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Sirvame el entendimiento
alguna vez de descanso,

y no siempre esté el ingenio
con el provecho encontrado.

* * *

Si es mio mi entendimiento

¢por qué siempre he de encontrarlo
tan torpe para el alivio,

tan agudo para el dafio?

* * *

No es saber, saber hacer
discursos sutiles, vanos;
que el saber consiste sélo
en elegir lo méas sano.

* * *

El ingenio es como el fuego:
que, con la materia ingrato,
tanto la consume mas

cuanto él se ostenta mas claro.

¢Qué loca ambicion nos lleva
de nosotros olvidados?

Si es para vivir tan poco,

¢de qué sirve saber tanto?

* * *

Aprendamos a ignorar,
Pensamiento, pues hallamos
que cuanto afiado al discurso,
tanto le usurpo a los afios.

Sor Juana Inés de la Cruz
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Resumen

Los genes MADS-box son componentes clave de los mecanismos que controlan la
transicion a la floracion y la organogénesis de la flor, pero su papel en el desarrollo
vegetativo ha sido poco estudiado. En esta tesis estudiamos el papel funcional del gene
MADS-box AGL17 en la regulacién del crecimiento de la raiz primaria y en la homeostasis
del meristemo apical de este érgano en Arabidopsis thaliana. Se analizé el fenotipo de dos
lineas de pérdida de funcion de AGL17 y se observo que presentan raices mas largas que las
de tipo silvestre cuando éstas son separadas y crecidas aisladamente de la parte aérea.
Debido a este fenotipo, se analiz6 la expresion de varios componentes del ciclo celular y se
encontrd que estas lineas presentan un aumento en la acumulacién del ARNm de la ciclina
B1;1, la cual es indispensable para la transicion de G2 a M durante el ciclo celular.
Complementariamente, una linea de ganancia de funcion de AGL17 presentd raices mas
cortas que las de tipo silvestre y una reduccion en la acumulacion del ARNm de la ciclina
B1;1. Estos datos muestran que AGL17 es un represor del crecimiento de la raiz regulando
negativamente la proliferacion celular en el meristemo apical, sin embargo, los fenotipos de
la raiz de los mutantes dobles generados en este trabajo, agl16 agll7, agl21 agll7 y socl
agll7, sugieren que AGL17 también podria participar como un activador del crecimiento de
la raiz. Por lo tanto, proponemos que este gene podria tener una actividad dual en el
crecimiento de la raiz y la especificidad de su funcidn podria depender de los interactores
proteicos con los que AGL17 se asocie temporal y espacialmente.

Por otra parte, AGL17 también desempefa el papel de promotor de la floracion ya
que las lineas de pérdida de funcidn presentan un retraso en este proceso y las lineas de
ganancia de funcion presentan una floracion mas temprana que las plantas de tipo silvestre.
Esta parte del presente trabajo se realizd en colaboracion con el Dr. Hao Yu de la
Universidad Nacional de Singapur y la publicacién correspondiente se encuentra anexa a
esta tesis. La contribucidn principal de este trabajo fue el hallazgo de que AGL17 promueve
la transicién a la floracion a través de la via del fotoperiodo activando a los genes AP1 y

LFY en una via paralela a FT.



Abstract

The MADS-box genes are key components of the mechanisms that control
processes such as the flowering transition and floral organogenesis but their role in
vegetative development have been poorly understood. In this thesis, the functional role of
the MADS-box gene AGL17 in the regulation of primary root growth and root apical
meristem’s activity of Arabidopsis thaliana is analyzed. Two loss-of-function mutations of
AGL17 showed longer roots that the wild type alleles when these organs were divided and
grown in isolation from the shoot. Due to this phenotype, the expression of some cell cycle
components was analyzed in this loss-of-function alleles and it was found an increment in
the mRNA accumulation of CYCB1;1, which is important in the G2/M transition of the cell
cycle. On the other hand, a gain-of-function allele of AGL17 showed shorter roots and a
reduction in the mRNA accumulation of CYCB1;1 when compared with the wild type.
These data suggest a repressor role of AGL17 in the root growth by a negative regulation on
meristem cell proliferation, however, the phenotypes of the double mutants agl17 agl16,
agll7 agl21 and agll17 socl indicate that AGL17 could also have a promoting role in root
growth. So, we postulate that this gene could have a dual function during root growth and
that the specificity of its function is achieved by the association with other proteins during
the hetero-oligomerization of AGL17 protein in a temporal and spatial fashion.

Besides its role in root growth, AGL17 is also a flowering promoter as evidenced by
the late and early flowering phenotypes of the loss-of-function and gain-of-function alleles,
respectively. This part of the work was made in collaboration with Dr. Hao Yu of the
National University of Singapore and the corresponding paper is attached to this thesis. The
principal contribution of this work is the finding that AGL17 promotes flowering transition

through the photoperiod pathway by the activation of AP1 and LFY acting in parallel to FT.



1. Introduccién

1.1 El Desarrollo Post-Embrionario de las Plantas

El crecimiento es uno de los procesos mas estudiados en los organismos
multicelulares y décadas de investigacion han llevado a una mejor comprension de los
mecanismos que generan la proliferacion y la diferenciacion celular, y de las sefiales que
modulan estas actividades (particularmente en los sistemas animales); sin embargo, ain
existen interrogantes y una de las mas importantes es la manera en la que se coordinan el
crecimiento con la morfogénesis durante el desarrollo de 6rganos funcionales. Tampoco se
entiende con claridad las causas que generan la disrupcion entre el crecimiento y la
morfogénesis durante la formacion de tumores. En las plantas raramente se presentan
alteraciones equivalentes a los tumores observados en los animales, por lo que son un
sistema de estudio adecuado para analizar los mecanismos que les permiten coordinar de
manera robusta el crecimiento y la morfogénesis (Meyerowitz, 2002 ). Esta robustez esta
asociada en las plantas a una plasticidad y adaptabilidad excepcional, ya que su desarrollo
post-embrionario continuo a lo largo de todo su ciclo de vida se va ajustando a los cambios
que ocurren en las diferentes condiciones a las que se enfrentan. Por ello es que las plantas
poseen un desarrollo reiterativo de nuevos drganos, a partir del plan corporal basico
establecido durante la embriogénesis, que modifica constantemente la morfologia de la
planta adulta (Vernoux y Benfey, 2005 ).

Una de las preguntas centrales en las areas de la fisiologia y el desarrollo vegetal ha
sido como las plantas regulan su tasa de crecimiento. Sabemos que ésta varia de acuerdo al
tipo de drgano, a la etapa del desarrollo y en la medida que la planta responde a distintos
estimulos. Pero independientemente de esto, la tasa de crecimiento de un drgano esta
determinada por dos procesos interdependientes: la proliferacion y el crecimiento celular.
El crecimiento celular determina directamente la tasa de crecimiento de los 6rganos, pero la
tasa de produccion celular también influye en el crecimiento de los mismos al determinar el
namero de células que se expanden por unidad de tiempo. A su vez, el crecimiento celular
es casi siempre un prerrequisito para que pueda llevarse a cabo la division celular
(Beemster y Baskin, 1998 ).



Como se ha mencionado, las plantas crecen y forman nuevos drganos durante todo
su ciclo de vida. Estos tejidos y 6rganos post-embrionarios se derivan de células troncales
pluripotenciales que residen en los meristemos. Estos son grupos de células que se
mantienen en un estado indiferenciado y de proliferacion activa (Nakajima y Benfey, 2002
%). Existen varios tipos de meristemos que contribuyen al desarrollo de la planta, los mejor
estudiados son los dos meristemos primarios originados durante la embriogénesis, que
corresponden a los meristemos apicales de la raiz y del vastago aéreo (RAM y SAM por sus
siglas en inglés, respectivamente) que permiten el desarrollo y crecimiento de los 6rganos
subterraneos y aéreos de la planta, respectivamente (Nakajima y Benfey, 2002 %). Dentro de
los meristemos se encuentran las células troncales de las que se originan todas las células y
tejidos que forman los nuevos dérganos y estan situadas en un microambiente, el nicho de
las células troncales, en el que la diferenciacion celular es inhibida y la proliferacion celular
mantenida por sefiales intercelulares emitidas por las células cercanas (Vernoux y Benfey,
2005 ?). Las células derivadas de las divisiones de las células troncales que permanecen
situadas en el nicho se mantienen en un estado indiferenciado, mientras que cualquier
célula hija que sea desplazada fuera del nicho comienza un proceso de diferenciacion

celular en respuesta a sefiales posicionales (Tucker y Laux, 2007 °).
1.2 La Estructura de la Raiz de Arabidopsis

La estructura general de la raiz a lo largo del eje apico-basal puede ser dividida en
cuatro zonas distintas que representan los diferentes estados de desarrollo de las células que
las conforman: (1) la zona meristematica que se encuentra en la region mas distal o apical
de la raiz, en Arabidopsis thaliana tiene una longitud de alrededor de 250 micrémetros y
contiene: a) en su extremo apical un grupo de células (el centro quiescente, CQ) con tasas
bajas de proliferacion, b) a las células troncales o iniciales de todos los tejidos de la raiz
(con tasas de proliferacién intermedias entre las células del CQ y las del meristemo
proximal) y c) a un conjunto de células que descienden de éstas (el meristemo proximal)
que se encuentran en un estado de proliferacién méaxima (van den Berg et al., 1997 °;
Beemster y Baskin, 1998 %: Figura 1). (2) La zona meristematica colinda en su parte basal

con la zona de transicion, la cual determina el destino de las células y la tasa de crecimiento



de la raiz al integrar la sefalizaciones de estimulos enddgenos y exdgenos y traduciéndolos
en respuestas de crecimiento adaptativas (Baluska et al., 2010 ‘). (3) La zona de
alargamiento se yuxtapone basalmente a la de transicion y, como su nombre indica, es el
sitio en el que las células provenientes del meristemo dejan de dividirse para experimentar
un rapido y extenso crecimiento anisométrico (Ivanov y Dubrovsky, 1997 8: van der Weele
et al., 2003 °). Por dltimo, (4) la zona de maduracién o de diferenciacion esta en la parte
basal de la de alargamiento y es en ella donde las células cesan su crecimiento y adquieren
su estado final de diferenciacion (Dolan et al., 1993 ). Aunque el proceso de

diferenciacion se inicia cuando las células ain se encuentran en la zona de alargamiento, las

células no adquieren su estado final de diferenciacion hasta que alcanzan esta zona
(Nakajima y Benfey, 2002 %).

|:| centro quiescente (CQ)

. inicial de corteza y endodermis
D inicial de epidermis y cofia lateral

D iniciales de columela

iniciales de periciclo y tejido
vascular

columela
cofia lateral
epidermis

corteza

HOECEC]E

endodermis

- periciclo
estele
I:‘ vasculatura

Figura 1. Estructura celular del meristemo de la raiz de Arabidopsis thaliana (modificado
de Stahl y Simon, 2005 ).



Los tejidos concéntricos que forman la raiz de Arabidospsis thaliana tienen una
capa de grosor y constituyen (del exterior al interior) la epidermis, la corteza, la endodermis
y el cilindro central constituido por el periciclo y la vasculatura (Figura 1). El &pice de la
raiz esta cubierto por la cofia (constituida por la columela y la cofia lateral, Figura 1), que
protege la zona meristematica de dafios mecanicos a medida que la raiz crece y penetra al
sustrato, ademas, es el lugar donde se percibe la gravedad y se generan las respuestas
gravitropicas. El origen ontogenético de todos estos tejidos puede rastrearse hasta cuatro
tipos de células troncales o iniciales localizadas en la zona meristematica: las células
iniciales de epidermis y cofia lateral, las de corteza y endodermis, las de columela (la parte
mas distal y central de la cofia) y las células iniciales del periciclo y el tejido vascular
(Dolan et al., 1993 ). Al interior de las células iniciales y contactando fisicamente a todas
ellas, se encuentra el CQ u organizador, constituido por cuatro células centrales cuya
funcion es mantener a las células iniciales en un estado indiferenciado (van den Berg et al.,
1997 °: Scheres et al., 2002 **; Figura 1).

1.3 EIl Establecimiento y el Mantenimiento del Nicho de Células Troncales en el

Meristemo Apical de la Raiz

La posicion del CQ estd determinada por la convergencia de dos sefales
independientes: la derivada de los genes SCARECROW (SCR) y SHORT-ROOT (SHR)
(Sarkar et al., 2007 %), también involucrados en la determinacion del eje radial de los
tejidos de la raiz (Di Laurenzio et al, 1996 **; Helariutta et al, 2000 **; Sabatini et al, 2003
18y 'y la sefial de los genes PLETHORA (PLT) que son activados por un incremento méaximo
local en la concentracion de las auxinas (Aida et al., 2004 *'; Xu et al., 2006 %) y que
pueden causar duplicaciones del CQ cuando son expresados ectopicamente en la zona de
alargamiento de la raiz (Galinha et al., 2007 *°). SCR y SHR son proteinas de la familia
GRAS de reguladores transcripcionales (Scheres et al., 2002 '), por su parte, las proteinas
PLT son miembros de la familia AP2 de factores de transcripcién (Aida et al., 2004 /). El
aumento maximo en la concentracion de las auxinas que se ha mencionado se mantiene a
través de un flujo constante de esta hormona hacia el apice de la raiz mediado por tres tipos

de proteinas transportadoras: las proteinas PIN (PIN-FORMED) que constituyen canales de



eflujo de auxinas en forma aniénica (Blilou et al., 2005 ?°), las proteinas de eflujo de la
familia ABCB/PGP (ATP-binding cassette proteins/P-glicoproteins) y las proteinas de
influjo de la familia AUX1/LAX (Zazimalova et al, 2010 %). Ademés de determinar la
posicion del CQ, los genes PLT especifican la identidad de los érganos de la raiz, ya que la
pérdida de funcion en estos genes ocasiona la ausencia de la raiz embrionaria, mientras que
su expresion ectopica en el vastago aéreo genera la aparicion de raices en este 6rgano (Aida
etal., 2004 '),

La especificacion de la identidad de las células iniciales ocurre coordinadamente
con la especificacion del CQ, tal como lo demuestran los experimentos de ablacion y
regeneracion en donde el CQ es destruido con laser ocasionando la subsecuente
diferenciacion de las células iniciales (van den Berg et al., 1997 ), sin embargo, un nuevo
CQ vy el nicho de células troncales asociado con éste son especificados coordinadamente
tiempo después de la ablacién original (Xu et al., 2006 *%). Por otra parte, el efecto
inhibitorio del CQ sobre la diferenciacion de las células iniciales estd mediado por el gene
WOX5 (WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5, que codifica para un factor transcripcional
que se expresa especificamente en el CQ) y muy posiblemente por otros factores adn
desconocidos ya que los componentes genéticos descubiertos para la especificacion del
nicho de células troncales de la raiz no son suficientes para la diferenciacion y
mantenimiento de los tipos celulares del mismo (Azpeitia et al, 2010 *%). Las lineas de
pérdida de funcidbn de WOX5 presentan divisiones celulares atipicas y diferenciacion
prematura de las células de la columela, pero si este gene se expresa ectopicamente la
diferenciacion celular se retrasa (Sarkar et al., 2007 **).

El mantenimiento del nicho de células troncales es indispensable para el crecimiento
continuo e indeterminado de un érgano, y en la raiz este proceso parece involucrar la accién
de un grupo de proteinas extracelulares pequefias de la familia CLE (CLAVATA3/ESR-
RELATED), cuya funcion en el mantenimiento del nicho de células troncales en el
meristemo del véastago aéreo esta muy bien documentada (Tucker and Laux, 2007 °; Miwa
et al., 2009 ?®). En la raiz, la sobre-expresion de CLE19 y CLE40 causa una reduccion
progresiva del meristemo apical (sin generar alteraciones en la identidad de las células
iniciales o el CQ), debido a la reduccién en la proliferacion celular de las células

meristematicas y a su diferenciacion prematura lo cual genera el crecimiento determinado
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del 6rgano (Casamitjana-Martinez et al., 2003 *; Fiers et al., 2004 *°; Stahl et al., 2009 %°).
Por lo tanto, CLE19 y CLE40 controlan directamente el tamafio de la zona meristematica
de la raiz (Figura 2), tal como sucede con CLAVATA3 (CLV3) en la parte aérea donde la
expresion de WUSCHEL (WUS, el homélogo de WOX5) en el organizador (el analogo al
CQ) regula positivamente la expresion de CLV3 en las células de la zona central del
meristemo apical aéreo, lo cual, en un circuito de retroalimentacion, regula negativamente
la expresién de WUS en el organizador (Miwa et al., 2009 ?%; Stahl y Simon, 2010 #;
Figura 2).

Células en
diferenciacién

Células
meristematicas
en proliferacion

CQy células
iniciales

Figura 2. Participacion de la sefializacion de las proteinas CLAVATA en los meristemos
apicales. (A) En el meristemo apical aéreo, la expresion de WUS en el centro organizador
induce la expresion de CLV3 en las células troncales de la zona central del meristemo, a su
vez, CLV3 regula negativamente a WUS para restringir su expresion. (B) En la raiz, el CQ
mantiene a las células iniciales adyacentes en su estado indiferenciado y este proceso
podria estar mediado por WOXS5, un gene relacionado con WUS. Por otra parte, la expresion
de CLE19 y CLE40 promueve la diferenciacion de las células meristematicas al acercarse a
la zona de alargamiento posiblemente a través de una via de transduccion parecida a la de
CLV3. (Modificado de Stahl y Simon, 2005 *).

Como se ha mencionado, la regién meristematica de la raiz comprende al nicho de
células troncales (que presentan una tasa relativamente baja de proliferacion celular) y
también al conjunto de células descendientes que han originado mas recientemente y que
presentan una tasa de proliferacion muy alta. Durante la transicion de las células de la zona
meristematica a la zona de alargamiento ocurre una reduccion en la tasa de proliferacion
que eventualmente llega a cero y un aumento en la tasa de expansion celular que

eventualmente también se detiene al llegar a la zona de maduracion (Beemster y Baskin,
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1998 ). El reclutamiento de células que comienzan su diferenciacién en la zona de
alargamiento consumiria a la zona meristematica si la tasa de produccion celular en el
meristemo fuera menor a la tasa de diferenciacién (Dello loio et al., 2007 ?%). En las
especies que presentan crecimiento determinado de la raiz primaria ocurre esto y se
consume totalmente el RAM, sin embargo, en la mayor parte de las especies vegetales y en
Arabidopsis thaliana particularmente, el crecimiento es indeterminado por lo que la tasa de
células producidas en el meristemo por unidad de tiempo es igual a la tasa de células
reclutadas para su diferenciacion en la zona de alargamiento (a este balance es a lo que se le
denomina “homeostasis del meristemo™), aunque ain sigue en discusién si las raices de
estas plantas contintan teniendo un meristemo funcional durante todo el periodo vital antes
de llegar a la senescencia (Shishkova et al., 2008 ?°). De cualquier manera, la coordinacion
entre la alta tasa de proliferacion celular en las células meristeméaticas méas cercanas al
nicho de células troncales y su posterior reduccién al alcanzar la zona de alargamiento
(concomitantemente al inicio de su diferenciacion) constituye un punto de control
fundamental en el crecimiento y desarrollo de la raiz.

Los procesos que controlan la proliferacion y diferenciacion celular estan regulados
en gran medida por hormonas que actuan como reguladores de la actividad meristematica
(Sablowski, 2007 3%). Las auxinas (que como ya se ha mencionado, alcanzan una
concentracion maxima en la region meristematica) tienen un papel central sobre la
proliferacion celular (Blilou et al., 2005 %°; ver la seccién 1.4). Por otra parte, las
citocininas antagonizan la funcion de las auxinas y la actividad meristeméatica de
proliferacion celular al promover la diferenciacion celular en la raiz; y por ello, la
aplicacion exogena de citocininas disminuye el tamafio del meristemo (Dello loio et al.,
2007 %8). Las citocininas también alteran el flujo de auxinas hacia la zona meristemética por
que regulan a las proteinas PIN (Ruzicka et al., 2009 *!) que son transportadores de las
auxinas. Sin embargo, las citocininas también pueden estimular la proliferacion celular y
tienen efectos directos sobre componentes del ciclo celular (ver seccion 1.4).

