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Nuevas Funciones y Dianas Moleculares del Factor de Transcripcion

FRUITFULL en Arabidopsis thaliana.
RESUMEN:

El factor de transcripcion tipo MADS-box FRUITFULL (FUL) desempefia una funcién
clave durante el desarrollo del fruto de la crucifera Arabidopsis thaliana. En este proceso FUL
participa restringiendo la expresidon de ciertos genes de identidad de margen de valva,
impidiendo que se expresen en la totalidad de la valva. Esto asegura el perfecto desarrollo del
fruto y el establecimiento de la zona de dehiscencia. Esta funcion descrita para FUL esta de
acuerdo con el patrén de expresidon de este gen, ya que se expresa fuertemente en las valvas
del fruto, quedando excluido de la zona del margen de valva. Sin embargo, FUL no se expresa
Unicamente durante el desarrollo del fruto, sino que presenta un patrén de expresion
dindmico durante todo el desarrollo de la planta. Durante el desarrollo vegetativo, FUL se
expresa en la vasculatura de hojas jovenes. Con la transicion floral, se detecta un brusco
incremento de su expresion en el meristemo apical del tallo, asi como en las hojas caulinares
de la inflorescencia y en la vasculatura del tallo. Esta expresién se mantiene durante todo el
desarrollo de la inflorescencia. La expresion de FUL desaparece en los primordios florales para
volver a aparecer en el centro del meristemo floral durante el estadio 3 de desarrollo. La
expresion de FUL se mantiene en esta zona durante todo el desarrollo floral y posteriormente
durante el desarrollo del carpelo, donde su expresidn se restringe a las valvas y a la vasculatura
del estilo. De acuerdo con este patrén de expresidn, ademas de su papel durante el desarrollo
del fruto, se han propuesto otras funciones para FUL, como un papel regulador durante la
transicién floral o proporcionar identidad de meristemo floral. Curiosamente, su pérdida de
funcién no presente fuertes fenotipos relacionados con estas nuevas funciones propuestas,
sugiriendo una posible redundancia génica con otros genes, y que a su vez, podrian
enmascarar otras funciones de este factor de transcripcion en los tejidos donde se expresa.

En esta tesis hemos profundizado en el conocimiento sobre las funciones descritas
para FUL y realizado el estudio de otras nuevas no descritas previamente:

En el capitulo 1 de esta tesis se analiza el papel desempefiado por FUL durante la
transicion floral. Nuestros resultados sugieren que FUL es una importante pieza de los
mecanismos que inician la transicion floral, donde actiia modificando la actividad del represor
de la transicion SHORT VEGETATIVE PHASE, y promoviendo la expresiéon de los genes
SUPRESSOR OF OVERESPRESSION OF CO 1y LEAFY.

En el capitulo 2, se aborda el estudio de una nueva funcién del gen FUL, el
mantenimiento de la actividad meristematica. Nuestro trabajo nos ha permitido encontrar la
primera evidencia molecular sobre el control genético del habito de vida monocarpico anual
caracteristico de un gran nimero de plantas angiospermas, como por ejemplo Arabidopsis
thaliana. En este trabajo, mostramos que FUL participa en el control temporal de la actividad
del meristemo apical del tallo a través de la regulacién directa del gen APETALA2. Esta
regulacién controla la expresiéon del gen WUSCHEL, clave en el mantenimiento de las células
meristematicas que sustentan el crecimiento de la planta, estableciendo el momento en que la
planta detiene su crecimiento.

Por ultimo, en el capitulo 3, analizamos el papel de FUL durante el desarrollo del fruto
a través de un abordaje transcriptomico. Este trabajo nos ha permitido identificar un listado de
posibles dianas de FUL durante este proceso asi como tener una idea global de los procesos
regulados por FUL. Este estudio nos ha permitido establecer una relaciéon entre FUL y la
distribucidon de las auxinas durante el desarrollo y crecimiento del fruto. FUL controlaria la
distribucion de esta hormona a través de la regulacién de los genes implicados en su
transporte, como el gen PINHEAD 7.






New Functions y Molecular Targets of the FRUITFULL Transcription Factor in

Arabidopsis thaliana.
SUMMARY:

The MADS-box FRUITFULL (FUL) transcription factor plays a key role along fruit
development of the crucifer Arabidopsis thaliana. FUL is involved in this process by restricting the
expression of valve margin identity genes, avoiding their expression in the rest of the valve. This
mechanism ensures proper fruit development and the establishment of the dehiscence zone. The
function described for FUL correlates well with the expression pattern of this gene: it is strongly
expressed in the valves of the fruit, but excluded from the valve margin zone. However, FUL is not
only expressed during fruit development, but it has a dynamic expression pattern throughout
plant development. During vegetative growth, FUL is expressed in the vasculature of young leaves.
With the floral transition, FUL has a sharp increase in expression in the shoot apical meristem, as
well as in cauline leaves and the inflorescence stem vasculature. This expression is maintained
throughout the development of the inflorescence. FUL expression is not detected in floral
primordia, but it is reinstated in the center of floral meristem during stage 3 of development. FUL
expression is maintained in this domain throughout floral development, and later, during the
development of the carpel, where its expression is restricted to the valves and vasculature of the
style. In addition to fruit development, other functions have been described for FUL that
correlates with FUL expression pattern, such as a regulatory role during floral transition or the
establishment of floral meristem identity. Interestingly, loss of function of FUL only shows mild
phenotypes associated with these additional functions proposed, probably caused by genetic
redundancy with other genes. This redundancy could also mask other unknown functions of this
transcription factor in the tissues where it is expressed.

In this Thesis we provide further insights on the knowledge of the described functions for
FUL and studied new ones not previously described:

In Chapter 1, we have examined the role of FUL in the floral transition. Our results suggest
that FUL is an important part of the mechanisms that initiate the floral transition, where it acts by
modifying the activity of the floral transition repressor SHORT VEGETATIVE PHASE and promoting
the expression of SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 and LEAFY.

In chapter 2, we have studied a new FUL function, the maintenance of meristematic
activity. Our work has enabled us to find the first molecular evidence on the genetic control of
annual monocarpic habit, characteristic of a large number of angiosperm plants such as
Arabidopsis thaliana. In this chapter, we show that FUL participates in the temporal control of the
activity of the shoot apical meristem through the direct regulation of the gene APETALAZ2. This
network controls the expression of WUSCHEL, a key gene in the maintenance of meristematic cells
that support the growth of the plant, establishing when the plant stops growing.

Finally, in Chapter 3, we analyzed the role of FUL in fruit development through a
transcriptomic approach. This work has identified a list of possible targets of FUL during this
process, providing a general prespective on the processes regulated by FUL. This study has allowed
us to establish a relationship between FUL and auxins distribution, a key factor during
development and fruit growth. FUL controls the distribution of this hormone through the
regulation of genes involved in its transport, such as gene PINHEAD 7.






Noves Funcions i Dianes Moleculars del Factor de Transcripcié FRUITFULL
en Arabidopsis thaliana.
RESUM:

El factor de transcripcid tipus MADS-box FRUITFULL (FUL) exerceix una funcié clau
durant el desenvolupament del fruit de la crucifera Arabidopsis thaliana. En aquest procés FUL
participa restringint I'expressié de certs gens d'identitat de marge de valva, impedint que
s'expressen en la totalitat de la valva. Aixo assegura el perfecte desenvolupament del fruit i
I'establiment de la zona de dehiscéncia. Aquesta funcié descrita per a FUL esta d'acord amb el
patré d'expressid d'aquest gen, ja que s'expressa fortament en les valvas del fruit, quedant
exclos de la regié del marge de valva. No obstant aix0, FUL no s'expressa Unicament durant el
desenvolupament del fruit, sind que presenta un patrd d'expressié dinamic durant tot el
desenvolupament de la planta. Durant el desenvolupament vegetatiu, FUL s'expressa en la
vasculatura de fulles joves. Amb la transicio floral, es detecta un brusc increment de la seua
expressio en el meristemo apical de la tija, aixi com en les fulles caulinares de la inflorescencia
i en la vasculatura de la tija. Aquesta expressid es manté durant tot el desenvolupament de la
inflorescéncia. L'expressié de FUL desapareix en els primordios florals per tornar a aparéixer
en el centre del meristem floral durant I'estadi 3 de desenvolupament. L'expressié de FUL es
manté en aquesta zona durant tot el desenvolupament floral i posteriorment durant el
desenvolupament del carpel, on la seva expressio es restringeix a les valves i a la vasculatura
de l'estil. D'acord amb aquest patréo d'expressio, a més del seu paper durant el
desenvolupament del fruit, s'han proposat altres funcions per a FUL, com un paper regulador
durant la transicié floral o proporcionar identitat de meristem floral. Curiosament, la seua
perduda de funcié no presenta forts fenotips relacionats amb aquestes noves funcions
proposades, suggerint una possible redundancia génica amb altres gens, i que al mateix temps,
podrien emmascarar altres funcions d'aquest factor de transcripcid en els teixits on s'expressa.

En aquesta tesi hem aprofundit en el coneixement sobre les funcions descrites per a
FUL i realitzat I'estudi d'altres noves no descrites préeviament:

En el capitol 1 d'aquesta tesi s'analitza el paper exercit per FUL durant la transicié
floral. Els nostres resultats suggereixen que FUL és una important peca dels mecanismes que
inicien la transicid floral, on actua modificant I'activitat del repressor de la transici6 SHORT
VEGETATIVE PHASE, i promovent I'expressio dels gens SUPRESSOR OF OVERESPRESSION OF CO
1iLEAFY.

En el capitol 2, s'aborda I'estudi d'una nova funcié del gen FUL, el manteniment de
I'activitat meristematica. El nostre treball ens ha permeés trobar la primera evidencia molecular
sobre el control genetic de I'habit de vida monocarpic anual caracteristic d'un gran nombre de
plantes angiospermes, com per exemple Arabidopsis thaliana. En aquest treball, mostrem que
FUL participa en el control temporal de I'activitat del meristem apical de la tija a través de la
regulacié directa del gen APETALA2. Aquesta regulacié controla I'expressio del gen WUSCHEL,
clau en el manteniment de les cel-lules meristematiques que sustenten el creixement de la
planta, establint el moment en queé la planta atura el seu creixement.

Finalment, en el capitol 3, analitzem el paper de FUL durant el desenvolupament del fruit a
través d'un abordatge transcriptomic. Aquest treball ens ha permeés identificar un llistat de
possibles dianes de FUL durant aquest procés aixi com tenir una idea global dels processos
regulats per FUL. Aquest estudi ens ha permés establir una relacié entre FUL i la distribucié de
les auxines durant el desenvolupament i creixement del fruit. FUL controlaria la distribucié
d'aquesta hormona a través de la regulacié dels gens implicats en el seu transport, com el gen
PINHEAD 7.
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INTRODUCCION GENERAL

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Arabidopsis) es una angiosperma dicotileddnea perteneciente
a la familia de las Brassicas o Cruciferas (Brassicaceae o Cruciferae). Es una planta herbacea
anual de pequeio tamafo y con una arquitectura simple. Los ejemplares adultos de esta
especie presentan una roseta de hojas dispuestas con filotaxis espiral, de la que surge el tallo
de la inflorescencia. Sobre este tallo, en direccidn acropétala, encontramos primero nuevos
tallos de inflorescencias, sustentados por hojas, que repetiran el patréon de desarrollo de la
inflorescencia principal. A continuacién se disponen las flores, que se generan de forma
continuada hasta la muerte de la planta. De acuerdo con su amplia distribucidon geografica y
ecoldgica, Arabidopsis muestra una gran variabilidad natural que se traduce en un nimero
elevado de ecotipos (Bowman, 1994; Meyerowitz y Somerville, 1994).

Esta especie vegetal crece bien en condiciones controladas, presenta un ciclo vital corto (6-8
semanas), es autégama y genera gran cantidad de semillas (Bowman, 1994; Meyerowitz y
Somerville, 1994). Ademas, su genoma es pequefio, compacto y esta totalmente secuenciado
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Otra caracteristica de gran interés para los cientificos es
que su transformacion genética es relativamente facil. Estas caracteristicas convierten a
Arabidopsis en un sistema modelo ideal en genética y biologia molecular. Como consecuencia,
se han desarrollado un gran nimero de herramientas genéticas, gendmicas y moleculares para
el trabajo con Arabidopsis. Estas herramientas estan integradas en varias bases de datos,
siendo la mas importante “The Arabidopsis Information Resource” (TAIR).

Los factores de transcripcion de la familia MADS

Los factores de transcripcion son proteinas que estan implicadas en la regulacién de la
expresion génica, controlando qué genes se expresan o no durante una etapa de desarrollo, o
en un tejido determinado. Una caracteristica clave de estas proteinas es su capacidad de
unirse al DNA. A través de esta unidn, los factores de transcripcién median la regulacién de sus
genes diana, pudiendo comportarse como activadores o represores de la transcripcion.

Una de las familias mds numerosas de factores de transcripcion en plantas es la de los factores
de transcripcién tipo MADS. El nombre que recibe esta familia es el acronimo que refiere a los
primeros genes identificados: MINICHROMOSOME MAINTENANCE1 de Saccharomyces
cerevisiae (Passmore et al., 1989), AGAMOUS de Arabidopsis thaliana (Yanofsky et al., 1990),
DEFICIENS de Antirrhinum majus (Sommer et al., 1990) y SERUM RESPONSE FACTOR de Homo
sapiens (Norman et al., 1988). A pesar de que esta familia estd presente en todos los
eucariotas superiores, es en el reino vegetal donde mas representada se encuentra. Por
ejemplo, mientras que en humanos esta familia esta representada Unicamente por 5 genes, y
en la levadura Saccharomyces cerevisiae por 4, en Arabidopsis thaliana se han identificado al
menos 106 miembros (Messenguy y Dubois, 2003; Parenicova et al., 2003). En el reino vegetal,
y en concreto en Arabidopsis, esta familia de factores de transcripcion se ha relacionado con
multiples procesos del desarrollo de la planta, desde el desarrollo radicular hasta el control del
tiempo de floracidn y el desarrollo floral (Becker y Theissen, 2003; Ma, 2009).

Segln las caracteristicas de los genes y proteinas MADS de diferentes especies vegetales,
como la disposicién de los exones e intrones, la tasa de evolucidn, la secuencia de aminoacidos
o la presencia/ausencia de dominios funcionales, asi como las relaciones filogenéticas
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existentes entre estos genes (Gramzow y Theissen, 2010), se han establecido 5 grupos para
clasificar esta familia de factores de transcripcidn: los grupos MIKC, Ma, MB, My y Mbé
(Parenicova et al., 2003). De estos 5 grupos el mejor caracterizado funcionalmente es del
grupo MIKC. Esto se debe en gran medida a que los primeros mutantes identificados de esta
familia de factores de transcripcidn en plantas (Hill y Lord, 1989; Jack et al., 1992; Mandel et
al., 1992; Sommer et al., 1990; Yanofsky et al., 1990) pertenecian a este grupo. Estos primeros
mutantes presentaban fenotipos severos durante el desarrollo floral, con conversiones
homedticas de los drganos florales, y a partir de su estudio se postulo el modelo ABC (Fig. I-1)
(Coen y Meyerowitz, 1991). En Arabidopsis, los genes implicados inicialmente en este modelo
fueron APETALA1 (AP1), APETALA2 (AP2), PISTILLATA (Pl), APETALA (AP3) y AGAMOUS (AG),
que a excepcion de AP2, pertenecen a la familia MADS. Los mutantes de estos genes afectan
de forma especifica a la identidad de los drganos florales, de modo que apl y ap2 presentan
defectos en la formacién de sépalos y pétalos, pi y ap3 en la formacidon de los pétalos y
estambres, y ag el la formacion de estambres y gineceo. En base a estos fenotipos y a sus
patrones de expresion se consideraron tres grupos funcionales de genes, A, B y C, cuyas
combinaciones explican la adquisicién de las diferentes identidades de los drganos florales.
AP1 y AP2 tendrian funcion A, Pl y AP3 tendrian funcién B y AG tendria funcién A (Fig. I-1). La
funcién A especificaria la identidad de los sépalos, la accidn conjunta de la funcion Ay B
especificaria los pétalos, la funcién By C los estambres, y la funcion C el gineceo (Fig. I-1).

sépalo | pétalo :estambre carpelo ‘estambre: pétalo | sépalo

A= AP1, AP2 B=PI, AP3
C=AG D=SEP1-2-3-4

Figura I-1: Modelo ABCD que explica el establecimiento de las diferentes identidades de los drganos florales. Este
modelo establece la existencia de tres funciones: la A, establecida en Arabidopsis por los genes AP1y AP2; la B
establecida por PI'y AP3; y la C, establecida por AG. La funcién A determina la formacion de los sépalos; la A mas la
B la de los pétalos; la B mas la C, los estambres; y la C el gineceo. Posteriormente a este modelo se le afiadié una
nueva funcién, la D que seria necesaria para la determinacion de todos los 6rganos florales, y que la conferia los
genes SEP1, SEP2, SEP3 y SEP4. Todos los genes implicados en este modelo, a excepcidon de AP2, pertenece a la
familia de factores de transcripcion tipo MADS del grupo MIKC.

Ningun fenotipo asociado a mutaciones en los genes pertenecientes al resto de grupos de la
familia MADS se identificé inicialmente, y sélo mediante genética reversa se ha iniciado el
estudio funcional de éstos (Bemer et al., 2008; Colombo et al., 2008; Gramzow y Theissen,
2010; Kang et al., 2008). Se ha sugerido que la dificultad para detectar mutantes en genes de
estos grupos mediante genética directa puede asociarse a una alta incidencia de redundancia
génica, debida a la alta tasa de duplicaciones génicas recientes ocurridas en esta familia de
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factores de transcripcidon (Parenicova et al., 2003). Esto implicaria que muchas proteinas
todavia conservarian muchas funciones comunes con sus pardlogos (Parenicova et al., 2003),
lo que dificultaria la identificacion de los mutantes fenotipicamente. El fendmeno de la
redundancia génica también se encuentra dentro del grupo MIKC, ya que las mutaciones en
algunos de estos genes sélo son fenotipicamente evidentes en presencia de otra mutacion. Asi,
por ejemplo, las mutaciones en el gen CAULIFLOWER (CAL) (Kempin et al., 1995) sélo producen
unos fenotipos detectables en ausencia de AP1, o como los genes SHATTERPROOF1 (SHP1) y
SHP2 (Liljegren et al., 2000), que sélo muestran fenotipos cuando ambos genes estdn mutados.
También existen casos de redundancia entre un nimero de genes mayor, como los genes
SEPALLATA 1 (SEP1), SEP2, SEP3 y SEP4, donde al menos se requiere un triple mutante para
observar defectos en el desarrollo (Pelaz et al., 2000). Los 4 genes SEPALLATA se incluyeron en
el modelo ABC al conferir una nueva funcién, la D, necesaria para el establecimiento de todos
los érganos florales (Fig. I-1) (Pelaz et al., 2000; Pelaz et al., 2001; Theissen y Saedler, 2001).

Los factores de transcripcion tipo MADS reconocen secuencias

especificas en los promotores de sus genes diana

Los factores de transcripcion regulan la expresion al reconocer y unir unas secuencias
determinadas presentes en las regiones promotoras de sus genes diana. Estas secuencias son
caracteristicas de cada factor de transcripcidn y se denominan sitios de unién. Mediante
ensayos con proteinas MADS de humanos y levaduras (Hayes et al., 1988; Passmore et al.,
1989; Phan-Dinh-Tuy et al., 1988; Pollock y Treisman, 1990; Treisman, 1986; Wynne y
Treisman, 1992) se establecié que el sitio de unién reconocido por los factores de transcripcién
tipo MADS correspondia a una secuencia consenso de 10 pares de bases, donde las dos
primeras bases eran citosinas y las dos ultimas guaninas. Entre los extremos de esta secuencia
debian estar presentes 6 bases, que podian ser indistintamente adeninas o timinas
[CC(A/T)sGG]. Esta secuencia consenso recibio el nombre de caja CArG (CArG-box) (Hayes et
al., 1988; Pellegrini et al., 1995; Phan-Dinh-Tuy et al., 1988; Riechmann et al., 1996b).

Las proteinas MADS tipo MIKC de plantas también se unen a este tipo de cajas identificadas
en levaduras y humanos, existiendo algunas proteinas pertenecientes al grupo capaces de
reconocer y unir variaciones de esta secuencia consenso como [CC(A/T)sGG] (de Folter y
Angenent, 2006; Foat et al., 2006; Tang y Perry, 2003; Zobell et al., 2010). Trabajos recientes
basados en resultados de ChIP-seq y ChIP-ChIP, con diferentes MADS tipo MIKC de plantas,
indican que este tipo de factores de transcripcidn reconocen secuencias del tipo [CC(A/T)sGG]
mayoritariamente, aunque pueden existir pequenas variaciones respecto a la secuencia
consenso original, segln cada proteina (Deng et al., 2011; Kaufmann et al., 2009; Kaufmann et
al., 2010; Zheng et al., 2009).

La estructura de las proteinas MADS

Estructura primaria y secundaria
Las proteinas del grupo MIKC presentan una estructura modular caracteristica. Desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal de la proteina se pueden identificar 4 dominios
tipicos: el dominio MADS-box (M) de unién al DNA que forma dos hojas B flanqueadas por dos
a-hélices (Pellegrini et al., 1995; Riechmann et al.,, 1996b; Santelli y Richmond, 2000), el
dominio | (del inglés “intervening domain”) (1) con funciones tanto en la unién al DNA como en
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la formacién de dimeros (Riechmann et al., 1996a), un dominio tipo keratina (K) con capacidad
de formar 3 a-hélices anfipaticas (K1, K2 y K3) importantes para formar dimeros con otras
proteinas (Davies et al., 1996; Fan et al., 1997) y un ultimo dominio denominado C-terminal (C)
al que se atribuyen funciones tanto reguladoras como en la formacion de complejos
multiméricos de proteinas MADS (Egea-Cortines et al., 1999; Honma y Goto, 2001) (Fig. I-2 A).

A

MADS | |

o B o o
K1 K2 K3

CArG box

Major groove

CArG box

Minor groove

Figura I-2: Estructura de las proteinas MADS. (A) Representacion esquematica de un factor de transcripciéon MADS
tipo MIKC donde se muestran los diferentes dominios que presenta, asi como las principales estructuras secundaria
de la proteina. (B) Estructura cristalina de un dimero de los dominios MADS de la proteina SRF humana unido a
DNA. EI DNA se representa en gris, mientras que los mondmeros de la proteina se representan en azul y rojo,
correspondiendo los tonos claros a a-hélices y los oscuros a hojas B. (C) Simulacién de un dimero de MADS tipo
MIKC asociado a DNA, donde se indican los diferentes dominios de la proteina y que muestra que las a-hélices K1y
K2 estarian implicadas en la formacion y estabilidad del dimero mostrado. (D) Simulacion de un cuarteto de MADS
tipo MIKC. La unién de este complejo a dos CArGs generaria la formacion de un bucle de DNA. La union de ambos
dimeros entre si dependeria de las a-hélices K3. Adaptado de Immink et al., 2010 y Gramzow y Theissen, 2010.

Estructura terciaria

La estructura terciaria de las proteinas MADS tipo MIKC (Fig. I-2 C) se ha deducido por
homologia a la estructura que presentan los MADS de humanos (Gramzow y Theissen, 2010;
Huang et al., 2000; Immink et al., 2010), ya que no se dispone de ninguna proteina MADS de
plantas cristalizada (Fig. I-2 B). Los factores de transcripcidn tipo MADS interaccionan con sus
sitios de unién en forma de homo- y heterodimeros (Davies et al., 1996; de Folter et al., 2005;
Riechmann et al., 1996b; Schwarz-Sommer et al., 1992) (Fig. I-2 B, C). Aceptando que los MADS
de plantas se comporten igual que los de animales, el dominio MADS-box se une al DNA
mediante el extremo N-terminal del dominio, que se asocia al surco menor de la doble hélice
de DNA, y la primera a-hélice que se une al surco mayor. Las hojas B se requeririan para la
formacién del dimero necesario para la unién del DNA (Pellegrini et al., 1995).

Estructura cuaternaria
Se ha propuesto que estos dimeros con capacidad de unirse al DNA a su vez pueden también
interaccionar con otros dimeros de MADS, lo que daria lugar a la formacion un complejo
cuaternario (Egea-Cortines et al., 1999; Theissen y Saedler, 2001) (Fig. -2 D) aunque no existe
ninguna evidencia in vivo que demuestre la formacion de estos cuartetos. La capacidad de
formar multimeros residiria en el dominio K de la proteina. Los subdominios K1 y K2
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participarian en la formacién y estabilidad de los dimeros (Kaufmann et al., 2005; Yang et al.,
2003) (Fig. I-2 C), mientras que el subdominio K3 seria necesario para la formacion de los
complejos multiméricos (Melzer y Theissen, 2009; Melzer et al., 2009) (Fig. I-2 D).

El modelo del cuarteto

La combinacidon del modelo genético ABC y la capacidad de dimerizacién y formacion de
complejos de orden superior mostrada por las proteinas MADS dio lugar a la elaboracion del
modelo del cuarteto (Egea-Cortines et al., 1999; Theissen y Saedler, 2001). Este modelo,
ampliamente aceptado, explica que diferentes interacciones entre dos dimeros de proteinas
MADS dirigirian el desarrollo de los diferentes drganos que forman la flor (Theissen y Saedler,
2001). Segun este modelo, un cuarteto formado por AP1 y SEP dirigiria la formacién de los
sépalos, otro formado por AP1, SEP, Pl y AP3 daria lugar a los pétalos, otro formado por AP3, PI
y SEP daria lugar a los estambres y el cuarteto formado por AG y SEP daria lugar al gineceo
(Fig. 1-3). Este modelo también propone que los cuartetos de proteinas MADS formados
unirian dos motivos CArG situados relativamente préximos en la secuencia diana. En este
hipotético modelo, el DNA se curvaria alrededor del cuarteto generando un bucle (Fig. I-2 D,
Fig. I1-3). Este bucle modificaria la estructura de la doble hélice de DNA, lo que podria
facilitar/impedir la transcripcion del gen asociado (Melzer y Theissen, 2009; West et al., 1998;
West y Sharrocks, 1999), aunque sdlo existen evidencias in vitro que apoyen la formacion de
este bucle mediado por la presencia de proteinas MADS (Melzer y Theissen, 2009; Melzer et
al., 2009).

Figura 0-3: El modelo del
cuarteto complementa el
modelo genético ABC. Este
modelo integra la informacion
genética del modelo ABC con la
informacién obtenida de la
interaccion de las diferentes
proteinas implicadas.

La formacién de dimeros y de complejos de orden superior de proteinas MADS conferiria un
mecanismo que permitiria incrementar la especificidad funcional de estas proteinas en funcién
del complejo formado, variando la afinidad por sus diferentes dianas (de Folter y Angenent,
2006). Ademas, el hecho de que una misma proteina MADS pueda interaccionar con otras
diferentes (de Folter et al., 2005) implica que podria existir competencia para la formacion de
estos complejos, de modo que su formacién estaria regulada por la afinidad entre las proteinas
o por relaciones estequiométricas existentes entre ellas, proporcionando un nivel de
regulacidn extra a los procesos de desarrollo que controlan (Immink et al., 2010).

Las proteinas MADS, ademas de interaccionar con otros miembros de su familia, son capaces
de interaccionar con otras proteinas (Messenguy y Dubois, 2003). En plantas se han observado
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interacciones de MADS con modificadores de la cromatina (Hill et al., 2008; Liu et al., 2009),
factores de transcripciéon (Causier et al., 2003; Masiero et al., 2002), correpresores (Sridhar et
al., 2006), o factores de modificacion post-transcripcional (Fujita et al., 2003; Gamboa et al.,
2001; Yalovsky et al., 2000), sugiriendo que podrian estar formando parte de grandes
complejos reguladores.

El factor de transcripcion FRUITFULL.

