunta a una correlacién entre la presencia de motivos RY y niveles significativos de
deposicion de la marca de H3K27me3 y la variante H3.1 (Fig. 7-9, Tabla 1). La mitad de los genes
gue presentan uno o mas motivos RY dentro de su intrdn largo (FLC, Pl, AGL79, AGL14, AGL21,
AGL19y XAL1/AGL12) presentan una distribucidn significativa de la marca de H3K27me3, a la vez
gue presentan un enriquecimiento significativo de la variante de histonas H3.1. Mientras que
ninguno de los genes que carecen de motivos RY en sus intrones largos (FUL/AGLS, AGL17,
AGL18, SVP, SOC1/AGL20 y AGL42) presenta niveles significativos de la marca de H3K27me3 vy,

en cambio presentan una distribucion significativa de la marca de H3K4me3 o de la variante H3.3.



Para poder distinguir de mejor manera un patréon en la distribucion de marcas y el
enriguecimiento de las variantes de histonas, se llevé a cabo un andlisis bioinformatico que tomd
en cuenta las coordenadas precisas de los intrones largos para alinearlas con la sefial de la
variante o marca de histonas escogida. Este andlisis (Fig. 10), que contiene la informacion para
todos aquellos MADS-box tipo MIKC que presentan un intrén largo, apoya la correlacién
observada entre la marca de H3K27me3 y la variante H3.1. El enriquecimiento en ambos casos
tiene un pico en la porcion inicial y media del intrédn, mientras que la deposicién se ve disminuida
en las regiones de 1 Kb aledafias al intréon largo. Por otro lado, la variante H3.3 muestra una
disminucion importante especialmente en la region inicial del intrén, aunque presenta niveles
bajos en toda la regién del intrén. Esta distribucion antagdnica de la histona H3.1 y su variante
H3.3, va en sentido con la sustitucién de la Ala3! en H3.1 (Jiang & Berger, 2017b)., puesto que se
favorece la deposicién de la marca de H3K27me3 v, por lo tanto, la represiéon de los factores de
transcripcion.

En la mayoria de los eucariontes se ha descrito una tendencia por los primeros intrones en
las region 5’ de los genes a tener una mayor longitud que los consecuentes hacia la regién 3’
(Bradnam & Korf, 2008). La razon por la cual es importante crear una distincion entre aquellos
intrones cercanos al extremo 5 del resto es debido a su relevancia en la regulacién de la
transcripciéon de genes. En Arabidopsis y en arroz, por ejemplo, se han encontrado motivos
responsables del incremento en transcripcion mediado por intrones (Intron-Mediated
Enhancement) proximales a la regién promotora (Back & Walther, 2021; Rose et al., 2008). Mas
aun, se han descrito ejemplos de genes en Caenorhabditis elegans (Okkema et al., 1993), asi
como en Arabidopsis (Gallegos & Rose, 2017), donde el primer intrén tiene la flexibilidad de
fungir como sitio de inicio de la transcripcién ante la delecién del promotor. Estudios de Yuan, et
al., (2021), encontraron que a nivel gendmico la distribucion de VAL1 y VAL2 se encuentra
flanqueando regiones intergénicas, con un pico de sefial alto en la regidn cercana al sitio de inicio
de la transcripcidn. Lo cual tiene sentido con los primeros intrones, siendo sitios importantes de
regulacién. A su vez, esto lo podemos ver con el pico de distribucién de la marca de H3K27me3

gue encontramos en los genes MADS-box tipo MIKC analizados en este trabajo.



Ademas de los genes MADS-box, en Arabidopsis también se ha encontrado la regulacidon
por motivos RY en el intrén largo del gen FLOWERING LOCUS T (FT), importante para la transicidn
a la floracién (Jing et al., 2019). Los motivos RY en FT se encuentran en el segundo intrén, y se
encuentran conservados en sus homdlogos de las especies cercanas Arabidopsis lyrata, Brassica
oleracea y Brassica rapa (Jing et al., 2019). De manera similar al mecanismo descrito para FLC
(Quiesta et al., 2016; W. Yuan et al., 2016), VAL1 participa en la represién de FT por PcG mediante
la unién a los motivos RY y la subsecuente interaccidn con complejos de PRC1 y PRC2 (Jing et al.,
2019). Patrones de regulacidn similares parecen conservarse evolutivamente, puesto que se han
observado en otras especies de plantas. En la especie Oryza sativa (arroz), también se ha
observado que la presencia de un motivo RY en el intréon largo (7.8 Kb) del gen EUI1 es necesaria
para reclutar a los factores de transcripcidn tipo B3 OsVAL2 y OsGD1 (Xie et al., 2018). EUI1
codifica para una enzima que desactiva al 4cido giberélico (GA), una fitohormona importante en
el proceso de desarrollo de plantas, especificamente en la determinacién de su longitud. Las
plantas que presentan la delecion de dicho motivo RY, resultan ser de menor tamafio, debido a
qgue la represién de la expresién de EUI1 no puede llevarse a cabo de manera correcta (no es
reclutada la maquinaria de PcG ni el complejo de desacetilazas de histonas), lo cual genera que
disminuyan los niveles de GA disponibles (Xie et al., 2018). Por otro lado, el contexto de la regién
génica en la que se localizan los motivos RY también resulta relevante para el tipo de regulacion
en el que participan. Alteraciones a motivos RY en el promotor de ciertos genes en las especies
Vicia faba, Arachis hypogaea y Glycine max (haba, cacahuate y soya, respectivamente), han
demostrado ser importantes para llevar a cabo la funcién éptima del promotor pero, ademas,
causan que se pierda la expresidn tejido especifico de los mismos (Baumlein et al., 1991; Fujiwara
& Beachy, 1994; Neelakandan et al., 2022).