Otros factores que controlan la reduccion de la tasa de proliferacién y promueven la
diferenciacion celular son las mismas proteinas CLE19 y CLE40 descritas anteriormente y
la proteina relacionada a Retinoblastoma (RBR), cuya reduccion en expresion aumenta el

namero de las células iniciales, particularmente de la columela; contrariamente, su sobre-
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expresion disminuye su nimero y promueve su diferenciacion prematura (Wildwater et al.,
2005 *%). Es notable que la secuencia y funcién del RBR estd conservada en todos los
eucariontes y en todos ellos es un componente esencial del mecanismo de control del ciclo
celular (ver seccion 1.4). De hecho, los resultados sintetizados en este trabajo muestran que
la regulacion del ciclo celular en la zona meristemética es determinante en el crecimiento

de la raiz, como lo es en toda la planta.

1.4 La Regulacidn del Ciclo Celular en las Plantas

El ciclo celular es un mecanismo que regula las transiciones entre las distintas
etapas celulares necesarias para que las células se dividan. Comprende la mitosis (M), la
citocinesis, la interfase post-mitotica (G1), la fase de sintesis de ADN (S) y la interfase
post-sintética (G2, Figura 3; Francis, 2007 *). Las células vegetales detienen su ciclo
celular en G1 0 G2 si se les priva de sacarosa o si son tratadas con inhibidores de la sintesis
de proteinas (Van’t Holf, 1966; Webster and Van’t Holf, 1969 en Francis, 2007 33). Estas
observaciones y otras hechas en células animales llevaron a la identificacion de las
transiciones G1/S y G2/M como los principales puntos de control del ciclo celular,
determinando que la sintesis de proteinas es indispensable para la progresion de ambas
transiciones y establecieron la naturaleza unidireccional de la progresion del ciclo (Van’t
Holf, 1973 en Francis, 2007 *, Gutiérrez, 2009 %%). A nivel mecanicista, la regulacién por
fosforilacion/desfosforilacion de la actividad de proteinas particulares mediadas por las
cinasas dependientes de ciclinas (CDKSs) es una caracteristica inherente importante para la
progresion del ciclo celular. La actividad de las CDKs depende a su vez de sus interactores
proteicos no cataliticos que son las ciclinas (Koff et al, 1992 *).

En el genoma de A. thaliana existen 12 CDKs clasificadas en las clases A-F
(Menges et al., 2005 *°), pero los miembros de las clases A y B han sido los més
estudiados. Durante la transicion G1/S, CDKA tiene un papel preponderante mientras que
en la transicion G2/M, CDKA coopera con CDKB en su regulacion (Porceddu et al., 2001
%7). Ademés, CDKB es indispensable en las primeras etapas de la mitosis (Boudolf et al.,
2004 **). Por otra parte, CDKF actlia como una cinasa activadora de CDKs (CAKs) al
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fosforilar a CDKA en un residuo de treonina que promueve el reconocimiento de sus
sustratos (Shimotohno et al., 2006 *%).

Las ciclinas tienen una secuencia de 100 residuos de aminoacidos en promedio
denominada “dominio ciclina” que es indispensable para su interaccion con las CDKs (De
Veylder et al., 1997 en Francis 2007 **), y también presentan una secuencia susceptible a
ubiquitinacién que lleva a su degradacién proteolitica (Genschik et al., 1998 “;
Weingartner et al., 2004 **; Planchais et al., 2004 *%). El genoma de A. thaliana codifica
aproximadamente 60 ciclinas agrupadas en las clases A, B, C, D, H, P y T, pero en el
contexto del ciclo celular las més estudiadas corresponden a algunos miembros de las
clases A, B y D (Wang et al., 2004 **; Vandepoele et al., 2002 **; Francis, 2007 *:
Gutiérrez, 2009 **). La expresion de las ciclinas D es relativamente constante durante el
ciclo celular, en cambio, la expresion de las ciclinas A y B presentan grandes oscilaciones:
las ciclinas A comienzan a expresarse en la transicion G1/S, alcanzan un maximo en su
expresion durante las fases S y G2 que declina en las primeras fases de la mitosis hasta
desaparecer. Algo similar ocurre con las ciclinas B: su expresion inicia rapidamente en las
etapas finales de G2 alcanzando un pico maximo en la transicién G2/M que declina durante
las primeras etapas de la mitosis y desaparece después de la metafase (Ito, 2000 *°).

La actividad de los complejos ciclina-CDK es inhibida por las proteinas KRP/ ICK
(proteina relacionada a Kip/interactor de la cinasa cdc2). Se han descrito 7 genes para esta
familia de inhibidores en A. thaliana y todos ellos interacttan con las ciclinas de la clase D
(Wang et al., 1997 *°; Lui et al., 2000 *’; De Veylder et al., 2001 *®; Zhou et al., 2003 *).
Esta interaccion promueve la inhibicion de los complejos CDKA-CYCD3, CDKA-CYCD2
y CDKB-CYCD2 por KRP1 y KRP2 (Wang et al., 1998 *°; Nakai et al., 2006 **). Cuando
estos inhibidores son sobre-expresados generan reducciones en la talla de los 6rganos de la
planta al bloquear la proliferacién celular en la transicion G2/M pero permitiendo la
progresion de la fase S, lo cual promueve la endorreduplicacion, que es la sintesis de ADN
en ciclos consecutivos sin division celular generando células poliploides (Wang et al., 2000
°2). KRP2 también est4 involucrado en la interrupcion de la transicién G1/S en las células
del periciclo que originan las raices laterales y la inhibicién de este factor parece ser un

requisito para la iniciacion de estos 6rganos (Himanen et al., 2002 *°). La actividad de los
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KRPs puede regularse a nivel transcripcional (ver mas adelante) o por degradacion mediada
por ubiquitinacién, al menos para el caso de KRP6 y KRP7 (Kim et al., 2008 **).

Otras proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular son los miembros de
las familias de factores transcripcionales E2F (adenovirus E2 promoter-binding factor) y
DP (dimerization partner) ademas de RBR. En A. thaliana existen 6 genes que codifican
para proteinas E2F (a-f) y dos para proteinas DP. E2Fa, E2Fb y E2Fc requieren
heterodimerizarse ya sea con DPa o DPb para llevar a cabo su funcion mientras que E2Fd,
E2Fe y E2Ff actian independientemente de las proteinas DP (Ramirez-Parra y Gutiérrez,
2000 *°; Ramirez-Parra et al., 2007 en Gutiérrez, 2009 3*%). Estos factores regulan la
expresion de los genes que se requieren en la fase S del ciclo celular para la replicacion del
ADN (de Jager et al., 2001 °°; Stevens et al., 2002 °"; Ramirez-Parra et al., 2003 *%; Diaz-
Trivino et al., 2005 %) y de otros componentes necesarios en etapas posteriores del ciclo
celular como CDKB1;1 (Bouldolf et al., 2004 *). Por otra parte, RBR (que cuenta con un
solo miembro en dicotiledéneas, Lendvai et al., 2007 ®°) es un regulador negativo que
bloquea la accion de los factores E2F-DP al interactuar con ellos fisicamente (Uemukai et
al., 2005 1) y en consecuencia, inhibe la progresién del ciclo celular arrestandolo en la
transicion G1/S. Como se menciond anteriormente, RBR también limita el nimero de
divisiones de las células iniciales de la raiz, en particular las de columela y promueve su
diferenciacion (Wildwater et al., 2005 *2).

Durante la transicion G1/S (Figura 3), CDKA-CYCD constituye el principal
complejo cinasa-ciclina necesario para la progresion en este punto de control del ciclo
celular (Gutiérrez et al., 2002 °%; Menges et al., 2006 °*; Inzé y De Veylder, 2006 **). Uno
de los principales blancos de CDKA-CYCD es la proteina RBR, (Boniotti y Gutiérrez,
2001 ®°; Nakagami et al., 2002 ®). La fosforilacién de RBR promueve su disociacién de los
factores E2F-DP lo que permite la activacion de los genes blanco de estos factores: E2Fa y
E2Fb actuan como activadores transcripcionales que promueven la proliferacion celular al
activar la expresion de los genes cuyos productos son necesarios para la sintesis del ADN
(Stevens et al., 2002 °’; Rossignol et al, 2002 ®’; Bouldolf et al., 2004 **; Sozzani et al.,
2006 ®%; Inzé y De Veylder, 2006 **; de Jager et al., 2009 ®). Por otra parte, el heterodimero
E2Fc-DPb es un represor transcripcional cuando se encuentra asociado a RBR pero cuando

éste se disocia, E2Fc-DPb pierde la afinidad por sus genes blanco lo cual permite la
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transcripcion de éstos (de Jager et al., 2009 *). El complejo E2Fc-DPb también es regulado
negativamente por SKP2A, una proteina con caja F que ubiquitina tanto a E2Fc como a
DPb para su degradacion (del Pozo et al., 2002 ”; del Pozo et al., 2006 ).

Una serie de eventos parecidos ocurren durante la transicion G2/M (Figura 3): en
este proceso son necesarios tanto CDKA como CDKB (cuya expresion depende del
heterodimero E2Fa-DPa, Boudolf et al., 2004 *). Antes de que puedan fosforilar a sus
proteinas blanco que dirigen el inicio de la mitosis, CDKA y CDKB deben activarse
mediante la asociacion con las ciclinas tipo D, A y particularmente con las B (Kono et al.,
2003 "% Inzé y De Veylder, 2006 **) y ademas deben ser fosforiladas por las CAKs (CDKF,
por ejemplo, Shimotohno et al., 2006 *°). Boudolf y colaboradores han propuesto que
CDKB asociado a una ciclina B podria fosforilar a KRP2 que se disociaria del complejo
CDKA-CYCB el cual pasaria a su estado activo (Verkest et al., 2005 %; Boudolf et al.,
2006 "*). También la accion de algunas fosfatasas como CDC25 y WEE1 podrian promover
la activacion de las CDKs durante la transicion G2/M tal y como lo hacen sus homélogos
en animales y levaduras (Kellogg, 2003 "°; Boutros et al., 2006 ‘®), sin embargo, aln no
existe consenso sobre la verdadera funcion de estas fosfatasas en el ciclo celular de las
plantas (Boudolf et al., 2006 "*; Francis, 2007 **). Una vez que han sido activadas (ya sea
CDKA en solitario o en colaboracion con CDKB), las CDKs fosforilan a varios factores
transcripcionales especificos de la transicion G2/M, entre los que se encuentran algunos
factores transcripcionales MYB que a su vez activan la transcripcion de otros genes
necesarios en la transicion G2/M (lto et al., 2001 ’’; Araki et al., 2004 "®). Esta cascada de
activacion transcripcional iniciada por las CDKs genera la progresion hacia la fase de

mitosis.
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Figura 3. Representacion esquematica del ciclo celular y de los eventos moleculares que
regulan la progresion en las transiciones G1/S y G2/M. Las principales hormonas
involucradas se encuentran enmarcadas.

Algunas hormonas vegetales regulan el ciclo celular (Figura 3): las auxinas y las
citocininas regulan tanto la transicion G1/S como la G2/M. Como se menciond
anteriormente, el heterodimero E2Fc-DPb es un represor transcripcional que inhibe la
expresion de CDC6, un miembro de la familia AAA™ (ATPasas asociadas con actividades
celulares), el cual es indispensable para el inicio de la replicacion del ADN (Ramos et al.,
2001 "°; Castellano et al., 2001 %), consecuentemente, la sobre-expresion de E2Fc inhibe la
division celular (del Pozo et al., 2002 "). Las auxinas promueven la transicion G1/S al
desencadenar la degradacion del heterodimero E2Fc-DPb promoviendo el reconocimiento

de estos factores por el complejo de ubiquitinacién SCF-SKP2, lo cual es particularmente
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importante durante la fotomorfogénesis (del Pozo et al., 2002 °; del Pozo et al., 2006 ™).
Ademas, tanto las auxinas como las citocininas promueven la transicion en G2/M
regulando positivamente la expresion de CDKB y negativamente la expresion de KRP1 y
KRP2 probablemente a través de PROPORZ1 (PRZ1), una posible proteina adaptadora de
factores de transcripcion (Himanen et al., 2002 >3 Sieberer et al., 2003 ®'). Las auxinas
también regulan la expresion de CYCA2;1 (Burssens et a., 2000 %) y podrian regular la
expresién de CYCB1;1 a través de los genes PLT (Aida et al., 2004 *'). La inhibicion y
activacion de la expresion de los KRPs y de los componentes del complejo CDKB-CYCB,
respectivamente, promueven la activacién de CDKA tanto en la transicion G1/S como en
G2/M. Por otra parte, las citocininas regulan positivamente la transcripcién de CYCD3;1
(Soni et al, 1995 #) que es indispensable en la transicién G1/S, y promueven la activacion
de CDKA en la transicion G2/M (Zhang et al., 1996 en Gutiérrez, 2009 **).

Actuando antagonicamente a las hormonas anteriores esta el cido abscisico (ABA),
el cual induce el arresto del ciclo celular en la transicion G1/S (Swiatek et al., 2002 %)
debido a la represion que ejerce sobre la expresion de CDKA (Hemerly et al., 1993 %) a
través de la activacion transcripcional del inhibidor KRP1 (Wang et al., 1998 *°).

El papel del resto de las hormonas en la regulacion del ciclo celular ha sido mucho
menos estudiado, pero para todas ellas se han encontrado indicios que las involucran en la
regulacion de este proceso: el &cido giberélico (GA) promueve la division celular (Asahina
et al., 2002 *°) a través de la activacion de la expresion de CDKA y CDKB y algunas
ciclinas mitdticas (probablemente de los tipos A y B, Sauter, 1997 ®’: Fabian et al., 2000
). El etileno también promueve la division celular (Kazama et al., 2004 *; Ortega-
Martinez, 2007 *°; Love et al., 2009 **) al igual que los brasinoesteroides al promover la
expresion de una CYCD3 (Hu et al., 2000 *). Por dltimo, el 4cido jasménico inhibe la
division celular a través de la regulacién negativa sobre CYCB1;2 (Swiatek et al., 2002 3*:
Zhang y Turner, 2008 %).

Aunque se conocen desde hace décadas los efectos de las hormonas “clasicas™ sobre
la progresién del ciclo celular, se sabe muy poco de los factores que integran la
sefializacién hormonal y algunos estimulos ambientales (la disponibilidad de nutrientes, por
ejemplo) y que orquestan la regulacion de los componentes del ciclo celular. El laboratorio

de Genética Molecular, Desarrollo y Evolucién de Plantas (GeMoDEvo), en donde se
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realizo esta tesis, lleva a cabo un esfuerzo importante a estudiar dicha integracion. En este
contexto, los genes de la familia MADS-box parecen ser componentes importantes de estos
factores integradores. De hecho, recientemente se han empezado a caracterizar
funcionalmente algunos de estos genes que ciertamente parecen ser algunos de los
componentes claves de estas redes genéticas integradoras y orquestadoras. XAANTAL1
(XAL1/AGL12), cuya expresién es inducida por las auxinas (Tapia-L6pez et al., 2008 **), es
un gene MADS-box importante en la proliferacion celular del meristemo apical de la raiz, y
otros datos recientes del laboratorio sugieren que este gene regula directamente a algunos
de los genes claves en la modulacién de las transiciones entre las distintas fases del ciclo

celular (Karla Garcia y Berenice Garcia, datos no publicados).
1.5 Los Genes MADS-box en el Desarrollo de la Raiz

La familia de factores de transcripcion MADS-box (acronimo de MCMI,
AGAMOUS, DEFICIENS y SERUM_RESPONSE FACTOR, los cuatro primeros miembros
descritos, Schwarz-Sommer et al., 1990 *°) est4 formada por méas de 100 miembros en
Arabidopsis thaliana (Parenicova et al., 2003 *; Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003
%"y, Existen dos linajes principales de genes MADS-box: los tipo I y los tipo 1l (Alvarez-
Buylla et al., 2000 %). Las proteinas del tipo 1l en plantas presentan cuatro dominios: el
dominio MADS de 56 aminoacidos hacia el extremo amino-terminal que se une al ADN,
un dominio | (intervening) con menor grado de conservacion entre los miembros, el
dominio K (keratin-like) que participa en la dimerizacion, y la region carboxilo-terminal
que también es variable pero colabora en los procesos de transactivacion. Por esta
estructura modular, se dice que los genes MADS-box del tipo Il en plantas presentan una
estructura MIKC (de Bodt et al., 2003 %).

Los genes MADS-box del tipo Il mejor caracterizados son los involucrados en el
desarrollo floral, en la regulacion del tiempo de la floracién y otros aspectos de la fase
reproductiva del desarrollo (Komeda, 2004 *®°: Parcy, 2005 ***; Alvarez-Buylla et al., 2010
102y “nero también hay subgrupos de genes MADS-box que se expresan ampliamente en los
tejidos vegetativos, incluyendo la raiz (Alvarez-Buylla et al., 2000 **: Burgeff, 2001 '%*;

Burgeff et al., 2002 *%°). Entre estos, XAL1/AGL12 promueve la proliferacion de las células
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meristematicas y la pérdida de su funcion tiene implicaciones draméticas en el crecimiento
de la raiz de A. thaliana (Tapia-L6pez et al., 2008 ). Otros genes estudiados en el
laboratorio de GeMoDEvo son AGL14 y AGL19 y también parecen ser necesarios para la
proliferacion celular normal y el mantenimiento del nicho de células troncales en el
meristemo apical de la raiz de A. thaliana, ya que la pérdida de funcién de estos genes da
como resultado raices primarias cortas y diferenciacion prematura de las células iniciales,
en particular de la columela (Garay-Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., datos no
publicados). En esta tesis nos enfocamos en otro gene MADS-box, AGAMOUS-LIKE 17
(AGL17), que también parece ser clave en la regulacion del meristemo de raiz de
Arabidopsis thaliana.
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2. Antecedentes

AGL17 es un gene MADS-box del tipo 1l que se expresa en la raiz, particularmente
en el CQ y en la cofia lateral (Nawy et al., 2005 *®; Burgeff et al., 2002 '%).

En el laboratorio de GeMoDEvo contamos con varios alelos de pérdida de funcion
de AGL17 y trabajos previos con uno de ellos (w-agl17, datos no publicados de Ursula
Flores e Ignacio Tlatelpa) mostraron evidencia de que la pérdida de funcion de este gene
promueve un aumento sutil en el crecimiento de la raiz si la concentracion de sales
nutritivas (Murashige y Skoog) en el medio de cultivo es superior al 0.2X normalmente
utilizado (Alvarez-Buylla, comunicacion personal).

Este fenotipo sugiere que AGL17 regula negativamente el crecimiento de la raiz y
podria ejercer su funcion sobre la proliferacion celular en el meristemo tal como se ha
demostrado para los otros genes de esta familia citados arriba: AGL12, AGL14 y AGL19
(Tapia-L6pez et al., 2008 *; Garay-Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., manuscritos en
preparacion).

Por otro lado, las proteinas con dominio MADS con estructura MICK se asocian
entre si en dimeros y tetrameros que constituyen las formas funcionales (Davies et al., 1996
197- Fan et al., 1997 18: Kaufmann et al., 2005 '%°). AGL17 puede dimerizarse con AGL186,
AGL21 y SOC1 (de Folter et al., 2005 %), por lo que es posible que AGL17 requiera de la
presencia de estas tres proteinas para llevar a cabo su funcion. De modo que la pérdida de
funcion simultanea de AGL17 y la de alguno de estos tres genes podria tener efectos
sumatorios que permitan evidenciar con mayor claridad la funcién de AGL17. Por otra
parte, ANRL1 es otra proteina con dominio MADS que presenta una alta similitud con
AGL17 (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003 %), y también interactta exclusivamente
con AGL16, AGL21 y SOC1 (de Folter et al., 2005 *°), por lo que podria sustituir
funcionalmente a AGL17.

Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar el papel de
AGL17 durante el desarrollo de la raiz primaria de A. thaliana plantedndonos la siguiente

hipdtesis:

21



Si el mutante de pérdida de funcion de AGL17 presenta una raiz mas larga que las
plantas de tipo silvestre, AGL17 podria estar participando como un represor del

crecimiento de la raiz.
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3. Objetivos

Objetivo General

Caracterizar el papel de AGL17 durante el crecimiento de la raiz de Arabidopsis

thaliana.