FRUITFULL, o AGLS, es un factor de transcripcidon que pertenece al grupo MIKC de la familia de
factores de transcripcidn tipo MADS-box de Arabidopsis thaliana (Gu et al., 1998; Mandel y
Yanofsky, 1995). Dentro de este grupo, FUL forma parte de un pequefio clado junto con AP1y
CAL, dos genes implicados en el establecimiento de la identidad de meristemo floral y en el
desarrollo de los sépalos y pétalos de la flor (Kempin et al., 1995; Mandel et al., 1992), y AGL79
(Parenicova et al.,, 2003). Aunque AP1, CAL y FUL presentan algunas funciones en comun y
actuan de forma redundante en el establecimiento de la identidad de meristemo floral
(Ferrandiz et al., 2000a), el patrén de expresidon de FUL es muy diferente al de AP1y CAL (Gu et
al., 1998; Kempin et al., 1995; Mandel y Yanofsky, 1995).

El patron de expresion de FUL
FUL presenta un patrén de expresion dindmico durante todo el desarrollo de Arabidopsis
limitado a la parte aérea de la planta. La caracterizaciéon de este patrén de expresion se ha
establecido a partir de lineas delatoras de la expresion del gen (Gu et al., 1998) y de la proteina
(Urbanus et al., 2009) y mediante localizaciones in situ del mRNA que codifica la proteina
(Hempel et al.,, 1997; Mandel y Yanofsky, 1995). Tanto el RNA de FUL como su proteina
presentan una localizacién idéntica.

Durante el desarrollo vegetativo la expresion de FUL se detecta a bajos niveles en los
primordios foliares y en la vasculatura de los hojas, con mdaximos de expresién en los
hidatodos. Justo antes de la transicion floral, la expresion de FUL experimenta un brusco
aumento en el meristemo apical del tallo, donde se mantiene elevada durante todo el
desarrollo de la inflorescencia. Durante esta etapa del desarrollo, la expresién de FUL también
se detecta en la vasculatura del tallo y fuertemente en las hojas caulinares. La expresién de
FUL no se detecta en los estadios iniciales del desarrollo floral (estadios 0 a 3) (estadios
definidos segun (Smyth et al., 1990)), reapareciendo su expresion en el estadio 3 restringido al
centro del meristemo floral, donde se mantiene hasta la aparicién del primordio del carpelo o
estadio 6. Durante el desarrollo del gineceo (estadios 6-14), la expresion de FUL se restringe a
las valvas del nuevo pistilo y a la vasculatura del estilo, donde se mantiene hasta la maduracion
del fruto (estadios 15-18).

Los mutantes ful
Inicialmente, FUL fue identificado por homologia de secuencia a otros genes MADS y recibid el
nombre de AGL8 (Mandel y Yanofsky, 1995). Posteriormente, se identificd en una coleccién de
mutantes generada por “enhancer trap” (Sundaresan et al., 1995) un mutante de pérdida de
funcién en AGL8 que recibié el nombre de fruitfull-1 debido al fenotipo mostrado por los
frutos del mutante, donde las valvas se rompian dejando a la vista las semillas y confiriendo asi
un aspecto de fruto rebosante de semillas (Gu et al., 1998). Actualmente se dispone de una
serie alélica, cuyos mutantes muestran diferente severidad (Ferrandiz et al., 2000a). En este
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trabajo de tesis se utilizaron los alelos ful-1 (ecotipo Lansberg) y ful-2 (ecotipo Columbia).
Ambas lineas estan consideradas mutantes nulos y presentan fenotipos severos.

Las mutaciones en el gen FUL generan varios fenotipos, afectando principalmente al tiempo de
floracion, el desarrollo de las hojas caulinares y el desarrollo del gineceo y del fruto, en
concordancia con el patron de expresion descrito para el gen (Gu et al.,, 1998). Las plantas
mutantes ful presentan un desarrollo vegetativo aparentemente normal, pero a partir del
momento de la transicion floral, los fenotipos del mutante empiezan a hacerse patentes. El
primer fenotipo observado es un ligero retraso del tiempo de floracién cuando las plantas
crecen en condiciones de dia largo, que se traduce en la produccién de alguna hoja mas en el
mutante respecto a las plantas silvestres (Ferrandiz et al., 2000b; Gu et al., 1998; Melzer et al.,
2008). Este efecto es mucho mas pronunciado en condiciones de dia corto (Melzer et al., 2008)
(ver capitulo 1). El siguiente fenotipo que se observa en el mutante afecta al desarrollo de las
hojas caulinares, que son mas cortas y redondeadas que las hojas caulinares silvestres (Gu et
al., 1998) (Fig. I-4 C). Durante el desarrollo floral no se aprecia ninguna alteracién del
desarrollo hasta que se inicia el desarrollo del gineceo, donde se observa el fenotipo mas
drastico de la mutacidn. Los frutos desarrollados por el mutante ful son mucho mas cortos que
los frutos silvestres (Fig. -4 A), presentando también un replum caracteristico en zigzag,
debido a la falta de elongacion de las valvas que ademas, se lignifican ectdpicamente
(Ferrandiz et al., 2000b; Gu et al., 1998);(Ferrandiz et al., 2000b; Liljegren et al., 2004). Los
frutos ful también presentan alteraciones en el desarrollo del estilo, aunque este fenotipo
depende del ecotipo en el que se encuentre la mutacion (Ferrandiz et al., 2000a).

Figura 1-4: Fenotipos dependientes de
la mutacion ful. (A) el mutante ful
presenta frutos mucho mas cortos las
plantas silvestres. (B) FUL presenta
$ redundancia funcional con otros dos
':1 .“ _ genes muy proximos filogenéticamente,

1cal apleal ful AP1 y CAL, en el establecimiento de la
identidad del meristemo floral. La
combinacidn progresiva de mutantes en
estos genes provoca un incremento en
la falta de identidad de los meristemos
florales. (C) el mutante ful presenta
hojas caulinares mucho mas anchas que
las plantas silvestres.

Silvestre ful

El papel de FUL en el desarrollo del fruto
De acuerdo con su patrén de expresion, y los fenotipos observados en mutantes de pérdida de
funcién de FUL, se han propuesto diferentes funciones para el gen FUL:

De todas las funciones propuestas para FUL, la mas estudiada y de la que mas informacién se
dispone es sobre su papel durante el desarrollo del fruto en Arabidopsis (Balanza et al., 2006;
Dinneny et al., 2005; Girin et al., 2009). FUL tiene un papel clave en el establecimiento del eje
de simetria medio-lateral del gineceo, y en concreto, en el establecimiento de las zonas de
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margen de valva. El margen de valva es el lugar donde se generaran los tejidos especializados
que mediardn la correcta dehiscencia del fruto y que permite la dispersién de las semillas
maduras (ver capitulo 3). Esta funcién la ejerce al reprimir la expresion en la valva de los genes
que promueven la diferenciacién del margen de la valva, SHP1 y SHP2, también de tipo MADS,
y los genes que estos activan INDEHISCENT (IND) y ALCATRAZ (ALC) (Ferrandiz et al., 2000b;
Liljegren et al., 2004; Rajani y Sundaresan, 2001).

El papel de FUL en la identidad de meristemo floral

Otra funcién atribuida a FUL es un posible papel en el establecimiento de la identidad de
meristemo floral, donde actuaria redundantemente con AP1 y CAL. Anteriormente hemos
comentado que FUL presenta una alta similitud de secuencia con AP1 y CAL. AP1 y CAL
confieren identidad de meristemo floral, en parte, manteniendo la expresién de LEAFY (LFY) en
el meristemo floral. En el triple mutante ap1 cal ful, que no es capaz de florecer, se pierde la
identidad de meristemo floral, y la expresion de LFY es mucho mas baja que en el doble ap1
cal (Ferrandiz et al., 2000a) (Fig. -4 B) por lo que, FUL podria estar funcionando de forma
similar a AP1 y CAL en la regulacion de LFY. Como también hemos comentado, AP1 y CAL
presentan un patrén de expresion diferente al de FUL. AP1 reprime la expresién de FUL en los
primeros estadios de desarrollo floral, pero en el mutante apl, FUL ocupa su lugar (Mandel y
Yanofsky, 1995), por lo que de algin modo podria estar sustituyendo a AP1 en algunas
funciones.

El papel de FUL en el tiempo de floracion
Cuando se caracterizé el mutante ful también se propuso un posible papel para FUL en el
proceso de la transicién floral, donde actuaria como un promotor de ésta (Gu et al., 1998;
Ferrandiz et al., 2000a; Ferrandiz et al., 2000b). Trabajos recientes apuntan a que FUL participa
en diferentes rutas que controlan este proceso, como la ruta del fotoperiodo (Melzer et al.,,
2008; Teper-Bamnolker y Samach, 2005; Wigge et al., 2005) o la ruta endégena de la edad
(Wang et al., 2009) (ver capitulo 1).

Otras funciones
También muy recientemente, y relacionado con el fenotipo que presenta el mutante ful en el
desarrollo de las hojas caulinares (Gu et al., 1998) (Fig. I-4 C), se ha sugerido que FUL podria
estar implicado en la adquisicidn de caracteres reproductivos en la inflorescencia durante la
transicién floral, actuando aguas abajo de algunos factores de transcripcion de la familia tipo
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN (SPL), en concreto SPL10, SPL11 y SPL2 (Shikata et
al., 2009).

Todas las funciones propuestas presentan una clara relacion entre los fenotipos observados y
el patrén de expresion descrito, aunque no se pueda descartar que existan nuevas funciones
asociadas a la actividad de FUL que pudieran quedar enmascaradas por efectos de
redundancia génica, como ocurre con la funcidn propuesta en el establecimiento de la
identidad del meristemo floral.
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Objetivos generales.

Los objetivos generales de este trabajo de tesis doctoral son obtener mas informacion sobre
como FUL participa en los procesos anteriormente descritos asi como identificar nuevas
funciones de FUL durante el desarrollo de Arabidopsis, desvelando en la medida de lo posible
los mecanismos moleculares implicados y su relacién funcional con otros genes vya
caracterizados e importantes para el control de estos procesos.

En el capitulo 1, se pretende averiguar cual es la contribuciéon de FUL durante la transicion
floral, y como ejerce su funcidn reguladora en este proceso

En el capitulo 2 se estudiara la posible actividad de FUL en la regulacién del mantenimiento
meristematico. Ademas se estudiara la relacién existente entre FUL y otros genes reguladores
del mantenimiento meristematico.

En el capitulo 3 intentaremos profundizar en el estudio papel de FUL durante el desarrollo del
fruto. Se realizard un experimento de micromatrices en los estadios iniciales del desarrollo del
fruto con la intencién de obtener una idea general de los procesos en las que participa FUL en
estas etapas.
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CAPITULO 1: El Papel de FUL
Durante la Transicion Floral.






Capitulo 1 INTRODUCCION

Introduccion

La transicion floral en Arabidopsis thaliana.

Durante los ultimos 20 afios se han llevado a cabo grandes progresos en la comprensién, a
nivel molecular, de los mecanismos que controlan la transicidn floral, y que confirman muchas
de las observaciones fisioldgicas ya establecidas a principios del siglo pasado, como la
dependencia de un determinado fotoperiodo para estimular la floracién, o la existencia del
“florigeno”, una sefal producida en las hojas y que viajaria al meristemo apical del tallo donde
desencadenaria la floracion (Chailakhyan, 1936; Garner y Allard, 1920; Klebs, 1918; Knott,
1934; Tournois, 1914). Gran parte de este trabajo se ha llevado a cabo en Arabidopsis thaliana,
que se ha constituido como el organismo modelo principal para los estudios de tiempo de
floracion y de biologia molecular de plantas en general.

La transicion floral en Arabidopsis se considera un cambio de fase de desarrollo. Esta transicion
supone un cambio drastico en el habito de crecimiento de la planta, ya que se pasa de una fase
de desarrollo vegetativo a una fase de desarrollo reproductivo. El desarrollo vegetativo se
caracteriza por la formacion de la roseta tipica de Arabidopsis, donde el meristemo apical del
tallo produce hojas de forma sucesiva, sin elongacién entre ellas. Durante el desarrollo
reproductivo se genera la inflorescencia, y el meristemo apical del tallo, en lugar de hojas
produce flores (Fig. 1-1 A). Los cambios entre ambas fases son evidentes: elongacion de los
diferentes entrenudos producidos, que resulta en el alzado o “bolting” de la inflorescencia;
supresion paulatina del desarrollo y de caracteres vegetativos de las hojas (forma vy
distribucidn de tricomas); activacién de los meristemos axilares de las hojas, que generaran las
coflorescencias; y desarrollo de flores.

Para explicar este proceso se han propuesto dos modelos (Pouteau y Albertini, 2009; Suh et
al., 2003). El primero describe una transicion en un Unico paso (modelo bidireccional) donde el
meristemo apical del tallo pasaria de un estado vegetativo (desarrollo vegetativo, V) a la

produccién de flores directamente (desarrollo inflorescente, I). En este modelo, se propone la

existencia de un estimulo acropétalo para la formacion de las flores y un estimulo basipétalo
para el establecimiento de las hojas caulinares y coflorescencias (Fig. 1-1 B). Las hojas
caulinares y las coflorescencias se desarrollarian a la vez que las flores a partir de los
primordios foliares existentes, tras la induccidn floral. Este modelo explica lo que se observa
cuando la transicién ocurre en condiciones de dia largo (Hempel y Feldman, 1994). El segundo
modelo propone una transicién en dos pasos (modelo acropétalo), donde el meristemo apical
del tallo pasaria de una fase inicial vegetativa (V) a una fase inflorescente (I) intermedia donde
generaria las hojas caulinares y los primordios de las coflorescencias (I1). Posteriormente el
meristemo apical del tallo sufriria un segundo cambio de fase donde el meristemo apical del
tallo iniciaria la produccion de las flores (I12) (Fig. 1-1 C). Este modelo explica lo que se observa
cuando la transicidon ocurre en condiciones de dia corto y en algunos fondos genéticos en
condiciones de dia largo (Blazquez, 2000; Haughn et al., 1995; Ratcliffe et al., 1998; Suh et al.,
2003).

17



INTRODUCCION Capitulo 1

A ( B X C x

. Za
_. acropétalo 12 A acropétalo

A
/‘ e ’,/ﬁ\ /
I ¢ Transicion &= 2” transicion
- =71 =
( > n

s basipétalo . acropétalo

Hojas caulinares i ﬂ %/
y coflorescencias Q &= 1° transicién
L v % > v 3z
r _\ |
Roseta Lo . B
L Modelo bidireccional Modelo acropétalo

Organizacion espacial

Figura 1-1:Modelos de desarrollo y arquitectura de Arabidopsis. Esquema de la arquitectura de Arabidopsis (A) y
modelos de desarrollo propuestos (B y C) para explicar la transicidn floral. El modelo bidireccional (B) propone una
Unica transicién que delimita la fase V y la I, mientras que el modelo acropétalo (C) propone dos transiciones que
diferencian tres etapas, V, [1y 2.

La seleccion del momento idéneo para iniciar el desarrollo reproductivo es una de las
decisiones mds importantes que han de tomar las plantas. De esta decision dependera, en gran
medida, su éxito reproductivo. Las plantas, al ser organismos sésiles, no pueden desplazarse en
busca de lugares o condiciones favorables para su desarrollo, por lo que deben de ser capaces
de percibir y reaccionar a las condiciones ambientales que les rodean. Toda esta informacion
externa debe ser integrada junto a sefales internas propias para establecer y coordinar el
desarrollo reproductivo en el momento adecuado. Las sefales externas o exdgenas mas
determinantes en el control del tiempo de floracidn son el fotoperiodo (intervalo de horas de
luz que perciben al dia) y la temperatura, aunque también influyen otros factores como la
calidad de la luz o la presencia de estreses. Las sefiales internas o enddgenas mds importantes
son la edad de la planta y los niveles hormonales. Todas estas sefales inductoras determinan
finalmente la expresion de un grupo de genes denominados genes integradores de la
transicién floral, que a su vez dirigen y activan a los genes de identidad floral (Adrian et al.,
2009; Amasino, 2010; Ausin et al., 2005; Michaels, 2009; Wellmer y Riechmann, 2010) .

En Arabidopsis, en funcion de las condiciones que promueven la transicién floral, se han
establecido 4 rutas genéticas “clasicas”(Blazquez, 2000): La ruta del fotoperiodo, que controla
la transicién floral en funcién del tiempo que la planta recibe luz; la ruta de la vernalizacion,
por la que la planta florece tras la exposicion a un periodo de frio prolongado; la ruta
auténoma, que integraria un grupo de genes que afectan a la transicion de forma
independiente de las condiciones externas; y por ultimo, la ruta de las giberelinas, que resulta
de suma importancia en condiciones de fotoperiodo no inductivo o dia corto. Otra ruta que
afecta al tiempo de floracidn seria la establecida por la temperatura (Blazquez et al., 2003).
Recientemente, se ha descrito una nueva ruta que controla la transicién floral en funcién de
factores enddgenos establecidos por la edad o estado de desarrollo de la planta, que
denominaremos como ruta enddgena (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009).

La ruta del fotoperiodo

Las plantas se pueden considerar, en funcién del fotoperiodo requerido para florecer, como
plantas de dia largo o plantas de dia corto (Garner y Allard, 1920). Las plantas de dia largo
inician la transicién cuando perciben que las horas de luz del dia exceden las horas de
oscuridad, por lo que florecen en primavera-verano. Por su parte las plantas de dia corto
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florecen cuando perciben que las horas de luz diarias disminuyen, floreciendo en otofio.
Arabidopsis es una planta de dia largo facultativa. Esto quiere decir que Arabidopsis inicia la
transicién floral en condiciones de dia largo, pero que en condiciones de dia corto o no
fotoinductivas, también es capaz de florecer, aunque necesita mucho mas tiempo para iniciar
el proceso (Redei, 1962).

En la ruta del fotoperiodo son claves la percepcién de la luz y el reloj circadiano y la regulacion
gue ambos ejercen sobre la proteina CONSTANS (CO) (Suarez-Lopez et al., 2001; Yanovsky y
Kay, 2002). En Arabidopsis, CO se expresa en la vasculatura de hojas y tallo (Putterill et al.,
1995) y su transcripcién esta regulada directamente por el reloj circadiano, presentando baja
expresion al principio del dia y un incremento de ésta tras las siguientes 8 horas (Suarez-Lopez
et al., 2001; Yanovsky y Kay, 2002). La proteina CO se estabiliza con la luz, mientras que es
degradada en oscuridad, gracias a la actividad de diferentes fotoreceptores (Valverde et al.,
2004). La regulacidn ejercida por el reloj circadiano, favoreciendo niveles altos de expresion de
CO al final del dia, y el efecto de la luz, favoreciendo la estabilidad de su proteina, constituyen
un sofisticado sistema de regulaciéon que asegura que la proteina CO este presente Unicamente
cuando los dias exceden un determinado nimero de horas (fotoperiodos con mas de 8 horas
de luz), permitiendo sélo entonces su actividad, y por tanto, el inicio de la transicién floral (Fig.
1-2) (Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007; Valverde et al., 2004).

Una vez CO estd presente, se activa la expresion de FLOWERING LOCUS T (FT) (Fig. 1-2)
(Suarez-Lopez et al., 2001; Wigge et al., 2005; Yanovsky y Kay, 2002). FT, al igual que CO, se
expresa en la vasculatura de las hojas (An et al.,, 2004; Takada y Goto, 2003; Wigge et al.,
2005). La proteina FT se transporta entonces al meristemo apical del tallo o SAM (del inglés
shoot apical meristem) (Fig. 1-2) (Corbesier et al., 2007; Jaeger y Wigge, 2007; Mathieu et al.,
2007; Wigge et al., 2005). Una vez en el meristemo apical, FT interacciona con el factor de
transcripcién FLOWERING LOCUS D (FD) (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005), que se expresa
de forma continuada en el meristemo apical (Fig. 1-2). El dimero FT - FD inicia la activacion de
toda una serie de genes que dirigen la transicion floral y el desarrollo floral, como los factores
de transcripcién tipo MADS-box SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1), FUL,
y AP1 (Abe et al., 2005; Corbesier et al., 2007; Searle et al., 2006; Wigge et al., 2005)(Fig. 1-2).

Esta ruta esta regulada también por otras proteinas consideradas represoras de la transicion
floral y que a su vez, también se consideran integradores de las sefiales de floracidn en otras
rutas: Los factores de transcripcion tipo MADS FLOWERING LOCUS C (FLC), que media las rutas
de la vernalizacién y la ruta auténoma, y SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) que media los
efectos de la temperatura en la floraciéon (Hartmann et al., 2000b; Lee et al., 2007). Ambas
proteinas cooperan para reprimir directamente la expresién de los integradores de esta ruta,
FT, en las hojas, y FD y SOC1 en el SAM (Lee et al., 2007; Li et al., 2008; Searle et al., 2006).

Ademas, se han descrito otras proteinas que controlan esta ruta a través de la represién de sus
integradores, como TEMPRANILLO1 (TEM1) y TEM2 (Castillejo y Pelaz, 2008); un clado de
factores de transcripcidon tipo AP2 que participan en la ruta autonoma: TARGET OF EAT1
(TOE1), TOE2, TOE3, SCHLAFMUTZE (SMZ), SCHNARCHZAPFEN (SNZ) y APETALA2 (AP2)
(Mathieu et al., 2009; Schmid et al., 2003; Yant et al., 2010)(ruta enddgena); y proteinas
implicadas en procesos de represidon epigenética, como LIKE HETEROCHROMATIN1/TERMINAL
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FLOWER2 (LHP1/TFL2) y EARLY BOLTING IN SHORT DAYS (EBS) (Fig. 1-2) (Adrian et al., 2010;
Germann et al., 2006; Kotake et al., 2003; Pineiro et al., 2003; Takada y Goto, 2003).
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Figural-2: Ruta del fotoperiodo. La ruta del fotoperiodo controla la transicién floral en funcién de las horas de luz
percibidas por la planta. En esta ruta es clave la regulacién de gen CO. La expresidn de su mensajero estd regulada
por el reloj circadiano, presentando niveles bajos de expresion al inicio del dia y un maximo de expresién unas 8-10
horas después del amanecer. A su vez la proteina CO sélo es estable en presencia de luz, por lo que aunque se esté
expresando el gen s6lo encontraremos la proteina cuando los niveles altos de expresidn se den en presencia de luz,
que solo ocurre en condiciones de dia largo. En presencia de CO se desreprime la expresion de FT en las hojas, que
viaja via floema hasta el SAM. Una vez en el SAM, FT interacciona con el factor de transcripcion FD y activa la
expresion de SOC1, FUL y AP1 que inician la transicion floral y el desarrollo floral.

La ruta de la vernalizacion

Otro factor que promueve la floracidon en Arabidopsis es la exposicion prolongada al frio o
vernalizacién. Mediante este proceso la planta percibe el paso del invierno. En contraste con
los ecotipos de ciclo rapido que se utilizan en el laboratorio, muchos ecotipos naturales
presentan floracidon tardia si no experimentan un periodo de frio. Estos ecotipos se denominan
ecotipos de habito invernal al florecer tras el paso del invierno. La vernalizacién elimina el
bloqueo de la transicidn floral que ejerce la interaccién de dos genes, el represor floral FLC
(Michaels y Amasino, 1999; Sheldon et al., 1999), y FRIGIDA (FRI), que promueve fuertemente
la expresion de FLC (Fig. 1-3) (Johanson et al., 2000; Michaels y Amasino, 1999). Cambios en las
regiones codificantes o reguladoras de estos genes son los responsables de gran parte de la
variacion natural en el tiempo de floracion existente entre los diferentes ecotipos de
Arabidopsis (Johanson et al., 2000; Michaels et al., 2003b; Salome et al., 2011; Shindo et al.,
2005; Werner et al.,, 2005a; Werner et al., 2005b). De hecho, los ecotipos de ciclo rapido
utilizados en el laboratorio presentan mutaciones en al menos uno de estos dos genes, que
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eliminan su expresidn o confieren a las proteinas codificantes muy baja actividad, permitiendo
que inicien la transicion floral sin el requerimiento de vernalizacién (Michaels et al., 2003b).
Las plantas en las que existe la combinacién de alelos funcionales de FRI y FLC presentan
niveles elevados de la proteina FLC desde los estadios iniciales de desarrollo, impidiendo asi la
transicién floral incluso cuando el fotoperiodo es el adecuado. FLC impide la transicién floral al
reprimir directamente a FT y SOC1 en las hojas, y a FD y SOC1 en el SAM (Helliwell et al., 2006;
Li et al., 2008; Searle et al., 2006)(ruta del fotoperiodo)(Fig. 1-3), impidiendo de este modo,
tanto la generacion de la seial de la ruta del fotoperiodo, como la capacidad de respuesta del
SAM a este estimulo (Searle et al., 2006).

VERNALIZACION
Exposicion prolongadaa frio
Iniciodel invierno final del invierno
@
FLC FRI —> FL FRI FL
FRl| —> /s

@9
\ E /\ N

FL
= SOC1 FT F_-;D S0C1

FD .
Hoja SAM Hoja SAM

Figura 1-3: Ruta de la vernalizacién. La ruta de la vernalizacion permite la transicidn floral solamente tras el paso
del invierno. En esta ruta son clave los genes FRI y FLC. FRI es un fuerte activador de la expresién de FLC y FLC es un
represor de los genes FT, SOC1 y FD, que participan en la activacidon de la transicidn floral, percibiendo sefales
procedentes de otras rutas. La accion de FRI confiere altos niveles de FLC que impiden la transicion floral. Durante el
invierno, o una larga exposicidn a frio, se acumulan modificaciones epigenéticas sobre la region gendémica de FLC
que propician su silenciamiento. Una vez FLC deja de expresarse, la planta es capaz de responder a estimulos
activadores de la transicion floral, como la ruta del fotoperiodo, permitiéndose la activacion de FT, SOC1 vy FD.

Durante la vernalizacién se produce la represidn transcripcional de FLC a través de
modificaciones epigenéticas de la regidn gendmica del gen, que terminan en el silenciamiento
estable de FLC (Fig. 1-3). De este modo, se asegura que las plantas no floreceran durante el
invierno, permitiéndose la transicién floral sélo cuando éste ha pasado y las condiciones se
vuelven favorables (Amasino, 2010; Amasino y Michaels, 2010; Kim et al., 2009).

Ademas, la vernalizacién también modifica la expresion de otros factores de transcripcién de la
familia MADS, como FLOWERING LOCUS M (FLM), MADS AFFECTING FLOWERING 1 (MAF1) y
MAF2, pertenecientes al clado de FLC y que también reprimen la transicidn (Alexandre y
Hennig, 2008; Ratcliffe et al., 2003; Scortecci et al., 2001), y AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24) y
AGL19 (Michaels et al., 2003a; Schonrock et al., 2006), que son promotores de la transicion
floral.
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La ruta autéonoma

Cuando se iniciaron los estudios de tiempo de floracién en Arabidopsis, se identificaron una
serie de mutantes que presentaban retraso tanto en condiciones fotoinductivas como en
condiciones no fotoinductivas, por lo que se consideré que afectaban a una ruta constitutiva
que promovia la transicién floral (Abe et al., 2005; Koornneef et al., 1991). Los genes afectados
por estas mutaciones se han considerado como miembros de una ruta que afecta a la
transiciéon floral de forma independiente de las condiciones ambientales, denominada ruta
auténoma de la floracidn (Simpson y Dean, 2002). Los mutantes identificados en esta ruta,
curiosamente, presentaban una clara respuesta a la vernalizacion (Koornneef et al.,, 1991;
Martinez-Zapater y Somerville, 1990; Simpson y Dean, 2002) debido a la presencia de altos
niveles de FLC (Michaels y Amasino, 2001)(ruta de la vernalizacidn) (Fig. 1-4).