En su trabajo, Yuan et al., (2021) realizaron experimentos donde demuestran la interacciéon
de los factores de transcripcion VAL1 y VAL2 con genes a lo largo del genoma. En la Tabla 1 se
encuentran resumidos los resultados de sus experimentos para los 19 genes de mayor expresion
en raiz que fueron revisados en este trabajo. Al comparar las predicciones de los motivos RY
realizadas en este trabajo, contra la unién reportada de VAL1 y VAL2 (Yuan et al., 2021),

encontramos algunas discrepancias. AGL15, FUL/AGLS, AGL30, SOC1/AGL20, AGL18, AGL42 y



SVP, por ejemplo, no contienen ninglin motivo RY dentro de su intrén largo, sin embargo, los
datos de Yuan et al., (2021) muestran que VAL1 y/o VAL2 si presentan unién a dichos genes. Por
otro lado, genes como AGL79, AGL19, XAL2/AGL14, y AGL21, a pesar de presentar dos o mas
motivos RY dentro de su intrén largo, no presentan la unién esperada de VAL1 y VAL2. Estas
discrepancias podrian deberse al hecho de que se trata de genes que dan identidad a 6rganos y
tejidos de las plantas, por lo que es importante tomar en cuenta que los resultados pueden variar
dependiendo de la etapa de desarrollo en la que se encuentre la planta y el tejido u érganos
utilizados. En sus experimentos, Yuan et al., (2021) utilizaron plantulas completas, por lo que no
es posible hacer conclusiones concretas de genes que tienen expresidn en tiempos y espacios
especificos (e.g. en raiz).

Conocer la regulacion transcripcional llevada a cabo por elementos en cis dentro de
intrones largos nos coloca ante una nueva visidon sobre la manera en la que estudiamos la
regulacién génica en la actualidad. Estos trabajos nos hacen reconsiderar la importancia del
modelo clasico de regulacidn transcripcional en el que los factores de transcripcién se unen a
secuencias conservadas de DNA dentro de los promotores. Aunque este modelo funciona para la
mayoria de los genes, genera dificultades al momento de entender el comportamiento de casos
especiales. Hasta ahora, los mecanismos de regulacién transcripcional que mas se han estudiado
son aquellos en los que los intrones intervienen de manera positiva. Sin embargo, cada vez
caemos mas en cuenta de la importancia de los intrones en la represidn de la transcripcién.

Las predicciones realizadas en este trabajo sientan las bases moleculares para una amplia
variedad de investigaciones futuras en genes particulares. Seria interesante confirmar
experimentalmente la accion de los factores de transcripcion VAL1 y VAL2 en la regulacion
negativa de aquellos genes con motivos RY dentro de sus intrones largos. Por ejemplo, podria
determinarse la relevancia de una mayor cantidad de motivos RY respecto a aquellos que
solamente tienen uno o ningln motivo. Asi como el contexto en la secuencia de DNA que propicie

la funcién de dichos motivos en la regulacidn negativa por la maquinaria de PcG.






Conclusiones

A partir de los datos analizados in silico, podemos llegar a las siguientes conclusiones:

- La expresidon de los MADS-box tipo MIKC es dependiente de la etapa del desarrolloy
del tejido que se estudie.

- Dentro de los intrones largos de la mayoria de los factores de transcripcién MADS-
box tipo MIKC se encuentran conservados motivos RY.

- Los intrones largos de los genes analizados en este estudio contienen cajas CArG
dentro de su secuencia.
- Existe una correlacién entre la presencia de motivos RY y el enriquecimiento de la

marca de H3K27me3 y la variante de histona H3.1.

- La ausencia de motivos RY esta relacionada negativamente con la deposicion de la
marca de H3K27me3 y la variante H3.1
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Fig. S1. Gréficos de distribucion de variantes de histonas H3.1 y H3.3, en los cinco cromosomas de

Arabidopsis. En color azul se muestran los datos de distribucion de la variante H3.3, en naranja
de la H3.1.
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