Obijetivos Particulares

1. Analizar la expresion temporal de AGL17 en las etapas tempranas del
desarrollo de la raiz.

2. Determinar los efectos de la pérdida y la ganancia de funcion de AGL17
sobre el crecimiento de la raiz primaria.

3. Determinar los efectos de la pérdida y la ganancia de funcion de AGL17
sobre la expresion de algunos reguladores de la progresion del ciclo celular.

4. Analizar la existencia de interacciones genéticas entre AGL17 y AGL16,
AGL21, SOC1 y ANRL1 en el crecimiento de la raiz primaria.

5. Caracterizar el papel de AGL17 durante la transicion a la floracion (ver los

anexos 1y 2).
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4. Materiales y Métodos
4.1 Material Vegetal y Condiciones de Crecimiento.

Se utiliz6 una linea de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 y dos
alelos de pérdida de funcion de AGL17: w-agl17 (E. Wisman 17.3-2; Baumann et al., 1998
11y y gk-agl17 (NASC N429190). Ademés de las lineas agl16 (Salk_104701), w-agl21 (E.
Wisman 21.5-25; Baumann et al., 1998 ''!), spm-agl21 (B. Forde), socl (Salk_138131),
anr1-2 (Salk_015348), spm-anrl (B. Forde, Gan et al., 2005 *2; ver Figura 4) y dos lineas
de ganancia de funcion de AGLL17, una constitutiva y una inducible por B-estradiol
(35S::AGL17 y pER22-AGL17, respectivamente) que fueron proporcionadas por el Dr.
Hao Yu (Han et al., 2008 ** y Zuo et al., 2000 **). Todas las lineas mencionadas
pertenecen al ecotipo Col-0.

Las semillas fueron esterilizadas y estratificadas a 4 °C de acuerdo a Fonseca,
(2007) *°. Las pléantulas fueron crecidas asépticamente en placas verticales con medio de
cultivo solido que contiene 0.2X de sales Murashige y Skoog (MS), 1% de sacarosa (2%
para los experimentos con raices aisladas) y 1% de agar. Se mantuvieron en una camara
ambiental (Conviron modelo E15) a 22-24 °C con un flujo de fotones fotosintéticos (PPF)
de 87.8 umol/m%/s de luz fria fluorescente bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas
de oscuridad.

Para la induccién con estradiol, las plantulas de la linea pER22-AGL17 fueron
rociadas hasta que la radicula fue completamente cubierta con medio MS liquido al 0.2X
suplementado con B-estradiol (en dimetil-sulfoxido, DMSQ) a una concentracion final de
15 uM cada 24 horas durante los tiempos especificados (ver resultados). Para el tratamiento
control se us6 DMSO afiadido en volumenes iguales a los usados con B-estradiol.

En los experimentos de determinacion del tiempo de floracion, las semillas se
estratificaron manteniéndolas en agua bidestilada a 4 °C durante 72 horas para
posteriormente sembrarlas directamente sobre una mezcla de suelo comercial (SunGRO
Metro-mix 200, Scotts, Inc.) y agrolita (1:1). Se mantuvieron en camaras 0 cuartos con
ambiente controlado con las condiciones de temperatura, intensidad luminosa y fotoperiodo

descrito anteriormente.
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Figura 4. Esquematizacion de la estructura genética de los genes estudiados en el presente
trabajo indicando el tipo y el sitio de la insercion (triangulos) en las lineas de pérdida de
funcion utilizadas. Exones (rectangulos), intrones (lineas).

4.2 Seleccion de un nuevo alelo de pérdida de funcién de AGL17 y genotipificacion.

La linea gk-agll7 homocigota se selecciond a partir del stock N429190 de la
generacion T, del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (anteriormente GK_305A06 de la
coleccion GABI-Kat). Las plantas 100% resistentes a sulfadiazina (a una concentracion
final de 5.25 pug ml™) fueron confirmadas como homocigotas mediante genotipificacion por
PCR.

El ADN genémico se extrajo como se indica en Fonseca, (2007) *°. La
identificacion de las lineas homocigotas se llevé a cabo mediante amplificaciones por PCR
realizadas con cebadores especificos para cada gene flanqueando el sitio de la insercién
(Anexo 4), asi como con cebadores especificos para el T-DNA de GABI-Kat (GK T-DNA:
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5’-CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC-3’), el T-DNA de Salk (LBbl: 5’-
GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3%), el transposén  En-1  (EN-205: 5°-
AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA-3’) y el transposon Spm (SPMS8: 5°-
GTTTTGGCCGACACTCCTTACC-3").

4.3 Generacién de mutantes dobles

Se utilizaron plantas homocigotas para llevar a cabo las cruzas. Para ello el polen de
las flores donadoras (“masculinas™) fue aplicado directamente sobre el estigma de los
pistilos de las flores receptoras (“femenina”) a las que previamente se les habia retirado
manualmente el perianto y el androceo. Las plantas con los pistilos asi polinizados fueron
colocadas en las condiciones de crecimiento mencionadas anteriormente. Los frutos ya
secos y dehiscentes producidos por estas cruzas fueron colectados individualmente, algunas
semillas (de 4 a 8, generacion F;) de estos frutos fueron germinadas y las plantulas
cultivadas en medio MS sdlido como se describid anteriormente. Aproximadamente a los
10 dias posteriores a la siembra (dps), las plantas fueron transplantadas al sustrato de
suelo:agrolita mencionado y llegado el momento se les permitié autopolinizarse. Todo el
proceso se repitid para la siguiente generacion (F,) usando al menos 20 semillas. Alrededor
de los 20 dps, las plantas fueron genotipificadas como se ha descrito en la seccion 4.2 y se

seleccionaron aquellas que fueron homocigotas para los dos alelos de pérdida de funcion.
4.4 Analisis fenotipico de la raiz
Se determind la longitud de la raiz primaria en los tiempos de desarrollo indicados
en Resultados utilizando un vernier digital (Calibrador DIGIMATIC modelo CD-6” C5,

Mitutoyo corp.). El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el software JMP

Statistical Discovery.
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4.5 Analisis de la expresion genética por RT-PCR semicuantitativa

Se aisl6 ARN total de tejido de raiz o de vastago aéreo por separado usando

114 | a sintesis

TRIzol® Reagent (Invitrogen™) de la manera sefialada en Fonseca, (2007)
del ADN complementario (ADNCc) se llevé a cabo con la enzima SuperScript™ Reverse
Transcriptase 11 (Invitrogen™) utilizando 500 ng de ARN y el oligonucledtido
5’GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT3’ como cebador de la region
de poli-adeninas de los ARN mensajeros. Se siguio el protocolo sugerido por el fabricante.
Las condiciones de amplificacién y la secuencia de los oligonucleotidos cebadores se

describen en el Anexo 4.

4.6 Analisis del tiempo de floracion

El tiempo de floracion fue determinado con dos parametros: (1) el numero de dps
requeridos para que el tallo alcance una altura de 1 cm y (2) el nimero total de hojas de la
roseta (que incluyen tanto las hojas completamente expandidas como las hojas en
expansion) presentes cuando el tallo alcanzd la longitud mencionada. El anlisis estadistico

de los datos se realizo con el software JMP Statistical Discovery.
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5. Resultados

5.1 Expresion Temporal de AGL17 en la Raiz

Se examind el patron de expresion temporal de AGL17 en la raiz de Arabidopsis
thaliana mediante un anélisis de RT-PCR. Para ello se purificé ARN total de la raiz a los 5,
10 y 15 dps y se llevo a cabo la amplificacion de AGL17 como se describe en los métodos.
La expresion de AGL17 presenta un incremento del 50 % a los 10 dps con respecto a la
expresion de los 5 dps. Posteriormente, la expresion parece mantenerse constante hasta los
15 dps (Figura 5).
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Figura 5. Cinética de expresion semi-cuantitativa de AGL17 en la raiz de Arabidopsis
thaliana analizada por RT-PCR (A). Representacion grafica de los niveles de expresion en
cada etapa de acuerdo a la intensidad relativa de las sefiales (B). NUmero de experimentos
independientes = 3.

5.2 Efectos de la Pérdida y la Ganancia de Funcion de AGL17 en el Crecimiento de

la Raiz Primaria

AGL17 es uno de los genes MADS-box que se expresa en la raiz (Burgeff et al.,

2002 '°°; Nawy et al., 2005 *° y seccién 5.1). Para caracterizar este gene a nivel funcional
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se utiliz6 un enfoque de genética reversa: analizando el fenotipo de la raiz de dos lineas de
pérdida de funcidon y una de ganancia de funcién. La linea homocigota de pérdida de
funcion gk-agl17, que presenta una insercion de T-DNA en el cuarto exon, fue seleccionada
a partir de la generaciébn F, mediante pruebas de resistencia a sulfadiazina y por
genotipificacion con oligonucledtidos especificos para AGL17 y para el T-DNA de la
insercién (ver Figura 4, métodos y anexo 4). Como era de esperarse, la expresion de AGL17
a nivel de ARNm es nula en esta linea (ver seccion 5.3 y Figura 8).

Se crecieron las dos lineas de pérdida de funcion w-agll7 y gk-agl1l7 ademas de la
linea de ganancia de funcion (35S:AGL17) en las condiciones estandar utilizadas en el
laboratorio (sales MS 0.2X y sacarosa 1%) y en algunas ocasiones se observé que las lineas
de pérdida de funcién crecian un poco mas (datos no mostrados), pero resultaba dificil
reproducir estas observaciones. Debido a esto, el Dr. Dubrovsky sugiri6 observar y
cuantificar el crecimiento de la raiz aislando a este 6rgano de la parte aérea con la finalidad
de evitar que el transporte de hormonas y productos de la fotosintesis de la parte aérea
pudieran enmascarar o compensar las deficiencias genéticas del desarrollo de la raiz. Bajo
estas condiciones, se pudo observar que las lineas de pérdida de funcion presentan una raiz
primaria mas larga que la linea de tipo silvestre, y de forma inversa, la linea de ganancia de
funcion presenta una raiz mas corta que la de tipo silvestre (Figura 6B), comparadas con las
plantulas completas (Figura 6A). Estos resultados sugieren un papel represor de AGL17 en
el crecimiento de la raiz primaria que puede ser parcialmente compensado por los aportes
del vastago aéreo (ver Discusion).

Para corroborar el papel represor de AGL17 en el crecimiento de la raiz se indujo la
sobre-expresion de este gene en una linea transgenica que contiene una construccion
inducible con estradiol que activa la sobre-expresion de AGL17 (pER22-AGL17, ver
métodos) tanto en plantulas completas como en raices aisladas. Por una parte, las plantulas
de 2 dps de edad de las lineas de tipo silvestre y transgénica inducible se trataron con B-
estradiol o con un volumen igual de DMSO como placebo cada 24 horas hasta los 11 dps.
En este caso se encontrd que la raiz primaria de la linea transgénica inducida con f-
estradiol fue mas corta que la de tipo silvestre tratada con estradiol y que los controles
tratados con el placebo (Figura 7A). Ademas, se aislaron raices a los 4 dps de la linea de

tipo silvestre y de la transgénica inducible y se trataron con B-estradiol o con el placebo
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cada 24 horas hasta los 10 dps, se cuantifico el incremento en la longitud de la raiz primaria
y se encontr6 un menor incremento en la longitud de las raices aisladas de la linea
transgénica inducida que en las raices de la linea de tipo silvestre tratada con f-estradiol y
que en los controles tratados con el placebo (Figura 7B). Se llevo a cabo un analisis por
RT-PCR para corroborar que el tratamiento de la linea transgénica con [-estradiol
realmente promueve la sobre-expresion de AGL17 (ver seccion 5.3 y Figura 8B), por lo que
estos resultados demuestran que la sobre-expresion de AGL17 en la linea transgénica
inducible inhibe el desarrollo de la raiz primaria. Este gen es el primero de la familia
MADS-box que tiene un efecto inhibidor mas que activador, sobre el crecimiento de la raiz.
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Figura 6. Longitud de la raiz primaria a los 11 dps en plantulas completas (A) y en raices
aisladas (B). En B las raices se aislaron de la parte aérea a los 4 dps y tanto éstas como las
plantulas completas en A fueron cultivadas en medio MS 0.2X con 2% de sacarosa bajo un
régimen de fotoperiodo largo (16 hrs luz : 8 hrs oscuridad). Las barras con asteriscos (*)
representan medias significativamente diferentes (P < 0.05) de la media de las plantas de
tipo silvestre (WT) de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney. N = 10-21 (A) y 20-28 (B).
Las lineas en la parte superior de cada barra representan el error estandar. Notese las
diferencias en la escala entre A y B. NUmero de experimentos independientes = 2.

Para determinar si el efecto de la sobre-expresion de AGL17 en la raiz depende de la
etapa de desarrollo en la que se induce la sobre-expresion o de la duracion total de la sobre-
expresion, se llevaron a cabo una serie de experimentos de induccion con B-estradiol en tres
diferentes “ventanas” (momentos) del desarrollo de la raiz primaria de acuerdo al trabajo de
Beemster y Baskin, (1998) %: 4 a 6 dps, 6 a 8 dps 'y 8 a 10 dps. En cada caso, el aislamiento
de las raices y el tratamiento se inici6 al comienzo de cada ventana de desarrollo (4, 6y 8

dps, respectivamente). El B-estradiol o el placebo fueron suministrados cada 24 horas y se
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cuantifico el incremento en la longitud de la raiz primaria al final del periodo de cada
ventana de desarrollo (6, 8 y 10 dps, respectivamente). No se encontraron diferencias en el
incremento de la longitud de la raiz primaria en ningln caso (datos no mostrados), salvo
cuando la induccion con B-estradiol se llevd a cabo constantemente cada 24 horas a partir
de los 4 dps hasta los 10 dps (Figura 7B), por lo que la inhibicion del crecimiento de la raiz
primaria se debe a la sobre-expresion continua de AGL17 de los 4 a los 10 dps y no al
efecto de esta sobre-expresion en un periodo determinado (ventana) del desarrollo

temprano de la raiz.
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Figura 7. (A) Longitud de la raiz primaria a los 11 dps en plantulas tratadas con B-estradiol
(+E) o con DMSO como placebo (-E). (B) Incremento de los 4 a los 10 dps en la longitud
de raices primarias aisladas bajo tratamiento con estradiol o con el placebo. Las barras con
asteriscos (*) representan medias significativamente diferentes (P < 0.05) de la media de las
plantas de tipo silvestre (WT) de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney. N = 32-40 (A) y
23-29 (B). Las lineas en la parte superior de cada barra representan el error estandar.
Notese la diferencia en la escala entre A 'y B. Numero de experimentos independientes = 3.

5.3 Efectos de la Pérdida y la Ganancia de Funcion de AGL17 sobre Algunos de los

Componentes que Regulan el Ciclo Celular

Los fenotipos de la raiz de las lineas de pérdida y de ganancia de funcion de AGL17
sugieren que este gene participa en la regulacién del crecimiento de este organo, y el
crecimiento de la raiz primaria depende exclusivamente de dos factores: la tasa de
proliferacién celular en el meristemo apical y de la tasa de crecimiento celular en la zona de
alargamiento de la raiz. Debido a que no se encontraron diferencias a nivel celular entre el

meristemo de los alelos de pérdida de funcion de AGL17 y el wt (desarreglos en la
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estructura del meristemo o cambios en el tamafio de las células maduras, datos no
mostrados), se decidio analizar indirectamente a la proliferacion celular. Esta depende
directamente de la regulacion del ciclo celular por lo que el anélisis de la regulacion
transcripcional de las ciclinas es un buen indicador de las alteraciones en el ciclo celular y
por lo tanto de la proliferacién celular y el crecimiento (Ito, 2000 *°). Por esta razén, se
decidié analizar los efectos de la ganancia y la pérdida de funcién de AGL17 sobre la
acumulacion del ARN mensajero de algunos miembros representativos de las familias de
ciclinas que se han asociado directamente con la progresion del ciclo celular: CYCA2;1,
CYCB1;1 (que participan en la progresién de la transicion G2/M) y CYCD3;1 (que
participa principalmente en G1/S, ver seccion 1.4), ademas, se analiz0 la expresioén de
KRP2 ya que es uno de los principales reguladores negativos de la actividad de las CDKs
tanto en la transicién G1/S como en G2/M (De Veylder et al., 2001 *).

La expresion de estos cuatro genes se analizd mediante RT-PCR semicuantitativa en
las lineas de pérdida de funcién de AGL17 en raices de plantulas de 10 dps y en las raices y
vastagos aéreos de la linea de ganancia de funcion de AGL17 inducible por p-estradiol. En
este ultimo caso, el tratamiento con estradiol se hizo Unicamente a los 8 y 9 dps (es decir,
suministrando una segunda aplicacion a las 24 horas de la primera). El tejido de raiz y
vastago aéreo se colectd por separado a los 10 dps.

CYCBL1;1 presentd una expresion mayor en las lineas de pérdida de funcion (25 y 32
% mas en las lineas w-agll7 y gk-agll7, respectivamente; Figura 8A) y una expresion
menor en la linea de ganancia de funcion tratada con B-estradiol (60 % menos; Figura 8B).
La inhibicion en la expresion de la CYCB1;1 por la sobre-expresion de AGL17 es especifica
para la raiz ya que los vastagos aéreos no presentaron variaciones en la expresion de esta
ciclina (Figura 8B).

Por otra parte, no se observaron diferencias en la expresion de CYCA2;1, CYCD3;1

y KRP2 en las lineas de pérdida de funcidn ni en las de ganancia de funcion (Figura 8).
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Figura 8. Analisis de la expresion genética de algunos componentes de la regulacion del
ciclo celular por RT-PCR semicuantitativa en tejido de raiz de 10 dps de las lineas de
pérdida de funcion (A) y en raiz y vastago aéreo de las lineas de ganancia de funcién de
AGL17 a los 10 dps (B). En B, las plantulas fueron tratadas con p-estradiol (+E) o con

DMSO como placebo (-E) a los 8 y 9 dps, y el tejido fue colectado a los 10 dps. pER
(PER22-AGL17, la linea transgénica inducible por B-estradiol, ver Materiales y Métodos).
Numero de experimentos independientes = 3-4.

5.4 Analisis de Interacciones Genéticas entre AGL17 y AGL16, AGL21, SOC1 y
ANRL1 en el Crecimiento de la Raiz Primaria.

Debido a que AGL17, ANR1, AGL21 y AGL16 presentan una alta similitud
(Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003 ) y a que AGL17 interactia con AGL16,
AGL21 y SOC1 a nivel de proteina (de Folter et al., 2005 **°), es posible pensar que
algunos de estos genes podrian enmascarar el fenotipo de la pérdida de funcion de AGL17,

por lo que se llevé a cabo la generacion de los siguientes mutantes dobles entre las lineas de
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pérdida de funcién de AGL17 y lineas de pérdida de funcion de cada uno de los otros cuatro
genes mencionados: spm-agl21 gk-agll7; agll6 gk-agll7; anrl-2 gk-agll7; anrl-2 w-
agll7 y socl gk-agll7. Una vez obtenidos se crecieron y se cuantificé la longitud de la raiz
primaria a los 7 y 10 dps, la cual se compar6 con las obtenidas en los mutantes sencillos y
la linea de tipo silvestre.