Figura 1-4: Ruta auténoma. Clasicamente la
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A pesar de existir un buen nimero de mutantes de esta ruta, la relacién entre ellos es incierta.
FCA, FLOWERING LOCUS K HOMOLOGY DOMAIN (FLK), FPA, FY y LUMINIDEPENDENS (LD) son
genes que estarian implicados en el metabolismo del RNA (Lim et al., 2004; Macknight et al.,
1997; Manzano et al., 2009; Schomburg et al., 2001; Simpson et al., 2003). RELATIVE OF EARLY
FLOWERING 6 (REF6), FLOWERING LOCUS D (FLD) y FVE codifican proteinas que forman parte
de complejos remodeladores de la cromatina (Ausin et al., 2004; He et al., 2003; Hennig et al.,
2005; Kim et al., 2004; Noh et al., 2004). Ademas de la regulacion de FLC, todos estos genes
estan implicados en otros procesos de desarrollo, ya que combinaciones génicas de ellos, y
algunos mutantes simples nulos, generan letalidad o presentan fenotipos severos vy
pleiotrépicos (Henderson et al., 2005; Koornneef et al., 1998; Veley y Michaels, 2008).
También se ha observado que algunos de estos genes tienen un amplio papel en el
silenciamiento génico mediado por RNA y en la metilacidén y expresion de ciertos transposones
(Baurle y Dean, 2008; Baurle et al., 2007; Veley y Michaels, 2008). Por todo esto, podriamos
considerar que la ruta auténoma representa una coleccién de genes que estan implicados en
la represidn de la expresion génica de diferentes procesos de desarrollo siendo uno de ellos el
establecimiento de la represion de FLC (Fig. 1-4).
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La ruta de las giberelinas

Las giberelinas (GAs) juegan un papel muy importante en la promocién de la transicién floral,
sobretodo en condiciones de dia corto donde el efecto de la ruta del fotoperiodo no esta
presente (Moon et al., 2003; Mutasa-Gottgens et al., 2009; Wilson et al., 1992). De este modo,
mutaciones que afectan a la sefializacion de esta hormona presentan fenotipos en el tiempo
de floracidn (Jacobsen y Olszewski, 1993; Kania et al., 1997; Reeves y Coupland, 2001; Wilson
et al., 1992). La ruta de las giberelinas promueve la floracién al activar finalmente la expresidon
de SOC1 y FT, y también la expresion de AGL24 y LFY (Fig. 1-5) (Blazquez y Weigel, 2000;
Hisamatsu y King, 2008; Liu et al., 2008; Moon et al., 2003). Aungue no se conoce muy bien
como las GAs activan la expresion de SOCI, AGL24 o FT, su accién sobre LFY esta bien
caracterizada. Las GAs promueven la expresién de un factor de transcripcion tipo GAMYB,
GAMYB33, y la del miR159. GAMYB33 activa directamente la expresidn de LFY, a la vez que
promueve la expresidon del miR159, mientras que el miR159 controla los niveles del mensajero
de GAMYB33 (Achard et al., 2004; Blazquez y Weigel, 2000; Gocal et al., 2001). De este modo,
en condiciones de dia corto, la regulacion existente entre el GAMYB33 y el miR159 mediada
por la accién de las GAs modula la expresidon de LFY, y la transicion floral de Arabidopsis
(Eriksson et al., 2006).

Figura 1-5: Ruta de las giberelinas La ruta de las
Ruta de las Giberelinas giberelinas actla principalmente en condiciones no
fotoinductivas, activando la expresidn de diferentes
GA genes implicados en la promocién de la transicion

floral, como FT, SOCl1 y AGL24, aunque se

-
o '/I 1 desconoce exactamente el mecanismo seguido. Las
FT <« = 7 | GA ademas promueven la expresion del miR159 y
," | miR159 GAMYB33, entre los que se establece un ciclo de
ul \', retroalimentacion negativo, que controlan Ia
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La ruta end6gena

Para que se dé la transicion floral la planta debe haber adquirido la capacidad de poder
responder a las sefales que la estimulan. La capacidad de florecer se adquiere cuando la
planta realiza la transicion de la etapa juvenil a la fase adulta (Poethig, 2003). Durante la fase
adulta la planta es capaz de responder a todas las sefiales ambientales y enddgenas que
regulan la transicion floral. Recientemente se han descrito las bases moleculares que regulan
estas transiciones y que constituyen una nueva ruta reguladora del tiempo de floracidn
(Mathieu et al., 2007; Mylne et al., 2006; Wu et al., 2009). Este proceso esta controlado por el
balance entre dos microRNAs, el miR156 y el miR172, y los genes controlados por éstos, las
familias génicas SQUAMOSA PROMOTER-BINDING LIKE (SPLs) y AP2, respectivamente.

Durante la etapa inicial de la vida de Arabidopsis, los niveles del miR156 son altos, reprimiendo
la actividad de los factores de transcripcidon SPL (Wu y Poethig, 2006). La expresién de miR-156
se reduce paulatinamente con la edad, permitiendo asi la acciéon de las proteinas SPL que
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median los cambios de fase y la transicion floral (Gandikota et al., 2007; Schwarz et al., 2008;
Usami et al., 2009; Wang et al., 2008; Wu y Poethig, 2006). Por otro lado, el miR172 tiene un
patron de expresion complementario al del miR156, expresandose a bajos niveles en la etapa
inicial de la vida de Arabidopsis y aumentando paulatinamente con la edad de la planta (Sung
et al., 2006; Wood et al., 2006), reprimiendo la actividad de los factores de transcripcion tipo
AP2 que, al contrario de las proteinas SPL, reprimen la transicion floral (Mylne et al., 2006;
Schmid et al., 2003; Schubert et al., 2005; Sung et al., 2006; Wood et al., 2006) (Fig. 1-6). La
relacidn entre estos dos microRNAs controla la presencia de ambos grupos de reguladores de
la floracidn. En etapas tempranas de desarrollo los altos niveles del grupo AP2, evitan la
transicion floral, a través de la represion directa de FT y SOC1 (Mathieu et al., 2009; Mylne et
al., 2006; Schmid et al., 2003; Schubert et al., 2005; Sung et al., 2006; Wood et al., 2006; Yant
et al., 2010) (Fig. 1-6). Con el paso del tiempo aumentan los niveles del miR172, que reducen
los niveles de la familia AP2, y disminuyen los del miR156, aumentando los niveles de las
proteinas SPL que desencadenan la transicion floral mediando la activacién directa de SOC1 y
FUL entre otras proteinas (Fornara y Coupland, 2009; Mathieu et al., 2007; Wu et al., 2009;
Yamaguchi et al., 2009) (Fig. 1-6).

Figura 1-6: Ruta enddgena. La ruta enddgena permite la

EDAD transicion floral en funcion de la edad y etapa de desarrollo
I: ’:l de la planta. Esta ruta estd controlada por dos familias
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niveles de las proteinas AP2 que actlan reprimiendo la

S AEs expresion de FT y SOC1. Con el paso del tiempo, el balance
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promoviendo la expresién de SOC1 y FUL, que inician la
FUL

SOC1 transicion floral.

Efecto de la temperatura

Independientemente del efecto de la vernalizacion sobre el tiempo de floracion en
Arabidopsis, la temperatura ambiental también afecta a este proceso. Temperaturas de
crecimiento bajas, como 16°C, provocan un retraso en el tiempo de floracion, mientras que
temperaturas elevadas, como 27°C, provocan su adelanto, incluso en condiciones no
fotoinductivas (Balasubramanian et al., 2006) (Fig. 1-7). En la percepcion de la temperatura
estarian implicados algunos fitocromos (Halliday et al., 2003) y también algunos genes
relacionados previamente con la ruta auténoma, como FVE y FCA (Blazquez et al., 2003). Esta
ruta modula el tiempo de floracidon principalmente a través de SVP (Lee et al., 2007), un
represor de la transicion floral (Hartmann et al., 2000a) que actua directamente sobre la
expresion de FT y SOC1 (Li et al., 2008). A temperaturas bajas existirian niveles elevados de
SVP que impedirian la expresidén de FT y SOCI1, mientras que a temperaturas altas disminuirian
los niveles de SVP, desreprimiéndose la expresion de estos genes (Lee et al., 2007) (Fig. 1-7).
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Figura 1-7: Ruta de la temperatura. La
Temper‘atu ra temperatura tiene un claro efecto en la transicién
floral, de modo que altas temperaturas la

162C : 272C favorecen mientras que bajas temperaturas la
//1 reprimen. Aunque no se ha esclarecido la jerarquia
. de esta ruta se sabe que participan en ella las

FVE FVE proteinas FVE y FCA, asi como algunos fitocromos

FCA Fitocr.

1 Fitocr. (Fitocr.). Esta ruta influye finalmente en los niveles
FCA !

o del represor de la transicion SVP. A bajas
temperaturas los niveles de SVP son elevados y

T
1
1
1
1
1
1
SVP | SVP reprimen la expresion de los genes FT y SOCI1. A
: altas temperaturas los niveles de SVP son bajos,
| eliminandose la represion de los genes FT y SOC1.
1
1

FT soc1 FT SOC1

Otro gen implicado en esta respuesta seria FLM, un paralogo de FLC, y que actya también
como un represor de la transicidn floral (Balasubramanian et al., 2006; Scortecci et al., 2001).
FLM experimentaria un splicing alternativo a altas temperaturas que provocaria la pérdida de
su actividad represora (Balasubramanian et al., 2006; Balasubramanian y Weigel, 2006)
facilitando asi la transicion floral.

Integracion de las seiales de la floracion

Todas las rutas descritas anteriormente convergen en un reducido nimero de genes que seran
los responsables finales de establecer el inicio la transicidn floral y que reciben el nombre de
integradores. El efecto final de todas las rutas es permitir que se puedan incrementar los
niveles de FT y SOCI1, bien eliminando represores de su transcripcion (vernalizacion,
temperatura, auténoma, enddgena), o bien activando su expresién (fotoperiodo, enddgena,
giberelinas). Ademas de estos dos genes clasicos, sobre los que se ha acumulado gran cantidad
de informacion, se han identificado otros genes que se podrian considerar también
integradores, ya que son capaces de promover la transicién floral respondiendo a varias rutas
inductoras. Aqui se incluirian AGL19, AGL24 y FUL.

La transicion floral dependera del balance existente entre efectos promotores y represores.
Los dos genes clave que controlarian la represion de los integradores son FLC y SVP (Fig. 1-8).
Ambas proteinas son capaces de interaccionar fisicamente y reprimen de forma directa la
expresion de FTy SOC1 (Figura 1-8) (Li et al., 2008). Tanto FLC como SVP, podrian considerarse
también integradores de la transicidn floral, ya que regulan este proceso y a la vez perciben las
sefiales de diferentes rutas: el dimero FLC-SVP estaria controlado por la ruta auténoma, la ruta
de la vernalizacion y la ruta de la temperatura. SVP, ademas de la temperatura, también esta
regulado a través del reloj circadiano, que controla los niveles de su proteina (Fujiwara et al.,
2008), y a través de la ruta de las giberelinas, que reducen su expresion (Li et al., 2008).

Al igual que muchas especies de habito anual, en Arabidopsis, la transicion floral es un paso
irreversible. Una vez alcanzado el compromiso floral, la planta producird flores
independientemente de las condiciones en las que crezca (Bradley et al.,, 1997). Esta
caracteristica de Arabidopsis se debe, en parte, a la capacidad que tienen los integradores de
la transicion floral de activarse los unos a los otros. FT activa a SOC1 y FUL en el SAM, y al gen
de identidad floral AP1, cuando dimeriza con FD (Fig. 1-8) (Searle et al., 2006; Shindo et al.,
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2005; Werner et al.,, 2005b; Wigge et al.,, 2005). A su vez, SOC1 y AGL24 se activan
mutuamente (Fig. 1-8) (Liu et al., 2008; Michaels et al., 2003a; Yu et al., 2002). Por otro lado,
cuando se expresan los genes FUL o SOC1 mediante un promotor especifico de floema, se ha
observado que son capaces de acelerar la floracion y este adelanto depende de FT (Mathieu et
al., 2007; Searle et al., 2006), sugiriendo que pueden mediar en la activacién de FT (Fig. 1-8).
Toda esta serie de regulaciones mutuas, asegura una respuesta robusta de la floracion,
disparando la expresion de todos los integradores en el momento que uno de ellos aparece.

Hoja A

_L SAM
D

/\ S0OC1 (_’ AGL24
FUL

Figura 1-8: Integracion de las sefales inductoras de la floracidon. Todas las rutas descritas convergen en la
regulacion de unos pocos genes, que seran los responsables de iniciar la transicion. Entre estos genes podemos hay

i

-~
Y
-
-
-
-

genes represores de la transicion floral, como FLC y SVP, y genes promotores como FT, SOC1, AGL24 o FUL. Los
integradores represores actuan principalmente reprimiendo la expresién de los integradores activadores, por lo que
las diferentes rutas que controlan la transicion floral actian bien eliminando el efecto de los integradores
represores, bien activando la expresion de los integradores activadores. Ademas entre los integradores activadores
existen mecanismos de activacién mutua que aseguran una respuesta robusta de la transicion floral.

Inicio del desarrollo floral

Tras la transicion, se inicia en desarrollo floral, y la planta, en lugar de generar hojas, inicia la
produccién de flores. La aparicion de las flores se debe a la activacién de la expresion de los
genes de identidad de meristemo floral en los flancos del SAM, como LFY (Blazquez et al.,
1997; Kaufmann et al., 2010), y los genes MADS AP1 y CAL (Bowman et al., 1993; Kaufmann et
al.,, 2010; Kempin et al.,, 1995; Mandel et al., 1992). Clasicamente, LFY también ha sido
considerado como un gen integrador de la transicion floral, ya que su mutacién, ademas de
generar pérdida de identidad de los meristemos florales, provoca un retraso en la aparicion de
las flores, aunque su expresidon se detecte principalmente en los primordios florales (Blazquez
et al., 1997; Weigel et al., 1992). La aparicidn de LFY activa la expresion de AP1y CAL, que a su
vez mantienen la expresién de LFY (Fig. 1-9) (Bowman et al., 1993; Kaufmann et al., 2010;
Liljegren et al., 1999; Parcy et al., 1998; Wagner et al., 1999). La actividad conjunta de estas
proteinas confiere la identidad de meristemo floral y establece el inicio del desarrollo floral.
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Figura 1-9: Inicio del desarrollo floral. Con la aparicion de los integradores de la transicién floral se inicia el
desarrollo floral. SOC1 y AGL24 participan en la activacion de LFY, un gen de identidad de meristemo floral. LFY
inicia la activacion de AP1 y CAL, otros dos genes de identidad de meristemo floral. El dimero FT-FD, ademds de
participar en la activacion de SOC1 y FUL, también participa en la activacion de AP1. Una vez se inicia la expresion
de AP1 y LFY estos genes mantienen su expresion mediante un mecanismo de regulacidn mutua positiva,
estableciendo el inicio primordio floral. En este proceso también participan los genes AGL24 y SVP. Durante esta
etapa, la expresién de FUL desaparece del primordio floral por la acciéon de AP1. Tras esta etapa, algunos de los
integradores florales siguen teniendo una funcién en el establecimiento de los meristemos florales, ya que
SVP,AGL24 y SOC1 actuan reprimiendo la expresién de algunos genes homedticos como SEP3. Una vez aparece
SEP3, esta proteina, junto con AP1, reprime la expresidon de SVP, AGL24 y SOC1.

El incremento en la expresion de los integradores precede a la activacion de la expresidn de los
genes de identidad floral (Hempel et al., 1997; Schmid et al., 2003) indicando que median su
activacion. EL dimero FT-FD, activa la expresion de AP1 (Fig. 1-9) (Werner et al., 2005b; Wigge
et al.,, 2005). Recientemente se ha descrito que en la activacion de LFY participa el dimero
formado por AGL24 y SOC1 (Fig. 1-9) (Lee et al., 2008; Liu et al., 2008). Las proteinas SPL
también actlan activando la expresion de LFY, AP1 y FUL (Yamaguchi et al., 2009) en los
primordios florales. También se ha descrito que los genes integradores de la transicion floral
SVP, AGL24 y SOC1 participan en el establecimiento de los meristemos florales: SVP, AGL24 y
SOC1 confieren identidad de meristemo floral junto a AP1 en los momentos iniciales del
desarrollo floral (Fig. 1-9) (Gregis et al., 2006; Gregis et al., 2008) impidiendo la expresién de
genes de identidad de drganos florales. Posteriormente, con la activacidon de ciertos genes
homedticos que participan en el establecimiento de los 6rganos florales, como SEP3, se
reprime la expresion de AGL24, SVP y SOC1 (Gregis et al., 2006; Gregis et al., 2008; Gregis et
al., 2009; Liu et al., 2009), permitiéndose el desarrollo de la flor (Fig. 1-9).

FUL presenta un alto grado de homologia con AP1 y CAL (Mandel y Yanofsky, 1995) y
clasicamente ha sido considerado como un gen de identidad de meristemo floral, ya que en un
fondo aplcal la ausencia de FUL genera pérdida de identidad floral al no poder mantenerse los
niveles de expresiéon de LFY (Ferrandiz et al., 2000a) (Fig. 1-9), pero, a diferencia de otros
integradores de la transicidn su expresidon esta reprimida por la actividad de AP1 en los
estadios iniciales del desarrollo floral (Mandel y Yanofsky, 1995) (Fig. 1-9).
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Antecedentes

En el momento en que se inicid esta tesis, apenas se conocia el papel que podia desempefiar
FUL en el proceso de la transicion floral. Aunque se habia descrito el patrén de expresion de
FUL en la inflorescencia (Mandel y Yanofsky, 1995), inicamente existian dos publicaciones que
relacionaban a FUL con un posible papel en la regulacion del tiempo de floraciéon. En 1997,
Hempel et al. observaron que FUL incrementaba rapidamente su expresién en el meristemo
apical del tallo cuando se sometian las plantas a fotoperiodos inductivos de la floracion, lo que
sugeria un posible papel de FUL en la respuesta a este tipo de estimulo. El siguiente trabajo
aparecio6 en el afio 2000, donde Ferrandiz et al. describian brevemente un pequefio retraso de
la floracion en el mutante ful en condiciones de luz continua.

Por este motivo, se decidié realizar una caracterizacidn mas completa del papel de FUL en el
control del tiempo de floracidn. Durante el desarrollo de esta tesis, diferentes grupos han ido
aportando evidencias sobre el papel de FUL en la transicion floral (Melzer et al., 2008; Schmid
et al.,, 2003; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009), algunas de ellas
solapando el trabajo realizado por nuestro grupo (Melzer et al., 2008). A pesar de la creciente
informacién acerca de la funcién de FUL en el proceso de la transicion floral, poco se sabe
sobre su papel regulador en este proceso y mucho menos sobre el mecanismo de accidn que
sigue.
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Objetivos

A pesar de que cada vez se conocen mejor los mecanismos implicados en la transicion floral y
la funcion que desempefian los genes de la familia MADS en este proceso, conocemos muy
poco sobre el papel que FUL puede jugar en ella. Trabajos previos sugieren que FUL puede
comportarse tanto como un integrador de las sefiales que promueven la transicion como
confiriendo identidad de meristemo floral. Por ello, el objetivo general de este capitulo de
Tesis Doctoral es la caracterizacion del papel de FUL durante la transicion floral, asi como
intentar comprender mejor cual es el mecanismo de acciéon que sigue FUL en este proceso.
Con este propdsito general, se han marcado los siguientes objetivos concretos:

-Caracterizar el tiempo de floracién del mutante ful-2, asi como de una linea que sobreexpresa
el gen FUL bajo control del promotor 35S del virus del mosaico del tabaco, en diferentes
condiciones de crecimiento.

-Caracterizar la respuesta de diferentes alelos de FUL en un fondo con hébito invernal, donde
existan niveles altos de FLC.

-Generar y caracterizar combinaciones génicas entre diferentes alelos de FUL y alelos de los
genes SVPy SOC1, genes clave en la integracion de las sefiales que regulan la transicion floral

-Comprobacidn de posibles interacciones proteicas y de regulacidn entre FUL y algunos de los
integradores de la transicidon floral, mediante ensayos de BiFC (Bimolecular Fluorescence
Complementation) y ChlIP.

-Analizar la expresién del gen de identidad floral LFY en diferentes alelos de FUL utilizando una
linea delatora de la expresion de LFY en diferentes condiciones de crecimiento, asi como
ensayar la posible regulacién directa de este gen por FUL mediante ChIP.
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Resultados

Caracterizacion del tiempo de floracion en el mutante ful-2.

Para obtener mas informacién acerca del papel que FUL desempefa durante la transicion
floral, se realizd la caracterizacion fenotipica del mutante ful-2 en nuestras condiciones de
crecimiento. Se testo el desarrollo del mutante en condiciones tanto inductivas (dia largo 16h
luz-8h oscuridad) como no inductivas (dia corto 8h luz-16h oscuridad), asi como una
caracterizacion de la respuesta a vernalizacidn, de la que no se tenia ninguna referencia en la
bibliografia.

La forma mas utilizada para determinar el tiempo de floracidn en Arabidopsis es el conteo de
las hojas producidas desde la aparicién de las dos primeras hojas reales hasta la aparicién de la
primera flor, que equivale al nimero de hojas totales. Este tipo de conteo estaria de acuerdo
con el modelo bidireccional, ya que incluye todas las hojas producidas por la planta en una
Unica fase vegetativa anterior a la transicion floral.

Con este propdsito, se cultivaron plantas silvestres del ecotipo Columbia y plantas mutantes
ful-2 en condiciones de dia largo y en condiciones de dia corto. Las plantas silvestres
produjeron menos hojas que el mutante ful-2 en ambas condiciones. En dia largo, las plantas
silvestres produjeron 13,3 hojas totales de media frente a las 15,1 del mutante ful-2 (Tabla 1-1,
Fig. 1-10 A). En dia corto, las plantas silvestres florecieron tras la produccidén de 64,4 hojas
totales de media frente a las 83,6 producidas por ful-2 (Tabla 1-1, Fig. 1-10 C). Estos datos
mostraron que el mutante ful-2 tiene retrasada la floracién en ambas condiciones, aunque el
efecto era mucho mas evidente en condiciones de dia corto.

TABLA 1-1: Tiempo de floracion expresado en nimero de hojas totales producidas
por plantas silvestres, ful-2 y 35S::FUL.

Hojas totales

Dia largo Dia corto
Columbia 13,3+1,0 64,4+3,7
ful-2 15,1+1,0° 83,646,0°
35S::FUL 5,440,5 *° 11,941,8%°

. . . . a b . . s
Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacion estandar. = y ~ representan diferencias significativas con un p<0.05

respecto a Columbia (a) y ful-2 (b). Prueba t-student.

Al realizar este experimento observamos también un cambio morfolégico en la arquitectura de
la inflorescencia del mutante ful-2 crecido en dia corto. El mutante ful-2 desarrollé un mayor
numero de inflorescencias secundarias ya que desarrollaba mas hojas caulinares que el
silvestre. Por este motivo decidimos contar por separado el nimero de hojas totales en hojas
de roseta -las producidas antes del inicio del desarrollo de la inflorescencia- y hojas caulinares
-las que aparecen en la inflorescencia y sustentan las coflorescencias-, para tratar de
cuantificar este efecto en nuestros conteos. Este tipo de conteo estaria de acuerdo con el
modelo acropétalo de transicion floral, ya que permite cuantificar la contribucién de la etapa
I1.

Al analizar de nuevo los datos, obtuvimos que las plantas silvestres producian 10,2 hojas de
roseta y 3,2 caulinares de media en dia largo frente a las 10,7 hojas de roseta y 4,4 caulinares
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de media del mutante ful-2 (Tabla 1-2, Fig. 1-10 B). En condiciones de dia corto, las plantas
silvestres produjeron 55,1 hojas de roseta y 9,3 caulinares de media mientras que las plantas
ful-2 produjeron 59,9 hojas de roseta y 23,7 caulinares de media en dia corto (Tabla 1-2, Fig. 1-
10 D). Segun este tipo de conteo, ful-2 seguia presentando un retraso en la aparicién de las
flores. Este retraso dependia, en gran medida, del incremento en el nimero de hojas
caulinares producidas por el mutante ful-2, y que, en condiciones de dia largo, era el Unico
responsable del retraso en el tiempo de floracion.

TABLA 1-2: Tiempo de floracion expresado en nimero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres, ful-2 y 35S::FUL.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta Hojas caulinares
Columbia 10,2+1,0 3,210,4 55,1+3,4 9,310,7
ful-2 10,7+0,8 4,4+0,5° 59,9+3,8° 23,743,2°
35S::FUL 4,0£0,0 1,440,5 % 8,3t1,8" 3,5¢0,8 ™

. . . . a b . . e
Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacion estandar. = y ~ representan diferencias significativas con un p<0.05

respecto a Columbia (a) y ful-2 (b). Prueba t-student.

Ya que este tipo de conteo nos permitia cuantificar mejor los efectos de la mutacion ful-2,
decidimos realizar todos los conteos de esta tesis del mismo modo, a la vez que utilizar el
modelo acropétalo para discutir los resultados relacionados con tiempo de floracién. De este
modo consideraremos la existencia de tres fases de desarrollo: fase vegetativa (V), que
comprende el desarrollo vegetativo y que en nuestros conteos estard representado por el
numero de hojas de roseta; fase inflorescente 1 (I1), que comprende el desarrollo de la
inflorescencia que da lugar a la formacion de las coflorescencias y que en nuestros conteos
quedara reflejado por el nimero de hojas caulinares; y fase inflorescente 2 (I2), que
comprende el desarrollo de la inflorescencia que da lugar a la produccién de las flores.

A Hojas totales en dia largo B Hojas en dia largo Figura 1-10: Tiempo de
18 18 floracion de plantas silvestres,
16 o 16 = ful-2 y 35S::FUL. NUumero de
14 T 14 . .
- b hojas totales (A, C) y hojas de
10 10 e Hojas caulinares | FOS€ta  mas caulinares (B, D)
8 ["IHojas d t: . .
. 8 k clescerose | producidas por plantas silvestres
6
4 — 4 G| del ecotipo Columbia, el
z B 2 ‘L— mutante ful-2 y la linea de
0 .1
Col ful-2 355::FUL Col ful-2 35S:FUL sobreexpresion  35S:FUL  en
C Hojas totales en dia corto D Hojas en dia corto condiciones de dia Iargo (A, B) Yy
100 100 dia corto (C, D). Las barras de
90 90
error  corresponden a la
80 80 I p
70 70 desviacion estandar de cada
60 60 . ) _ di
o s Hojas caulinares meaila.
Hojas de roseta
40 40
30 30
20 20
10 10
0 o O il |
Col ful-2 35S::FUL Col ful-2 35S::FUL

En condiciones de dia corto, junto al fenotipo de incremento de la fase 11, los mutantes ful-2
presentaban diferencias en las coflorescencias, que desarrollaban una fase vegetativa previa a
su alzado. En la axila de las hojas caulinares, en lugar de desarrollarse directamente el tallo de
la coflorescencia (una fase 11), se desarrollaba de nuevo una fase V, generandose una especie
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de roseta aérea antes de la elongacién de la coflorescencia (Fig.1-11 C). Este fenotipo también
se detectd en las plantas silvestres, pero estas fases V de las coflorescencias generaban un
numero menor de hojas (Fig. 1-11 A). El mutante ful-2 presentd, ademas, un nuevo fenotipo en
estas condiciones. Las primeras flores producidas por el mutante presentan una hoja en la
base de su pedicelo (Fig. 1-11 H), que era idéntica a las hojas caulinares producidas en las
coflorescencias, pero de menor tamanio, y que no se observo en las plantas silvestres (Fig. 1-11
F).

Con los datos obtenidos de los conteos realizados en condiciones de dia largo y dia corto
podemos concluir que FUL participa en el proceso de la transicion floral en Arabidopsis como
un promotor de la floracidn, y que este efecto promotor se ejerce principalmente durante la
fase I1. Durante la fase V también se detecta un efecto de FUL, aunque sdlo apreciable en
condiciones de fotoperiodo no inductivas.

C "4 TuI% W, | D s0cT
pa,_. : 1.‘ ‘ 3 ‘-\

LN # %\
Figura 1-11: Fenotipos de las hojas caulinares y los primerbs frutos de plantas crecidas en condiciones de dia
corto. Hojas caulinares (A-E) y frutos iniciales (F-J) producidos por las plantas silvestres (A y F), el mutante svp (B 'y
G), el mutante ful (Cy H), el mutante socl (D y I) y el doble mutante ful socl (E y J) en condiciones de dia corto. Las
plantas silvestres, en condiciones de dia corto, generan algunas hojas a partir del meristemo axilar de la hoja
caulinar antes de que se desarrolle la coflorescencia (A). En el mutante svp esto no ocurre (B), mientras que en ful,
socly ful socl (C, Dy E), se producen un gran nimero de hojas antes de iniciarse el desarrollo de la coflorescencia,
formdandose una especie de roseta aérea. Ademas, tanto en el mutante ful como en el doble mutante ful socl (Hy
J), se observo el desarrollo de una hoja en el pedicelo de todas las flores producidas.

El desarrollo de las hojas caulinares también aparecio alterado en los mutantes ful-2, tanto en
las plantas cultivadas en condiciones de dia largo como en dia corto. Las plantas silvestres,
durante la transicion floral, sufren un cambio morfoldgico y en la distribucidén de los tricomas
presentes en las hojas caulinares respecto a las hojas de roseta. Las hojas de roseta silvestres,
al final de la fase vegetativa, tienen forma ovalada y presentan tricomas estrellados tanto en el
haz como el envés de las hojas, tipicos de esta etapa de desarrollo. Durante la transicién floral
las hojas caulinares van cambiando de forma, volviéndose mas alargadas, y perdiendo todos
los tricomas presentes en el haz y casi todos los del envés (Fig. 1-12) (Poethig, 2003). En el
mutante ful-2 este cambio no ocurre. Las hojas caulinares presentan formas redondeadas, y
siempre desarrollan tricomas estrellados en ambas caras de las hojas, lo que se puede
interpretar como un mantenimiento de caracteres vegetativos durante el desarrollo de fase 11
(Fig. 1-12).
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Tras el estudio de la respuesta del mutante ful-2 a diferentes condiciones de fotoperiodo
podemos decir que FUL participa en el proceso de transicién floral tanto en presencia como en
ausencia de sefiales inductivas, como un promotor de la floracidon y que su papel es mas
evidente en el control de la fase 11 del desarrollo de la inflorescencia, mediando la transicion

entre la fase [1y la I2.

Figura 1-12: Desarrollo foliar en el mutante ful-2
y plantas silvestres en condiciones de dia largo.
hoja de roseta 22 32 4 Se muestra la ultima hoja de roseta y las hojas
caulinares producidas por una planta ful-2 (panel

hojas caulinares

izquierda, arriba) y por una planta silvestre (panel
izquierda, abajo). En las hojas caulinares del
mutante ful-2 se conserva la forma tipica de hoja
de roseta y persiste el desarrollo de tricomas,
mientras que en las plantas silvestres las hojas
cambian su forma y pierden los tricomas. En el
panel inferior se puede comparar la presencia de
tricomas, tanto en el haz como en el envés, en la
Ultima hoja caulinar de una planta silvestre
(derecha) y del mutante ful-2(izquierda).

Efecto de la sobreexpresion de FUL en el tiempo de floracion
Si FUL es un inductor de la transicidn floral, las plantas que sobreexpresen el gen deberian

florecer mucho mds temprano que las plantas silvestres. De hecho, en la bibliografia se
encuentran referencias a este fenotipo en Arabidopsis (Ferrandiz et al., 2000a), aunque no se
presentd una caracterizacion detallada. Cuando se sobreexpresa el homodlogo de FUL de
Nicotiana tabacum (NtFUL) en diferentes especies de Nicotiana, se produce un fuerte adelanto
de la floracién, independientemente de las condiciones inductivas requeridas por cada especie
(Smykal et al., 2007). Estos datos sugieren una funcién conservada para FUL en el control del
tiempo de floracion en diferentes especies.

Para analizar cuadl era el efecto de la sobreexpresién de FUL en el tiempo de floracién, se
sembraron plantas 35S::FUL en condiciones de dia largo y dia corto. Las plantas 35S::FUL
mostraron floracién temprana en ambas condiciones. En dia largo produjeron 4,0 hojas de
roseta y 1,4 caulinares de media (Tabla 1-1, Fig. 1-10 Ay B), y en dia corto 8,3 hojas de roseta y
3,5 caulinares de media (Tabla 1-2, Fig. 1-10 C y D), mientras que las plantas silvestres
producian 10,2 hojas de roseta y 3,2 caulinares de media en dia largo (Tabla 1-1) y 55,1 hojas
de roseta y 9,3 caulinares de media en dia corto (Tabla 1-2). También se observé que las
condiciones de crecimiento afectaban al desarrollo de las plantas 35S::FUL. Mientras que en
condiciones de dia largo en las plantas 35S::FUL la fase 12 terminaba temprano con la
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formacién de una flor terminal (Fig. 1-13), en condiciones de dia corto se suprimia este
fenotipo, observandose un desarrollo de la fase 12 similar a la del silvestre (Fig. 1-13).

Segln estos resultados, la sobreexpresion de FUL acortaria tanto la fase V como la I1 de la
planta, por lo que FUL podria actuar como un activador de la transicion floral, capaz de
promover el desarrollo reproductivo incluso en condiciones no inductivas, acortando la
duracién de las diferentes fases de desarrollo

Figura 1-13: Inflorescencias generadas por
Dia largo Dia corto plantas de la linea 35S::FUL. En condiciones de
dia largo 35S::FUL, se determina desarrollando
una flor terminal tras generar unas pocas flores
(derecha), mientras que en condiciones de dia
corto el SAM se mantiene indeterminado,
desarrollando una inflorescencia similar a la
generada por plantas silvestres.

Interacciones génicas
Los resultados que se habian obtenido sefialaban a FUL como un posible regulador de la

transicién floral y del cambio de fase, por lo que nos preguntamos como podia participar FUL
en estos procesos y cual era su relacion con otros integradores y reguladores de la transicion
floral. Se sabia, mediante ensayos de doble hibrido en levadura, que FUL era capaz de
interaccionar proteina a proteina con otros factores de transcripcion de la familia MADS en
Arabidopsis (de Folter et al., 2005), al igual que sus homdlogos en otras especies, como arroz
(Fornara et al.,, 2004) y petunia (Immink et al., 2003). De entre estos interactores, nos
interesaron particularmente SOC1 y SVP. Ambos genes se han descrito como reguladores de la
transicién floral. SOC1 es un integrador positivo de la transicidn floral que participa en todos
los procesos inductivos descritos (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Moon et al., 2003;
Samach et al., 2000). SOC1 actia mediando la activacion de otros genes, que al igual que él,
actuan como integradores de la transicién, como es el caso de AGL24 (Liu et al., 2008).
Ademas, SOC1 participa en la activacion del gen de identidad floral LFY (Lee et al., 2008).

SVP, por su parte, es un represor de la transicidn floral (Hartmann et al., 2000b), ya que su
mutacion adelanta el tiempo de floracidon en cualquier situacién testada (Hartmann et al.,
2000b; Lee et al., 2007). SVP ejerce su funcion reguladora mediante la represidon directa de
genes que promueven la transiciéon, como FT (Lee et al., 2007) o SOC1 (Li et al., 2008). Ademas
se ha mostrado que SVP forma complejos con otros factores de transcripcién de la familia
MADS pertenecientes al clado de FLC y que actian también como represores de la transicion
floral (Michaels y Amasino, 1999; Scortecci et al., 2001); (Helliwell et al., 2006; Li et al., 2008;
Scortecci et al., 2003).

Tanto SOC1 y SVP, como FUL son necesarios para el correcto establecimiento de la identidad
de los meristemos florales en Arabidopsis. SOC1 y probablemente FUL, son activadores de la
expresion de LFY. Por su parte, la interaccion de SVP con AP1 es clave durante los estadios
iniciales del desarrollo floral, limitando la expresién de los genes homedticos que dirigen el
desarrollo de los drganos florales y permitiendo el correcto establecimiento del meristemo
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floral (Ferrandiz et al., 2000a; Gregis et al., 2006; Gregis et al., 2008; Gregis et al., 2009; Liu et
al., 2009).

Para intentar esclarecer la relacién existente entre estos genes se realizaron combinaciones
genéticas del mutante ful-2 y de la linea 35S::FUL con los mutantes soc1-2 y svp-32, asi como
con lineas que los sobreexpresaban.

Interacciones entre FUL y SOC1.
Para estudiar la relacidn existente entre los genes FUL y SOCI1 se generaron las siguientes
combinaciones: ful-2soc1-2, 35S::FUL soc1-2, 35S::SOC1 ful-1 y 35S::FUL 35S::SOC1. Una vez
obtenidos los dobles mutantes se procedid a su caracterizacién fenotipica.

socl-2
S0C1 ha sido descrito previamente como un integrador de las diferentes rutas inductivas de la

transiciéon floral ya que su pérdida de funcién es capaz de retrasar la floraciéon tanto en
condiciones de dia largo como en condiciones de dia corto, y estar regulado por todas las rutas
descritas que inducen la floracion (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Lee y Lee, 2010; Moon
et al., 2003; Samach et al., 2000). En nuestras condiciones de dia largo y dia corto, el fenotipo
observado fue similar al previamente descrito (Moon et al. 2003). En dia largo, el mutante
soc1-2 florecid mas tarde que el alelo silvestre y que ful-2, produciendo 19,3 hojas de roseta y
4,2 caulinares de media (Tabla 1-3, Fig. 1-14 A, C). Del mismo modo, cuando las plantas
crecieron en condiciones de dia corto, ocurrid algo similar. Aqui, el mutante soc1-2 produjo
75,0 hojas de roseta de media, unas 20 hojas mas que el parental silvestre y unas 15 mas que
el mutante ful-2 (Tabla 1-3, Fig. 1-14 B, D). Respecto al nimero de hojas caulinares, en estas
condiciones, soc1-2 produjo 15,2 hojas de media, unas 6 hojas mas que la planta silvestre pero
casi 9 hojas menos que el mutante ful-2 (Tabla 1-3, Fig. 1-14 B).

TABLA 1-3: Tiempo de floracion expresado en nimero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres, ful-2 y soc1-2.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta Hojas caulinares
Columbia 10,2+1,0 3,210,4 55,1+3,4 9,310,7
ful-2 10,7+0,8 4,4+0,5° 59,9+3,8 ° 23,7+3,2°
socl1-2 19,340,9 * 4,240,5° 75,0¢4,2%° 15,240,5 *°

Los valores mostrados equivalen a la media * la desviacién estandar. @ y representan diferencias significativas con un p<0.05
b
respecto a Columbia (a) y ful-2 (7). Prueba t-student.

Otro fenotipo encontrado en el mutante socl-2 en estas condiciones, al igual que en el
mutante ful-2, fue el desarrollo de rosetas aéreas a partir de los meristemos axilares de las
hojas caulinares (Fig. 1-11 D), produciéndose también un retraso en el alzado y elongacion de
las coflorescencias. A diferencia del mutante ful-2, las flores del mutante socl-2 no
desarrollaban hojas en su base (Fig. 1-11 I).

Los datos obtenidos mostraron que el mutante soc1-2 presentaba un retraso de la floracion
mas fuerte que el mutante ful-2 durante la fase V (nimero de hojas de roseta). Respecto a la
fase I1 (nimero de hojas caulinares) no se observaron diferencias entre ambos mutantes en
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condiciones de dia largo, pero en condiciones de dia corto el mutante ful-2 presentaba una
fase I1 mucho mas larga que el mutante soc1-2.

A partir de estos resultados podemos hipotetizar que ambas proteinas trabajan promoviendo
la transicion floral, pero que, aunque afectan a las dos transiciones descritas, cada una podria
tener un papel mas relevante en una fase concreta: SOC1 en la transicion de la fase V a la fase
I1, y FUL en la transicion de la fase 11 a la fase 12.

ful-2 soc1-2

El doble mutante ful-2 soc1-2 presento fenotipos sinérgicos respecto a los de los dos mutantes
por separado. En condiciones de dia largo el doble mutante inicié la transicién tras la
produccién de 24,5 hojas de roseta de media (Tabla 1-4, Fig. 1-14 A), frente a las 10,7 de ful-2,
las 19,4 de soc1-2, y las 10,2 del silvestre, por lo que mostré un claro retraso respecto a los
mutantes sencillos en la fase V. Durante el desarrollo de la inflorescencia produjo 9,6 hojas
caulinares de media (Tabla 1-4, Fig. 1-14 A), frente a las 4,4 de ful-2 y las 4,2 de soc1-2, por lo
que también mostraba un incremento notable en la duraciéon de la fase I1. En condiciones de
dia corto también se observd un incremento en el nimero de hojas producidas. En estas
condiciones el doble mutante ful-2soc1-2 produjo las mismas hojas de roseta que producia el
mutante socl-2, 75,1 hojas de media, pero un nimero mayor de hojas caulinares que
cualquiera de los dos mutantes simples, 28,1 hojas de media (Tabla 1-4, Fig. 1-14 B), frente a
las 23,7 de ful-2 y las 15,2 de soc1-2. El hecho que tanto el doble mutante ful-2soc1-2 como el
mutante soc1-2 produjeran el mismo ndimero de hojas de roseta en estas condiciones indicaria
que la mutacion socl-2 es epistatica sobre la mutacidn ful-2, y que SOC1 actuaria mediando el
efecto de FUL en esta etapa de desarrollo y condiciones de crecimiento.

TABLA 1-4: Tiempo de floracion expresado en nimero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres, ful-2, soc1-2 'y ful-2 soc1-2.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta  Hojas caulinares  Hojas de roseta  Hojas caulinares
Columbia 10,2+1,0 3,210,4 55,1+3,4 9,310,7
ful-2 10,740,8 4,4%0,5° 59,9+3,8 *° 23,743,2 %
soc1-2 19,440,9*° 4,240,5° 75,024,2 *° 15,2¢0,5%°
ful-2 soc1-2 24,5+0,8 9,6+1,9 ** 75,13,5 % 28,1+1,7 **

. . . . a b ¢ . . .
Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacién estandar. ~ , "y ~representan diferencias significativas con un p<0.05

respecto a Columbia (a), ful-2 (b) y socl-2 (c). Prueba t-student.

En condiciones de dia corto, en las axilas de las hojas caulinares de las plantas ful-2 soc1-2
también se generaron las rosetas aéreas descritas en el silvestre y en los mutantes sencillos
(Fig. 1-11 A, C, y D) pero en el doble mutante estas rosetas presentaron mas hojas y
permanecieron en estado vegetativo durante mas tiempo (Fig. 1-11 E). Cuando estas rosetas
aéreas generaron coflorescencias, se repitié de nuevo el proceso, dando lugar a nuevas rosetas
aéreas en estas coflorescencias.

Ademas, estas plantas presentaron fenotipos adicionales relacionados con la identidad del
meristemo inflorescente. Tras la produccidon de un nimero variable de flores, el meristemo
inflorescente volvié a producir de nuevo hojas sin elongacion de los entrenudos, dando lugar a
una especie de roseta vegetativa. Este hecho ocurrié tanto en condiciones de dia largo como
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de dia corto (Fig. 1-15). Ademas, todas las flores producidas por el doble mutante presentaron
un érgano foliar en la base de su pedicelo (Fig. 1-15).

A hojas en dia largo
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Figura 1-14: Tiempo de floracion de las combinaciones de los alelos de FUL con soc1-2. NUmero de hojas de roseta
mas caulinares (A, B) producidas por plantas silvestres del ecotipo Columbia, el mutante ful-2, la combinacién ful-2
soc1-2, 35S::FUL, la combinacion 35S::FUL soc1-2 y el mutante soc1-2 en condiciones de dia largo (A) y dia corto (B).
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de cada media. También se muestra el fenotipo de las
plantas crecidas durante 3 semanas en condiciones de dia largo (C, de izquierda a derecha: silvestre, ful-2, ful-2
socl-2, 35S::FUL, 35S::FUL socl-2 y socl-2) y crecidas durante 9 semanas en condiciones de dia corto (D, de
izquierda a derecha: silvestre, ful-2, ful-2 soc1-2, 35S::FUL soc1-2 cosuprimida, 35S::FUL soc1-2 no cosuprimida y
soc1-2), donde se puede apreciar la gran variabilidad entre las plantas 35S::FUL soc1-2.

Figura 1-15: Fenotipos presentes en las plantas ful
socl. Aspecto de una planta ful socl tras tres
meses de crecimiento en condiciones de dia largo
(A). Estas plantas presentan reversiones del SAM
de la inflorescencia 12 a un SAM V (B). Casi todas
las flores desarrolladas por estas plantas
desarrollan hojas en la base de los pedicelos
florales (C). Por dltimo, a partir de las hojas
caulinares de la inflorescencia se desarrollan, en
lugar de coflorescencias, nuevas rosetas
vegetativas (D).

Estos datos nos sugieren que ambas proteinas participan en la promocién de la transicién
floral. Ambas proteinas pueden actuar en el proceso por separado, como se desprende de los
datos obtenidos con los mutantes sencillos, pero la sinergia y los nuevos fenotipos observados
en el doble mutante, como la epistasia de soc1-2 sobre el doble ful-2 soc1-2 observada en la
produccién de hojas de roseta en condiciones de dia corto, apuntan a una compleja
interaccidn entre ambos genes, que podrian comprender desde un posible efecto conjunto de
ambas proteinas, hasta su regulacion cruzada y efectos redundantes con otros factores.
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Durante el desarrollo de esta Tesis se publicd un trabajo donde se describia el fenotipo del
doble mutante ful socl1 (Melzer et al.,, 2008), que coincidia plenamente con los resultados
obtenidos por nosotros.

35S::FUL 35S::S0C1

Tanto cuando se sobreexpresa FUL como cuando se sobreexpresa SOC1 se produce un fuerte
adelanto de la floracién, de acuerdo con el papel de estas proteinas como inductores de la
transicién floral (Ferrandiz et al. 2000, Lee et al. 2000). Como ya hemos descrito, la
sobreexpresion de FUL produce un fuerte adelanto de la floracidn. Las inflorescencias de estas
plantas generan una coflorescencia y algunas flores antes de generar una flor terminal. Por su
parte el fenotipo de las plantas 35S::SOC1 es muy parecido, salvo que producen alguna
coflorescencia mas y bastantes flores antes de que su meristemo apical genere una flor
terminal.

La caracterizaciéon del doble mutante ful-2 socl-2 apuntaba a que ambas proteinas
participaban en la promocién de la transicion floral, pero no nos permitia diferenciar si ambas
proteinas trabajaban de forma conjunta o independiente en el proceso, al igual que si existia
algun tipo de regulacidn entre ellas. Por este motivo decidimos realizar el cruce entre ambas
lineas de sobreexpresidn. Si el fenotipo resultante fuera idéntico al de uno de los parentales,
nos diria que los efectos observados dependerian de la regulacion que uno estuviera
ejerciendo sobre el otro. Por otro lado, si en el doble sobreexpresante observaramos un
adelanto mas fuerte del tiempo de floracidn, podriamos interpretarlo de dos formas
diferentes: podriamos pensar que las dos proteinas actuarian en el proceso de forma
independiente a través de rutas paralelas, o podriamos pensar que ambas proteinas trabajan
conjuntamente en la misma ruta.

Cuando sembramos el doble sobreexpresante se observd que estas plantas presentaban un
fenotipo extremo respecto al tiempo de floracién (Fig 1-16). Tras la aparicidon de dos hojas,
estas plantas iniciaron el desarrollo de la inflorescencia, que en ocasiones producia alguna hoja
caulinar (Fig. 1-16 B) antes de determinarse en una estructura floral. Estas plantas no
desarrollaron ninguna coflorescencia (Fig. 1-16 A, B) ya que todos los meristemos de la parte

aérea, incluidos los meristemos axilares de las hojas producidas generaron flores directamente
(Fig. 1-16 A, B).

Figura 1-16: Fenotipos del cruce entre 35S::FUL y
35S::S0C1. Los dobles sobreexpresantes obtenidos de
este cruce presentaron fenotipos extremos en tiempo
de floraciéon (A, B), realizando la transicion tras la
produccién de dos Unicas hojas reales (flechas en A, *
cotiledones). En alguna ocasion se observé alguna hoja
caulinar que desarrollé una flor en lugar de una
coflorescencia (punta de flecha en B). Todos los
meristemos axilares se determinaron en estructuras
florales.
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Estos datos apoyan la idea de que ambas proteinas promoverian la transiciéon floral, bien
conjuntamente o bien por rutas independientes y convergentes.

35S::FUL soc1-2y 35S::SOC1 ful-1

Para intentar averiguar si FUL y SOC1 funcionaban de forma conjunta se realizaron los cruces
35S::FUL soc1-2 y 35S::SOC1 ful-1. El motivo de utilizar ful-1 en el cruce por 35S::SOC1 fue para
mantener el mismo fondo genético, Landsberg erecta, y no registrar variaciones del tiempo de
floracion dependientes de la mezcla de ecotipos. Si los fenotipos en el adelanto de la transicidn
de las lineas sobreexpresantes dependieran de la presencia de la otra proteina esperariamos
una atenuacién de este fenotipo, y si no existiera ésta dependencia, el fenotipo no deberia
cambiar.

TABLA 1-5 A: Tiempo de floracién expresado en nimero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres, soc1-2, 35S::FUL y 35S::FUL soc1-2.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta  Hojas caulinares
Columbia 10,2+1,0 3,210,4 55,1+3,4 9,310,7
socl-2 19,4+0,9°¢ 4,240,5°° 75,044,2°¢ 15,240,5°°
35S::FUL 4,0£0,0°" 1,440,5°" 8,3+1,8°" 3,5¢0,8°°
35S::FUL soc1-2 9,0+1,1°%¢ 2,240,7°¢ de 26a 80 de5a20

Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacién estandar. @ , Y ¢ representan diferencias significativas con un p<0.05
. b
respecto a Columbia (a), soc1-2 () y 35S::FUL (c) . Prueba t-student.

Cuando estas plantas crecieron en condiciones de dia largo se obtuvo el siguiente resultado:
35S::FUL soc1-2 inicié la transicién con 9,0 hojas de roseta y generd 2,2 hojas caulinares de
media (Tabla 1-5A, Fig. 1-14 A, C), frente a las 4 hojas de roseta y 1,4 caulinares de 35S::FUL y
las 19,3 de roseta y 4,2 caulinares de media del mutante soc1-2. Ademas, en estas plantas se
suprimio el fenotipo de flor terminal tipico de 35S::FUL (Fig. 1-14 C). 35S::SOC1 ful-1 inicid la
transicién con 4,0 hojas de roseta y generd 2,0 hojas caulinares de media (Tabla 1-5B), un
fenotipo muy similar al que presentan las plantas 35S::S0C1, 3,9 hojas de roseta y 1,2
caulinares (Tabla 1-5B), mientras que el mutante ful-1 produce 9,4 hojas de roseta y 5,2 hojas
caulinares (Tabla 1-5B). Cuando se observaron las plantas en condiciones de dia corto, se
observaron fenotipos similares a los encontrados en dia largo, aunque con ciertos problemas
para las plantas 35S::FUL soc1-2. Las plantas 35S::FUL soc1-2 realizaron la transicion con un
numero de hojas muy variable, entre 26 y 80 hojas de roseta y entre 5 y 20 hojas caulinares
(Fig. 1-14 B), en tres siembras diferentes, por lo que no establecimos un valor medio fiable de
estos conteos. Estas plantas, curiosamente, en todos los intentos realizados, acababan
cosuprimiendo la expresion de FUL (Fig. 1-14 D), ya que produjeron frutos similares a los que
produce el mutante ful-2. Por su parte, las plantas 355::SOC1 ful-1 florecieron con un nimero
de hojas similar al producido por la misma linea en dia largo (Tabla 1-5B), por lo que se podrian
considerar insensibles a las condiciones inductivas y a la presencia/ausencia de FUL.

Estos resultados indican que en el adelanto del tiempo de floracién observado en las plantas
35S::SOC1 no dependeria de la actividad de FUL, mientras que el observado en 35S::FUL si
depende, en parte, de la presencia de SOC1, sugiriendo que, o bien FUL estaria funcionando
aguas arriba de SOC1, o bien que FUL requiere la presencia de SOCI para promover la
floracién, indicando la posible formacién de un dimero FUL-SOC1 con una potente actividad
promotora de la floracion. La formacién de un dimero también explicaria el fenotipo
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observado en las plantas 35S::FUL 35S::SOC1. Estos resultados también confieren a FUL alguna
funcién independiente de SOC1 en la transicion floral, ya que su sobreexpresidn es capaz de
rescatar gran parte del fenotipo del mutante soc1-2, por lo que FUL podria regular las mismas
dianas que regula SOC1.

TABLA 1-5 B: Tiempo de floracién expresado en nimero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres, ful-1, 355::S0C1 y 35S::SOC1 ful-1.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta  Hojas caulinares
Landsberg 6,4+0,5 2,0+0,0 - -
ful-1 9,4+0,5°¢ 5,2+0,4°¢ - -
355::50C1 3,9+0,5°" 1,2+0,5° 4,0%0,5 1,240,5
355::S0C1 ful-1 4,0+0,0°° 2,040,2° 4,3+0,0 2,00,2

b
Los valores mostrados equivalen a la media # la desviacion estandar. @ , Y ¢ representan diferencias significativas con un p<0.05
b
respecto a Landsberg (a), ful-1(")y 35S::50C1 (c). Prueba t-student.

FUL y SOC1 interaccionan proteina con proteina y se localizan en el

nucleo.
Se ha descrito que FUL y SOC1 son capaces de interaccionar fisicamente en ensayos de dos
hibridos en levadura (de Folter et al. 2005). Los datos que habiamos obtenido indicaban que
ambas proteinas podrian funcionar de forma conjunta a través de la formacién de un dimero,
por lo que comprobamos si la interaccién FUL-SOC1 ocurria también in vivo. Para ello se realizo
un ensayo de BiFC. Este experimento consiste en expresar conjuntamente dos proteinas en un
mismo tejido. Cada proteina esta fusionada a una mitad de la YFP, es decir, una proteina
fusionada al extremo N-terminal de la YFP y la otra proteina fusionada al extremo C-terminal.
Al expresarse conjuntamente, si ambas proteinas interaccionan fisicamente, la YFP es capaz de
reconstituirse y emitir luz fluorescente que se puede detectar en un microscopio confocal.
Efectivamente, como predecia el trabajo de de Folter et al. del afio 2005, FUL y SOC1
interaccionaron entre si. Ademas, el dimero resultante se localizaba en ntcleo (Fig.1-18).