Se observo que la pérdida de funcion simultdnea de AGL17 y cualquiera de los otros
genes MADS-box estudiados tienen efectos diversos y dinamicos (Figura 9), por ejemplo,
la pérdida de funcién de AGL17 y AGL21 no tiene efecto a los 7 dps (Figura 9A) pero a los
10 dps genera raices mas cortas que las de tipo silvestre (Figura 9B). Tampoco se
observaron relaciones epistaticas claras, sin embargo, dentro de la diversidad de efectos
puede observarse un patrén claro: la pérdida de funcién simultanea de AGL17 y cualquier
otro de los genes MADS-box que codifican a sus interactores proteicos (AGL16, AGL21 y
SOC1) genera raices mas cortas que las lineas parentales o la de tipo silvestre (Figura 9).
Este efecto solo fue estadisticamente significativo en una de las dos etapas del desarrollo
analizadas en cada mutante doble: a los 7 dps para el mutante agl16 gk-agl17 (Figura 9A) y
a los 10 dps para los mutantes spm-agl21 gk-agl17 y socl gk-agl17, sin embargo, también
en las otras etapas la generacion de raices mas cortas es notoria aungue no sea
estadisticamente significativa (Figura 9). Este resultado es sorprendente, pues sugiere que
al anular més de un miembro de los posibles dimeros o tetrameros conformados junto con
AGL17 (de Folter et al., 2005 *°), se observa un papel activador del crecimiento, contrario
al efecto represor que se demostré anteriormente en el mutante sencillo de AGL17 (este
resultado se discute en la seccion 6.4). Unicamente la pérdida de funcion simultanea de
AGL17 y ANR1 no tuvo repercusion en la longitud de la raiz primaria (Figura 9B y datos no
mostrados), por lo que podemos concluir que no existe redundancia funcional entre ellos, al

menos en lo que concierne al crecimiento de la raiz primaria.

34



a
40 cd be be ecd d e b
35 32.2 335 34.2 331 311 28.2 : 345
— T
SIS,
S 25 S
= Y
k=) et
5 20
n )
-:;.' -.'-:\,-.’
15
S
B
.10 e et =)
Ly 2, 0, &,
e zﬁv, “a v, o %
’2_; )9/(, y.?{, -"f .’J,Ev
Fa e,
dk“u 5 2
i~/
N
B
a a a cd d d ab a a be
80 1.8 726 7126 66.9 65.1 644 T0.1 7.7 728 68.2
70 = '
__ 60
=
E 50
=]
=
£ 40
5
4 30 _
10 =S
-/ e
% ‘Edp, %’u "Jo,)’ {9,% W, %, %,
N 2
o 4’) “":09
%, N
!f/,)

Figura 9. Comparacion de las medias de longitud de la raiz primaria de los mutantes dobles,
los mutantes simples y la linea de tipo silvestre a los 7 (A) y 10 dps (B). Las barras con
letras distintas representan medias significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de
Mann-Whitney (P < 0.05). El tamafio de muestra (n) para cada linea a los 7 y 10 dps,
respectivamente, es la siguiente: wt, n= 64 y 45; gk-agl17, n= 65 y 46; spm-agl21, n= 60 y
44; spm-agl21 gk-agl1l7, n= 61y 46; agl16, n= 23 y 47; agl16 gk-agl17, n= 35 y 52; anrl-
2, n= 37 (sblo en B); anrl-2 gk-agll7, n= 50 (s6lo en B); socl, n= 60 y 43; y socl gk-
agll7, n= 63 y 40. Las lineas en la parte superior de cada barra representan el error estandar
y los valores numéricos (en mm) representan las medias. NUmero de experimentos = 1.
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6. Discusion

6.1 AGL17 es un Represor del Crecimiento de la Raiz

La funcion de los genes MADS-box expresados en la raiz ha sido pobremente
estudiada si se compara con estudios de aquellos que participan en la transicion a la
floracion y la organogénesis floral. Sin embargo, la caracterizacion de los que han sido
estudiados demuestra que tienen funciones muy relevantes en el desarrollo de la raiz
(Burgeff et al., 2002 '°°; Tapia-Lépez et al., 2008 ).

En el presente trabajo se comenzd la caracterizacion de la funcion de AGL17, otro
de los genes MADS-box cuya expresion es preponderante en la raiz (Burgeff et al., 2002
105 Nawy et al., 2005 *°°) al menos durante las etapas tempranas de su desarrollo post-
embrionario (Figura 5). Ya con anterioridad se habia observado que la pérdida de funcion
de AGL17 genera raices mas largas que las de genotipo silvestre cuando las plantulas son
crecidas en condiciones nutricionales particulares (concentracion de sales MS superior al
0.2X; Alvarez-Buylla, comunicacién personal). Sin embargo, en este estudio no se
encontraron diferencias consistentes en el crecimiento de la raiz primaria entre las plantulas
de las lineas de pérdida de funcion comparadas con la de tipo silvestre en condiciones
nutricionales estandar (sales MS 0.2X, sacarosa al 1%, Figura 6).

Se han descrito algunos procesos en los que la raiz influye en el crecimiento y
desarrollo de los 6rganos aéreos y viceversa (van Norman et al., 2004 *°: Nelson, 2004 *7;
Zhou et al., 2008 **®), por lo que la ausencia de un fenotipo evidente en las plantulas podria
deberse a que la pérdida de funcion de AGL17 genera cambios en el crecimiento de la raiz
muy sutiles que podrian ser enmascarados por algin tipo de sefial compensatoria
proveniente de la parte aérea. Para eliminar este efecto, se aislaron las raices de los
vastagos aéreos y en este contexto de desarrollo las raices de las lineas de pérdida de
funcion de AGL17 resultaron ser significativamente mas largas que las de tipo silvestre. De
forma inversa, la linea de ganancia de funcidon constitutiva (35S:AGL17) presentd raices
mas cortas (Figura 6). Con estos experimentos se apoya el papel inhibitorio de AGL17 en el

crecimiento de la raiz de Arabidopsis thaliana.
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Para confirmar el fenotipo de la linea 35S:AGL17, se indujo la sobre-expresion de
AGL17 en una linea transgénica inducible por B-estradiol (pER22-AGL17), tanto en
plantulas completas como en raices aisladas, y en ambos casos se obtuvieron raices méas
cortas que las de tipo silvestre (Figura 7). La discrepancia entre el fenotipo de tipo silvestre
de la raiz en la linea 35S:AGL17 y el fenotipo de raiz corta en la linea inducible pER22-
AGL17 observados en las plantulas completas puede deberse a que la construccion genética
en la segunda promueve una sobre-expresion mucho mayor que las construcciones con
promotores 35S tradicionales (Zou et al., 2000 *%). Las diferencias encontradas son sutiles
pero estadisticamente significativas y demuestran un papel represor de AGL17 en el
crecimiento de la raiz. Este efecto represor es débil y probablemente depende de la accién
redundante de otros genes de la misma familia MADS-box.

Sin embargo, también hay que mencionar que debido a que se trata de una linea de
sobre-expresion, el fenotipo observado podria ser producto de una ganancia de funcién de
AGL17 més que de la funcion desempefiada bajo los niveles de expresion de tipo silvestre.

Hasta ahora solo se conocian genes MADS-box con un efecto promotor del
crecimiento de la raiz (XAL1/AGL12, Tapia-L6pez et al., 2008 **; AGL14 y AGL19, Garay-
Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., manuscritos en preparacion), por lo que la
caracterizacion del papel represor de AGL17 sobre este proceso es novedosa y muy
relevante para el entendimiento de la dinamica de regulacion transcripcional que subyace
tras la homeostasis del meristemo de la raiz de Arabidopsis thaliana.

Por otra parte, la expresion de AGL17 en la raiz se incrementa de los 5 a los 10 dps
(Figura 5), que es el mismo lapso de tiempo en el que se sabe que ocurre una aceleracion
del crecimiento de la raiz (Beemster and Baskin, 1998 *). Dado el papel represor de AGL17,
esta aceleracion s6lo podria ser posible si factores antagénicos a AGL17 son activados
durante este intervalo de tiempo conjuntamente con otra serie de cambios moleculares que
modifiquen la dindmica de la proliferacion celular en el meristemo y la dinamica del
crecimiento y la diferenciacion celular en la zona de transicion, por ejemplo, a través del
acoplamiento de un aumento en la tasa de proliferacion celular en el meristemo (lo cual
aumentaria el nimero de células por unidad de tiempo disponibles para el crecimiento) con
un aumento simultaneo en la tasa de inicio de la diferenciacion celular (lo cual aumenta el

namero de células que salen del meristemo por unidad de tiempo y que comienzan a
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diferenciarse en los tejidos maduros de la raiz), todo esto sin modificar sustancialmente el
tamafio del meristemo apical. Si esta sincronizacion entre proliferacion y diferenciacion
tiene lugar, entonces AGL17 podria participar en el mddulo genético que regula los cambios
en la dindmica celular del meristemo, actuando directamente sobre la regulacion del ciclo
celular y por lo tanto, en el proceso de proliferacion celular. Para probar esta hipédtesis, se
cuantificaron los niveles de ARNm de algunos reguladores clave del ciclo celular en los
fondos mutantes y en una de las lineas de sobre-expresion de AGL17.

6.2 Efecto de AGL17 sobre algunos Componentes que Regulan la Progresion del
Ciclo Celular en la Raiz

El efecto de AGL17 en el crecimiento de la raiz puede llevarse a cabo a través de la
regulacion de la proliferacion celular o del crecimiento anisométrico (alargamiento) de las
células en proceso de diferenciacion. Sin embargo, existe evidencia de que la tasa de
proliferacion regula directamente la tasa de alargamiento al determinar el namero de células
que se alargan por unidad de tiempo (Beemster and Baskin, 1998 ). Por este motivo se
decidio analizar el efecto de la pérdida y la ganancia de funcién de AGL17 sobre algunos
componentes del ciclo celular, el cual regula la tasa de proliferacion celular en el meristemo
apical de la raiz.

Algunas ciclinas de los tipos A, B y D se expresan abundantemente en el meristemo
apical de la raiz (Engler Jde et al., 2009 *°): en particular CYCAZ2;1 (Burssens et al., 2000
) CYCAB3;1, CYCAB3;2 (Takahashi et al., 2010 *?°), CYCB1;1, CYCB2;1 (Casimiro et
al., 2001 **; Werner et al., 2003 *??) y CYCD3;1 (Schmid et al., 2005 *#*). Ademés, otros
estudios correlacionan el nivel de la expresion de CYCA2;1 (Burssens et al., 2010 2%,
CYCB1;1 (Doerner et al., 1996 °: Lee et al., 2003 *%; Sanchez-Calderén et al., 2005 *?7),
CYCD2;1 (Qi y John, 2007 *2%), CYCD3;1 y CYCD3;2 (Zhang et al., 2009 **°) con la tasa
de proliferacion celular en el RAM vy el crecimiento de la raiz. Asi, en el presente trabajo se
eligio una ciclina representativa de las clases A, By D (CYCA2;1, CYCB1;1y CYCD3;1)
para analizar su expresion en las lineas de pérdida y de ganancia de funcién de AGL17.

También se analiz6 la expresion de KRP2, uno de los principales inhibidores de los
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complejos CDK-ciclina, cuya expresion y funcidén en el desarrollo de la raiz estd bien
documentada (De Veylder et al., 2001 *%; Himanen et al., 2002 >%).

La pérdida de funcion de AGL17 genera un aumento en la expresién de CYCB1;1y
su sobre-expresion tiene el efecto contrario (Figura 8) correlacionando claramente con los
fenotipos observados en la raiz (Figuras 6 y 7). Ademas, es interesante que esta regulacion
sobre CYCBL1;1 es especifica para este 6rgano ya que la sobre-expresion de AGL17 en el
vastago aéreo no repercutio en la expresion de esta ciclina (Figura 8B).

Por otro lado, la expresion de CYCA2;1, CYCD3;1 y KRP2 no se ve alterada en los
fondos de pérdida y ganancia de funcién de AGL17, sugiriendo que este gen no es un
regulador imprescindible de estos genes (Figura 8). Estos datos sugieren que AGL17 tiene
una funcidn represora sobre la progresion del ciclo celular en la raiz durante la transicion
G2/M al inhibir la expresion de CYCBL;1, la principal ciclina mitotica. Sin embargo, los
efectos de la pérdida y la ganancia de funcion de AGL17 a nivel fenotipico no son tan
evidentes debido a dos causas: una es que AGL17 actle redundantemente con otros factores
represores y la otra es que existen factores activadores que compiten con AGL17 y tienen
mayor afinidad por los genes blanco que tienen en coman. La segunda opcidn parece ser la
mas factible por dos razones: la primera es que no parece existir redundancia funcional de
naturaleza represora entre AGL17 y al menos los genes mas cercanamente relacionados con
él (ver secciones 5.4 y 6.4), la segunda es que la proteina AGL17 se asocia con los mismos
factores que AGL12, AGL14 y AGL19 (de Folter et al., 2005 9, los cuales son
promotores del crecimiento de la raiz (Tapia-Lopez et al., 2008 **: Garay-Arroyo et al.,
Jaimes-Miranda et al., manuscritos en preparacion), las implicaciones de este hecho se
discuten en la siguiente seccion.

En el presente trabajo se analizaron s6lo algunos de los componentes del ciclo
celular mas representativos, pero un analisis mas amplio que incluya un mayor namero de
componentes del ciclo celular (las CDKs, los factores MYB vy otras ciclinas) podria permitir
determinar si el papel de AGL17 en este proceso es puntual o mas preponderante de lo que
este trabajo ha mostrado. Su accion puntual sugerida por los resultados de este trabajo
podria constituir la explicacidn al papel sutil de este gene en el crecimiento de la raiz.

La regulacién de la homeostasis del meristemo apical de la raiz ha mostrado ser un

proceso muy robusto puesto que son pocas las alteraciones genéticas que ocasionan una
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clara disrupcion total de la actividad meristematica e incluso genes fundamentales del
desarrollo de este érgano presentan dos 0 mas homologos que podrian actuar de manera
redundante, por lo que s6lo al generar la pérdida de funcion de todos ellos es posible
observar alteraciones importantes e irreversibles en el meristemo (Galinha et al., 2007 °;
Saiga et al., 2008 **°; Casson et al., 2009 **%). Por ello, no es sorprendente que un factor de
transcripcion como AGL17 tenga una participacion sutil en la actividad meristematica, ya
que forma parte de una compleja red de regulacion de la homeostasis del meristemo que
Ileva al crecimiento regulado y normal de este 6rgano, a través de los procesos coordinados
de proliferacion y diferenciacion celular, en donde intervienen un gran niumero de factores
tanto conocidos (ver secciones 1.3-1.5), asi como de otros aln por determinar (Azpeitia et
al., 2010 %).

6.3 La Combinatoria de las Proteinas con Dominio MADS en los Complejos
Funcionales Participa en la Regulacion de la Homeostasis del Meristemo Apical de
la Raiz

Como ya se ha mencionado, las proteinas con dominio MADS ejercen su funcion al
asociarse entre si en dimeros y tetrdmeros (Davies et al., 1996 °’; Fan et al., 1997 %
Kaufmann et al., 2005 '®). AGL17 y XAL1/AGL12 pueden dimerizar con AGL16,
SOC1/AGL20 y AGL21 en ensayos de dos hibridos, mientras que AGL14 lo hace con
AGL16 y SOC1 y AGL19 dimeriza con SOC1 y AGL21 (de Folter et al., 2005 *°). Tanto
AGL12, AGL14 y AGL19 son promotores del crecimiento de la raiz (Tapia-Lopez et al.,
2008 **: Garay-Arroyo et al., Jaimes-Miranda et al., manuscritos en preparacion) por lo que
es posible que AGL17 deba competir con éstos por los interactores comunes para llevar a
cabo su efecto represor sobre el crecimiento (Figura 10), y el que un solo represor deba
competir con los tres activadores para formar los oligémeros funcionales puede desplazar el
balance hacia la promocién del crecimiento. El hecho de que la expresion de AGL17 se
mantenga en niveles altos durante el desarrollo temprano de la raiz (Figura 5) y aun asi se
presenten aceleraciones en el crecimiento de este 6rgano (Beemster y Baskin, 1998 °) y que
su sobre-expresion solo genere raices ligeramente mas cortas que las de tipo silvestre

parecen indicar que: (1) la probabilidad de formar complejos “promotores del crecimiento”
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es mayor , (2) la afinidad de AGL17 por sus interactores es baja, (3) el efecto represor de
AGL17 es muy local (restringido a los tejidos donde se expresa: el CQ y la cofia lateral,
Nawy et al., 2005 *%: Burgeff et al., 2002 **) o (4) que el requerimiento de AGL17 en la
modulacion del crecimiento de la raiz estd enfocado a condiciones particulares de
crecimiento, como a la presencia o ausencia de nutrientes o en respuesta a otro estimulo
ambiental. En este mismo sentido, durante la sobre-expresion de AGL17, la concentracién
de su proteina podria superar a la de AGL12/14/19 en todos los tejidos de la plantula, lo
cual posiblemente compensaria su baja afinidad por los factores comunes y sus
restricciones espaciales, desplazando el equilibrio hacia la formacién de tetrdmeros
represores, lo que s6lo entonces permite evidenciar la funcion represora de este gene
(Figuras 7, 8 y 10). Dicho esto, la funcién represora de AGL17 parece limitarse a la
modulacion del crecimiento de la raiz que es promovido por los AGLs activadores, entre
otros factores. Esta modulacion podria generarse a través de la regulacion de los AGLs
comunes (AGL16, AGL21, SOC1), de tal manera que un aumento en la produccion de
éstos podria incrementar la probabilidad de que AGL17 tenga acceso a ellos y pueda ejercer
su papel represor.

Se sabe que la expresion de AGL16, AGL21 y SOCL1 se incrementa bajo condiciones
de estrés por carencia de fosfatos (Gan et al., 2005 **), una condicién que promueve un
menor crecimiento de la raiz primaria (Linkhor et al., 2002 **?
AGL17, AGL12, AGL14 y AGL19 no es influenciada por la disponibilidad de nutrientes

(Gan et al., 2005 *%). En estas condiciones, el aumento en la concentracién de AGL16,

), en cambio, la expresion de

AGL21 y SOC1 resultantes, podrian promover que AGL17 tenga acceso a ellos y puedan
modular el crecimiento de la raiz al reducir la proliferacion celular (Figura 10). Claro esta,
este seria s6lo una parte de los mecanismos que promueven la disminucion del crecimiento
de la raiz en estas condiciones. Por lo tanto, para poner a prueba esta hipotesis, seria
interesante analizar detalladamente el crecimiento de las lineas de pérdida y de ganancia de
funcion de AGL17 en condiciones de deficiencia de fosfatos y nitratos, y alternativamente,
observar el efecto que tiene la sobre-expresidén conjunta de AGL16, AGL21 y SOCL1 en el

crecimiento de la raiz.
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Figura 10. Modelo combinatorio de la funcién represora de AGL17 y las funciones
activadoras de AGL12, AGL14 y AGL19 sobre el crecimiento de la raiz primaria de A.
thaliana. AGL17 compite con los tres activadores por la asociacion con los tres factores
comunes (AGL16, AGL21 y SOC1) para la formacion de un tetrdmero funcional que
reprime la expresion de CYCBI1;1, lo cual arresta el ciclo celular de las células
meristematicas en la transicion G2/M inhibiendo el crecimiento de la raiz. Las auxinas
promueven la expresion de AGL12 y podrian reprimir la de AGL17. Por otra parte, la
carencia en fosfato y nitrato promueve la expresion de los interactores comunes, lo cual
podria aumentar las posibilidades de que AGL17 forme parte del tetramero represor.

Con respecto al vastago aéreo, la incapacidad de la sobre-expresion de AGL17 para
repercutir en la expresion de CYCB1;1 (Figura 9) en las etapas tempranas del desarrollo de
la plantula (10 dps) puede deberse a la ausencia de sus interactores (AGL16, AGL21 y
SOC1) en estas etapas del desarrollo en tejidos aéreos, aungue la activacion de su expresion
en etapas posteriores podria modular el crecimiento y la produccion de hojas del vastago
aéreo al formar tetrameros represores con AGL17 (ver Anexo 3y seccion 6.5). También es
posible que AGL17 tenga un papel opuesto en el vastago aéreo del que tiene en la raiz:
actuando exclusivamente como un factor activador, como sugiere la regulacién positiva de
LFY (LEAFY) y AP1 ( APETALAL) mediada por AGL17 (ver Anexos 1, 2 y seccién 6.5).

Un aspecto final en el modelo es la integracién con la sefializacién hormonal de las
auxinas: estas hormonas promueven la proliferacién celular a ciertas concentraciones

(Himanen et al., 2002 **; Sieberer et al., 2003 ®) y una de las vias por la que llevan a cabo
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este proceso podria estar mediado por AGL12 (Tapia-L6pez et al., 2008 **). Por otra parte,
la inhibicion del transporte o de la sefializacion de las auxinas promueven la expresion de
AGL17 (https://lwww.genevestigator.com), por lo que el gradiente en la concentracion de
esta hormona que existe en el meristemo apical de la raiz, podria modular la accién de
AGL17 de forma tal que en la zona de transicién de la raiz existiria un incremento en la
expresion de AGL17, participando en la inhibicion de la proliferacion celular que ocurre al

comienzo de la diferenciacion de las células de la raiz.

6.4 AGL17 y ANR1 no acttan redundantemente y Existen Relaciones Genéticas
Complejas entre AGL17, AGL16, AGL21 y SOCL1 durante el Desarrollo de la Raiz

El fenotipo de las raices de las lineas de pérdida y de ganancia de funcion de AGL17
es el mismo que el de la linea de tipo silvestre en plantulas completas y los fenotipos de las
raices aisladas son sutiles (Figuras 6 y 7), por lo que es posible que la funcion de AGL17
sea redundante o dependa de la presencia de proteinas codificadas por otros genes. Los
genes candidatos mas probables que podrian actuar redundantemente con AGL17 son los
genes MADS-box con mayor similitud en su secuencia nucleotidica con nuestro gene de
estudio. Estos genes son AGL21, AGL16 y ANR1 (Martinez-Castilla y Alvarez-Buylla,
2003 ). Ademés, AGL17 también podria requerir de la expresion de AGL21, AGL16 y
SOC1 ya que interactua fisicamente con estos a nivel de proteina (de Folter et al., 2005 **9).

Para llevar a cabo los analisis de interacciones genéticas se generaron cinco
mutantes dobles: spm-agl21 gk-agl17; agl16 gk-agll7; anrl-2 gk-agll7; anrl-2 w-agll7 y
socl gk-agl17 con la finalidad de analizar el efecto de la pérdida de funcion simultanea de
AGL17 con cada uno de los otros cuatro genes (seccion 5.4).

La pérdida de funcion de cada uno de los genes analizados no genera alteraciones en
la longitud de la raiz primaria en los mutantes sencillos de pérdida de funcién, con
excepcion del mutante socl, cuya raiz primaria es mas larga que la de tipo silvestre a los 7
dps (Figura 9A). Este resultado es preliminar y debe ser corroborado posteriormente. Sin
embargo, estas observaciones sugieren que estos genes no son determinantes de manera
individual para el crecimiento de la raiz, aunque la posibilidad de que presenten un fenotipo

en raices aisladas como ocurre con los mutantes agl17 no puede ser descartado.
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En el caso de los mutantes dobles, se observaron otros dos tipos de respuestas en el
analisis del crecimiento de la raiz: por una parte, en agll6 gk-agll7 la raiz primaria
presentd una longitud menor que la de tipo silvestre y que las lineas mutantes parentales a
los 7 dps, pero en etapas posteriores (10 dps) esta diferencia fue compensada (Figura 9). En
el segundo tipo de respuesta, los mutantes dobles spm-agl21 gk-agll7 y socl gk-agll7
presentaron una longitud de tipo silvestre de la raiz primaria a los 7 dps pero en una etapa
posterior (10 dps), la pérdida de funcion de estos dos genes genero raices mas cortas que las
de tipo silvestre y que los mutantes parentales (Figura 9). Estas observaciones preliminares
muestran una dinamica compleja en la regulacion de la longitud de la raiz primaria por
estos genes en donde los efectos de algunos de ellos muestran una dependencia temporal, es
decir, algunos de ellos parecen tener contribuciones en etapas especificas del desarrollo de
la raiz que pueden ser relevadas por otros genes en etapas posteriores, lo cual hace
indispensable conocer con sumo detalle los patrones dinamicos de expresion de todos estos
genes.

Es importante hacer notar que los dos tipos de respuestas mencionadas en el analisis
del crecimiento de la raiz primaria de los dobles mutantes involucran una reduccidn en la
longitud de la raiz unicamente cuando la pérdida de funcion de AGL16, AGL21 o SOC1
estd acompanada de la pérdida de funcion de AGL17 (Figura 9). Esta observacion sugiere
un papel activador de AGL17, AGL16, AGL21 y SOCL1 durante el desarrollo de la raiz
opuesto al papel represor de AGL17 que ha sido mostrado hasta ahora.

Se han demostrado funciones tanto activadoras como represoras para algunas
proteinas con dominio MADS en algunos procesos del desarrollo. Por ejemplo, el
heterodimero SOC1-AGL24 tiene una funcion activadora directa sobre el gene LFY en las
etapas mas tempranas del desarrollo del meristemo de flor (Lee et al., 2008 *). Sin
embargo, el heterodimero SOC1-AGL24 también desempefia un papel represor tanto en el
meristemo de inflorescencia como en los dos primeros estadios del meristemo de flor sobre
SEPALLATAS (SEP3), lo que impide la activacién temprana de los genes tipo By C de la
morfogénesis floral; esta funcion represora esta mediada por SAP18, uno de los miembros
del complejo Sin3-HDAC (desacetilasa de histonas) que modulan el silenciamiento
epigenético mediante la acetilacion de la histona H3 (Song y Galbraith, 2006 ***; Liu et al.,
2009 1%).
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En el presente trabajo, se ha demostrado parcialmente que AGL17 tiene una funcion
principalmente represora en el crecimiento de la raiz, sin embargo, las proteinas con
dominio MADS ejercen su funcién como dimeros o tetrdmeros (Kaufmann et al., 2005 '*°)
y dado que no hay evidencia de que AGL17 forme homodimeros, su actividad represora
tendria que llevarse a cabo mediante la dimerizacion con AGL16, AGL21 o SOC1 (que son
las proteinas con dominio MADS que se dimerizan con AGL17 en ensayos de dos hibridos,
de Folter et al., 2005 *°) u con otro tipo de proteinas. Sin embargo, el analisis de las
interacciones genéticas entre AGL17 y los genes que codifican a sus tres interactores
sugiere que la funcién de los dimeros AGL17-AGL16 AGL17-AGL21 y AGL17-SOC1 es
activadora al menos en algunas etapas del desarrollo, por lo que la funcién represora de
AGL17 tendria que estar mediada por otros factores desconocidos.

Por lo tanto, AGL17 podria constituir un gene modulador del crecimiento de la raiz
que puede actuar como represor o activador cuya funcion depende de los miembros con los
que se asocia en los heterodimeros funcionales a distintas etapas del desarrollo. Parte de la
sutileza de los fenotipos asociados a la ganancia y péerdida de funcion de este gene sobre el
crecimiento de la raiz puede deberse a la doble funcidn activadora/represora de AGL17 que
actuaria concertadamente con una plétora de factores que le brindan especificidad
funcional.

Otra explicacion para los fenotipos de raiz corta de los mutantes dobles agl16 agl17,
agl21 agl1l7 y socl agll7 podria ser que la pérdida de funcidn de los interactores comunes
(AGL16, AGL21 y SOC1) ocasione la disrupcion parcial de la funcion activadora de
AGL12/14/19 sobre el crecimiento de la raiz. Sin embargo, esta explicacion no es
compatible con las observaciones de los fenotipos de los mutantes simples agl16, agl21 y
socl los cuales presentan una longitud de la raiz que no difiere de la linea de tipo silvestre.

Por otra parte, puede generarse un modelo combinatorio que podria explicar la
doble funcién de AGL17 (Figura 11) tomando en cuenta, por un lado, la formacion de
tetrdmeros funcionales entre las proteinas con dominio MADS vy el papel activador de
AGL12/14/19, y asumiendo por otro lado que: (1) AGL17 puede formar parte de complejos
promotores y represores del crecimiento con una mayor tendencia hacia la formacion de
estos udltimos y (2) el papel represor lo lleva a cabo mediante su asociacion con
AGL12/14/19 a través de AGLs comunes.
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Figura 11. Modelo combinatorio parcial de la formacion de tetrdmeros activadores
(derecha) y represores (izquierda) del crecimiento de la raiz entre proteinas con dominio
MADS. AGL17 podria formar parte de ambos tipos de tetrdmeros pero el balance tendria
que estar desplazado hacia la formacion de complejos represores (representado en el
esquema por el grosor relativo de las flechas). La proteina denominada ? representa un
factor hipotético que actla redundantemente con AGL17.

De acuerdo a este modelo, si consideramos que un tetramero con funcion promotora
del crecimiento pudiera estar constituido tanto por un AGL activador (AGL12, por
ejemplo) como por AGL17, asi como por dos proteinas comunes (AGL16 y AGL21, por
ejemplo), la pérdida de funcion simultanea de AGL17 y AGL21 en el mutante doble
correspondiente tendria el efecto colateral de anular parcialmente la funcion promotora del

crecimiento de AGL12, este efecto seria parcial porque AGL12 aln podria formar otros
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tetrameros funcionales con otras de las proteinas disponibles como AGL16 y SOC1. Por
otro lado, el papel represor del crecimiento de AGL17 estaria determinado por la formacion
de tetrdmeros donde solo ocurra la hetero-oligomerizacién de AGL17 con los interactores
comunes (AGL16, AGL21 y SOC1; Figura 11).

Este modelo permite explicar todos los fenotipos observados en el presente trabajo:
(1) las raices del mutante simple de AGL17 son ligeramente mas largas que las del tipo
silvestre ya que este gene también forma parte de los tetrameros promotores del
crecimiento junto con AGL12/14/19, pero debido a que el balance estaria ligeramente
desplazado hacia la formacidn de tetrdmeros represores, el efecto fenotipico que se observa
seria precisamente el de esta Gltima funcion (Figuras 6B y 11). (2) En la linea de ganancia
de funcién de AGL17 tenderian a formarse tetrdmeros promotores e inhibidores del
crecimiento, pero el balance estaria desplazado hacia la formacion de estos ultimos,
generando raices ligeramente mas cortas que las del tipo silvestre (Figuras 7 y 11). (3) La
pérdida de funcion simultanea de AGL17 y cualquiera de los genes que codifican para los
interactores comunes en los mutantes dobles analizados generan raices mas cortas que las
de tipo silvestre ya que en estos casos se estaria impidiendo la formacion de algunos de los
posibles tetrdmeros promotores del crecimiento (en los que AGL12, AGL14 o AGL19
serian componentes indispensables), lo cual seria evidenciado a nivel fenotipico (Figuras 9
y 11).

Finalmente, debe hacerse notar que AGL17 y sus interactores son s6lo un pequefio
mddulo genético de una compleja red de regulacion que determina la homeostasis del
meristemo Y el crecimiento de la raiz, por lo que lo descrito en esta tesis brindara un mayor
entendimiento de este proceso en la medida en la que pueda ser integrado a un marco

conceptual mas amplio.

6.5 AGL17 es un Protomor de la Transicion a la Fase Reproductiva (Floracion) y

Regula el Desarrollo Vegetativo en el Vastago Aéreo Junto con AGL21

La transicidn a la floracion es de importancia fundamental en el ciclo de vida de

cualquier angiosperma ya que es el punto de inicio de la produccion de la siguiente
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generacion por lo que determina la adecuacion del organismo. Este proceso puede llevarse
a cabo en Arabidopsis thaliana a través de cuatro vias principales interconectadas de
acuerdo a la caracterizacion de los fenotipos de los genes mutados. Estas vias son: la del
fotoperiodo, la de vernalizacion, la autdnoma y la regulada por las giberelinas (Amasino,
2010 %,

Como se describe detalladamente en los Anexos 1 y 2, AGL17 tiene un papel
promotor de la floracion a través de la via del fotoperiodo. En el fotoperiodo inductor de
dias largos, la estabilizacion de la proteina CO (CONSTANS) al final de la etapa de luz
promueve la expresion de AGL17 en el vastago aéreo y éste es capaz de inducir la
expresion de los genes de identidad del meristemo floral LFY y AP1 paralelamente a la
accion de FT (FLOWERING LOCUS T). La existencia de estas dos vias (la de FT y la de
AGL17) garantiza la robustez de la respuesta de la floracion ante el fotoperiodo asegurando
que esta etapa critica en el ciclo de vida de A. thaliana pueda llevarse a cabo.

AGL21 es el gene con mayor similitud a AGL17 (Martinez-Castilla y Alvarez-
Buylla, 2003 °"), por lo que existe la posibilidad de que sus funciones en la transicién a la
floracion sean similares. De hecho, la pérdida de funcion de AGL21 genera un retraso en la
floracion muy similar al que ocurre por la pérdida de funcion de AGL17 (Anexo 3). Este
retraso en la linea mutante w-agl21 se evidencia Unicamente por la mayor produccion de
hojas de la roseta previamente a la floracién bajo un fotoperiodo de dias largos, en
comparacion a las plantas de tipo silvestre. Por otro lado, la pérdida de funcidén simultanea
de AGL21 y AGL17 en el mutante doble no acentua el retraso de la floracion que presentan
los mutantes individuales parentales (Anexo 3), por lo tanto, estos dos genes podrian actuar
conjuntamente en la induccion de la floracion posiblemente formando parte de un mismo
heterodimero (de Folter et al., 2005 ''9).

Dado que las pérdidas de funcién de AGL21 y de AGL17 (en el caso del alelo gk-
agll7) no retrasan la floracion temporalmente, sino s6lo ontogenéticamente (Anexo 3), es
adecuado desligar los procesos de la transicién a la floracion y el desarrollo vegetativo
considerandolos hasta cierto punto independientes uno del otro. Bajo este esquema tanto
AGL17 como AGL21 participarian en la inhibicion del desarrollo vegetativo y AGL17
también en la promocion de la floracion. Este papel represor de estos genes en el desarrollo

vegetativo del vastago aéreo estaria en concordancia con el papel represor de AGL17 en el
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crecimiento de la raiz, por lo que podria llegar a considerarse que este gene tiene dos
funciones principales: por un lado seria un represor general del crecimiento y por otro, un

promotor de la floracion.
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7. Conclusiones

La expresion de AGL17 puede detectarse en la raiz a los 5 dps y a los 10 dps

presenta un incremento que se mantiene en etapas posteriores.

. AGL17 es un represor del crecimiento de la raiz dado que la pérdida y la ganancia
de funcion de este gene generan un mayor y un menor crecimiento de este 6rgano,

respectivamente, que las plantas de tipo silvestre.

. AGL17 regula negativamente la expresion de la Ciclina B1;1 exclusivamente en la

raiz.

La raiz de los mutantes dobles de agl17 con agl16, agl21, socl o anrl crece menos
o igual que la de los mutantes parentales, lo que refleja una compleja red de
regulacion del crecimiento de este oOrgano que posiblemente subyazca en la

combinatoria de los complejos formados por las proteinas con dominio MADS.

. AGL17 es un promotor de la floracion de la via del fotoperiodo y AGL21 podria

participar en la misma via.
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8. Anexo 1

La transicion a la floraciébn: marco teo6rico y principales resultados del articulo:
“AGAMOUS-LIKE 17, a novel flowering promoter, acts in a FT-independent photoperiod
pathway” (AGAMOUS-LIKE 17, un nuevo promotor de la floracién, actta en la via del
fotoperiodo independientemente de FT).

Introduccion

El ciclo de vida de muchas plantas esta sincronizado con los cambios estacionales a
lo largo del afio y esta respuesta es particularmente importante en latitudes altas donde se
presentan cambios radicales en las condiciones ambientales entre las diferentes estaciones.
Uno de los cambios principales a lo largo del afio es la duracion del dia o fotoperiodo. La
percepcion de los cambios en la duracion del dia es uno de los mecanismos principales que
presentan las plantas para detectar los cambios estacionales (Turck et al., 2008 **").

Arabidopsis thaliana es una planta de floracion facultativa en dias largos que florece
méas tempranamente en un fotoperiodo de 16 hrs de luz y 8 de oscuridad que en un
fotoperiodo de dias cortos de 8 hrs de luz y 16 de oscuridad (Turck et al., 2008 *"). Se han
propuesto varios modelos para explicar el efecto del fotoperiodo en la floracion desde que
se describio este fenomeno a principios del siglo XX, pero el que ha sido mejor respaldado
por la evidencia experimental es el modelo de la “coincidencia externa”, el cual postula que
la transicion a la floracion se lleva a cabo cuando una sefial producida por un ritmo interno
(el reloj biologico circadiano, RBC) coincide con una sefial externa (la luz, Lagercrantz,
2009 ). En la versién molecular actual del modelo de la coincidencia externa, el gene
CONSTANS (CO) vy la proteina que codifica es el componente clave en la percepcion del
fotoperiodo en A. thaliana (Putterill et al., 1995 **°).

La expresion de CONSTANS es regulada por el RBC, el cual consiste en una
compleja red de factores transcripcionales que se regulan mutuamente tanto a nivel
transcripcional como pos-traduccional y cuyos componentes individuales alcanzan picos
méximos de expresion en distintos momentos del ciclo dia-noche (Imaizumi, 2010 **). La
actividad del RBC se sincroniza con el ciclo circadiano externo de luz y obscuridad a través

de la accién de los fotorreceptores de luz roja (fitocromos) y de luz azul (criptocromos,
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Devlin y Kay, 2000 **!). El RBC regula parcialmente la expresién de CO al promover la
degradacion de los represores transcripcionales de este gene en un momento especifico del
dia: CDF1 (CYCLING DOF FACTOR 1) es uno de estos represores e inhibe la
transcripcion de CO en la mafiana (Fornara et al., 2009 %), pero después del medio dia, la
expresion de CDF1 es fuertemente inhibida por PRR5, PRR7 y PRR9 (PSEUDO-
RESPONSE REGULATOR 5/7/9), los cuales son componentes del RBC (Nakamichi et al.,
2007 **3): y al mismo tiempo, la proteina CDF1 es ubiquitinada para su degradacién por el
complejo GI/FKF1 (GIGANTEA/FLAVIN BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1) cuyos
miembros también son componentes del RBC y sus respectivos genes comienzan a
expresarse después del medio dia (Sawa et al., 2007 '**). Esto tiene como resultado el
incremento en la abundancia del ARNm de CO al atardecer de los fotoperiodos de dias
largos. En la noche, Gl es degradada por la accion de COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1) que es una ubiquinit-ligasa E3 (Yu et al., 2008 **°), lo cual
cierra el ciclo de la regulacion circadiana de CO y lo prepara para su reinicio al amanecer
del dia siguiente. Lo descrito anteriormente ocurre tanto en el fotoperiodo de dias largos
como en el de dias cortos, pero en los dias cortos la acumulacion del ARNm de CO
comienza al anochecer y su pico maximo tambien es por la noche (Suarez-Lépez et al.,
2001 ), lo cual constituye una diferencia critica en la respuesta de la floracién ante estos
dos tipos de fotoperiodo en A. thaliana cuyas consecuencias se describen a continuacion.
Una vez que CO se ha expresado después del medio dia en el fotoperiodo de dias
largos, la proteina CO es estabilizada por la sefializacion del fitocromo A y los
criptocromos (Valverde et al., 2004 ") y esta estabilizacién de CO promueve la
transcripcion de FT (FLOWERING LOCUS T) en el tejido vascular de las hojas, uno de los
genes cuyo producto proteico se requiere en el meristemo apical del vastago aéreo para
promover la floracion a través de la via del fotoperiodo (Samach et al., 2000 **%; An et al.,
2004 '*°; Corbesier et al., 2007 *°). Y es aqui donde el modelo de la coincidencia externa
mantiene su vigencia: es la presencia de la sefial interna generada por el RBC (el pico
méaximo en la expresion de CO al atardecer de los dias largos) que coincide con la sefial
externa (la luz) lo que promueve la floracion de las plantas inducidas por el fotoperiodo de
dias largos (Figura 12). En cambio, en el fotoperiodo de dias cortos el pico maximo en la

expresion de CO no coincide con el periodo de luz (Suarez-L6pez et al., 2001 **°) lo cual
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impide la estabilizacion de la proteina CO vy la induccién de la transcripcion de FT, por lo

que no se lleva a cabo la transicion a la floracion (Lagercrantz, 2009 **%).
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Figura 12. Induccién de la transicion a la floracion en Arabidopsis por el fotoperiodo de
dias largos. La acumulacion del ARNm de CO (linea lila punteada) es regulada por la
accion del RBC que inhibe la expresion de CO en la mafiana a través de la accion de CDF1
y por otra parte, la proteina CO es degradada durante la mafiana por la sefializacion del
fitocromo B (PhyB). Al pasar el medio dia, la accion de los PRRs por una parte y del
complejo GI/FKF1 por otra, liberan a CO de la represion transcripcional de CDF1 y
permiten la acumulacion del ARNm de CO hasta alcanzar un nivel maximo justo antes del
atardecer, éste se traduce y la proteina CO (esferas azules) es estabilizada también antes del
anochecer por la accion de fitocromo A (PhyA) y de los criptocromos (Cry). La
acumulacion de la proteina CO antes del anochecer promueve la transcripcion de FT, cuya
proteina sera transportada a través del floema hacia el meristemo apical del vastago aéreo
donde iniciara su conversion a un meristemo de inflorescencia. Por la noche, la proteina CO
es degradada por SPA1 vy el ciclo comienza de nuevo al amanecer del dia siguiente. La
flecha verde representa la sincronizacion del RBC por los fotorreceptores al inicio del dia
(La figura fue tomada y modificada de Klejnot y Lin, 2004 **%).