YFP Clorofila Campo claro Superposicion

FUL-YFC
+

SOC1-YFN

FUL-YFC
+

SVP-YFN

Figura 1-18: Interaccion FUL-SOC1 y FUL-SVP. Experimento de complementacién bimolecular de la fluorescencia
realizado con la proteina FUL fusionada al extremo C-terminal de la proteina YFP y las proteinas SOC1 y SVP
fusionadas al extremo N-terminal de la proteina YFP. En la primera columna se registra el canal de emisién de la
YFP, en la segunda el canal de la clorofila, y en la tercera la imagen en campo claro. En la ultima columna se muestra
la superposicién de las tres columnas anteriores, donde se puede apreciar que la sefial de la proteina YFP
reconstituida se encuentra localizada en el nucleo de las células.
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FUL se une directamente al promotor de SOC1

Ya que nuestros datos genéticos sugerian ademdas una posible regulacion de SOCI1 por FUL
decidimos comprobar si FUL era capaz de unirse al promotor de SOCI. Para verificar esta
posibilidad, realizamos un experimento de inmunoprecipitacién de la cromatina. Como no se
disponia de ningln anticuerpo contra la proteina FUL, decidimos realizar una fusién de la
proteina a un epitopo reconocido por alglin anticuerpo comercial. Con este propodsito se
generd la linea 35S::FUL:GFP. Se decidié elegir la GFP como epitopo ya que en la bibliografia
encontramos un buen numero de ejemplos de su uso para la realizacién de esta técnica y
porque se habia descrito que la fusidn de esta proteina a proteinas tipo MADS no afectaba a su
funcién. Ademas existia un anticuerpo contra GFP que daba muy buenos resultados en esta
técnica (de Folter et al., 2007; Immink et al., 2009; Kaufmann et al., 2009; Urbanus et al.,
2009). Las plantas 35S::FUL:GFP generadas eran idénticas fenotipicamente a las plantas
35S::FUL descritas anteriormente, y que fueron utilizadas como control en el experimento (Fig.
1-19). Para la realizacion de este experimento se recolectaron plantulas de 12 dias.

Figura 1-19: Comparacion

358::FUL 35S::FUL:GFP
fenotipica de las plantas
? 35S::FUL (izquierda) vy
35S::FUL:GFP  (derecha)
\ \ X utilizadas en el
| ) experimento de ChlIP.

Ambas lineas muestran
fenotipos idénticos.

Se ha descrito que los factores de transcripcion tipo MADS se unen a unas secuencias
denominadas CarG, cuyo consenso es CC(A/T)sGG. En el promotor de SOCI1 han sido
identificadas diferentes cajas CarG, por lo que se decidié cuantificar el enriquecimiento en
cada una de ellas en la cromatina inmunoprecipitada. Como control interno se utilizé una zona
codificante del gen de la UBIQUITINA 10.

Mediante este experimento pudimos determinar que FUL se unia a la regidon promotora de
SOC1, en una zona situada entre 650-800 bases antes del inicio del gen, obteniendo
enriquecimientos del orden de 6 veces respecto a las plantas control y zonas no enriquecidas
(Fig.1-20 A).

Como FUL era capaz de interaccionar fisicamente con SOC1 decidimos comprobar si FUL podia
estar regulando genes también regulados por SOC1, como el gen de identidad floral LFY (Lee et
al., 2008).

Para determinar si FUL era capaz de controlar los niveles de LFY, se decidid observar su
expresion en el mutante ful-2 y en la linea 35S::FUL. Con este propdsito se cruzaron estas
lineas con una linea delatora LFY::GUS. Cuando se analizaron las plantas generadas se observo
que los niveles de LFY en el mutante ful-2 estaban reducidos, mientras que en la linea 35S::FUL
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ocurria lo contrario, mostrando niveles de expresién mas elevados que en la linea control
(Figl-21). Si FUL, al igual que SOC1, es capaz de regular a LFY, y ambas proteinas son capaces
de formar un dimero, podriamos pensar que ambas serian capaces de unirse en una misma
zona de una diana comun. Al realizar el experimento de ChIP correspondiente observamos que
FUL era capaz de unirse al promotor de LFY, con un enriquecimiento del orden de 5 veces
respecto al control (Fig.1-20 B), y que lo hacia en una zona donde previamente habia sido
descrito que se unia SOC1 (Lee et al. 2008).

S0C1 LFY
A ATG B
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O 0 {1} 0 ]
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Figura 1-20: Resultados de los experimentos de ChIP sobre los promotores de SOC1 (A) y LFY (B) .FUL es capaz de
unirse a una region del promotor de SOC1 situada unas 800 pares de bases antes del codén de inicio del gen (A) y a
una region situada a unas 2000 pares de bases por debajo del coddn de inicio del gen LFY. En la parte superior se
muestra una representacion esquematica de la regién gendmica de los genes, donde los rectangulos negros
representan los exones de los genes, los circulos blancos las posibles CarGs, y los rectangulos grises los fragmentos
amplificados en el experimento de ChIP. En la parte inferior se muestran los enriquecimientos obtenidos en cada
region.

Figura 1-21: Expresion de
LFY en plantas silvestres

£,

(izquierda), el mutante
ful-2 (centro) y la linea
35S::FUL (derecha),
plantas de 6

cultivadas en condiciones
de dia largo (arriba) vy
plantas de 16

cultivadas en dia corto

en

i

dias

dias

(abajo).

Como resumen de este apartado podemos decir que FUL se comporta como un activador de la
transiciéon floral en Arabidopsis, y que actuaria en este proceso, al menos, de tres formas
diferentes. Una de ellas seria mediante la regulacién directa de SOC1, otra seria mediante la
formacién de complejos con SOC1 para mediar la correcta activacién de otros genes
importantes en la transicidn floral, como LFY, y por ultimo también seria capaz de regular la
transicion floral de forma independiente de SOCI1, ya que en ausencia de una proteina
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funcional de SOC1, niveles altos de FUL son capaces de rescatar parcialmente el fenotipo de
socl-2.

Interacciones entre FUL y SVP.
De modo paralelo al estudio realizado para determinar la relacién entre FUL y SOC1, para
estudiar la relacién existente entre los genes FUL y SVP se procedié a la generacion de las
siguientes combinaciones genéticas: ful-2 svp-32, 35S::FUL svp-32, 35S::SVP ful-2 y 35S::FUL
35S::SVP. Una vez obtenidos los dobles mutantes se procedié a su caracterizacién fenotipica.

svp-32

SVP se ha gescrito como un represor de la transicién floral (Hartmann et al., 2000, Scortecci et
al.,, 2003, Li et al., 2008). En nuestras condiciones de dia largo, svp-32 florecid tras la
produccién de 6,2 hojas de roseta y 3,0 caulinares de media (Tabla 1-6, Fig.1-22 A, C), lo que
supone un claro adelanto frente al nimero de hojas de roseta producido en el silvestre,
mientras que en el nimero de hojas caulinares no se aprecié ningun efecto. En condiciones de
dia corto el mutante svp-32 produjo 16,4 hojas de roseta y 4,6 hojas caulinares (Tabla 1-6,
Fig.1-22 B, D), un claro adelanto frente a las plantas silvestres, tanto en el nUmero de hojas de
roseta como en el de caulinares. Ademas, el mutante svp-32 mostré un desarrollo de las
coflorescencias similar al que mostraba en condiciones de dia largo, sin producir ninguna hoja
extra a partir de la hoja caulinar (Fig. 1-11 B).

TABLA 1-6: Tiempo de floracion expresado en niumero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres, ful-2, y svp-32.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta  Hojas caulinares
Columbia 10,241,0 3,2¢0,4° 55,1¢3,4° 9,340,7°
ful-2 10,7+0,8 4,4+0,5° 59,9+3,8 ° 23,7+3,2°
svp-32 6,2+0,5 3,0¢0,4° 16,442,1 % 4,6+1,0%

. . s . a b . . S
Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacion estandar. = y ~ representan diferencias significativas con un p<0.05

respecto a Columbia (a) y ful-2 (b). Prueba t-student.

En nuestras condiciones, el mutante svp-32 produjo un nimero menor de hojas de roseta
tanto en dia corto como en dia largo, acortando la fase V, pero mientras que en dia largo
parecia no tener efecto en el desarrollo de la fase I1, en dia corto se observd una clara
reduccion del nimero de hojas caulinares respecto a las plantas silvestres.

ful-2 svp-32
Ya que FUL y SVP parecen tener funciones opuestas, en el doble mutante podriamos esperar
una atenuacion de los fenotipos de alguno de los mutantes sencillos. Se ha propuesto que SVP
funciona reprimiendo la expresidon de genes inductivos de la transicién, como es el caso de
SOC1 (Li et al. 2008), pero se desconoce su relacion respecto a FUL.

En nuestras condiciones de dia largo, el doble mutante ful-2 svp-32 florecié con 5,8 hojas de
roseta de media y 3,0 hojas caulinares (Tabla 1-7, Fig.1-22 A, C), mientras que las plantas
silvestres lo hacian con 10,2 hojas de roseta y 3,2 caulinares, los mutantes ful-2 con 10,7 y 4,4
y los mutantes svp-32 con 6,2 y 3,0 (Tabla 1-7, Fig.1-22 A, C), por lo que el doble ful-2 svp-32
fue practicamente idéntico al mutante svp-32. Cuando se analizaron las plantas en condiciones
de dia corto, el resultado fue similar. El doble mutante desarrollé 16,1 hojas de rosetay 7,1
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caulinares de media (Tabla 1-7, Fig.1-22 B, D), frente a las 55,1 y 9.3 del silvestre, las 59,9 y
23,7 del mutante ful-2 y las 16,4 y 4,6 del mutante svp-32 (Tabla 1-7, Fig.1-22 A, C). En estas
condiciones el doble mutante ful-2 svp-32 generd practicamente el mismo nimero de hojas de
roseta que el mutante svp-32, y tan sélo se diferenciaron en un ligero incremento del nimero
de hojas caulinares. Asi, en ambas condiciones de crecimiento, la mutacién svp-32 es capaz de
suprimir practicamente todo el fenotipo de la mutacién ful-2, aunque en condiciones de dia
corto, todavia se aprecie un efecto de la mutacion ful-2 en el desarrollo de la fase 11 del doble
mutante.

TABLA 1-7: Tiempo de floracion expresado en niumero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres, ful-2, svp-32y ful-2 svyp-32.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta  Hojas caulinares
Columbia 10,2+1,0 3,204 55,1+3,4 9,310,7
ful-2 10,7+0,8 4,4+0,5 * 59,9+3,8 * 23,7+3,2°*
svp-32 6,2+0,5 *° 3,0¢0,4° 16,442,1 % 4,6+1,0%
ful-2 svp-32 5,8+0,5 *° 3,0+0,5° 16,142,5 % 7,1+1,6 °

. . b d R . L
Los valores mostrados equivalen a la media * la desviacion estandar. @ , ¢ y  representan diferencias significativas con un
b
p<0.05 respecto a Columbia (a), ful-2 (") y svp-32 (c). Prueba t-student.

La epistasia de svp-32 respecto a ful-2 indicaria que el retraso del tiempo de floracién
observado en las plantas ful-2 seria dependiente de la presencia de un gen SVP activo. Este
dato nos permitiria hipotetizar que FUL podria promover la floracién actuando sobre SVP,
controlando su expresidn o antagonizando su efecto, por ejemplo, reprimiendo su expresion o
activando genes reprimidos por SVP como SOC1 (Li et al. 2008). El efecto de la pérdida de
funcién de SVP se observa tanto en la transicion V como en la I1, pero en condiciones de dia
corto, la ausencia de FUL todavia tiene un claro efecto en el nimero de hojas caulinares. Esto
sugiere que el papel de FUL en la transicion V depende basicamente de la presencia de SVP,
mientras que en la transicion I1, FUL tendria un papel dependiente de SVP y otro
independiente de SVP, al menos, en condiciones de dia corto.

35S::FUL svp-32

Para intentar resolver estas cuestiones se realizd el cruce 35S::FUL svp-32. Si FUL estuviera
compitiendo por las misma dianas que SVP, o reprimiendo la expresion de SVP, en las plantas
35S::FUL svp-32 esperariamos ver un fenotipo igual o mas fuerte que el observado en la linea
35S::FUL. Cuando las plantas 35S::FUL svp-32 crecieron en condiciones de dia largo se observo
que estas plantas iniciaban la transicidn tras la produccion de 6,3 hojas de roseta y 2,3 hojas
caulinares de media (Tabla 1-8, Fig.1-22 A, C), frente a las 4,0y 1,4 de 35S::FULy las 6,2 y 3,0
caulinares de svp-32 . Ademads, se suprimidé el fenotipo de flor terminal de 35S::FUL. En
condiciones de dia corto las plantas 35S::FUL svp-32 iniciaban la floracidn tras la producciéon de
15,0 hojas de roseta y 3,3 caulinares de media (Tabla 1-8, Fig.1-22 B, D), frente a las 8,3 y 3,5
de 35S::FUL y las 16,4 y 4,6 de svp-32. Los datos obtenidos fueron totalmente contrarios a
nuestras suposiciones. El nimero de hojas producido por el doble 35S::FUL svp-32 fue
practicamente idéntico al mostrado por el mutante svp-32, en ambas condiciones de
crecimiento, por lo que se estaba suprimiendo el efecto de la sobreexpresidon de FUL. De nuevo
encontramos epistasia de svp-32, esta vez frente a 35S::FUL, indicandonos que el papel
promotor de FUL en la transicidn floral estaria mediado por SVP. Este resultado implica que
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SVP podria ser bifuncional, comportandose como un represor, y a su vez, como un activador,
de la transicion floral.

Figura 1-22: Tiempo de floracion de las
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TABLA 1-8: Tiempo de floracion expresado en niimero de hojas de roseta y caulinares
producidas por plantas silvestres, ful-2, svp-32, 35S::FUL y 35S::FUL svp-32.

Dia largo Dia corto
Hojas de roseta  Hojas caulinares Hojas de roseta Hojas caulinares
Columbia 10,2+1,0 3,210,4 55,143,4 9,3%0,7
ful-2 10,7+0,8 4,4+0,5°“ 59,9+3,8 23,7+3,2°
svp-32 6,2+0,5 * 3,0+0,4 ™ 16,442,1 * 4,6+1,0 *™
35S::FUL 4,0+0,0 ** 1,440,5 8,3+1,8 ** 3,50,8 *°
35S::FUL svp-32 6,30,5 2,340,5 15,042,1% 3,3+1,2 %

. . s . a bc d . . s
Los valores mostrados equivalen a la media * la desviacion estandar. ~ , , "y  representan diferencias significativas con un
b d
p<0.05 respecto a Columbia (a), ful-2 ("), svp-32 (C) y 35S::FUL (). Prueba t-student

35S::FUL 35S::SVP
Nuestros datos indicaban que, en contra de lo que se conocia sobre su papel represor de la

floracion, SVP podria estar participando en la misma ruta que FUL, favoreciendo la transicién
floral. De acuerdo con el papel represor en la transicién descrito en la bibliografia, la
sobreexpresion de SVP provoca un claro retraso de la floracién entre otros fenotipos (Masiero
et al., 2004) mediado en parte por la represion directa de SOC1 (Li et al., 2008). Para obtener
mas informacidon sobre la relacién existente entre FUL y SVP se generd la combinacion
35S::FUL 35S::SVP. Cuando se caracterizé esta nueva combinacion, se observé que las plantas
35S::FUL 35S::SVP florecieron con un nimero de hojas similar al producido por 35S::FUL. Las
plantas 35S::FUL 35S::SVP florecieron con 5,8 hojas de roseta y 2,7 hojas caulinares de media,
frente alas 4,0y 1,4 de 35S::FULy las 27,5y 7,3 de 35S::SVP (Tabla 1-9, Fig.1-23 A, B).
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Estos datos sugerian que el efecto represor de la sobreexpresion de SVP en el tiempo de
floraciéon era suprimido por niveles altos de FUL, lo que podria explicarse si FUL actuase aguas
abajo de SVP. Sin embargo, la epistasia de svp-32 sobre ful-2 y 35S::FUL sugerian lo contrario,
es decir, que FUL deberia actuar aguas arriba de SVP. Ya que el efecto represor de SVP
desaparece casi por completo en presencia de FUL, una posible explicacién a esta aparente
contradiccidon podria ser que FUL y SVP formaran un dimero que presentase una actividad
diferente de la de SVP en ausencia de FUL. SVP actuaria reprimiendo la expresidn de ciertos
genes necesarios para iniciar la transicién, pero en presencia de FUL se comportaria de forma
opuesta, bien desbloqueando la represion o bien pasando a activarlos.

TABLA 1-9: Tiempo de floracion expresado en niumero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas 35S::FUL, 35S::SVP y 35S::FUL 35S::SVP.

Dia largo
Hojas de roseta Hojas caulinares
35S::FUL 4,0+0,0 1,4+0,5
35S::SVP 27,5+1,7° 7,3t1,0°
35S::FUL 355::SVP 5,8+1,2 % 2,74¢0,8

. . s . b . . s
Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacién estandar. @ y  representan diferencias significativas con un p<0.05
b
respecto a 35S::FUL (a) y 35S::SVP (). Prueba t-student
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Figura 1-23: Tiempo de floracion de la combinacion 35S::FUL 35S::SVP. Numero de hojas de roseta mas caulinares
(A) producidas por plantas 35S::FUL, 35S::FUL 35S::SVP y 35S::SVP. Las barras de error corresponden a la desviacion
estandar de cada media. También se muestra el fenotipo de las plantas crecidas durante 3 semanas en condiciones
de dia largo (B, de izquierda a derecha: 35S::FUL, 35S::FUL 35S::SVP y 35S::SVP).

FUL y SVP interaccionan proteina con proteina.

Los datos obtenidos en el anterior apartado se podrian explicar si FUL y SVP interaccionaran
fisicamente. Se ha mostrado en la bibliografia que los ortdlogos de FUL y SVP en arroz y
petunia interaccionan en ensayos de doble hibrido (Fornara et al. 2004, Immink et al. 2003),
aunque en Arabidopsis no se ha detectado esta interaccién con dicho sistema (de Folter et al.
2005). Nuestros resultados sugerian que FUL y SVP podrian interaccionar entre si para
promover la transicidon. Para comprobar si la interaccién FUL-SVP podia ocurrir también in vivo,
decidimos realizar un ensayo de complementacion bimolecular de la fluorescencia con FUL y
SVP, del mismo modo que se hizo para la interacciéon entre FUL y SOC1. El resultado obtenido
fue que FUL y SVP interaccionaban entre si y se localizaban en el nucleo (Fig. 1-18).
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FUL se une directamente al promotor de SVP

Nuestros datos también eran compatibles con una posible funciéon de FUL aguas arriba de SVP,
por lo que se decidid testar esa posibilidad. Para ello realizamos un experimento de ChIP, del
mismo modo que se realizé para SOCI. En el promotor de SVP se habian identificado (Li et al.,
2008) diferentes CarGs, por lo que se decidié testar si FUL era capaz de unirse a ellas.
Mediante Q-PCR se determind el grado de enriquecimiento en las secuencias reguladoras del
gen SVP respecto a nuestro control en el gen de la UBQ10. Este experimento desveld que FUL
se unia al promotor de SVP en una region préxima al codén de inicio del gen, a unas 200 bases
aguas arriba. El grado de enriquecimiento fue de unas 7 veces respecto a las plantas control
(Fig.1-24 A).

Resumiendo este apartado, podriamos decir que FUL y SVP actuarian conjuntamente
promoviendo la transicion de la floracidn y que este efecto podria estar mediado por su
dimerizacién. A su vez, ya que FUL es capaz de unirse al promotor de SVP, FUL también podria
actuar regulando la expresidn de SVP durante el desarrollo de la inflorescencia, contribuyendo
a su exclusién en el SAM, donde SVP deja de expresarse tras la transicion.
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Figura 1-24: Resultados de los experimentos de ChIP sobre los promotores de SVP (A) y FLC (B). FUL es capaz de
unirse a una regién del promotor de SVP situada unas 250 pares de bases antes del coddn de inicio del gen (A),
mientras que parece no unirse a ninguna de las regiones testadas en el promotor de FLC. En la parte superior se
muestra una representacion esquematica de la regiéon gendmica de los genes, donde los rectangulos negros
representan los exones de los genes, los circulos blancos las posibles CarGs, y los rectangulos grises los fragmentos
amplificados en el experimento de ChIP. En la parte inferior se muestran los enriquecimientos obtenidos en cada
region.

El papel de FUL en el proceso de vernalizacion.

Junto a estos experimentos, realizamos en paralelo un tratamiento de vernalizacién. La
vernalizacién es un proceso mediante el cual la planta percibe el paso del invierno y le permite
florecer cuando las condiciones son favorables. En este proceso son claves las proteinas FLC y
FRI. FLC es un represor de la transicion floral mientras que FRI es un fuerte activador de la
expresion de FLC. En condiciones normales FRI activa la expresion de FLC, que a su vez, impide
la transicion floral incluso en condiciones de fotoperiodo inductivo. Cuando las plantas se
exponen a periodos frios los niveles de expresién de FLC se reducen debido a modificaciones
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epigenéticas en la secuencia de FLC que silencian su expresion. De este modo, la expresion de
FLC queda reprimida permanentemente. Cuando las condiciones ambientales vuelven a ser
favorables, las plantas pueden florecer al no encontrar el efecto represor de FLC.

En nuestro experimento se germinaron las plantas en condiciones de dia largo vy
posteriormente se traspasaron a una cabina de vernalizacion donde estuvieron durante un
mes a 42C en condiciones de fotoperiodo no inductivo. Tras este tiempo, las plantas se
trasladaron a condiciones de dia corto. El experimento se realizdé en condiciones de dia corto
debido a que el ecotipo Columbia, aunque posee una copia funcional de FLC, carece de un
alelo funcional de FRI. Por este motivo, el efecto de FLC no es detectable en condiciones de dia
largo donde existe un fuerte estimulo de la transicion, pero si que lo es en condiciones de dia
corto donde este estimulo no existe (Michaels y Amasino, 2001). Las plantas silvestres
florecieron con 49,8 hojas de roseta y 8,3 caulinares de media, frente a las 55,1 hojas de roseta
y 9,3 caulinares que produjeron las plantas no vernalizadas (Tabla 1-10, Fig. 1-25 A, B, C). Esto
suponia una reduccién del 9,7% en niumero de hojas de roseta y del 10,7% en el de caulinares
de las plantas silvestres vernalizadas respecto a las no vernalizadas. Por su parte, las plantas
ful-2 vernalizadas florecieron con 58,1 hojas de roseta y 15,2 caulinares de media, mientras
que las plantas ful-2 no vernalizadas lo hicieron con 59,9 hojas de roseta y 23,7 caulinares de
media (Tabla 1-10, Fig. 1-25 A, B, F), lo que supone una reduccién del 3% en el nimero de
hojas de roseta y del 35,7% en el de caulinares de las plantas ful-2 vernalizadas respecto a las
plantas ful-2 sin vernalizar. Ademas, el tratamiento suprimid el fenotipo de “roseta aérea”,
tanto en las plantas ful-2 (Fig. 1-25 G, H) como en las plantas silvestres (Fig.1-25 D, E), al igual
que la aparicién de hojas en la base de las flores del mutante ful-2, sugiriendo que la
vernalizaciéon no sélo afecta al tiempo de floracién, sino también a otros aspectos del
desarrollo de la inflorescencia.

TABLA 1-10: Tiempo de floracion expresado en numero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres y ful-2 en condiciones de dia corto.

No Vernalizadas Vernalizadas
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta  Hojas caulinares
Columbia 55,1+3,4 9,310,7 49,8+3,3° 8,3+0,9°
ful-2 59,9+3,8° 23,743,2° 58,1+7,0° 15,2+4,0%

R L. , . . . . a b
Plantas crecidas en condiciones de dia corto. Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacion estandar. y

b
representan diferencias significativas con un p<0.05 respecto a no vernalizadas (a) y Col. (). Prueba t-student.

Los datos obtenidos del tratamiento de vernalizacion indicaron dos respuestas diferentes en el
mutante ful-2. Por un lado, el mutante ful-2 parecia ser insensible a la vernalizacién en la fase
V, mientras que en la fase I1 fue altamente sensible a este tratamiento. Estos resultados
sugerian, de nuevo, un papel regulador de la transicién floral de FUL, esta vez, en la respuesta
mediada por vernalizacién. La insensibilidad al tratamiento en la fase V sugeria que FUL
pudiera tener un papel en el inicio de la transicion floral en estas condiciones, y el adelanto del
tiempo de floracién observado en la fase V en plantas vernalizadas en condiciones de dia
corto dependeria de la presencia de FUL. Por otro lado, la alta sensibilidad al tratamiento en la
fase I1 de los mutantes ful-2, indicaron que parte del fenotipo que el mutante ful-2 presentaba
durante el desarrollo de la fase I1 en condiciones de dia corto estaba relacionado con factores
controlados por la vernalizacion, y que, por consiguiente, FUL podria participar de algin modo
en la regulacion de estos factores. Ya que uno de mayores efectos de la vernalizacidn es la
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disminucién de los niveles de FLC, podriamos pensar que FUL pudiera mediar de algin modo
en la regulacion de FLC en estas condiciones.

A Hojas roseta B Hejas caulinares
70 30
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Figura 1-25: Efecto de la vernalizacién en el tiempo de floracién de plantas silvestres y mutantes ful. Comparacion
entre el nimero de hojas de roseta (A) y caulinares (B) producidas por plantas silvestres y mutantes ful-2,
vernalizadas durante un mes a 42C y no vernalizadas, crecidas en condiciones de dia corto. Las barras de error
corresponden a la desviacidn estandar de cada media. También se muestra el fenotipo de las plantas Col (C) y ful-2
(F) crecidas durante 12 semanas en condiciones de dia corto tras la vernalizacion (izquierda) y sin vernalizacion
(derecha), al igual que el desarrollo de las rosetas aéreas tipicas del crecimiento en dia corto a partir de las hojas
caulinares en plantas vernalizadas (D, G) y no vernalizadas (E, H) de plantas Col (D, E) y ful-2 (G, H).

Los fenotipos observados sugerian un papel de la proteina FLC, en el control del desarrollo de
la inflorescencia en condiciones de dia corto, y un papel regulador de FUL en el proceso. Ya
que en condiciones de dia largo FLC no tiene un efecto importante en el ecotipo Columbia, se
decidio introducir un alelo funcional de FRI en este ecotipo y cruzarlo por el mutante ful-2 para
caracterizar su tiempo de floracién. Una vez obtenidas las nuevas lineas, se caracterizaron en
nuestras condiciones de dia largo. Las plantas ColFRI realizaron la transiciéon con 57,6 hojas de
roseta y 9,5 caulinares de media, mientras que las plantas FRIful-2 generaron 73,8 hojas de
roseta y 19,2 caulinares de media (Tabla 1-11. Fig.1-26 A, C). Este retraso en la transicion tan
marcado sugiere que FUL podria desempeiar un papel importante en el control de la
transiciéon floral cuando FLC estad presente, como ocurre en los ecotipos de Arabidopsis de
habito invernal.

También se estudid la respuesta de estas lineas a la vernalizacién. Tras pasar un mes a 4°C, las
plantas se pasaron a condiciones de dia largo. Las plantas ColFRI desarrollaron 24,4 hojas de
roseta y 5,9 hojas caulinares de media, mientras que las FRIful-2 generaron 23,2 hojas de
roseta y 8,7 hojas caulinares de media (Tabla 1-11. Fig.1-26 B, C), es decir, que tras el
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tratamiento de vernalizacidn, se redujo el nimero de hojas generadas en ambas lineas de un
modo similar. Tanto ColFRI como FRIful-2 produjeron un ndmero similar de hojas de roseta,
aunque la linea FRIful-2 produjo unas pocas hojas caulinares mas que la linea ColFRI. Los
resultados de las lineas FRI vernalizadas se podrian considerar similares a los que se
obtuvieron con plantas sin el alelo de FRI activo, ya que en ambas sdlo se observé un ligero
incremento en el nimero de hojas caulinares al comparar el mutante ful-2 con la linea
silvestre.

TABLA 1-11: Tiempo de floracién expresado en nimero de hojas de roseta y
caulinares producidas por plantas silvestres y ful-2 en presencia de FRI y
condiciones de dia largo.

No Vernalizadas Vernalizadas
Hojas de roseta Hojas caulinares Hojas de roseta  Hojas caulinares
FRICol 57,618,1 9,5+2,1 24,4421 ° 5,9+1,0°
FRIful-2 73,846,3° 19,2+0,8"° 23,242,3° 8,7+0,8

Plantas crecidas en condiciones de dia largo. Los valores mostrados equivalen a la media + la desviacion estandar. y

representan diferencias significativas con un p<0.05 respecto a no vernalizadas (a) y FRICol. (7). Prueba t-student.