Finalmente, en el periodo de oscuridad de los dias largos, la proteina CO ya no es

estabilizada por los fotorreceptores y su degradacion es promovida por el complejo SPAL
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(SUPRESSOR OF PHYA-1)/COP1 (Figura 12, Laubinger et al., 2006 °%; Jang et al., 2008
153)_

Una vez que CO ha promovido la expresion de FT en el tejido vascular de las hojas
durante el fotoperiodo de dias largos (Wigge et al., 2005 ***), el ARNm de FT es traducido
a proteina y ésta es translocada al SAM a través del floema (Corbesier et al., 2007 **;
Mathieu et al., 2007 *°). Una vez en el SAM, FT se dimeriza con FD (FLOWERING
LOCUS D), un factor de transcripcion tipo bZIP (Abe et al., 2005 **°), y activa algunos
genes de la familia MADS-box como SOC1, AP1 (APETALAL) y FUL (FRUITFUL, Yoo et
al., 2005 **': Abe et al., 2005 **°; Teper-Bamnolker y Samach, 2005 **®). SOC1 es un
integrador de la induccion de la floracion que regula la expresion de LFY (LEAFY),
uniéndose a su promotor en un complejo junto con AGL24 (Lee et al., 2008 **%). LFY y
AP1 son genes que dirigen a ciertos grupos de celulas en los flancos del SAM para
diferenciarse en meristemos florales (Ruiz-Garcia et al., 1997 **; Amasino, 2010 *).

De esta forma, el fotoperiodo de dias largos promueve la induccién de los genes
(SOC1, LFY, AP1 y FUL, entre otros) que dirigen la diferenciacion de los meristemos de
inflorescencia a florales por la intermediacion de CO y FT. La transicion a la floracion en
A. thaliana es un proceso irreversible una vez que ha comenzado y esto puede deberse en
gran medida a la retroalimentacion que existe entre los genes expresados en el SAM de

manera que su transcripcion es activada mutuamente (Amasino, 2010 **

), tal como ocurre
con LFY y AP1 (Liljegren et al., 1999 **°) 0 con SOC1 y AGL24 (Liu et al., 2008 **%).

En el articulo publicado durante la realizacion del presente trabajo se determiné que
AGL17 tiene un papel promotor en la transicion a la floracion actuando a través de una via
paralela a la de FT, ya que su expresion depende de CO en el fotoperiodo de dias largos y
es capaz de promover la expresion de los genes florales LFY y AP1 independientemente de

la accién de FT.
Resumen de los resultados

1. La expresién de AGL17 aumenta en el vastago aéreo durante la transicion a la

floracion: AGL17 se expresa en la parte aérea de la planta y la abundancia de su ARNm
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2.

aumenta en el fotoperiodo de dias largos en dias previos a la floracion y se mantiene en
un nivel alto en etapas posteriores (Anexo 2, Figura 1).

AGL17 promueve la transicion a la floracion a traves de la via del fotoperiodo: la
pérdida de funcion de AGL17 retarda la floracion Unicamente en regimenes de dias
largos y la ganancia de funcién la acelera tanto en el fotoperiodo de dias largos como en
el de dias cortos, pero especialmente en el primero (Anexo 2, Figura 2y 7b).

CO es un regulador positivo de AGL17: la acumulacién del ARNm de AGL17 se
encuentra reducida especificamente en las lineas de pérdida de funcion de CO (Anexo
2, Figuras 3 y 5c¢) y de manera inversa, hay mayor acumulacién en las lineas de
ganancia de funcion de Gl y CO (Anexo 2, Figura 4a). Ademas, el efecto de la luz sobre
la estabilizacion de la proteina CO al finalizar el periodo de luz en el fotoperiodo de
dias largos también promueve la acumulacion del ARNm de AGL17, de forma similar a
lo que ocurre con el de FT (Anexo 2, Figura 4b). Finalmente, la sobre-expresion de
AGL17 puede revertir parcialmente la floracion tardia de las lineas de pérdida de
funcion de CO e, inversamente, la pérdida de funcion de AGL17 puede revertir
parcialmente la floracion temprana de las lineas de sobre-expresion de CO (Anexo 2,
Figura 4c). Todas estas evidencias permiten establecer a CO como un inductor de la
transcripcion de AGL17.

AGL17 actia paralelamente a FT en la induccion de la floracion: la acumulacion del
ARNmM de AGL17 no se ve afectado por la pérdida de funcion de FT y viceversa (Anexo
2, Figuras 3c y 6a). Ademas, la pérdida de funcién de ambos genes tiene un efecto
sumatorio sobre el retraso de la floracion (Anexo 2, Figura 4c).

AGL17 regula positivamente la transcripcion de AP1y LFY: la acumulacion del ARNm
de los genes del meristemo floral AP1 y LFY se encuentra disminuido en las lineas de
pérdida de funcion e incrementado en la linea de ganancia de funcion de AGL17 (Anexo

2, Figuras 6 y 7c).

Estas observaciones permiten situar a AGL17 como un componente que promueve

la floracién a partir de una via del fotoperiodo alterna a la de FT pero iniciada igualmente

por CO, el cual promueve la expresién de AGL17 que a su vez induce la expresion de los

genes de identidad del meristemo floral APl y LFY.
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Este hallazgo es importante ya que ha permitido identificar a AGL17 como un
componente que brinda robustez y flexibilidad a la respuesta de floracion ante el
fotoperiodo inductivo (el de los dias largos), asegurando la transicion al estado

reproductivo.
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9. Anexo 2

Han P, Garcia-Ponce B, Fonseca-Salazar G, Alvarez-Buylla ER and Yu H. (2008).
AGAMOUS-LIKE 17, a novel flowering promoter, acts in a FT-independent
photoperiod pathway. The Plant Journal 55: 253-265.
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Summary

The photoperiod pathway is a genetically conserved pathway that affects flowering in distantly related
angiosperms. Here we report a novel flowering promoter AGAMOUS-LIKE 17 (AGL17) acting in the
photoperiod pathway of Arabidopsis. AGL17 transcripts were detectable in various plant organs with
the highest expression in the root. Under long-day conditions, expression of AGL 17 gradually increased in
the aerial part of seedlings during the floral transition. Overexpression of AGL 17 caused early flowering, while
loss of function of AGL17 exhibited late flowering, particularly under long days. Analysis of AGL17 expression
in various flowering-time mutants showed that its transcripts were significantly reduced in the photoperiod
pathway mutant co-1. Correspondingly, AGL17 expression was upregulated in transgenic plants overexpress-
ing CONSTANS (CO) and also when CO activity was induced by light. Genetic analysis further showed that
overexpression of AGL17could partially suppress the late flowering of co-1. These results suggest that AGL17
acts to promote flowering and is positively controlled by the photoperiod pathway regulator CO. In contrast,
another target of CO, FLOWERING LOCUS T (FT), did not affect AGL17 expression, and vice versa. The
expression of two floral meristem identity genes LEAFY (LFY) and APETALAT (AP1) decreased in agl17-1, while
LFY and AP1 could be rapidly induced by AGL 17 using a functional estradiol-inducible system. These findings
indicate that AGL177 ultimately promotes flowering via regulation of LFY and AP1.

Keywords: AGAMOUS-LIKE 17, flowering time, CONSTANS, photoperiod, MADS-hox gene, Arabidopsis.

Introduction

In plants, the achievement of reproductive success is highly plant, thereby encompassing physical, chemical as well as
dependent on flowering at the right time. The timing of flower biological cues for the initiation of flowering. These distinct
initiation is a highly plastic developmental process that pathways ultimately converge to regulate the expression of
requires the continuous perception and processing of a common downstream target genes, usually called floral
myriad of environmental and internal signals (Ausin et al, pathway integrators, which include FLOWERING LOCUS T
2005; Baurle and Dean, 2006; Putterill et al., 2004). Molecular (FT), LEAFY(LFY) and SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION
genetic dissection of the control of flowering time in OF CONSTANS { SOCT1), which is also known as AGAMOUS-
Arabidopsis has identified an integrated network of at least LIKE 20 |(AGL20) (Boss et al., 2004; Mouradov et al., 2002;
four pathways that quantitatively control the timing of this Simpson and Dean, 2002). These genes integrate inputs
developmental switch (Boss et al., 2004; Levy and Dean, originating fromthe different flowering cascades and convey
1998; Mouradov et al., 2002; Simpson and Dean, 2002). These the resulting signal to floral meristem identity genes at the
pathways not only mediate signals from the environmentbut shoot apex, thereby promoting a vegetative-to-reproductive
also monitor the endogenous developmental state of the fate change and initiating floral transition.
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CONSTANS (CO), which plays a key role in the photope-
riod pathway, has been shown to trigger flowering by
regulating three floral pathway integrators. In co mutants,
the expression of LFY, FT or SOC1T is reduced (Kobayashi
etal, 1999; Lee etal, 2000; Nilsson etalk, 1998}, while
induced CO activity can upregulate the expression of these
three genes (Samach et al, 2000). Apart from being pro-
moted by day length, LFY expression is also upregulated by
gibberellin (GA) (Blazquez et al,, 1998). Deletion of a cis-
element within the LFY promoter abolishes its response to
GA but does not affect the induction of LFY by photoperiod
(Blazquez and Weigel, 2000). Thus, the GA and photoperiod
pathways appear to converge on the LFY promoter. Gibber-
ellin is also involved in inducing the expression of another
floral pathway integrator, SOCT (Moon et al, 2003). In
addition, FLOWERING LOCUS C (FLO), which is at the
convergence point of the autonomous and vernalization
pathways, acts to repress flowering by suppressing the
expression of SOCT in the shoot meristem (Michaels and
Amasino, 1999; Searle et al., 2006). It has been shown that
CO is recruited directly to the SOCT promoter by a DNA-
binding factor to activate SOCT under long days, while FLC
binds to a separate cis-element on the SOCTDNA viaa CArG
motif to mediate signals from the autonomous and vernal-
ization pathways (Hepworth et al., 2002). Therefore, SOCT
appears to be a common target for all flowering pathways,
coordinating responses to several environmental and
endogenous signals (Lee et al., 2000; Moon et al,, 2003).
Another floral pathway integrator, FT, encodes a protein that
acts as a long-distance floral signal moving from the leaf to
the meristem and is regulated by several pathways as
mutations that impair the function of the photoperiod,
autonomous and vernalization pathways reduce the expres-
sion of FT (Corbesier et al,, 2007; Jaeger and Wigge, 2007;
Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al, 1999; Mathieu et al,
2007). Overexpression of CO activates FT expression, while
FLC represses FT(Samach et al,, 2000; Searle et al.,, 2006). In
addition, FT also mediates thermal induction of flowering by
elevated growth temperature (Balasubramanian et al,
2006). The floral pathway integrators appear to be linked to
one another and have the ability to potentiate each other's
activity, thus forming an intricate gene regulatory netwark.
The intricacy of the flowering network is further complicated
by crosstalk between various flowering pathways, thus
resulting in the integration of linear cascades into increasing
complex pathways and posing a great challenge for the
elucidation of the molecular control of floral transition.

In plants, members of the MADS-box family of trans-
cription factors are involved in many aspects of plant
development such as floral meristem and organ identity det-
ermination and flower initiation as well as silique develop-
ment (Ng and Yanofsky, 2001; Riechmann and Meyerowitz,
1997). While an increasing number of MADS-box family
genes in Arabidopsis have shown either promotive or

repressive function in the control of flowering time, they
seem to act at distinct genetic lociin the regulatory hierarchy
of flowering networks (Adamczyk et al., 2007; Borner et al.,
2000; Hartmann et al., 2000; Lee et al, 2000; Michaels and
Amasino, 1999; Ratcliffe et al., 2001, 2003; Schénrock et al.,
2006; Scortecci et al., 2001; Yu et al., 2002). In this study, we
report that AGL17, a MADS-box gene, which was previously
reported to be expressed mainly in roots, functions in the
promotion of flowering in Arabidopsis (Rounsley et al.,
1995). AGL77 acts downstream of CO and upstream of the
floral meristem identity genes LFY and APETALAT (AFP1).

Results

Spatial and temporal expression of AGL17

To examine the tissue expression pattern of AGL17 in Ara-
bidopsis, RT-PCR analysis was carried out with total RMA
extracted from various tissues. Although AGL 17 was highly
expressed in the roots as previously reported (Burgeff et al.,
2002), transcripts were also detectable in the floral bud,
mature flower, leaf and stem (Figure 1a). Expression of
AGL 17 was low in the inflorescence meristem and the veg-
etative shoot apex that may contain emerging leaf primordia
and residual petioles, but absent in the siliques. Detailed
examination of the expression of AGL 77 inthe shoot apex by
in situ hybridization did not reveal significant signals due to
its low expression levels. The expression of AGLT7 in the
shoot apex, as well as in reproductive tissues such as the
inflorescence meristem and flowers, suggests a possible
involvement of AGLT7 in the flowering process.

Temporal changesin AGLT7transcript levels were further
determined by RT-PCR to investigate whether AGLT7
expression was regulated during the flowering process.
Under our long-day (LD} conditions, floral transition in
Columbia wild-type plants occurred around 11 days after
germination, as indicated by significant upregulation of AP7
expression (data not shown). AGLT7 expression was grad-
ually upregulated in the aerial part of seedlings from 7 days
after germination and plateaued around day 15 under LDs
(Figure 1b). The expression of AGL17, however, remained
almost unchanged in the plants grown under short-day (SD)
conditions (Figure 1c). The temporal expression trend of
AGL17 was comparable with that exhibited by ancther
flowering promoter SOCT (Figure 1b and c¢), suggesting that
upregulation of AGLT7 may also be relevant to floral
transition.

agl17 mutants exhibit delay in flowering time

To investigate the function of AGL77 in plant development,
we identified two insertional mutants, agl17-7 and agl17-2
(Figure 2a). agl17-1 contained a T-DNA insertion at the fifth
intron of the AGL17 genomic sequence, while agl17-2
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Figure 1. Expression of AGLT7in wildtype Arabidopsis.

(a) Spatial expression of AGL17. The upper panel shows AGL17 expression in
vanous organs of Col wild-type plants by semi-quantitative RT-PCR. The
lower panel shows relative AGLT7 expression derived by normalization
against TUBZ levels. SA, shoot apex of T-day-old seedlings (by excising roots
and leaves); IM, inflorescence meristem; Sil, siliques; FB, flower buds; F,
flowers; RL, rosette lzaves; CL, cauline leaves; 5t, inflorescence stem; R, root;
NTC, no-template control. Error bars represent =5D.

(b and ¢} Temporal expression of AGLIT and SOCT in the aerial part of Col
wildtype plants grown under long days (LDs) (b) and shon days (SDs) (¢}
starting from 3 days after germination (DAG). The upper panel shows the
expressionof AGLT7 and SOCTby semi-guantitative RT-PCR. The lower panel
shows relative geneexpression derived by normalization against TUE2 levels.
Open bars represent SOCT expression, while black bars represent AGLYY
BXPresgion.

contained an insertion of the transposon En-1 at the sixth
exon. There was no detectable expression of AGLT7 in either
homozygous mutant line (Figure 2b), suggesting that ag/17-
T and agl17-2 are null mutants. Under LD conditions, both
agl17-1and agl17-2 produced on average 16 and 15 rosette
leaves, respectively, at the time of baolting, which was later
than wild-type plants with on average 10 rosette leaves
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Figure 2. Modulation of AGL17 expression affects flowering time.

(a) Schematic diagram indicating the insertion sites of the T-DNA in agli17-1
(Salk_140241) and En-1 transposon in agl17-2. Exons are denoted by black
boxes while introng are denoted by white boxes. The start (ATG) and stop
(TAA) codons are labeled.

(b} Semi-guantitative RT-PCR detection of AGL 17 expression in agl7-1, agl1?
2 and Col wild-type plants. Arrows indicate AGL17 expression in Col wild
type plants, Two pairs of primers used for detection of AGLT7 expression in
agl17-1and agl17-2 are indicated in Table 1.

lch Early flowering phenotype of atypical 355:AGLT7 transgenic plant.

{d} Flowering time of agl17-1, agl17-2, and 355::AGL17 plants grown under
long days (LD} orshort days (SO Values are mean + SDforatleast20 plants.

(Figure 2d). However, both mutants flowered at approxi-
mately the same time as wild-type plants in SDs (Figure 2d).
Apart from the flowering phenotype, we did not observe any
other obvious developmental defectsin agl/17-7and agl17-2.
To verify that the late-flowering phenotype of agl?7-7 was
caused by loss of AGLT7 function, we transformed agl17-1
with an AGL 77 genomic construct containing a 4.5 kb AGL17
genomic fragment that includes 1kb of the upstream
sequence and 3.5 kb full coding sequence plus introns. Most
of the resulting transformants showed comparable flower-
ing time as wild-type plants under LDs (data not shown),
indicating that the late-flowering phenotype of agl17-7 is
dueto the loss of AGL 77. These observations demonstrated
that loss of function of AGL17 resulted in adelay in flowering
only under LDs, which mimicked the phenotypes of mutants
in the photoperiod pathway, suggesting a role for AGL17 in
the regulation of flowering time under LDs.

Overexpression of AGL17 promotes flowering
in Arabidopsis

To further assess the role of AGL17 in the regulation of
flowering, we generated 37 transgenic plants containing
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AGL17 cDNA under the control of the strong cauliflower
mosaic virus 355 promoter (355::AGL177), among which 27
lines flowered earlier than wild-type plants with an average
of seven rosette leaves at the time bolting under LDs. One of
the earliest flowering transgenic lines with six rosette leaves
atthe time of bolting was chosen for further characterization
(Figure 2c and d). Under non-inductive SD conditions,
355:AGLI7 plants flowered much earlier than wild-type
plants but still produced more leaves than under LDs,
thereby indicating that they remained responsive to photo-
period. These results showed that manipulation of AGL17
expression affected flowering time, thereby confirming its
regulation of flowering time in Arabidopsis.

Vernalization or GA does not affect AGL17 expression

Control of flowering time in Arabidopsis is regulated via four
major pathways, namely the photoperiod, vernalization,
autonomous and GA pathways. To determine the effect of
vernalization on AGL1T7 expression, we used the late-flow-
ering mutants FRI FLC and fca-1 lines that showed strong
acceleration of flowering by vernalization (Sheldon et al.,
2000). Cold treatment of FR! FLC and fca-7 mutants for
6 weeks significantly downregulated the expression of floral
repressor FLC in both plants, which, in turn, led to the
upregulation of the expression of FT and SOC7T (Figure 3a).
However, AGL17 expression was unaffected by vernalization
in both FRI FLC and fca-1 mutants (Figure 3a).

To examine whether AGL 17 expression is regulated under
the GA-dependent pathway, AGL17 transcript levels were
analyzed in wild-type plants grown under SD with orwithout
exogenous GA treatment. When 100 pm GA was sprayed
daily for 3-5 days on 7-week-old plants grown under SD
conditions, SOCTexpression was upregulated as compared
to the mock treatment, while AGLT7 expression appeared
unaffected by GA treatment (Figure 3b). These results
indicate that the GA or vernalization pathways may not
affect AGLT7 expression in the control of flowering time.

AGL17 acts downstream of CO

AGL17 expression was further studied in various late-flow-
ering mutants to elucidate the possible involvement of
AGL17 in the floral promative pathways. In the Columbia
background, AGL 77 expressionwas found to decrease in the
co-T mutant as compared to that in wildtype plants
(Figure 3c), while its expression was unaffected by other
mutants of the photoperiod pathway such as gi-7 and f-7
(Figure 3c). In the Ler background, AGL17 expression, like
FT, was also significantly downregulated in the co-2mutant
(Figure 3d). A recent study has demonstrated that GIGAN-
TEA (Gl)-regulated photoperiodic flowering is mediated by
mifA172 and its targets independently of CO. Thus, it is
possible that AGL77 expression is differentially regulated by

CO and GI {Jung et al., 2007). Expression of AGL17 was
unchanged in the autonomous pathway mutant fve-3 (Fig-
ure 3c), indicating that AGL77 may not be involved in the
autonomous floral pathway. In addition, loss of function of
S0CT and AGL24 did not affect AGLT7 expression either
{Figure 3c). These results suggest that AGLT7 may act pri-
marily downstream of CO.

To further study the effect of the co mutant allele on the
accumulation of AGLT7 mRNA, we compared the time
course profile of AGL17 expression in Col wild-type and
co-1plants by real-time RT-PCR. Flowering was impeded in
co-T mutants as indicated by the significant delay in
accumulation of LFY, a floral meristem identity gene that
mediates floral initiation (Figure 3e). In wild-type plants, LFY
expression rapidly increased from 11 days after germina-
tion, but this upregulation of LFY was not observed in co-1
mutants until 20 days after germination. The increase in
AGL17 expression was also significantly delayed in co-1
mutants as transcript levels of AGLT7were noticeably lower
in co-1 than in wildtype plants (Figure 3f). Thus, AGLT7
expression was positively regulated by CO, and it may play a
role in the regulation of flowering via the photoperiod
pathway.

CO upregulates AGL1T expression

To confirm that AGL17 expression is indeed regulated by
CO, the levels of AGLT7 mRNA accumulation were also
analyzed in CO and GI overexpression transgenic lines.
Concomitant with the upregulation of CO expressionin early
flowering 35S::C0 and 355::G! plants, transcript levels of
AGL17 and FT were upregulated in these overexpression
lines (Figure 4a), indicating that CO positively regulates the
expression of AGLT7 and FT.

The expression of AGLT7 was further examined upon
induction of CO activity by light {Wigge et al., 2005). In an
experimental group, wild-type plants, grown under an 8-h
SD photoperiod, were exposed to 16 h of light, while a
control group was exposed ta 8 h of light followed by 8 h of
darkness. Whole seedlings were harvested at the end of the
16-h period and the accumulation of AGLT7 transcripts was
determined by semi-quantitative RT-PCR analysis. Consis-
tent with the suggestion that FT is the major primary target
of CO (Samach et al., 2000; Wigge et al,, 2005), activation of
the CO protein by light greatly increased FT transcript levels,
while FT expression in the control was almost undetectable
(Figure 4b). Stimulation of the endogenous CO activity also
resulted in an almost twofold increase in AGL17 mRNA
levels, demaonstrating the promotive effect of CO on AGLT7
expression.

CO is regulated by the circadian clock and shows a
biphasic pattern of expression consisting of a late daytime
and a night-time peak (Suarez-Lopez et al.,, 2001). To deter-
mine whether AGLT7 transcript accumulation fluctuated
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within a 24-h cycle, 11-day-old wild-type plants were
harvested every 2h over a 24-h period under LDs and
analyzed by real-time RT-PCR. CO mRNA levels oscillated
under LD conditions with the highest expression occurring
at 16 h and at dawn (Figure ba). FTexpression also showed a
cyclic pattern with a peak at dusk when abundance of CO
mRMNA was also high (Figure 5b). Both patterns closely
resembled that previously reported {Nakamichi et al,, 2007;
Suarez-Lopez et al,, 2001). In co-1 mutants, the peak in FT
mANA level was absent, which is consistent with the
activation of FT by CO (Figure 5b). AGLT7 mRNA also cycled
under LDs, with levels high in the early morning, decreasing
during the day and increasing again at dusk (Figure 5c).

@ 2008 Mational University of Singapore

L]

Days after germination

Concomitant with the suggestion that CO positively regu-
lates AGL17, the accumulation of AGLT7 transcripts was
significantly reduced and the oscillations in AGL17 mRNA
were absent in co-1 mutants (Figure 5c¢).

The genetic interaction between CO and AGLT7 was
further analyzed when AGL177 transgenic or mutant plants
were crossed with those of CO. The 355:AGL17 co-1
plants flowered much earlier than co-7 single mutant
plants, demonstrating that 35S::AGL77 could partially
suppress the late-flowering phenotype of co-7, although
not completely since the crossed plants still flowered
slightly later than wild-type plants (Figure 4c). Further-
more, agl17-1 could partially suppress early flowering of
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Figure 4. Regulation of AGLT7 expression by CO.

{a} Expression of CO, FT and AGLT7 in transgenic 355:C0 and 355:Gl lines.
RMNA was extracted from 9-day-old seedlings (Lerbackground) grown in long
day (LD} conditions. The number of PCR cycles used for amplification of each
gene is indicated on the right.

{b} Effect of CO induction on the expression of FT and AGL17. Three-week-old
Col wila-type plants grown in short-day (S0} cond tions were exposed to 16 h
of light (16L} in the experimental group and 8 h of light fellowed by 8 h of
darkness (8L + 80} in the control group and harvested immediately after the
16-h period.

(¢} Flowering time of mutants or transgenic plants (Col background) grown
under LDs. Error bars represent =50,

355:CO. These genetic data suggest that the control of
flowering time by CO is partially mediated by AGL17, and
further corroborate that AGL17 is one of the downstream
targets of CO.

AGL17 affects the expression of LFY and AP1

To examine the molecular basis of the late-flowering phe-
notype of ag!17 loss-of-function mutants, the expression of
flowering-related genes was analyzed in agl17-1 plants by
quantitative real-time PCR. In 11-day-old seedlings grown
under LDs, there was no significant difference in mRNA
levels of CO, SOCT, FT, SVP or AGL24 between wild-type
plants and agl17-1 mutants (Figure 6a). In addition, FT
expression was unchanged in 355::AGLT7 grown under LDs
(Figure 6b). These results, togetherwith the observation that
AGL17 expression was unaffected by ft-7 (Figure 3c), dem-
onstrated that AGLT7 and FT did not affect each other's
expression, indicating that they may function in parallel
downstream of CO. Genetic crossing further revealed that
ft-1 agl17-1 showed later flowering than either of the single
mutants (Figure 4c), corroborating that AGL77and FTactin
parallel in the photoperiod pathway.
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Figure 5. Diurnal oscillation of CO, FT, and AGL17 mRNA abundance under
long days (LDs).

(a} CO expression in Col wild type.

(b and ¢} Expression of FT b} and AGLT7ic) in Col wild type and co-1 plants.
Eleven-day-old Col wild type and co- Tplants grown under LD conditions were
harvested at 2-h intervals over a 24-h period. Relative gene expression was
detarmined by real-time RT-PCR and nermalized against TUB2 levels. Error
bars represent =50, Sampling time was expressed in hours as Zeitgeber time
(ZT b which is the number of hours after dawn or the cnset of illumination.

Expression of LFY and APT was suppressed in agl17-1
compared to wildtype plants (Figure Ba), suggesting that
the late-flowering phenotype observed in agl77-1 mutant
plants was associated with downregulation of LFY and AP1
expression. The expression of LFY and AP7 was further
examined over the floral transition phase in wild-type,
355::AGL17 and agl17-1 plants. The upregulation of AP7
transcripts was observed 11 days after germination in wild-
type plants, but an increase in APT expression occurred
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Figure 6. AGL17 affects LFY and APTexpression.
{al Expression of floweringrelated genes in 1.5
ag!17-1 mutants. RNA was extracted from 11

day-old seedlings grown in long-day (LD} condi

tions. The fold difference was calculated by
plotting the relative expression level in agl17-1
against thatin Col wild-type plants. Relative gene
expression was determined by real-time RT-PCR
and normalized against TUBZ levels. Errer bars
represent =50,

(b} Expression of AGLTT and FT in 355:AGLT7
{Col background). RNA was extracted from
S-day-old seedlings grown in LDs.

{cand d} Temporal expression of AP7(c) and LFY
(d} in Col wildtypa 355:AGLI7 and agli7-1
plants grown under LDs. Plant samples wers
harvested at 2-day intervals over the period of
floral transition. Relative gene expression was
determined by realtime RT-PCR and normalized
against TUBZ levels. Error bars represent =5D.
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much earlier in 355:AGL17 plants, starting 7 days after
germination and increasing steadily and rapidly thereafter
(Figure 6c¢). Similarly, the upregulation of LFY expression
occurred earlier with much higher levels in 355::AGLT7
plants than in wild-type plants (Figure 6d). Conversely, the
levels of LFY and AP1mRMNA were relatively low in agl17-1
mutants throughout the floral transition period. These
results indicate that AGL 77 promotes flowering by affecting
the expression of LFY and APT.

Induction of AGL1T transcription activates AP1 and LFY

We furthercreated a functional pER22-AGL 77 transgenic line
where overexpression of AGL17 is controlled by an estra-

© 2008 National University of Singapore
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diol-induced XWE system (Figure 7a) (Zuo et al, 2000).
Based on this inducible system, AGL17 expression is
strongly activated upon induction by estradiol. pER22-
AGL17 transgenic plants grown on MS medium supple-
mented with 15 pm estradiol flowered earlier than those
subjected to a mock treatment (Figure 7b), demonstrating
that upregulation of AGL17 in the pER22-AGLT7 line was
biologically functional and responsible for promoting flow-
ering. Uponinduction by estradiol, expression of AGLT7was
induced around fourfold in the first hour and fivefold in the
second hour after treatment (Figure Tc). This, in turn, acti-
vated the expression of LFY and APT as seen 2 and 4 h after
estradiol treatment (Figure 7c). It is noteworthy that induc-
tion of AGL77 caused more significant upregulation of LFY
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Figure 7. Activation of LFY and APT expression upon AGLT7 induction.

(a) Schematic diagram of the pER22- AGL17 construct.

(bh Flowering phenotype of pER22-AGL17 transgenic plants upon hormone
induction.

(c) Expression of AGLT7, LFY and AP7Tin 11-day-old pER22-AGL 17 seedlings,
which were mocktreated ortreated with 15 pw estradiol. Expression analyses
werne analyzed 0, 1. 2, and 4 h after treatment by real-time RT-PCR. Relative
geneexpression was derived by normalization against TUBZ2 levels. Error bars
indicate £50.

than APT, indicating that AGL77 may more potently regulate
LFY. This rapid induction of LFY and APT by AGLT7 further
supports the notion that AGL 17 is located upstream of LFY
and APT and promotes flowering by upregulating the
expression of these two floral meristem identity genes.

Discussion

In Arabidopsis, AGL17 belongs to the single monophyletic
clade consisting of four ANRT-like genes, ANR1, AGLT7,

AGL21, and AGL16 (Alvarez-Buylla et al,, 2000; Becker and
Theissen, 2003). Thus far, ANAT is the only ANA T-like gene
for which phenotypes of gene downregulation have been
reported. Transgenic plants in which ANRT expression is
repressed exhibit an altered sensitivity to nitrate and fail to
respond to nitrate-rich zones by lateral root proliferation,
indicating that ANRT is a key regulator of lateral roots in
response to signals from external nitrate (Gan et al, 2005;
Zhang and Forde, 1998). The ANR1clade appearsto have an
expression pattern restricted to vegetative tissues (Alvarez-
Buylla et al., 2000; De Bodt et al., 2003). ANRT, AGL17, and
AGL21 have been previously reported to be preferentially
expressed in roots, while AGL16 is also found in roots, but is
strongly expressed in the guard cells and trichomes of
leaves (AlvarezBuylla etal, 2000; Burgeff etal, 2002;
Rounsley et al, 1995). Of the four genes, AGL27 is most
closely related to AGL17, sharing more than 70% amino acid
sequence similarity (Burgeff et al., 2002). In situ expression
studies have showed that AGL 77 is expressed in the lateral
root cap as well as the epidermal cells towards the elonga-
tion zone, while AGL21is highly expressed in the lateral root
primordia and has a scattering expression pattern in the
primary root meristem (Burgeff et al., 2002). Because the
mRNA expression patterns of AGL17 and AGL27 are
non-overlapping, these two genes may not be functionally
redundant.

It was previously reported that AGL17 mRNA was almost
undetectable in the aerial part of Arabidopsis plants by RNA
gel blot hybridizations (Rounsley et al., 1995). In this study,
we have found that AGL 17 is expressed in most plant tissues
using semi-quantitative RT-PCR analysis. Transcripts of
AGL17 are detectable in the shoot apex, inflorescence
meristem, flower, leaf, and stem, albeit at lower levels,
while it is highly expressed in the roots. Our results are in
line with the expression profile of AGLT7 presented in
Genevestigator, where data from collated microarray chip
analyses show that AGL17 is expressed in all plant tissues
with the highest accumulation in the roots (Zimmermann
et al, 2004). Under floral inductive LD conditions, the
temporal expression of AGLT7 is similar to that of another
MADS-domain flowering regulator SOCT in that mRMNA
levels of both genes increase steadily during floral transi-
tion, indicating that AGLT7 may also be involved in the
control of flowering. Like SOCT (Borner et al, 2000; Lee
et al., 2000; Samach et al., 2000), overexpression of AGLT7
in transgenic plants promotes flowering under both LDs and
SDs. However, ag!17-1 loss-of-function mutants exhibit late
flowering only under LDs, while soc7 shows late flowering
under bath LDs and SDs (Lee et al,, 2000), indicating that
S0CT and AGL17 are differentially regulated during floral
transition and that AGL77 is at least involved in the
photoperiod pathway. Besides an inductive LD photoperiod,
SO0CT expression is also positively regulated by the vernal-
ization, autonomous and GA pathways (Lee et al., 2000;
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Moon et al., 2003), which explains the late-flowering phe-
notype of soc? under both LDs and SDs. Newvertheless,
AGL17 expression is neither sensitive to vernalization and
GA treatment, nor affected by the genes in the autonomous
pathway. These results suggest that AGL77 may be involved
in the regulation of flowering via the photoperiod pathway.

In Arabidopsis, the photoperiod pathway acts predomi-
nantly through CO to induce the expression of floral
integrators, FT and SOCT, to promote flowering (Onouchi
etal, 2000; Samach etal, 2000). Loss-of-function co
mutants flower late in inductive LDs, but show no difference
in flowering time in SDs, whereas ectopic overexpression of
CO promotes early flowering independently of day length,
suggesting that CO promotes flowering in response to LD
photoperiods (Onouchi et al, 2000; Putterill et al, 1995).
Induction of the expression of a steroid-inducible CO fusion
protein is sufficient to accelerate flowering under both LDs
and SDs, indicating that the transcriptional regulation of CO
is an important determinant of the photoperiodic regulation
of flowering time (Simon et al, 1996). Significantly low
accumulation of AGLT7 mRNA in co-7 mutants and the
corresponding upregulation of AGL17 expression in CO
overexpression plants suggest that AGL77 acts downstream
of COand is positively regulated by CO. Like the transgenic
plants carrying increased copy numbers of the CO gene
(Putterill et al, 1995), 355::AGL17 plants flowered much
earlier than wild type under SDs than LDs. Therefore, it
appears that AGL 17 expression is limiting, at least in part,
the flowering time of wild type under SDs. Conversely, the
agl17-1 loss-of-function mutants flowered later than wild
type under LDs but at about the same time as wild type
under SDs, suggesting that agl17-1 showed a reduced
response to photoperiod. These observations confirm that
AGLT7 acts in the photoperiod pathway.

The transcription of CO is governed by the circadian clock
in a day length-dependent manner (Suarez-Lopez et al,
2001). Under LD conditions, the peak in CO expression partly
coincides with light whereby light perception via CRY2 and
PHYA stabilizes the CO protein (Valverde et al., 2004). The
coincidence of circadian-controlled transcription of CO and
light-mediated post-transcriptional regulation under these
conditions results in the activation of FT expression and
induces flowering (Valverde et al., 2004; Yanovsky and Kay,
2002). The combination of circadian-clock-mediated regula-
tion of the abundance of CO mRNA and stabilization of CO
protein by exposure to light is also responsible for the
increase in accumulation of AGL17 mRNA during the late
daytime (i.e., 12-16 h after dawn) observed in the diurnal
cycle as well as after the transfer from SD to LD. However,
AGL17 transcript levels continue to remain high, evenin the
dark when CO protein is degraded by the proteasome
(Valverde etal, 2004). There is a possibility that AGLT7
undergoes positive autoregulation that allows its transcrip-
tion to persist in spite of decreasing availability of its
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inducer. Additional upstream regulators may also be
responsible for the expression of AGL17 in the dark
However, the observation that the accumulation of AGL17
transcripts was significantly reduced in co-7 (Figure 5¢)
implies that upregulation of AGL17 is highly dependent on
CO. Thus, other potential regulator{s) of AGL17, if they were
present, could be controlled by CO as well.

FTisanearly target gene of CO and has been suggested to
be the major output of CO, positively regulating SOCT to
promote flowering in Arabidopsis {Kobayashi et al, 1999;
Samach et al., 2000; Yoo et al., 2005). Profiling experiments
with plants moved from SDs to LDs show that FTis the gene
specifically upregulated in leaves in a CO-dependent manner
(Wigge et al., 2005). Although FT plays a major role in the
induction of flowering downstream of CO, it has been
demonstrated that CO is capable of regulating flowering
through both FT-dependent and FT-independent processes
{An et al., 2004). While introduction of the fi-7 mutation into
SUC2:CO plants, where CO expression is driven by a
phloem-specific promoter, significantly suppresses the
extreme early flowering induced by the expression of CO in
the phloem, the plants still flower earlier than #-7 mutants,
thus indicating that CO does not function exclusively
through the activation of FT. There are several pieces of
evidence in our study in support of AGLT7 being another
target for CO independently of FT. First, induction of CO
activity by thetransfer from SDs to LDs leads to the activation
of AGL17 expression, albeit at a much lower level compared
to that of FT, suggesting that AGL77 is a target for CO.
Second, overexpression of AGL17 in co-1 mutants largely
suppresses the late-flowering phenotype of co-1,and agl 17-1
could also partially suppress early flowering of 355::C0,
suggesting that AGL 77 could act genetically downstream of
CO. Third, loss of FT function does not affect AGL17
expression, and vice versa. Moreover, FT expression is not
affected by overexpression of AGL77. These results indicate
that AGL17and FT act in genetically parallel pathways in the
control of flowering time. Lastly, ft-7 agl17-1 shows flower-
ing that is delayed much more than in either of the single
mutants, substantiating that AGL77 and FT act in parallel.
Taken together, our findings suggest that AGL17 is another
downstream target of CO and functions in the regulation of
flowering via the photoperiod pathway.

The genetic pathways controlling floral transition culmi-
nate in the activation of floral meristem identity genes, such
as LFY and AP1, that ultimately act to specify the lateral
primordia to develop into flowers (Bowman et al., 1993;
Weigel et al., 1992). Overexpression of LFY not only causes
precocious development of flowers but also results in early
flowering, highlighting its role as a flowering time regulator
(Nilsson et al., 1998). Genes in the photoperiod pathway of
floral induction, specifically G! and CO, are upstream
regulators of LFY (Nilsson et al., 1998). It has been shown
that induction of CO leads to rapid accumulation of LFY
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transcripts (Simon et al., 1996). Consistent with the role of
COinthe transcriptional regulation of LFY, it has been found
that LFY promoter activity is much lower in co-2 mutants
compared with wild type (Nilsson et al., 1998). In this study,
it has also been shown that induction of LFY transcription is
significantly delayed in co-7 mutants. Similarly, accumula-
tion of AGL17 transcripts is significantly lower in co-1
mutants, suggesting that the late-flowering phenotype of
co-1 may be partially attributable to the downregulation of
AGL17, which, in turn, leads to the suppression of LFY
expression. Indeed, AGLT7 has been found to positively
regulate LFY, as transcription of LFY is activated in trans-
genic plants overexpressing AGL17 and reduced in agl17-1
mutants. Thus, the promotion and delay in flowering of
355:AGL17 and agl17-1 plants, respectively, is likely to be
mediated through LFY, but independently of the other two
floral pathway integrators FT and SOC1, because loss of
function of AGLT7 does not affect the expression FT and
SOC1T, and vice versa.