A Hojas en dia largo sin vernalizar

-vernalizacién +vernalizacién

—=—

L o —
70 —

hojas caulinares
hojas de roseta

FRICo! FRIful-2

B Hojas en dia largo tras vernalizar

40

35

30 +—

25 —

A

hojas caulinares
hojas de roseta

20 +— —

15 +—1 —

10 — —

FRICol FRIful-2

Col y FRI ful-2 en condiciones de dia largo sin vernalizar (A) y vernalizadas (B). Las barras de error corresponden a la
desviacidn estandar de las medias. También se muestra el fenotipo de las plantas FRI Col y FRI ful-2 (C) sin vernalizar
(izquierda) y vernalizadas (derecha).

Estos datos sugerian que el fenotipo de ful-2 podria depender, en parte, de los niveles de FLC
existentes, ya que cuando se realizaban tratamientos de vernalizacién se suprimian gran parte
de los fenotipos de ful-2 asociados al tiempo de floracion. Los fenotipos observados en las
lineas con el alelo funcional de FRI son mucho mas fuertes en ausencia de FUL, sugiriendo que
FUL podria actuar bien como un regulador negativo de los niveles de FLC o bien
contrarrestando los efectos de FLC compitiendo por dianas comunes, aunque ambas
posibilidades no serian excluyentes.

Para evaluar estas posibilidades ideamos dos tipos de cruces que nos proporcionaran
rapidamente informacién. Haciendo uso de la sobreexpresion de FUL realizamos cruces con
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35S::FLC, FRI Col, y una linea delatora FRI flc-3 FLC::GUS, que nos permitirian observar el
resultado en la descendencia de los cruces (F1), ya que tanto 35S::FLC, como FRI y FLC::GUS
presentan un fenotipo dominante. Tanto las plantas 35S::FLC/+ como las FRI/+ realizan la
transiciéon con mas de 50 hojas de roseta (Fig.1-27 A), debido a los altos niveles de FLC,
mientras que las plantas 35S::FUL produjeron tan sélo 4 hojas de media. Al analizar las plantas
procedentes del cruce entre 35S::FUL con 35S::FLC y ColFRI se observé lo siguiente: las plantas
35S::FUL/+ 35S::FLC/+ produjeron una media de 34,0 hojas de roseta (Fig.1-27 A, B), mientras
que un cruce de la linea 35S::FLC por Columbia (35S::FLC/+) no mostro diferencias con la linea
parental que sobreexpresaba FLC. Estos datos sugerian que niveles altos de FUL podian
suprimir parcialmente el retraso de la floraciéon provocado por FLC. Por su parte, las plantas
derivadas del cruce 35S::FUL por FRI (35S::FUL/+ FRI/+) tan solo generaron 9,6 hojas de roseta
de media (Fig.1-27 A, B), mientras que un cruce de la linea ColFRI por Columbia (FRI/+)
produjo 56,0 hojas de roseta de media(Fig.1-27 A, B), similar a la linea homocigota FRICol.
Comparando los resultados de ambos cruces se observaba que FUL era capaz de suprimir el
retraso de la floracién provocado por FLC, pero que era mucho mas efectivo cuando FLC se
expresaba bajo el control de su propio promotor.

A Hojas en dia largo

50 —f

caulinar
40 +—|

roseta

30 —
20 +—j

10 —

& 355:FULS+ 355:FULf+

g FRIJ+ 358::FLC/+
Figura 1-27: Tiempo de floracion de las combinaciones de 35S::FUL con lineas que expresan niveles elevados de
FLC. Numero de hojas de roseta mas caulinares producidas por plantas FRI/+, 35S::FUL/+, 35S::FLC/+, 35S::FUL/+

FRI/+ y 35S::FUL/+ 35S::FLC/+ en condiciones de dia largo (A). Las barras de error corresponden a la desviacién

estandar de las medias. * Las plantas 35S::FLC/+ produjeron todas mas de 80 hojas de roseta. También se muestra
el fenotipo desarrollado por las plantas (B) FRI/+ (izquierda), 35S::FUL/+ FRI/+ (centro) y 35S::FUL/+ 35S::FLC/+
(derecha).

Estos resultados apoyaban la idea de que FUL era podria interferir en la funcion de FLC ya que
era capaz de suprimir parte del retraso en el tiempo de floracién provocado por la
sobreexpresion de FLC. Sin embargo, la mayor eficiencia en la supresidn del retraso del tiempo
de floracién cuando FLC estaba regulado por su propio promotor nos hacia contemplar de
nuevo la posibilidad de un papel regulador de FUL sobre la expresion de FLC.

FUL controla la expresion de FLC
Para comprobar si existia un efecto de FUL sobre la expresidn de FLC se analizaron las plantas
derivadas del cruce entre 35S::FUL y Col con la linea FRI FLC::GUS. Los resultados fenotipicos
de estos cruces fueron similares a los obtenidos con los cruces 35S::FUL por FRI. Al comparar la
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tincién GUS entre ambos tipos de plantas se aprecié que los niveles de expresién de GUS en la
linea 35S::FUL/+ FRI/+ FLC::GUS/+ eran menores que en la linea control FRI/+ FLC::GUS/+
(Fig.1-28 A, B). Aunque en los cotiledones de ambas lineas no se apreciaron diferencias en los
niveles de GUS (Fig.1-28 C, D), si que se observd una disminucion de los niveles desde la
formacién de la primera hoja (Fig.1-28 E, F). Por otro lado, a pesar que la sobreexpresion de
FUL reducia los niveles de expresion de GUS, no la eliminaba por completo. Ademas, la linea
que sobreexpresaba FUL era capaz de realizar la transicion floral en presencia de FLC, ya que la
aparicién de flores se dio con niveles de tincién GUS altos (Fig.1-28 H, J), mientras que la linea
control no realizo la transicidon hasta que la tincion GUS fue practicamente nula (Fig.1-28 G, ).
La expresion del gen delator desaparecié practicamente por completo en las hojas caulinares
de la linea 35S::FUL (Fig.1-28 K).

Estos resultados sugerian que las dos opciones barajadas podian ocurrir simultdneamente.
35S::FUL podria eludir la represién ejercida por FLC, bien porque ambas proteinas estuvieran
compitiendo por dianas comunes, o porque la sobreexpresién de FUL podria evitar una posible
represién por FLC (Schmid et al., 2003), ya que las plantas que sobreexpresan FUL eran capaces
de realizar la transicion floral incluso cuando FLC estaba expresandose. Por otro lado FUL
parecia estar afectando también a la expresidn de FLC, ya que los niveles de expresién del gen
delator fueron menores en las plantas 35S::FUL desde la aparicién de las primeras hojas, lo que
indicaba que FLC podria también estar regulandose de un modo independiente de la ruta de

vernalizacién, y que FUL podria participar en esta represion.

500um

Figura 1-28: Expresion de FLC.Tincion GUS de las lineas heterocigotos FRI FLC::GUS (A, C, E, G, 1) y 35S::FUL FRI
FLC::GUS (B, D, F, H, J, K). Las plantas que sobreexpresan FUL presentan niveles mas bajos de GUS cuando se

comparan plantulas crecidas durante 6 dias (A, B). Esta diferencia no es evidente en los cotiledones (C, D), pero si en
las primeras hojas desarrolladas por las plantulas (E, F). En el momento en que las plantulas 35S::FUL realizan la
transicion, se detecta todavia expresién del reportero (H), aunque a menor nivel que las plantulas que no
sobreexpresan FUL, y que no realizan la transicion (G). Cuando las plantas control realizaron la transicion e iniciaron
la produccidn de flores, los niveles de GUS detectados fueron muy bajos (1), mientras que en las plantulas 35S::FUL,
en un estadio similar, continuaba expresandose el gen delator en la inflorescencia (J), aunque no se detectaba en las
hojas caulinares (K).
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FUL controla la expresion de FLC posiblemente de forma indirecta.
Nuestros resultados con la linea delatora FLC::GUS indicaban una posible funcién de FUL aguas
arriba de FLC, por lo que se decidio testar esa posibilidad. Para ello realizamos un experimento
de ChIP del mismo modo que lo realizamos para SOC1 y SVP. Ya que no existia informacién en
la bibliografia sobre regulacién directa de FLC por otros factores de transcripcidn tipo MADS se
identificaron posibles dianas in silico. Tras la identificacién de cuatro posibles CarG (sitios de
unién) reguladoras de FLC se procedié a medir el grado de enriquecimiento de estas
secuencias mediante Q-PCR. Este experimento desvelé que FUL no se unia a ninguna de estas
cuatro posibles CarG en nuestras condiciones (Fig.1-24 B).

Estos resultados apuntaban a que la regulacion de la expresion de FLC mediada por FUL podria
ser indirecta, aunque no se podia descartar la posibilidad de que FUL se uniera otras zonas no
testadas en nuestro experimento.
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Discusion

FUL es un promotor de la transicion floral, comportandose como un
integrador de diferentes sefiales inductoras de la transicion floral.

En este capitulo de tesis se ha realizado la caracterizaciéon fenotipica del mutante ful-2
respecto al tiempo de floracion, desveldndose el papel regulador de FUL en este proceso como
promotor de la transicion floral. En todas las condiciones de crecimiento testadas, las plantas
ful-2 produjeron un mayor nimero de hojas respecto a las producidas por las plantas
silvestres. Esta funcidén propuesta para FUL estd en concordancia con su patrén de expresion.
El patrén de expresion de FUL se caracteriza por un brusco aumento de su expresién en el
meristemo apical del tallo justo en el momento de la transicién floral, donde a partir de
entonces se expresa de forma continuada (Hempel et al., 1997; Mandel y Yanofsky, 1995).
Ademas, durante el desarrollo de la inflorescencia, FUL se expresa fuertemente en la
vasculatura de las hojas caulinares y del tallo (Gu et al., 1998). Tanto el meristemo apical del
tallo como el tejido vascular de las hojas y el tallo son tejidos clave en la transicién floral
(Hempel et al., 2000; Searle et al., 2006; Wang et al., 2009; Wigge et al., 2005). El SAM es el
lugar donde se integran todas las sefiales que disparan la transicion floral, mientras que el
tejido vascular de las hojas es el lugar donde se generan algunas de las sefiales que inician la
transicién, principalmente las derivadas de la ruta del fotoperiodo, y que viajan via floema
hasta el meristemo apical del tallo (Fornara y Coupland, 2009). El patrén de expresion
caracteristico de FUL mimetiza el patréon de expresidon descrito para otros genes que participan
en el proceso de la transicion floral, como SOCI o AGL24 y que se consideran integradores de
las sefales de floracién. Ademas, los datos obtenidos de la sobreexpresién de FUL también
apoyan un papel en el control de la transicion floral. Las plantas 35S::FUL fueron capaces de
adelantar la transicidon en todas las condiciones probadas en este trabajo, reduciendo tanto el
numero de hojas de roseta como el nimero de hojas caulinares, indicando que la presencia de
FUL es suficiente para iniciar la transicion floral.

De acuerdo con la funciéon propuesta para FUL, recientemente se ha publicado, que la
expresion dirigida de FUL, tanto a tejidos vasculares como al SAM, es capaz de promover la
transiciéon floral en Arabidopsis (Wang et al., 2009). Por otro lado, la sobreexpresion del
homadlogo de FUL en tabaco, al igual que en Arabidopsis, genera un claro adelanto de la
floracion (Smykal et al.,, 2007). Todos estos datos indican que, posiblemente, la funcién
promotora de FUL en la transicion floral esté conservada entre las angiospermas, aunque el
mecanismo de accidn pueda diferir entre clases vegetales.

FUL es un gen clave en la transicion floral de plantas con habito invernal.

En la caracterizacién fenotipica realizada se observé que el efecto de la mutacién del gen FUL
difiere en funcién de las condiciones de crecimiento empleadas (dia largo y dia corto), asi
como de los tratamientos aplicados (sin vernalizacidn y con vernalizacion). En condiciones de
dia largo, comparando con las plantas silvestres el efecto de la mutacién ful-2 es muy suave,
afectando Unicamente a la transicién I1 a 12. En condiciones de dia corto la mutacién ful-2
muestra fenotipos mas severos, afectando ligeramente en la transicion de V a I1, y de una
forma notable a la transicion I1 a 12. En presencia de alelos activos de FRI y FLC, la mutacién
ful-2 afecta notablemente a ambas transiciones en condiciones de dia largo. Estas diferencias
de fenotipo sugieren que el requerimiento de FUL en el proceso de la transicion floral es
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diferente en funcion de las condiciones que dirijan la transicidon. En condiciones de dia largo,
donde la ruta del fotoperiodo estd activa, las sefiales inductoras de la transicién son muy
fuertes debido a los altos niveles de FT, y en consecuencia, los niveles de las proteinas
activadoras de la transicién, como SOC1 y AGL24, estan altos. En este escenario, la ausencia de
FUL, parece no afectar en gran medida a la transicidn floral. Esto se podria explicar si los altos
niveles de SOC1 y AGL24 pudieran enmascarar la ausencia de FUL, sugiriendo que FUL actuaria
redundantemente con SOC1 y AGL24 en la promocidn de la transicion floral (Fig. 1-29 A). En
condiciones de dia corto, donde la ruta del fotoperiodo no estd activa, se retrasa la transicion.
En estas condiciones, la transicién depende mayoritariamente de otras rutas, como la ruta de
las giberelinas o la ruta enddgena. En estas condiciones, el papel de FUL se hace patente. Ya
que FUL es uno de los principales genes diana de las proteinas SPL activadas por la ruta
enddégena (Shikata et al., 2009; Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009), tiene sentido
pensar que en estas condiciones, donde la ruta endégena es mds importante, los efectos de la
mutacion ful-2 sean también mds importantes (Fig. 1-29 B). Por ultimo, la presencia de alelos
activos de FRI'y FLC, provocan la represidn de los principales genes integradores de la ruta del
fotoperiodo, asegurando que las plantas sélo puedan responder a fotoperiodos inductivos tras
el paso de un periodo prolongado de frio (invierno) o que la planta responda solamente a
estimulos provenientes de la ruta autbnoma o enddgena. En estas condiciones, donde SOC1 y
FT estan fuertemente reprimidos por FLC, y AGL24 presenta niveles bajos de expresion, la falta
de FUL genera un fuerte retraso de la transicién floral (Fig. 1-29 C). El mutante socI-2 no
muestra ningun retraso en la transicién V-I1 en plantas FRI FLC (Moon et al., 2005), sugiriendo
que en presencia de FLC la activaciéon de la transicidon floral estaria mediada por otro
integrador. Nuestros datos apuntan a que este integrador podria ser FUL. De este modo, los
niveles de FUL podrian ser claves en la transicidn floral de ecotipos de Arabidopsis de habito
invernal.

A DiA LARGO B pia cORTO C DiA LARGO-PLANTAS FRI FLC

FOTOPERIODO FOTOPERIODO FOTOPERIODO

ENDOGENA GIBERELINAS ENDOGENA GIBERELINAS ENDOGENA GIBERELINAS
‘.\ : _1’ %
\ / X M
UL SOCl AGL24 SOC1 AGL24 5051 AGl24
TRANSICION FLORAL TRANSICION FLORAL TRANSICION FLORAL

Figura 1-29: El papel de FUL en la transicion floral en funcién de las condiciones de crecimiento. Los fenotipos
mostrados por el mutante ful difieren segun las condiciones de crecimiento y los niveles de FLC. En condiciones de
dia largo (A), la ruta del fotoperiodo estimula la acumulacién de FT, que activa la expresion de SOC1 y FUL. Es estas
condiciones, la ausencia de FUL apenas se percibe, posiblemente debido a la redundancia funcional que puede
existir con SOC1 y AGL24. En condiciones de dia corto (B), la ausencia de FT provoca que otras rutas inductoras se
vuelvan mas determinantes, como la ruta de las giberelinas que actia sobre SOC1 y AGL24, o la ruta de la edad que
actua sobre FUL y SOC1. En estas condiciones el papel de FUL en la transicidon floral es mas evidente que en
condiciones de dia largo. Por ultimo, en plantas con alelos activos de FRI y FLC (C), FUL parece cobrar un papel
determinante, debido a la baja expresion de SOC1 y AGL24.
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FUL media en la transicion del estado adulto vegetativo a reproductivo.

Como hemos comentado, uno de los fenotipos asociados a la mutacion ful es el retraso en la
transicién floral, afectando principalmente a la transicion de la fase 11 a 12. La transicidn floral,
ademads de iniciar el desarrollo reproductivo, conlleva una transicién en los caracteres de los
6rganos producidos, que van adoptando caracteristicas tipicas de la fase inflorescente
(Poethig, 2003; Wu y Poethig, 2006). El fenotipo observado en las hojas caulinares del mutante
ful indica, ademas de un retraso en la transicion floral reflejado por el incremento en nimero,
un defecto en la adquisicidn de los caracteres adultos tipicos de este tipo de hoja, ya que estas
hojas siguen manteniendo caracteres de hojas adultas vegetativas en lugar de presentar
caracteres de hojas adultas reproductivas. La ruta endégena descrita previamente que
controla la transicion floral, a su vez también esta controlando los diferentes cambios de fase
gue experimenta Arabidopsis. Como ya hemos comentado, FUL es una de las principales
dianas de esta ruta (Shikata et al., 2009; Usami et al., 2009; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009;
Wu y Poethig, 2006; Yamaguchi et al., 2009), por lo que no seria descabellado pensar que
pudiera estar mediando en ambos procesos. En cierto modo, podriamos considerar que en el
mutante ful existe un desacoplamiento entre el inicio de la transicion floral y los cambios
asociados a ella, por lo que FUL podria actuar sincronizando la transicion floral con los cambios
morfoldgicos asociados, como la forma, tamafio y caracteres de la hojas caulinares (Shikata et
al., 2009; Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009; Wu y Poethig, 2006; Wu et al., 2009) (Fig.
1-30). Una caracterizacién detallada de todas las hojas generadas por el mutante ful, asi como
por la linea 35S::FUL, serian necesarias para profundizar en el conocimiento de esta posible
funcién de FUL en los cambios de fase de Arabidopsis.

Figura 1-30: FUL participa en la transicion

RUTA floral y en la adquisicion de los caracteres
adultos reproductivos. La ruta enddgena
ENDOGENA de la edad media tanto en la transicion

floral como los sucesivos cambios que se
producen en los 6rganos desarrollados por
el SAM y que caracterizan las diferentes
etapas de desarrollo de Arabidopsis, etapa
juvenil, adulta y adulta reproductiva.
Puesto que esta ruta participa en la
regulacion de FUL, y que el mutante ful
presenta defectos tanto en la transicion

v CARACTERES floral, como en la adquisicion de los
TRANSICION caracteres adultos reproductivos de las
FUL > ADULTOS hojas caulinares, podria ocurrir que FUL

FLORAL
REPRODUCTIVOS participara en la sincronizaciéon de estos

dos procesos.

Este trabajo de tesis pone de manifiesto que FUL puede ser considerado como un integrador
de la transicién floral, y trabajos recientes apoyan esta idea al mostrar que FUL esta regulado
directamente por diferentes rutas inductoras de la transicion floral, como la ruta del
fotoperiodo y la ruta enddgena de la edad, pero,

¢Cémo participa FUL en la promocidn de la transicion floral?
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FUL controla la duracion de la fase inflorescente a través de la regulacion de
LFY.

El fenotipo mostrado por el mutante ful establece también una diferencia entre las dos clases
de transiciones descritas, la transiciéon V a I1 y la transicidn I1 a 12. El mutante ful no afecta del
mismo modo a las diferentes fases de desarrollo de la planta, siendo la fase I1 la mas afectada.
De hecho, en condiciones de dia largo el efecto de ful en la transicion V es practicamente
imperceptible, aunque si se aprecia un efecto significativo en la fase I1. Cuando las condiciones
no son favorables (dia corto o presencia de un gen activo de FRI) el requerimiento de FUL se
hace mas patente en ambas transiciones, pero el efecto de la mutacion siempre es mas
notable en el establecimiento de la transicién I1 a 12, alargando la fase de desarrollo
inflorescente. Curiosamente, si se comparan estos fenotipos con los mostrados por otros
mutantes considerados integradores de la transicion floral, como soc1 o agl24, observamos
que estas mutaciones generan siempre retrasos mas severos en la transicion Va I1 que en la
transicidon I1 a 12, indicando efectos diferenciales entre los mutantes de estos integradores y
ful durante la transicién floral (Fig. 1-31). Por otro lado, también se conocen mutaciones que
incrementan el nimero de hojas caulinares producidas durante la transicidn floral, todas ellas
relacionadas con la pérdida de identidad floral, como las mutaciones en los genes LFYy AP1,y
que generan, ademas, defectos severos en el desarrollo floral (Fig. 1-31). El fenotipo del
mutante ful podria considerarse pues, como intermedio entre los fenotipos mostrados por los
mutantes de integradores de la transicion floral y los mostrados por mutantes de genes de
identidad de meristemo floral, ya que genera un retraso en la transicion V, pero también
genera un retraso en la transicion 11, aunque sin provocar defectos en el desarrollo floral.

soC1 Q{‘Q_- LFY
AGL24 FUL AP1
sOC1
AGL24
\/ ﬁ i :
Vegetativo Inflorescente 1 Inflorescente 2

Figura 1-31: FUL tiene un papel destacado en la transicion I1 a 12. El mutante ful provoca un retraso en la
transicion floral afectando tanto a la transicidon V a I1 como a la transicidn 11 a 12, pero su efecto siempre es mas
notable durante la fase 11, provocando un fuerte incremento en el nimero de hojas caulinares producidas, lo que
se traduce en un alargamiento de la fase inflorescente 11. Mutaciones en otros genes considerados integradores de
la transicion floral como SOCI o AGL24 afectan principalmente a la transicion V a 1, con pequefios efectos sobre la
transicion I1 a I12. Incrementos similares en el nimero de hojas caulinares también se han descrito en mutantes que
confieren identidad de meristemo floral, como Ify y ap1, aunque estas mutaciones apenas afectan a la transicion V a
I1., por lo que FUL podria ser clave en la activacion adecuada de estos genes de identidad floral, ademas de
promover la transicidn floral.
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Durante mucho tiempo FUL se ha considerado como un gen que confiere identidad de
meristemo floral, ya que presenta un alto grado de homologia con los genes de identidad de
meristemo floral AP1y CAL y a que el triple mutante ap1 cal ful, presenta una mayor pérdida
de identidad de meristemo floral que la mostrada por el doble mutante ap1 cal. Esto sugiere
que FUL podria funcionar de forma similar a AP1 y CAL. La expresion de LFY en el triple
mutante ap1 cal ful es menor que en el doble ap1 cal, indicando que FUL podria participar en
la activacidn y mantenimiento de la expresién de LFY en los meristemos florales (Ferrandiz et
al., 2000a), al igual que lo hacen AP1 y CAL. Nuestros resultados muestran, efectivamente, que
FUL es un regulador directo de LFY. Sin embargo, en plantas silvestres, FUL nunca se expresa
en los estadios iniciales de desarrollo de los primordios florales, ya que AP1 parece reprimir su
expresion en estos tejidos (Mandel y Yanofsky, 1995). LFY y AP1 se autoregulan (Liljegren et
al., 1999; Parcy et al., 1998), pero la expresion de LFY precede a la expresién de AP1 (Hempel
et al., 1997). Toda esta informacidn sugiere que FUL podria actuar promoviendo la activacidn
de la expresion inicial de LFY en los flancos del SAM, y que una vez LFY estuviera presente, este
activaria la expresion de AP1 que finalmente reprimiria la expresién de FUL en el primordio
floral (Fig. 1-32). El fallo en la correcta activacidn de LFY explicaria el retraso en la aparicion de
las flores, asi como la aparicién de flores sustentadas en una hoja observadas en condiciones
de dia corto, ya que se ha relacionado a LFY, con la supresion de este caracter durante el
desarrollo floral (Hepworth et al., 2006; Weigel et al., 1992).

Figura 1-32: FUL es un regulador directo de

SAM FLOR LFY. Una vez FUL ha empezado a expresarse en
el SAM, participa en la activacién de LFY, un

gen de identidad floral. La expresidon de LFY

activa a su vez la expresidon de otro gen de

L FY identidad floral AP1, entre los que se establece
un ciclo de retroalimentacion positivo. A su

\\ vez, AP1 reprime la expresion de FUL,
delimitando claramente la region del SAM en la

F U L / Apl CAL que se originara el primordio floral.

-n
-
—

FUL podria regular la activacion de LFY junto con SOC1.

Nuestros resultados muestran que FUL y SOC pueden funcionar tanto conjuntamente como
independientemente. El efecto conjunto de ambas proteinas se deduce facilmente a partir de
los fenotipos observados en el doble mutante, donde ademas de mostrar un fenotipo mas
severo en el tiempo de floracidn, presenta fenotipos inexistentes en los dos mutantes
sencillos, indicando una accién conjunta de ambos genes. La doble sobreexpresion de estos
genes también sugiere una accion conjunta de ellos, contribuyendo ambos al adelanto de la
transicién floral. Los datos genéticos a su vez, también indican cierto grado de independencia
de sus efectos reguladores, ya que los mutantes sencillos presentan fenotipos por si mismos,
sugiriendo que si bien una posible redundancia funcional pudiera existir, esta no seria total. En
este trabajo de tesis hemos observado que FUL es capaz de unirse al promotor de LFY'y regular
su expresién. SOC1, al igual que FUL, también se une a este promotor y regula la expresién de
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LFY (Lee et al., 2008). Ya que ambas proteinas son capaces de dimerizar, tanto en ensayos de
doble hibrido en levadura (de Folter et al., 2005) como en ensayos de BiFC en hojas de tabaco,
no seria descabellado pensar que este dimero pudiera estar presente durante el desarrollo de
Arabidopsis, y que tuviera una relevancia funcional. Ademas, ambas proteinas se unen en la
misma regién del promotor de LFY, sugiriendo que el dimero FUL-SOC1 podria estar
controlando la expresién de LFY. Ya que ambos mutantes también afectan a la expresion de
este gen por separado, podriamos pensar que ambos genes serian capaces también de realizar
esta funcion individualmente (Fig. 1-33) o formando complejos con otros promotores de la
transiciéon, aunque el dimero FUL-SOC1 podria activar mas eficientemente la expresion de LFY
(Fig. 1-33). La formacién de un dimero que potencie la accidn reguladora de estas proteinas
también explicaria el fenotipo observado en las plantas 35S::FUL 35S::SOC1, que presentan un
fenotipo extremo de floracién, donde todos los meristemos aéreos se convierten en
meristemos florales al igual que ocurre en plantas 35S::LFY (Weigel y Nilsson, 1995).

El doble ful socl presenta un retraso en la aparicién de las flores mucho mas fuerte que
cualquiera de los mutantes sencillos, indicando que la formacién del dimero FUL-SOC1 no seria
el unico responsable de la transicion floral. De ser asi, el doble mutante ful soc1 deberia ser
epistatico a alguno de los mutantes sencillos, sugiriendo que SOC1 y FUL podrian estar
formando otros dimeros también importantes en la transicidon floral y la activacion de LFY.

De acuerdo con este razonamiento, un mecanismo de accién similar al que hemos propuesto
para el dimero FUL-SOC1 ha sido descrito previamente para SOC1 y AGL24. SOC1 tiene
localizacién citoplasmatica y cuando interacciona con AGL24, el dimero se localiza en el nicleo
de la célula, donde activa la expresién de LFY (Lee et al., 2008; Liu et al., 2008) (Fig. 1-33).

Figura 1-33: El dimero FUL-SOC1 media la
activacion de LFY. Los mutantes sencillos de FUL y
| SOC1 presentan defectos en la activacidon de LFY

sefialando que participan en su regulacién. Tanto
@. FUL como SOC1 son capaces de unirse al
promotor de LFY en una misma region, a la vez
que son capaces de interaccionar fisicamente. El
hecho de que en un doble mutante ful socl se
produzca un retraso en la aparicion de las flores
muchisimo mas fuerte que en cualquiera de los
mutantes sencillos indicaria que el dimero FUL-
SOC1 regularia la expresion de LFY de una forma
mas eficiente. Este mismo mecanismo de accion
también ha sido propuesto para el dimero
formado por SOC1 y AGL24, otro integrador de la

I transicion floral.

Asi, FUL parece funcionar de un modo similar a AGL24, ya que el dimero FUL-SOC1 detectado
por BiFC se localizé siempre en el ndcleo, por lo que la formacién del dimero podria dirigir la
entrada de SOC1 en el nucleo, y mediar la activacidon de LFY. El hecho de que FUL y AGL24
interaccionen de forma similar con SOC1 explicaria el escaso fenotipo observado en ciertas
condiciones en el mutante ful, ya que AGL24 podria reemplazar a FUL en esas situaciones. Del
mismo modo, FUL podria también interaccionar fisicamente con AGL24 (de Folter et al., 2005),
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por lo que también podria reemplazar en algunas ocasiones la ausencia de SOC1. En el doble
mutante ful socl, donde ninguna de estas tres combinaciones propuestas podria estar
funcionando obtendriamos defectos mucho mas fuertes que en cualquiera de los mutantes
sencillos.

Ademas, FUL podria mediar la activacion de SOC1.

Como hemos comentado, FUL podria estar actuando de forma similar a AGL24, pero su
relacidn con SOC1 no parece ser idéntica. SOC1 y AGL24 se autoregulan, confiriendo robustez a
la transicién floral (Liu et al., 2008) (Fig. 1-34). La sobreexpresién tanto de SOC1 como de
AGL24 provoca adelanto de la transicién floral. Cuando una de estas sobreexpresiones se
combina con la mutacion del otro gen se produce una correccion del adelanto del tiempo de
floracion de la sobreexpresion, indicando que la floracidn temprana de las sobreexpresiones
depende, en parte de la regulacién y la presencia del otro gen, por lo que ambos genes
podrian estar regulandose mutuamente y participando en la promocién de la transicion floral
como dimero. Nuestros resultados indican que el adelanto del tiempo de floraciéon observado
en la linea 35S::FUL depende, en gran medida, de la presencia de SOC1, apuntando a que FUL,
al igual que AGL24, actuaria activando la expresion de SOC1 (Fig. 1- 34). Pero la situacion
inversa no muestra lo mismo. El efecto promotor de la linea 35S5::SO0C1 no depende de la
presencia de FUL, indicando que SOC1 no estaria regulando los niveles de FUL (Fig. 1- 34) o que
no necesitara a FUL para formar otros complejos promotores de la transicion.

Como hemos discutido anteriormente podria ocurrir que AGL24 estuviera enmascarando la
ausencia de ful. El hecho de que FUL no enmascare el fenotipo observado en las plantas
35S::50C1agl24 sugiere que al menos la relacidén entre SOC1, y AGL24 y FUL difiere en este
aspecto. SOC1 seria capaz de regular a AGL24 pero aparentemente no a FUL (Fig. 1- 34). De
todos modos seria interesante testar la relacion entre estos tres genes, tanto a nivel de
regulacién como de interaccion fisica, ya que parte de la funcién reguladora de SOC1 y su
localizacién en el nucleo parece depender de su interacciéon con FUL y AGL24, sin descartar
otras posibles interacciones de SOC1.

FUL~__

SOC1 — AGL24

Figura 1-34: FUL media la activacion de SOC1. Aunque parte del mecanismo de accidn propuesto para FUL
mimetiza el seguido por AGL24, no coinciden completamente. Mientras que entre SOC1 y AGL24 se establece un
ciclo de retroalimentacién positiva, esto no ocurre entre SOC1 y FUL, nuestros resultados sugieren que FUL seria
capaz de activar a SOC1, mientras que SOC1 podria no regular a FUL. De este modo, FUL podria actuar en algunas
ocasiones aguas arriba de SOC1 y AGL24.

SVP media los efectos de FUL durante la transicion floral

FUL y SOC1 parecen funcionar de un modo similar, actuando como promotores de la transicion
floral, mientras que SVP esta considerado como un fuerte represor de la transicién, al reprimir
la expresién de genes que la promueven, como SOC1, y actuando de forma opuesta a FUL (Fig.
1-35). De hecho los fenotipos de los mutantes ful y svp son opuestos. Al analizar los fenotipos
de los dobles mutantes de svp ful y svp 35S::FUL llama fuertemente la atencidn la epistasia de
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svp sobre ambas lineas. El fenotipo del doble ful svp resulta esperable. FUL podria estar
regulando los niveles de SVP, de ahi |a epistasia de svp o bien, ya que SVP reprime a SOCI, los
altos niveles de SOC1 en el mutante svp podrian estar enmascarando la ausencia de FUL (Fig.
1-35). Pero el fenotipo de las plantas 35S::FUL svp es completamente inesperado. Al combinar
la sobreexpresidon de FUL y el mutante svp, dos lineas que presentan adelanto del tiempo de
floracion, esperariamos un efecto sinérgico sobre este caracter, o al menos, un tiempo de
floracion similar al de la linea mas temprana, 35S::FUL (Fig. 1-36). Estos resultados indicaban
que el papel regulador que ejerce FUL sobre el tiempo de floracién, donde actia como un
promotor, dependen de la presencia de SVP, un represor clasico de este proceso (Fig. 1-36).

mutante ful silvestre mutante svp

ful SVP | FUL SVP ! FUL svp

NS

soc1 j' SOC1 SOC1 T

doble mutante ful svp

1
ful svp FUL —— SvP

..... N A

SOC1 T SOC1

Figura 1-35: FUL y SVP tienen papeles opuestos durante la transicion floral. Se ha descrito que SVP es un fuerte
represor de la expresion de SOCI1, mientras que nuestro trabajo indica que FUL se puede comportar como un
activador de la expresién de SOC1. Segun este razonamiento en el mutante ful, los niveles de SOC1 estarian bajos
debido a la ausencia de FUL y la represion de SVP. Por su parte, en el mutante svp ocurriria lo contrario,
encontrando altos niveles de SOC1. El fenotipo observado en el doble mutante ful svp es similar al observado en el
mutante svp, sugiriendo un posible papel de FUL a través de SVP. Una posibilidad seria, puesto que FUL es capaz de
unirse al promotor de SVP, que participara en su represién (1). Por otro lado los altos niveles de SOC1 del mutante
svp podrian enmascarar la ausencia de FUL (2).

Los patrones de expresion descritos para FUL y SVP son antagonistas, ya que durante el
desarrollo vegetativo SVP se expresa en la vasculatura foliar y el SAM mientras que FUL apenas
se expresa. Durante la transicidn floral se invierten los patrones de expresion, expresandose
FUL fuertemente en el SAM vy la vasculatura, mientras que SVP desaparece de estos tejidos.
Esta relacion antagonista sugiere una posible regulacién entre estos genes, de forma que FUL
podria estar reprimiendo la expresidon de SVP durante la transicion floral y el desarrollo de la
inflorescencia. Esta posibilidad estaria apoyada por el fenotipo del doble mutante, donde se
suprime el retraso de la floracidn observado en el mutante ful, y por el resultado del
experimento de ChIP realizado sobre el promotor de SVP, al que se une FUL, pero no explica el
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fenotipo de las plantas 35S::FUL svp. Si FUL funcionara Unicamente regulando los niveles de
SVP, las plantas 35S::FUL svp deberian ser similares a las 35S::FUL, por lo que debe existir otro
mecanismo de regulacion que explique este resultado (Fig. 1-36).

Ya que tanto FUL, un activador, como SVP, un represor, se unen al promotor de SOC1, es légico
pensar que ambos actuarian de forma opuesta, compitiendo por activar o reprimir la expresion
de SOC1 (Fig. 1-36). Segun este planteamiento, la ausencia de SVP aumentaria la expresion de
SOC1, adelantando la transicion floral, y la sobreexpresién de FUL seria capaz de saltar la
represién de SVP, activando la expresion de SOC1 y adelantando también la transicién floral
(Fig. 1-36). Segun este planteamiento, la combinacidon 35S::FUL svp deberia presentar un
fenotipo aditivo, con un tiempo de floracion menor que los desarrollados por los parentales, o
al menos florecer tan temprano como las plantas 35S::FUL..

35S::FUL silvestre mutante svp

35S::FUL FUL FUL svp

\/ N

soc1 SOC1 50C1T

doble 35S::FULsvp

35S::FUL svp FUL

‘\gVP
————— >

soci | SOC1

Figura 1-36: SVP puede ser también un promotor de la transicion floral. Tanto las plantas 35S::FUL como las svp
presentan adelantos de la floracién, puesto que ambas lineas afectan a SOCI. En la combinacién 35S::FUL svp
esperariamos ver un efecto sinérgico en el tiempo de floracidon o un fenotipo similar al tiempo de floracion mas
temprano de las lineas parentales, 35S::FUL. La epistasia de svp observada en las plantas 35S::FUL svp indica que el
adelanto de la floracion observado en 35S::FUL depende de la presencia de SVP, un represor de la transicién floral.

La epistasia observada indica que FUL requiere de SVP para promover la floracidn. Esta idea
implica que SVP, considerado un represor clave de la transicion floral, también puede
comportarse como un promotor, pero

¢Qué puede generar este cambio de accién reguladora en SVP?
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SVP como un regulador dual de la transcripcion.

Una posibilidad que explicara el cambio funcional de SVP seria su interaccion con FUL.
Nuestros resultados de BiFC muestran que ambas proteinas interaccionan, y que el dimero
resultante se localiza en el ndcleo donde podrian ejercer alguna funcién reguladora conjunta.
Para que este dimero fuera funcional, ambas proteinas deberian encontrarse presentes a la
vez en un mismo tejido. El Unico momento en el que ambas proteinas coexisten es al inicio de
la transicién floral, en el SAM (Fig. 1-37). En ese momento los niveles de SVP son elevados y los
de FUL aumentan rapidamente. Justo en ese momento ambas proteinas podrian dimerizar
modificando la accién represora de SVP.

Expresion SVP SAM Figura 1-37: Las proteinas FUL y SVP
F coinciden en el SAM al inicio de la

F
SAM transicion floral. FUL y SVP presentan
SAM hc hc he patrones de expresidén opuestos
r
- ® b e L durante el desarrollo de Arabidopsis,

expresandose  SVP  fuertemente
durante la etapa vegetativa, mientras
que FUL lo hace durante la etapa

SAM
F ® F . .
reproductiva. Ambas expresiones
SAM . ]
ff coexisten en el momento inicial de la
hr transicion floral, cuando FUL empieza
4 hr \J . L,
. & a incrementar su expresion y SVP a

disminuirla.

Expresion FUL

Vegetativo Transicion Va Il Transicionlila I2

Puesto que ambas proteinas se unen al promotor de SOC1, una de las dianas reguladas por
este dimero, y por el cambio de actividad de SVP, podria ser SOCI. Se ha descrito que SVP
dimeriza también con el factor de transcripcién FLC, otro gen perteneciente a la familia MADS,
y que ambas proteinas participarian en la represién directa de SOC1 (Fig. 1-38). Asumiendo
que SVP y FUL son capaces de interaccionar, la aparicion de FUL podria desplazar a FLC del
dimero que forma con SVP, modificando la regulacién de SOC1 (Fig. 1-38). Puesto que SVP es
necesario para obtener el adelanto de la transicién floral observado en 35S::FUL,
posiblemente, el nuevo dimero funcione mediando la activacién de SOC1 (Fig. 1-38).

Este razonamiento estaria de acuerdo con los fenotipos observados en las dobles
sobreexpresiones de FUL y SVP, y de FUL y FLC. Mientras que en presencia de niveles elevados
de FUL y FLC se observa un tiempo de floracion intermedio entre ambos parentales, la doble
sobreexpresion de FUL y SVP presenta floracion temprana, similar al tiempo de floracién de las
plantas 35S::FUL, sugiriendo que SVP en presencia de FUL no reprime la transicién floral,
mientras que FLC si que lo hace. Asi, podemos proponer la hipdtesis de que FUL y FLC podrian
estar compitiendo por la formaciéon de dimeros con SVP. En funcién del dimero formado por
SVP su funcién reguladora podria ser activadora (FUL-SVP) o represora (FLC-SVP) (Fig. 1-38).

Este tipo de comportamiento dual también se ha propuesto para otros de factores de
transcripciéon mediante estudios transcriptdmicos de micromatrices acoplados a ChlIP-seq.
(Yant et al.,, 2010; Kaufmann et al. 2010), entre los que se encuentra algin factor de
transcripcién tipo MADS (Kaufmann et al. 2010). Nuestra hipdtesis establece que en el
momento en que apareciera FUL, el efecto represor del dimero FLC-SVP se veria afectado. FUL

63



DISCUSION Capitulo 1

dimerizaria con SVP, bien desplazando a FLC, bien formando complejos FUL-SVP activadores
que competirian con la accidn represora del dimero FLC-SVP en la regulacién de SOC1 (Fig. 1-
38).

FUL FLC

(SVP! FLC

sOC1 soc1 ¢

|
: FUL
|
:
|

soc1 1

]
Figura 1-38: SVP podria comportarse como un represor y un promotor de la transicion floral. SVP dimeriza con FLC

y ambos reprimen la expresion de SOC1. Por su parte FUL y SVP promueven la transicién floral de forma conjunta.
Antes de la transicion floral, en ausencia de FUL el dimero SVP-FLC esta presente y reprime la expresion de SOC1. En
el momento que aparece FUL, y puesto que es capaz de dimerizar con SVP podria desplazar a FLC del complejo que
forma con SVP, disminuyendo el efecto represor sobre SOC1. El nuevo dimero FUL-SVP actuaria ahora como
activador, disparando la expresién de SOC1.

Los sitios de unidn en el promotor de SOC1 para SVP y FLC se han descrito detalladamente.
SVP y FLC se unen a dos CarGs contiguas situadas a -978 y -949 p.b. del coddn de inicio de
SOC1 respectivamente. La zona de unidn de FUL al promotor de SOC1 se encuentra a unas 200
bases de las CarG establecidas para SVP y FLC, donde se encuentran dos posibles CarGs, por lo
gue se une a una region distinta de la unida por SVP y FLC.

Se ha propuesto que los factores de transcripcién tipo MADS se unen al DNA en forma de
dimeros, y que la actividad reguladora por ellos ejercida depende de la formacién de estos
dimeros, y de complejos de orden superior formados por los dimeros iniciales. La unién de
estos complejos a las secuencias que reconocen en el promotor de los genes diana puede
generar la formacion de lazos o bucles de DNA que estarian relacionados con la actividad
reguladora de estos factores de transcripcidon. Resulta interesante pues observar que la unién
del dimero SVP-FLC, aparentemente no generaria ningun lazo en el promotor de SOC1 debido
a la proximidad de las CarG que unen, mientras que la unidon del dimero SVP-FUL
aparentemente si podria hacerlo. La formacién de este lazo, al situarse el sitio de unién de FLC
al promotor de SOCI entre los sitios de unién de SVP y FUL, ademas de mediar la actividad
sobre SOC1, podria impedir la futura unién de FLC y su efecto represor (Fig. 1-39).

Para dar mas evidencia experimental a este modelo seria interesante testar la capacidad de
unién de estos factores de transcripcidon a sus dianas en ausencia de algin componente del
dimero aqui descritos, como por ejemplo realizar experimentos de ChIP con la proteina FUL en
plantas mutantes svp para observar si la unién de FUL al promotor de SOC1 depende de la
presencia de SVP. Otro experimento a realizar podria ser comprobar si la unién del dimero
FUL-SVP al promotor de SOC1 seria capaz de generar el lazo propuesto en nuestro modelo
mediante experimentos de TPM (Tethered particle motion) (Finzi y Dunlap, 2003; Kooiker et
al., 2005), donde se fija a un soporte rigido un extremo de una secuencia de DNA, en este caso
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un fragmento del promotor de SOCI, y se afiaden las dos proteinas a testar. Si ambas
proteinas se unieran a los sitios descritos e interaccionaran entre ellas, se produciria un
acortamiento de la secuencia que seriamos capaces de detectar con esta técnica.

Figura 1-39: La uniéon del dimero FUL-SVP al
@ promotor de SOC1 podria generar la formacion de
un lazo de DNA. Las CarGs reconocidas por SVP y FLC

—| han sido claramente descritas, encontrandose
@@ separadas por apenas 20 pares de base. El sitio de
AN union establecido para FUL se encuentra a unos 200

pares de bases de los sitios de SVP y FLC. Segun la

disposicion de estos sitios de unién, el dimero FLC-

SVP, al tener los sitios de unidn tan proximos, se
uniria a una unica zona del promotor. Por otro lado, el
dimero FUL-SVP, al encontrarse sus sitios de unién

alejados uniria dos zonas distintas, lo que podria
@ generar la formacion de un lazo de DNA.
—_—

El papel de FUL en ecotipos de habito invernal.

Como hemos introducido, FLC actua como un represor de la transicion floral, a través de la
represién directa de SOCI, dimerizando con SVP. Como se describié en la introduccidn, los
genes FRIy FLC son responsables de una gran parte de la variacién natural encontrada entre
los diferentes ecotipos de Arabidopsis, y a su vez, responsables del tiempo de floracién de los
ecotipos de habito invernal, una adaptacién clave para la especie en habitats frios. Nuestro
trabajo muestra que parte del fenotipo en el tiempo de floracién de la mutacién ful se corrige
con un tratamiento de vernalizacidn. Ademas los fenotipos mds extremos respecto al retraso
en el tiempo de floracidon del mutante ful son los descritos cuando la mutacién se encuentra en
un fondo FRI Col.

La vernalizacién afecta principalmente a los niveles de FLC, reduciéndolos. Ya que parte del
retraso en el tiempo de floracién del mutante ful se corrige con un tratamiento de
vernalizacién, podriamos pensar que existe una relacién entre ambos genes. Posiblemente,
parte del retraso en el tiempo de floracién del mutante ful se deban a la presencia de FLC,
sugiriendo que FUL pudiera controlar de algin modo los niveles de esta proteina o evitar su
efecto represor. Tanto la regulacién de FLC por FUL, como que FUL pudiera interferir en la
accion represora de FLC son hipdtesis plausibles (Fig. 1-40). Por un lado, la expresidn ectdpica
de FUL es capaz de suprimir el fenotipo de tiempo de floracién observado en las lineas FRI Col
y 35S::FLC, aunque este efecto es mas notable en plantas FRI Col, donde FLC se expresa a
través de su propio promotor. Estas dos hipdtesis explican también lo observado al analizar la
expresion de FLC en plantas 35S::FUL con alelos funcionales de FRI'y FLC. Estas plantas florecen
mucho antes que las plantas FRI Col, pero aunque los niveles de FLC son menores, florecen en
presencia de FLC, mientras que las plantas control florecen cuando no se detecta expresion de
FLC. Asi, FUL parece ser capaz de evitar el efecto represor de FLC, pero también es capaz de
disminuir los niveles de FLC, por lo que podria actuar reprimiendo su expresion. El efecto sobre
los niveles de FLC mediado por FUL parece ser indirecto, ya que en nuestro experimento de
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ChIP, no hemos sido capaces de encontrar ninguna region del promotor de FLC enriquecida,
aunque no se puede descartar la posibilidad de una regulacién directa de FLC por FUL a través
de otra region no testada en nuestro experimento. Recientemente se ha descrito que SOC1
puede controlar la expresién de FLC de forma indirecta, reprimiendo la expresién de los genes
de respuesta a frio CBFs (CRT/DRE binding factors) y COLD REGULATED (CR), que a su vez
activan la expresion de FLC (Seo et al. 2009). Ya que FUL y SOC1 son capaces de dimerizar
podrian participar de forma conjunta en la regulacién de estos genes, y de forma indirecta, en
la regulacion de FLC (Fig. 1-40). De este modo, FUL podria regular indirectamente la expresion
de FLC, y a su vez, eliminar el efecto represor de FLC sobre SOC1 a través de su interaccién con
SVP (Fig. 1-40).

Figura 1-40: Efecto de FUL sobre FLC. FUL podria modular la
CBF CR respuesta mediada por FLC de dos modos, bien reprimiendo su
expresion (1y 3), o bien compitiendo con FLC por dianas comunes (2).

3 Nuestros resultados no nos han permitido establecer si FUL reprime a
FLC de forma directa, aunque si observamos una disminucién de sus
niveles en plantas 35S::FUL (1). Una opcién plausible seria la

1 competicion por dianas comunes como SOC1, ya que ambas proteinas

FLC I------------ FU L se unen a su promotor (2). La regulacidn indirecta de FLC por FUL
podria mediarse a través de la represidn de los genes CBF y CR junto a

\_ / SOC1, que son activadores de la expresion de FLC.

SOC1

Relevancia bioldgica de la funcion de FUL durante la transicion floral.

Este trabajo de tesis pone de manifiesto el papel de FUL en el control del tiempo de floracion
en Arabidopsis thaliana, siendo esta funcién mas notable en condiciones no inductivas de
fotoperiodo y cuando estdn presentes los genes FRI y FLC. En estas condiciones, donde no
existe un fotoperiodo inductor o estan presentes fuertes represores de la transicién floral, el
efecto de otras sefiales inductoras resulta clave para iniciar la transicion floral y asegurar la
produccién de una nueva generacién de plantas. FUL podria estar comportandose como un
gen clave en estas condiciones. Una de las rutas mas relevantes en estas condiciones debe ser
la ruta enddgena de la edad. Esta ruta modula la transicion floral y los cambios morfoldgicos
asociados a este proceso de desarrollo en funcion de la edad de la planta, asegurando la
floracion a pesar de las condiciones adversas. Esta ruta ademas, esta acoplada también a la
ruta del fotoperiodo, al menos de 2 modos. Por un lado, GIGANTEA (Gl), un gen clave en el
control de los ritmos circadianos, y por lo tanto de los niveles de CO, participa en la regulacion
positiva de los niveles del miR172 (Jung et al., 2007), al igual que lo hace la ruta enddgena de la
edad, permitiendo que se expresen los genes SPL y se de la activacion de FUL. Por otro lado,
existen indicios de que FUL, podria participar de algin modo en la activacién de FT,
contribuyendo de este modo a disparar la transicion floral en ausencia de un fotoperiodo
inductivo (Wang et al., 2009). Aunque en Arabidopsis no se ha demostrado que FUL pueda
activar a FT, en gramineas parece ser el mecanismo adoptado en condiciones de respuesta al
fotoperiodo y a la vernalizacién, donde el homologo de FUL, VRN1, es necesario para activar al
homologo de FT, VRN3 (Shimada et al., 2009). Aunque las transiciones florales de Arabidopsis y
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de trigo difieren claramente, FUL mantiene un papel destacado en ambas especies.
Posiblemente, en Arabidopsis, FUL haya adquirido mds importancia relativa en procesos donde
no existe un fotoperiodo inductivo, mientras que en condiciones donde si existe este
fotoperiodo inductivo parece no ser tan relevante, posiblemente debido a fendmenos de
redundancia funcional con otros genes, como podrian ser SOC1 y AGL24.

Modelo integrador del papel de FUL durante la transicion floral.

En plantas anuales, como Arabidopsis thaliana, donde sélo existe un Unico ciclo reproductivo,
podria resultar clave el efecto inductor de la floracién mediado por FUL, principalmente
cuando no se han encontrado condiciones dptimas durante el desarrollo. FUL percibiria las
sefiales procedentes de la ruta enddgena, incrementando su expresién. Una vez presente
activaria la expresién de SOC1, tanto a través de una regulacion directa, como a través de la
supresion de efectos represores. FUL podria desplazar a FLC del dimero que forma con SVP
cambiando su actividad y activando la expresién de SOC1, dando inicio a la transicién V a 11
(Fig. 1-41).

Una vez SOC1 estuviera presente, interaccionaria con FUL mediando la activacién de LFY e
iniciandose la transicion I1 a I2 (Fig. 1-41). Al mismo tiempo, FUL podria mediar la represidon de
SVP vy FLC observada durante el desarrollo de la inflorescencia (Fig. 1-41). Este efecto represor
podria estar mediado, al igual que la activacidn de LFY, por el dimero FUL-SOC1, o por otros
complejos en los que FUL estaria participando y que todavia no han sido identificados.

Este modelo explicaria el efecto de FUL durante todo el desarrollo inflorescente mediante la
formacién consecutiva de diferentes complejos proteicos. El balance entre los niveles de cada
proteina podria establecer el tipo de dimeros existente en cada momento regulando asi la
transiciéon de cada fase. De este modo, niveles elevados de FLC y SVP establecerian un
desarrollo vegetativo, mientras que abundancia de FUL y SOC1 determinarian un desarrollo
floral. El equilibrio entre los niveles de estas proteinas durante el estado inicial y final podria
establecer pues el desarrollo inflorescente, controlando el nimero de coflorescencias que
presentaria la planta.

Posibles aplicaciones de interés econdémico.

Ya que FUL podria estar acoplando la transicién floral y los cambios de fase asociados a ella,
podria resultar ser una herramienta de alto interés para modificar estos caracteres en especies
de interés agrondmico.

Puesto que FUL parece estar implicado en la transicion entre las fases de desarrollo y la
adquisicion de ciertos caracteres adultos reproductivos, seria interesante testar si el
incremento de los niveles de FUL podria reducir la etapa juvenil de ciertas especies agricolas,
durante la cual no son productivas. Esto podria resultar de interés en especies arbdreas como
los citricos, que presentan etapas juveniles muy largas.

Otra posible aplicaciéon podria ser intentar modificar el desarrollo inflorescente de especies
que presentaran patrones de desarrollo similares al de Arabidopsis, como podria ser la colza. El
incremento en el nimero de hojas caulinares observado en la mutacion ful va asociado a un
incremento en el nimero de coflorescencias producidas por la planta. Puesto que en las
coflorescencias también se producen flores/frutos, el incremento en coflorescencias se podria
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traducir en un incremento de la produccidn de flores/frutos, sin la necesidad de incrementar la
superficie cultivada ni el numero de plantas a recolectar, contribuyendo a un mejor
aprovechamiento de la superficie cultivada.

Desarrollo vegetativo

—_—
L I o —
- [ru ]

/ i

miR156/mir172
EDAD

Transicion vegetativo a inflorescente 1

- I i RO

—_ @ — S0C1 :

SD ] L @D @
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mirR156/miR172
EDAD &>

Transicion inflorescente 1 a inflorescente 2

@&
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@ —> Desarrollo floral

> @D
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Figura 1-41: Mecanismo de accion de FUL durante la transicion floral. En este modelo se muestran los posibles

pasos de la transicién floral regulados por FUL, asi como el mecanismo de accién seguido. Durante la fase de
desarrollo vegetativa, FUL estd ausente, pero los niveles de FLC y SVP son elevados. El dimero formado por FLC y
SVP actla reprimiendo la expresion de algunos integradores de la transicidn floral como FT y SOCI. En condiciones
de fotoperiodo no inductivo esta represion se mantiene durante largo tiempo, pero finalmente las plantas inician la
transicion floral debido a la actividad de otras rutas inductoras como la ruta endégena de la edad mediada por el
balance entre los miR156 y 172. Esta ruta activa finalmente la expresidn de FUL. Una vez aparece FUL se inicia la
activacion de SOCI1. FUL activa la expresion de SOC1 directamente, pero a su vez dimeriza con SVP, por lo que
desplazaria a FLC del complejo que forma con SVP. El nuevo dimero FUL-SVP se comportaria como un activador de
la expresidon de SOC1, provocando un cambio estructural en el promotor de SOCI que podria a su vez impedir la
unioén de FLC. Este grupo de eventos estableceria el inicio de la transicion V a I1. Una vez apareciera SOC1, FUL y
SOC1 formarian un nuevo complejo que activaria la expresion del gen de identidad floral LFY. Al mismo tiempo FUL
podria estar mediando la represion de SVP y FLC durante esta etapa junto a otros factores. Con la aparicién de LFY
se estableceria el inicio de la transicién 11 a 12, y la aparicién de las flores. Los rectdngulos indican genes mientras
que los circulos representan a las proteinas.
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Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

-FUL es un integrador de la transicion floral, que resulta clave en la transicion de ecotipos de
habito invernal donde los niveles de FLC son elevados.