LFY controls the developmental switch from vegetative to
reproductive development, at least in part, by activating the
expression of APT in regions of the shoot apical meristem
that give rise to flower primordia (Parcy et al, 1998). In Ify
mutants, the onset of APT expression is delayed and ap1-1
mutation partially suppresses the 35S:LFY phenotype,
indicating that AP7 acts downstream of LFY in the floral
transition (Liljegren et al,, 1999; Weigel and Nilsson, 1995).
Post-translational activation of a biologically active LFY-GR
fusion protein demonstrates that LFY activates AP T(Wagner
et al, 1999). Mareover, the LFY protein has been shown to
bind to the cis-regulatory elements of APT, indicating that
LFYis a direct regulator of APT (Parcy et al., 1998; William
et al, 2004). In our study, the expression of both LFY and
AP1is activated in response to the induced transcription of
AGL17, but the former shows a much higher induction. A
possible scenario is that AGL17 upregulation of APT is
mediated by LFY.

In summary, characterization of the Arabidopsis MADS-
box gene AGL 17 has revealed its novel function in flowering
time control. AGL17 plays a role in promoting flowering and
acts downstream of COin the photoperiod pathway. AGL17,
together with FT, acts in parallel pathways to mediate the
effect of CO on the induction of flowering by LDs (Figure 8).
The promotive effect of AGL17 on flowering is mediated by
LFYand AP1. As AGL17is weakly expressedin the aerial part
of plants, how CO spatially and temporally controls AGLT7
needs to be further investigated.

Experimental procedures

Plant materials and treatments

Seeds of Arabidopsis thaliana ecotypes Columbia or Landsberg
erecta were stratified on soil for 3-4 days at 4°C before they were

Autonomous
pathway

Vernalization
pathway

Photoperiod
pathway

l

GA pathway

/N

FLC
FT s0c1

N S

LFY

L

Floral transition

Figure 8. Proposed genetic locus of AGLTY in the flowering regulatory
network,

AGLYT acts downstream of CO and ultimately targets the floral meristem
identity genes, LFY'and AP, to promote flowering. Promotive interactions are
indicated by arrows while T-bars indicate repressive interactions. The scheme
does not fully represent the complexity of the interactions among the
flowering pathways. GA, gibberellin.

transferred into a controlled-environment growth chamber (Sanyo
Medicals; httpiwww.sanyo-biomedical.jp) and grown at 23 £ 2°C
under LDs (16 h light/8 h dark) or SDs (8 h light/16 h dark). The
flowering time was measured by scoring the total number of rosette
leaves after bolting for at least 20 plants for each genotype. For
vernalization studies, seeds were sown on soil and incubated for
6 weeks at 4°C. After the cold treatment, plants were transferred to
growth chambers under LDs. Exogenous application of GA was
carried out by spraying 7-week-old plants grown under SDs with
100 pm GA daily for up to five consecutive days.

For estradiol induction, pER22-AGL17 plants were grown asepti-
cally on Murashige and Skoog (MS) medium containing 4.4 g |
MS salts, 2% sucrose and 0.3% phytagel, pH 5.8. Seven-day-old
seedlings grown under LDs were transferred to MS liquid medium
(4.4 g "' MS salts, 2% sucrose, pH 5.8) supplemented with estra-
diol. Estradiol dissolved in dimethy| sulfoxide (DMS0) was ad ded at
a final concentration of 15 pm and DMS0 added alone served as the
mock treatment.

Induction of endogenous CO activity by light was carried out
according to Wigge et al. (2005). Col wild-type plants were grown
under 8-h SD conditions for 3 weeks. On the day of the experiment,
the experimental group was exposed to 16 h of light, while the
control group was exposed to 8 h of light followed by 8h of
darkness. The plants were harvested at the end of the 16-h period.

Construction of binary vectors

For preparation of 358:AGL17 construet, the AGL17 coding region
was amplified using primers AGL17-Hind (5-CCCAAGCTTATGG
GGAGAGGGAAGATTGTGATC-3") and AGL17-Spe (5-GACTAGT
TTAGCTGTTTGAAGATGTCTTATAATGGG-3). The PCR products
were digested with Hindlll and Spel and inserted into the corre-
sponding sites ofthe pGreen 0223-355 binaryvector (Yu ef al., 2004).
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Primers pairs used for semi-guantitative RT-PCR

AGL17 ifor agl17-7 and
other studies)

AGL17 ifor agl17-2)

co

FLC

FT

Soct

TuB2

5-GCAACTAACGGGAGTGGAAT-3

5-CTACTATTGAACGATTCAATACGGCT-3
5-COAGTGCCATAACCAACAG-3”
5-CCAAACGTCGCAACGGTCTC-3"
5-GGAGAAGACCTCAGGAAC-3
5-GCAACAAGCAGACAAGTGAC-3
5-ATCCGTGAAGAGTACCCAGAT-I

F-CTTATATGATCTTAGCTGTTTGAAG-3

5-CTTTGGTTTGCTCTCCGACATG-3
B-GCATCGTGTTGAACCCTTGC-3
5-GTCCAGCAGGTGACATCTCC-3
5-AGGCATCATCACCGTTCG-3
B-GCTACTCTCTTCATCACCTC-3
5-TCACCTTCTTCATCCGCAGTT-3"

Primers pairs used for real-time RT-PCR

AGL17
AGL24
AP1
co

FT
LFY
s0ct
SwP
TUB2

5-GACATCTTCAAACAGCTAAGATCA-3
5-GAGGCTTTGGAGACAGAGTCGGTGA-3
B-CATGGGTGGTCTGTATCAAGAAGAT-3
5-TCAGGGACTCACTACAACGACAATGG-3
5-CTTGGCAGGCAAACAGTGTATGCAC-3
5-ATCGCTTGTCGTCATGGLTG-3
5-AGCTGCAGAAAACGAGAAGCTCTCTG-3
5-CAAGGACTTGACATTGAAGAGCTTCA-Z
5-GAGAATGCTGATGAGTGCATGG-3

5-CGAGAAGCTGTTCCATTGE-3
5-CGAGAAGCTGTTCCATTGE-3
-CATGCGGCGAAGCAGCCAAGGTT-Z
B-TTGGGTGTGAAGCTGTTGTGACACAT-3
5-GCCACTCTCCCTCTGACAATTGTAGA-3
5-GCAACCGCATTGTTCCGCTC-Z
F-GGGCTACTCTCTTCATCACCTCTTCC-3
B-CTGATCTCACTCATAATCTTGTCAC-3
F-AGAGTTGAGTTGACCAGGGAACC-3

To generate an AGL17-inducible system, a derived pER22 vector
containing the estrogen receptor-based transactivator XVE was
used (Zuo et al, 2000). For the construction of pER22-AGL17, the
primers AGL17-Xho (5 -CCGCTCGAGATGGGGAGAGGGAAGATTG
TGATC-3') and AGL17-Spe (5-GACTAGTTTAGCTGTTTGAAGATG
TCTTATAATGGEG-3") were used to amplify the AGLT7 cDNA and the
resulting frag ment was digested with Xhol and Spel and cloned into
the pER22 vector. All constructs were verified by sequence analyses
using the Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Applied Biosystemns, hitp:/fwww.appliedbiosystemns.com/).

The AGL17 genomic construct (pHY105-gAGL 17) used for com-
plementation consisted of a 4.5-kb genomic fragment that includes
1 kb of upstream sequence and the full coding sequence plus
introns. The fragment was amplified from genomic DNA using
primers AGL17-PF (5-TCCCCCGGGCAATATAGACGACTT GATAT-
TAGTTGGA-Z) and AGL17-PR (8-CGGGATCCTTAGCTGTT TGAA-
GATGTCTTATAATGG-37. The resulting PCR product was digested
with Smal and BamHl and inserted into the corresponding sitesofa
modified pGreen binary vector pHY 105 (Liu et &, 2007).

Arabidopsis transformation

Agrobacterium fumefaciens-mediated plant transformation was
carried out by the floral dipping method (Clough and Bent, 1358).
Seeds of 355:AGLT7 and pHY 105 g AGL 17 agl17-Ttransgenic plants
were sown directly on to soil and screened for herbicide resistance
against Basta (300 mg I7"). Seeds of pER22-AGL 17 were screened
on MS medium supplemented with 15 pg ml™" hygromycin.

RNA analysis

Fortemporal analysis of AGL17 expression, all of the samples were
harvested atthe same time of day to avoid the circadian modulation
of gene expression. As strong expression of AGLI7 in the root
masked the modulation of its expression in the aerial part, root
lissues were removed from the seedlings used for gene expression
analysis. Total RNA was extracted using RNeasy™ Mini Kit (Qiagen,
http:ffwww. giagen.com/) according to the manufacturer's instruc-
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tions. After DMase treatment, total RNA was reverse transcribed
using ThermoScript® RT-PCR System (Invitrogen, httpy/www.
invitrogen.com/). Semi-quantitative RT-PCR was performed with
gene-specific primer pairs (Table 1) as previously described (Yu
et al., 2002). The PCR products were separated by electrophoresis
on 1.6% agarose gel and stained with ethidium bromide. Quantifi-
cation of expression levels was performed using Labworks® Image
Acquisition and Analysis Software (UVP Inc.; hitp:/fwww.uvp.com).
Real-time PCR amplifications were carried out using the Power
SYBR® Green PCR Master mix (Applied Biosystems) as previously
reported (Liu et al., 2007). The gene-specific primer pairs used are
listed in Table 1. The p-tubulin gene (TUB2) was amplified as a
guantitative control. All RT-PCR analyses were repeated three times
using samples that were collected separately.

Genotyping

Genomic DNA was extracted from plant tissues pulverized with a
micropestle and homogenized in 200 pl of extraction buffer con-
taining 0.2 m 2-amino-2-{hydroxymethyl)-1.3-propanediol (TRIS)-CI
(pH 9.0), 0.4 m LIiCI, 25 mm EDTA and 1% SDS. The cell debris was
removed by centrifugation at 12 000 g for 5 min and the genomic
DNA was precipitated by addition of an equal volume of isopropa-
nol and retrieved by centrifugation at 12 000 gfor 10 min. The DNA
pellet was rinsed in 70% ethanol, spun down, air-dried and resus-
pended in TE buffer. For genotyping of agi17-1(Salk_140241), PCR
amplification was performed using gene-specific primers flanking
the insert (AGL17-3: 5-GCTCTAGGCCTCTAGCT GG-37; AGL17-TAA:
B-TTAGCTGTTTGAAGATGTCTT-3") as well as the primer specific
for the T-DNA (LBa1: 5-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3). The
agi 17-2 allele was identified by sereening for En-1insertions among
a collection of Arabidopsis plants carrying approximately 50 000
independent insertions of the autonomous maize transposable
elernent (Baurnann et al., 1998). The collection was screened in
pools wsing the En-1 transposon primer En205 (5-AGA-
AGCACGACGGCTGTAGAATAGGA-3') and the internal AGL17
primers  (forward:  &-CTACTATTGAACGATTCAATACGGCT-3";
reverse: B-CTTTGGTTTGCTCTCCGACATG-37. Verification of the
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co-1 allele was carried out using CO-GT1 (5-CTGCAAACCCA-
CTTGCTAGA-3') and CO-GT2 (5-ACCATTGTCGTTGTAGT GAG-3).
The underlined sequences encode the three amino acids (leucine,
alanine, and arginine) deleted in the co-1 allele. Verification of the
ft-1 allele was performed using FT-1-GT-F (5-CTACAATTGTCA-
GAGGGAGAGTGGCTTCG-3") and FT-1-GT-R (F-CAGCAGATTC-
TTCCCACTGCCTG-3"), whereby only the 340-bp PCR products
generated from the mutant allele release a 27-bp fragment upon
digestion with BsEl.
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10. Anexo 3

Andlisis de la funcién de AGL21 en la transicién a la floracidn y en el desarrollo vegetativo

del véstago aéreo. Analisis de redundancia funcional entre AGL17 y AGL21 en estos

procesos.

AGL21 es el gene que presenta mayor similitud con AGL17 (Martinez-Castilla y
Alvarez-Buylla, 2003 °"), dado que este Gltimo participa en la induccién de la floracién a
través de la via del fotoperiodo (Han et al., 2008 *** en Anexo 2), existe la posibilidad de
que AGL21 también participe en este proceso.

Se analiz6 el tiempo (nimero de dps) y la etapa de desarrollo (namero de hojas
totales de la roseta) en los que ocurre la transicion a la floracion (interpretada como el
momento en el que el eje de la inflorescencia alcanza una altura de 1 cm) de las lineas de
pérdida de funcion spm-agl21 y w-agl21 (Figura 4) bajo un régimen de fotoperiodo de dias
largos, y se observo que ambas lineas desarrollaban mayor nimero de hojas con respecto a
la linea de tipo silvestre en el momento de la floracion, siendo la linea w-agl21 la que
presentaba un fenotipo méas acentuado (Figura 13). Sin embargo, en este experimento no se
observaron diferencias en el nimero de dps en el momento de la floracion entre las lineas
de pérdida de funcion de AGL21 y la linea de tipo silvestre (datos no mostrados).

Al mismo tiempo, se analizd el efecto de la pérdida de funcion simultanea de
AGL17 y AGL21 en la transicion a la floracion y se observd que en el mutante doble spm-
agl21, gk-agll7 el namero de hojas totales de la roseta es el mismo que desarrollan los
mutantes simples gk-agl17 y spm-agl21 (Figura 13) y tampoco presenté una diferencia con
respecto a las plantas de tipo silvestre en el nimero de dps en el momento de la transicion a
la floracion (datos no mostrados). Es importante sefialar que el alelo de pérdida de funcién
gk-agll7 usado en estos analisis resultd presentar un fenotipo muy débil comparado con el
de los alelos ya reportados (Han et al., 2008 *** en Anexo 2) considerando el tiempo de
floracion, aunque si muestra un retraso al considerar la etapa de desarrollo en la que ocurre

esta transicion (nimero de hojas de la roseta, Figura 13).

71



]
[=]
w

% 18 5 =
° 16 —
= : OWT
@
E 12 z HE W-agl21
5 10 S spm-agl21
11:: 8 H GK-agl17
b G spm-agl21, GK-agl17
-
£ 4 2
= it
2 A

Figura 13. Etapa de desarrollo (nimero total de hojas de roseta desarrolladas) en la que
ocurre la transicion a la floracion en las lineas de pérdida de funcion w-agl21, spm-agl21,
gk-agll7 y en la mutante doble spm-agl21, gk-agll7. Las barras con letras distintas
representan medias significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney
(P < 0.05). N= 35-37. Las lineas en la parte superior de cada barra representan el error
estandar.

Concluyendo, tanto la pérdida de funcién de AGL17 como de AGL21 generan un
mayor desarrollo vegetativo que las lineas de tipo silvestre hacia el momento de la
transicion a la floracion que puede interpretarse como un retraso en su desarrollo no

correlacionado con el requerimiento temporal (el nimero de dias).
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11. Anexo 4

Secuencias de los oligonucleétidos* usados en la genotipificacion.

Alelo AGL17 de tipo silvestre | S>TCTAGCATTTTATTTCTAAAATTTT y
5’CTTTGGTTTGCTCCCGACATG

Alelo gk-agl17 5’CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC y
5’CTTTGGTTTGCTCCCGACATG

Alelo w-agl17 5’AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA y
5’CTTTGGTTTGCTCCCGACATG

Alelo AGL21 de tipo silvestre | 5>GAACCCCGCATCAGAAGTCAAG y
5’CGAATCTGAGTGTGTG

Alelo w-agl21 5’AGAAGCACGACGGCTGTAGAATAGGA y
5’CGAATCTGAGTGTGTG

Alelo spm-agl21 5’GAACCCCGCATCAGAAGTCAAG y
5’GTTTTGGCCGACACTCCTTACC

Alelo AGL16 de tipo silvestre | 5>CCGAGAGGTGGGACTATGGTT y
S’TTTTCGCTTATGCAGAGGCAAG

Alelo agl16 5’CCGAGAGGTGGGACTATGGTT y
5’GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

Alelo ANRL1 de tipo silvestre | 55GTTAATACCTTCTTGTGTGTGT y
5CGAGATAACACTGTCGATAG

Alelo anr1-2 5’GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT y
5CGAGATAACACTGTCGATAG

Alelo SOC1 de tipo silvestre | 55AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG y
5GGAGCTGGCGAATTCATAAAG

Alelo socl 5AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG y
5’TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

* En todos los casos, la primera secuencia corresponde al aligonucledtido sentido y la
segunda al anti-sentido.

Secuencias de los oligonucle6tidos y condiciones de reaccidn usadas en los analisis de
expresion genética por RT-PCR.

Gene Oligonucleotidos* Condiciones de reaccion

AGL17 5’CAAAAAAGCAGGCTTAATGGGGA | 54 °C en alincamiento, 1’ de
GAGGGAAGATTG extension y 30 ciclos
5S’GTACAAGAAAGCTGGGTTTAGCT
GTTTGAAGATGTCT

CYCA2;1 | 5 GCTCCAGCTACTTGGTATC 57 °C en alineamiento, 45°° de
5’AAGCGGCAATTAGGATGG extension y 30 ciclos

CYCB1;1 | 5°CTGTCTACACTTGAGTGGTA 56 °C en alinemaiento, 45°° de
5’"GAATGAATCATGCTAAAGGAC extension y 30 ciclos

CYCD3;1 | 5’GGTGTCCTTAACTTAACCAA 56 °C en alineamiento, 45’ de
5’GCAAGCCTCAAAATTTACGC extension y 35 ciclos
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KRP2 5’CGTGGATTTACGATGATTTGAAT 57 °C en alineamiento, 45 de
5’CTAATTAATTACCTCAAGGAAG extension y 35 ciclos
TUB 5’AGGACTCTCAAACTCACTACC vy |62 °C en alineamiento, 45 de

S’TCACCTTCTTCATCCGCAGTT

extension y 28 ciclos

* En todos los casos, la primera secuencia corresponde al aligonucleétido sentido y la
segunda al anti-sentido.
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12. Abreviaturas

ADN acido desoxirribonucleico

ADNCc acido desoxirribonucleico complementario

AGL AGAMOUS-LIKE

ANR1 ARABIDOPSIS NITRATE REGULATED 1
AP1 APETALA1

ARNmM acido ribonucleico mensajero

CAK CDK Activating Kinase

CDF1 CYCLING DOF FACTOR 1

CDK Cyclin-Dependent Kinase

CLE CLAVATA3/ENDOSPERM SURROUNDING REGION-LIKE
CLV3 CLAVATAS3

CoO CONSTANS

COP1 CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1
CQ centro quiescente

CyC Cyclin

DP Dimerization Partner

DMSO dimetil-sulféxido

dps dias posteriores a la siembra

E2F adenovirus E2 promoter-binding factor

FD FLOWERING LOCUS D

FKF1 FLAVIN BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1
FT FLOWERING LOCUS T

FUL FRUITFUL

Gl GIGANTEA

KRP/ICK Kip-related CDK inhibitor / Interactor of Cdc2 kinase
LFY LEAFY

MS Murashige y Skoog

PLT PLETHORA

PRR PSEUDO-RESPONSE REGULATOR

PRZ1 PROPORZ1

RAM meristemo apical de la raiz

RBC reloj biolégico circadiano

RBR RETINOBLASTOMA-RELATED

RT-PCR Transcripcion Reversa — Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
SAM meristemo apical del vastago aéreo

SAP18 Sin3A-associated protein

SCF SKP1/CUL-1/F-box protein E3 ubiquitin ligase complex
SCR SCARECROW

SEP3 SEPALLATA3

SHR SHORT ROOT

SOC1 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1
SPA1 SUPRESSOR OF PHYA-1

WOX5 WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5

WUS WUSCHEL

XAL1 XAANTALL, también AGL12
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