-FUL regula los dos cambios de fase que tienen lugar durante la transicion floral (Vally Il a
[2) de forma diferente y en funcidn de las condiciones de crecimiento. En condiciones
favorables, como las de dia largo, FUL participa basicamente en la transicion 11 a 12, pero en
condiciones desfavorables, como las de dia corto, participa tanto en la transiciéon V a 11 como
enlallal2.

-FUL media la transicion I1 a I2 a través de la activacion directa del gen de identidad de
meristemo floral LFY.

-FUL participa en la transicidén V a 11 a través de la activacidn directa de otro integrador
de la transicidn floral SOC1. Al mismo tiempo ambas proteinas son capaces de interactuar
fisicamente y unirse al promotor de LFY.

-EL efecto promotor de FUL en la transicidn floral depende de la presencia de SVP.
-FUL y SVP interactuan fisicamente y se unen al promotor de SOC1

-SVP presenta un comportamiento dual en la transicidn floral, en funcidon de los
dimeros que forma. El dimero SVP-FLC reprime la expresion de SOC1. El dimero SVP-FUL puede
presentar una actividad diferente y convertirse en un activador de la transicidon floral,
activando la expresién de SOC1.
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Capitulo 2

Introduccion

El desarrollo en Arabidopsis thaliana

A diferencia del desarrollo animal, donde durante la embriogénesis se establecen y distribuyen
todos los tejidos y 6rganos que conformaran el ser vivo adulto, el desarrollo de las plantas es
basicamente post-embrionario. Durante el desarrollo embrionario de una planta se diferencian
los principales tejidos que la formaran y se establece el eje de crecimiento que determinara el
futuro desarrollo de la planta, a través de la diferenciacién de dos estructuras: la radicula en la
parte basal, y el hipocotilo y el/los cotiledon/es en la parte apical. En estos tejidos quedaran
latentes un pequefio grupo de células indiferenciadas que tras la germinacion daran lugar al
desarrollo modular tipico de la planta: los meristemos. En la parte apical del embridn, entre
el/los cotiledén/es, encontramos el meristemo apical del tallo (SAM, del inglés Shoot Apical
Meristem), que dara lugar al desarrollo de toda la parte aérea de la planta y en la parte basal
del embrién, en el extremo distal de la radicula, encontramos el meristemo apical de la raiz,
que dara lugar al desarrollo de toda la parte subterranea de la planta (Fig. 2-1) (Bowman,
1994; Weigel y Jurgens, 2002; Wolpert, 1998)

Figura 2-1. El desarrollo de las plantas es fundamentalmente
post-embrionario. Tras la germinacidn se obtiene una plantula
donde ya se observa la estructura basica de lo que sera la
morfologia de la planta adulta. Esta morfologia deriva de la
actividad de los meristemos apical del tallo y apical de la raiz,

meristemo apical

del tallo que son establecidos durante la embriogénesis. Las escalas de

la figura son aproximadas. Imagen de Arabidopsis modificada a
partir de Weigel y Jirgens (2002).

meristemo apical
de la raiz

Tras la germinacion, se inicia el desarrollo de la planta. Los meristemos producen de forma
sucesiva nuevos fitdmeros, o unidades estructurales que se repiten y conformaran el cuerpo
de la planta. Los fitdmeros estan constituidos por una hoja, un segmento de tallo y un
meristemo axilar formado en la interseccién de la hoja y el tallo. A lo largo de la vida de la
planta, el SAM produce de forma sucesiva estos fitdmeros, modificando su estructura en
funcién de fase del desarrollo en la que se encuentre. En Arabidopsis, durante la fase
vegetativa, el SAM produce hojas sin apenas elongacién de los entrenudos; durante el
desarrollo de la inflorescencia produce, primero, hojas con elongacién de los entrenudos y
después, flores, donde persiste la elongacién de los entrenudos pero se suprime la formacion
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de la hoja y se activa el meristemo asociado a ella que constituira el meristemo floral. Por todo
esto, podemos decir que los meristemos presentan dos caracteristicas esenciales: son capaces
de mantenerse a si mismos, manteniendo el grupo de células madre inicial, y son capaces de
integrar todo tipo de estimulos, tanto ambientales como enddgenos, que regulan las
diferentes etapas de desarrollo de la planta.

Asi, en la parte aérea de una planta de Arabidopsis adulta se pueden identificar diferentes
meristemos:

Meristemo apical del tallo: originado durante la embriogénesis, y que genera todo el
crecimiento de la planta. A excepcién de los cotiledones, todos los drganos y estructuras
presentes en la planta derivan de él. En Arabidopsis se considera que este meristemo es
indeterminado, ya que continuamente estd generando nuevos érganos.

Meristemos axilares: son meristemos derivados del SAM, que se forman en las axilas de las
hojas. Cuando se generan estan latentes y se activan posteriormente durante el desarrollo de
la planta, comportandose igual que el SAM.

Meristemo floral: son meristemos derivados del SAM durante la segunda fase del desarrollo
reproductivo y que dan lugar a las flores. Estos meristemos, a diferencia del resto, estan
determinados, y se agotan con el desarrollo floral.

Longevidad-habito de vida

Al observar la naturaleza nos damos cuenta de la gran variedad de formas y tamafios que
pueden adoptar las plantas, y de los diferentes habitos de vida que desarrollan: podemos
encontrar desde arboles con cientos de afios, a plantas que completan su ciclo de vida en
apenas unas semanas. Estas diferencias establecen lo que podemos denominar como habito
de vida de una especie. En funcién de su habito de vida podemos clasificar, de un modo
general, a las plantas en:

Plantas monocarpicas: son aquellas que solamente presentan un Unico evento de
reproduccion en su vida. Dentro de este grupo podemos diferenciar entre plantas anuales y
bianuales. Las plantas anuales son aquellas plantas que solamente viven una temporada. La
mayoria germinan, crecen y florecen durante la primavera y verano y producen sus semillas a
finales de verano u otofio, asegurando asi su continuidad para el préximo afio. Tras la floracién
las plantas senescen y mueren, mientras que las plantas bianuales on aquellas que duran un
par de temporadas. En la primera temporada solamente presentan desarrollo vegetativo. En la
segunda inician el desarrollo floral, con la aparicién de los frutos y la dispersidn de las semillas.
Al igual que las plantas anuales mueren tras la floracion. Dentro de este grupo existen
excepciones de especies que viven mas afos, como las especies del género Agave.

Plantas policarpicas: son plantas que viven mas de dos temporadas, alternando
desarrollo vegetativo y reproductivo cada temporada, y que por lo tanto, no mueren tras la
floracion. Estas plantas también se denominan policarpicas, ya que presentan varios eventos
de reproduccién en su vida.
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El meristemo

El SAM se establece durante la embriogénesis y genera todos los érganos de la parte aérea de
la planta, manteniendo su estructura y funcién a lo largo de toda la vida de la planta. A nivel
estructural, el SAM estd constituido por tres capas de células diferentes. Las dos capas de
células mds externas, la capa epidérmica, o L1, y la capa subepidérmica, o L2, que constituyen
la denominada tunica, se dividen de forma paralela a la superficie del meristemo. La capa mas
interna, o L3, que se denomina corpus, presenta divisiones en todas las direcciones (Fig. 2-2)
(Barton, 2010; Bowman y Eshed, 2000; Fletcher, 2002; Hobe et al., 2001). A partir de las células
de la capa L1 se originara la epidermis de todos los drganos. A partir de las células de la capa
L2 se formardn el mesodermo y las células germinales del polen y évulos. A partir de la capa L3
se derivaran los tejidos vasculares de la planta.

Figura 2-2. Organizacion histologica del
meristemo apical del tallo. Las células de la zona
central, en azul, se dividen lentamente. La
poblacion apical de células madre, en rojo, reside
en la zona central. Las células de la zona
periférica, en verde, se dividen mas rapidamente
e inician la formacién de los primordios de los
organos. A partir de la zona medular, en amarillo,
se inicia la diferenciacién del tejido interno del
tallo. Las flechas sefialan la posicidon de las capas
celulares L1, L2 y L3. Imagen modificada a partir
de Haecker y Laux (2001).

A nivel funcional, el meristemo se puede dividir en tres zonas. La zona central es el lugar donde
se encuentran las células madre iniciales (Steeves y Sussex, 1989). La zona central estd
formada por unas nueve células madre aproximadamente, tres por capa celular meristematica
(Furner y Pumfrey, 1992; Irish y Sussex, 1992). Rodeando la zona central se encuentra la zona
periférica, de donde se formaran los futuros érganos, mientras que por debajo de ella se
encuentra la zona medular de donde se generara el tallo (Fig. 2-2) (Steeves y Sussex, 1989).
Siguiendo esta divisiéon funcional, la zona central es una zona de baja actividad mitética,
mientras que la zona periférica y la zona medular son zonas de alta actividad, es decir, las
células madres se dividen con poca frecuencia, pero sus descendientes, una vez incorporadas a
otras zonas, se dividen rapidamente. Este hecho asegura la preservacion de las células madres
totipotentes, mientras que permite suplir el nimero de células destinadas a la formacion de
nuevos 6rganos (Bowman y Eshed, 2000; Hobe et al., 2001; Fletcher, 2002; Weigel y Jirgens,
2002). De este modo, el meristemo constituye una red celular dindmica que requiere una alta
coordinacion entre la diferenciacion y la proliferacidon, en la que cada célula debe recibir
informacidn acerca de su posicion relativa en cada momento en el meristemo (Barton, 2010).

Control genético de la formacion y mantenimiento de los meristemos.

La regulacién meristematica ha sido objeto de estudio intensivo durante los ultimos 20 afios,
por lo que se dispone de una gran cantidad de informacion acerca de las rutas genéticas
implicadas. Esta informacidn procede en su mayoria de estudios realizados en Arabidopsis.
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En la regulacién de los meristemos, y de la poblacion de sus células madre, se pueden
considerar dos aspectos. Uno seria la regulacién de su tamaifo, que estaria altamente
relacionado con la cantidad de células disponibles para la organogénesis y otro seria el
mantenimiento, que estaria relacionado con la determinaciéon del meristemo para dar una
estructura concreta, como una flor, o con la parada de su actividad.

El nivel de regulacion temporal permite diferenciar entre meristemos indeterminados,
aquellos que nunca cesan de producir nuevos drganos, y determinados, aquellos que terminan
en una estructura concreta agotando el contenido de células madre. En Arabidopsis se
considera que el SAM de la inflorescencia es un meristemo indeterminado, ya que produce de
forma continuada nuevos érganos hasta que la planta muere, pero en otras especies, como el
tomate o tabaco, el SAM de la inflorescencia es determinado, y tras la produccion de varias
flores se determina, produciendo una flor (flor terminal) que agota las células madre del
meristemo, provocando que el desarrollo continte a partir de meristemos axilares

WUSCHEL (WUS) (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998) y SHOOTMERISTEMLESS (STM) (Long et
al., 1996) son dos genes clave para la correcta actividad y mantenimiento de los meristemos.
WUS es un factor de transcripcién con homeodominio caracteristico de plantas (Haecker et al.,
2004; Kieffer et al., 2006) perteneciente a la familia WOX (WUSCHEL-like homeobox) mientras
que STM también es un factor de transcripcion con homeodominio pero perteneciente a la
familia KNOX (Knotted1-like homeobox), que presentan gran similitud con los factores de
transcripcién con homeodominio tipo TALE de animales (Hake et al., 1995). WUS se expresa en
un pequeifio dominio justo por debajo de la poblacion de células madre, siendo necesario para
su mantenimiento, mientras que STM se expresa mas ampliamente, ocupando todo el
meristemo, encargandose de mantener a las células del meristemo en un estado
desdiferenciado (Lenhard et al.,, 2002), asegurando asi que se dividan el nimero de veces
necesario antes de iniciar la organogénesis. La expresion de STM desaparece en los primordios
laterales que daran lugar a érganos diferenciados (Long et al., 1996). La pérdida de funcion de
estos genes genera la desaparicion de los meristemos (Laux et al., 1996; Long et al., 1996).

La regulacion espacial de WUS, y en consecuencia del tamafo de la poblacion de las células
madre del meristemo, esta controlada a través de la conocida ruta CLAVATA (CLV). En esta
ruta participan diferentes tipos de proteinas. CLV3 es un gen que codifica un pequefo
glicopéptido extracelular que producen las células madre meristematicas (Fletcher et al., 1999;
Ohyama et al., 2009). CLV3 funciona como una molécula de sefializaciéon que es percibida por
complejos receptores de membrana tipo LRRRK (Leucine Rich Repeat Receptor Kinase) (Brand
et al., 2000; Ogawa et al., 2008) formados por las proteinas CLV1, CLV2 y CORYNE (CRN) (Clark
et al., 1997; Jeong et al., 1999; Muller et al., 2008) localizados en las capas celulares L2 y L3 del
meristemo. Estos complejos, tras la percepcion de CLV3, inician la transduccién de una sefal
que finaliza en la represidn transcripcional de WUS. Por otro lado, WUS induce la expresién de
CLV3 de forma no autdnoma célular (Brand et al., 2000), mediante un mecanismo todavia no
bien conocido. Asi se produce una retroalimentacion entre la activacién de CLV3 por WUS y la
represién de éste por la ruta CLV que mantiene los niveles de WUS controlados espacialmente
(Fig. 2-3). Ademas de esta ruta, también se ha propuesto que otras proteinas participan en la
regulacién de la actividad de las células madre de los meristemos, como proteinas de
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reparacion del DNA y de remodelacién de la cromatina (Han et al., 2008; Kwon et al., 2005;
Saiga et al., 2008; Yadav et al., 2009).

CLv3

l

CLV1/CLV2/CRN

|

WUS

Figura 2-3: Ruta CLV. En el modelo se representan los patrones de expresion de los diferentes componentes de la
ruta CLV en el SAM. WUS se expresa en el centro del SAM justo por debajo de la capa L3. Tanto CLV1 (mostrado en
el modelo) como CLV2 y CRN se expresan en las capas L2 y L3, mientras que CLV3 se expresa en las capas L1, L2 y L3.
Esta ruta determina un ciclo de retroalimentacion entre CLV3 y WUS. Por un lado WUS estimula la expresion de
CLV3 de una forma no auténoma celular. Por otro lado CLV3, al ser percibido por los complejos formados por
CLV1/CLV2/CRN, desencadena una sefial que dirige la represion de WUS.

La determinacidon también depende de la regulacion de WUS, produciéndose, en Uultima
instancia, su completa represion en los meristemos determinados. Este tipo de regulacion se
observa en los meristemos florales, que terminan en una estructura concreta, el carpelo y
pierden su capacidad de mantenerse en el tiempo. En este proceso es clave el factor de
transcripcién homeodtico AG, y el ciclo de retroalimentacion negativo que establece con WUS.
En las flores del mutante ag, los drganos reproductivos, estambres y carpelos, pierden su
identidad y se transforman en pétalos, pero ademas, se observa la pérdida de la determinacidn
del meristemo floral (Mizukami y Ma, 1995; Yanofsky et al., 1990). Los meristemos florales del
mutante ag, tras la produccién de los cuatro verticilos tipicos de las flores, vuelven a generar
flores de forma reiterativa e indefinida, por lo que AG media la terminacidn del meristemo
floral. WUS se expresa en el centro de los meristemos florales y junto con el factor de
transcripcién LFY, un gen de identidad de meristemo floral, activan directamente la expresién
de AG en esta zona, durante el estadio 3 del desarrollo floral segin (Smyth et al., 1990) (Fig. 2-
4). Una vez AG esta presente, se especifican los primordios de los estambres y carpelos, que
consumiran las células meristematicas existentes, a la vez que se produce la represidon de WUS
mediada por AG, cuando se inicia la formacién de los carpelos (Lenhard et al., 2001; Lohmann
et al.,, 2001; Prunet et al., 2009). La represién de WUS por AG no es directa, ya que esta
mediada por el factor de transcripciéon de dedos de zinc tipo C2H2 KNUCKLES (KNU) (Payne et
al., 2004; Sun et al., 2009), cuya expresion se detecta en el meristemo floral justo en el estadio
6, coincidiendo con la represion de WUS (Payne et al., 2004) (Fig. 2-4). AG se une al promotor
de KNU y media su activacién, aunque no de forma inmediata. El promotor de KNU presenta
numerosas marcas represivas de la cromatina, que disminuyen con la uniéon de AG a éste,
facilitando su expresion tras un evento de mitosis. Finalmente KNU reprime la expresion de
WUS en el centro del meristemo floral (Sun et al., 2009) (Fig. 2-4).

77



INTRODUCCION Capitulo 2
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SAM st2
stl : :
- i i
: ;
——

Figura 2-4: Ruta AG. Tras el establecimiento del meristemo floral, la acciéon conjunta de LFY y WUS, activan la
expresion de AG durante el estadio 3 del desarrollo floral. AG se une al promotor de KNU. Este promotor posee gran
cantidad de marcas represivas epigenéticas que impiden su transcripcién. La union de AG promueve la eliminacion
de estas marcas, provocando que se inicie su expresion durante el estadio 6 de desarrollo floral. KNU se une al
promotor de WUS reprimiendo entonces su expresidn, permitiendo la terminacién del meristemo floral.

Ademads de esta ruta, se han propuesto otros genes que participan en el control de la
terminacion de los meristemos florales, y muchos de ellos lo hacen contribuyendo a que se
establezcan los niveles de expresidn adecuados de AG. Entre estos otros genes encontramos
diversos tipos de proteinas que actian de forma redundante en el control de la determinacidn
del meristemo floral, como CRABS CLAW (CRC), un factor de transcripcion perteneciente a la
familia YABBY (Alvarez y Smyth, 1999; Bowman y Smyth, 1999), SPATULA (SPT), un factor de
transcripcién bHLH (Alvarez y Smyth, 1999; Heisler et al., 2001), SQUINT (SQT), una ciclofilina
(Berardini et al., 2001; Prunet et al., 2008), ULTRAPETALA1 (ULT1), una proteina con dominio
SAND (Carles et al., 2005; Carles y Fletcher, 2009) o SUPERMAN (SUP), un factor de
transcripcién similar a KNU (Bowman et al.,, 1992; Schultz et al.,, 1991), que aunque
aparentemente no afecte a la expresiéon de AG (Bowman et al.,, 1992), se ha propuesto que
podria actuar de dos modos, impidiendo que AG forme los complejos adecuados para la
represion de WUS y reprimiendo la proliferacion de las células meristematicas (Lohmann et al.,
2001; Prunet et al., 2008; Sakai et al., 1995; Yun et al., 2002).

AP2, otro factor de transcripcién también relacionado con el desarrollo floral (Drews et al.,
1991), ha sido propuesto recientemente como un regulador de WUS. La funcién reguladora
caracterizada durante el desarrollo floral para AP2 es la de, junto a AP1, conferir la identidad a
los drganos florales externos, sépalos y pétalos(Bowman et al.,, 1991; Drews et al., 1991;
Okamuro et al., 1997). A su vez, existe una relacién antagonista entre AP2 y AG, de modo que
AP2 restringe la expresién de AG a los dominios internos del meristemo floral, mientras que
AG, restringe la expresién de AP2 a los dominios externos (Bowman et al., 1991; Drews et al.,
1991). AP2 esta regulado por el miR172, que actua sobre el RNA mensajero de AP2 de dos
modos, mediando su degradacion (Chen, 2004; Kasschau et al., 2003), y/o impidiendo su
traduccién (Aukerman y Sakai, 2003). Ademas de su papel en la especificacién de sépalos y
pétalos, la identificacidn de una mutacidn dominante negativa en AP2 mostré que este factor
de transcripcion participa en el control de los niveles de WUS en el SAM, y que posiblemente
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actua regulando el ciclo de retroalimentacién entre WUS-CLV3, favoreciendo la expresién de
WUS (Wurschum et al., 2006). AP2 podria modular también la terminacion del meristemo
floral mediante su papel en la regulaciéon de AG. Cuando se expresan versiones de la proteina
resistentes al miR172 se observan fuertes fenotipos de indeterminacién en las flores, con la
produccién de numerosos estambres adicionales que aparecen en una filotaxis en espiral, y el
mantenimiento de forma indefinida de la actividad meristematica (Zhao et al., 2007), por lo
que la regulacidon de AP2 por el miR172 en los meristemos florales parece ser un paso clave
para el control de la determinacidn floral (Fig. 3-5).

Figura 3-5: AP2 como controlador de Ila actividad
meristematica. AP2 puede regular los niveles de WUS de dos
AG modos, bien modulando el ciclo de retroalimentacion existente

miR172 entre CLV3 y WUS, bien limitando la expresién de AG. Ambos
mecanismos de accion acaban favoreciendo la expresion de

WUS. Tanto AG como el miR172 regulan los niveles de AP2, de

CLV3 modo que ejercen un efecto contrario sobre los niveles de WUS.

=]

WUS

El papel de las hormonas en la funcion de los meristemos.

La actividad de las proteinas WUS y STM, claves para el mantenimiento de los meristemos,
estd altamente relacionada con los niveles de tres hormonas vegetales, giberelinas (GAs),
citoquininas (CK) y auxinas (Aux). Estas hormonas juegan un papel muy importante en la
regulacién de los meristemos. Estd establecido que las GA promueven la elongacion celular, un
rasgo caracteristico de células diferenciadas, mientras que las CK promueven la division
celular, un rasgo caracteristico de células indiferenciadas (Shani et al, 2006). En los
meristemos, pues, los niveles de GA son bajos, mientras que los niveles de CK son altos. Esto se
debe en parte a la acciéon de STM, que reprime la expresién de la GIBBERELLIN 20-OXIDASE
(GA200x) (Jasinski et al., 2005), un gen implicado en la biosintesis de GA activas, y a la vez,
activa la expresién de ISOPENTENYLTRANSFERASE (IPT) (Yanai et al., 2005), un gen implicado
en la sintesis de CK.

La acumulacién local de auxinas en la periferia del meristemo esta favorecida por la accién de
STM, contribuyendo a la formacién de zonas con maximos de Aux donde se desarrollaran los
nuevos organos (Barkoulas et al., 2008; Heisler et al., 2005; Reinhardt et al., 2003). A su vez los
maximos de Aux promueven la represiéon de STM (Barkoulas et al., 2008; Byrne et al., 2000;
Hay y Tsiantis, 2006; Ori et al., 2000) y el incremento en los niveles de giberelinas (Jasinski et
al., 2005; Yanai et al., 2005).

Las CK, por su parte, son esenciales para el mantenimiento de la actividad meristematica y la
division celular (Kurakawa et al., 2007; Riou-Khamlichi et al., 1999), y promueven la expresion
de STM (Kurakawa et al., 2007; Rupp et al., 1999) y de WUS (Gordon et al., 2009; Lindsay et al.,
2006). WUS, ademas, actua generando una zona de alta respuesta o sensibilidad a CK. Esto lo
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hace al reprimir directamente la expresidon de varios ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR de
tipo A (ARR-A), ARR7 y ARR15 (Leibfried et al., 2005; Zhao et al.,, 2010), que actuan
reprimiendo la sefializacién de las CK (To et al., 2004).

Estos mismos genes ARR-A estdn también regulados por Aux, en concreto a través de
MONOPTEROS/AUXIN RESPONS FACTOR 5, que reprime su expresion (Zhao et al, 2010), y que
al igual que WUS, participaria en la generacidon de una zona de alta sensibilidad a CK en el
meristemo (FIG.2-6).

Figura 2-6: Las hormonas en el control vy
mantenimiento de los meristemos. Las principales
hormonas implicadas en el mantenimiento
meristematico son las CK, las GA y las Aux. Las CK son
claves en el mantenimiento del nicho de células
madres y de los niveles de WUS. A su vez WUS propicia
un entorno de alta sensibilidad a las CK al reprimir
ciertos genes ARRs tipo A que actian reprimiendo la
sefializacion de las CK. STM participa promoviendo que
existan altos niveles de CK y reprimiendo la expresién
de la sintesis de GA, por lo que en el SAM, los niveles

son bajos. STM a su vez participa en la generacién de
maximos de auxina en la periferia del SAM. Cuando se
ha generado el maximo de auxinas, éstas estimulan la produccién de las GA, que reprimen la expresion de STM y la
actividad meristematica, permitiendo la formacidn de un nuevo drgano. Las Aux presente en el SAM, en las zonas
en las que no generan maximos, participan en la generacion de un ambiente de alta sensibilidad a las CK, al igual
que WUS, favoreciendo la actividad meristematica.

También se ha propuesto que en la terminacién de los meristemos florales mediada por AG
podrian participar, de algin modo, las giberelinas, que se supone que antagonizan la actividad
meristematica (Shani et al., 2006), ya que uno de los primeros genes que responden a la
activacion de AG es la GIBBERELLIN 3 BETA-HYDROXILASE 1 (Gomez-Mena et al., 2005), que
cataliza el dltimo paso de sintesis de esta hormona.

Regulacion meristematica en especies con habito de vida anual: especies
monocarpicas.

A pesar de que el habito de vida establece grandes diferencias entre las diferentes especies,
como la morfologia, el tamafo o la estrategia de reproduccion, y que muchos de estos
caracteres son de gran interés agrondmico, poco se sabe de los mecanismos genéticos y
moleculares que controlan estas diferencias. Una caracteristica diferencial entre especies con
habitos de vida diferentes es la actividad de sus meristemos. De este modo, una especie
perenne presenta un SAM que alterna estadios activos e inactivos durante toda su vida
mientras que una especie anual o bianual presenta un SAM que se determina o se agota en un
momento concreto.

Arabidopsis es una planta herbacea anual, cuyo SAM presenta un comportamiento
indeterminado, produciendo drganos nuevos hasta el momento en el que senesce o muere. El
SAM de la inflorescencia principal de Arabidopsis detiene su actividad tras la produccién de un
nimero predecible de flores/frutos (siempre que se cultivan en unas condiciones similares).
Cuando se produce la parada o cese de la actividad del SAM de la inflorescencia principal,
ocurre también, en un plazo de unas 24 horas, la parada de todos los meristemos presentes en
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los ejes secundarios de la inflorescencia, por lo que este evento se denomind paro de la
proliferacién global, al que nos referiremos como GPA (del inglés Global Proliferative Arrest)
(Hensel et al., 1994) (Fig. 2-7). Este caracter tiene interés agrondmico, puesto que muchas de
las especies cultivadas, al ser plantas monocarpicas, desarrollan este proceso, que acaba con la
etapa productiva de la planta.

Los mecanismos que controlan el GPA son poco conocidos. La mayoria de los estudios
realizados sobre esta etapa del desarrollo se han realizado en Arabidopsis, soja y otras plantas
a partir de los cuales se propusieron diferentes explicaciones para este proceso, como la
existencia de relaciones fuente-sumidero con substancias o nutrientes entre los tejidos
somaticos y reproductivos (Hildebrand, 1881 ; Kelly y Davies, 1988), la posible participacién de
las hormonas conocidas (Noodén y Leopold, 1988), o alguna hormona “de la muerte” no
identificada hasta el momento (Engvild, 1989), pero nunca se han ratificado o refutado
satisfactoriamente.

Figura 2-7: Global Proliferative
Arrest (GPA). En la foto de la
izquierda (adaptada de Bleecker vy
Patterson, 1997) se puede observar
el meristemo de una inflorescencia
de Arabidopsis antes del GPA (A) y
tras el GPA (B). En mutantes estériles
o en aquellos que producen menos
del 30% de las semillas que produce
un fruto silvestre, se retrasa el GPA
del SAM, que sigue proliferando
hasta generar una  estructura
terminal carpelar que agota el
meristemo (C).

Se ha observado una relacidn importante entre el GPA y la produccion de semillas (Hensel et
al., 1994). En Arabidopsis, Hensel y colaboradores observaron que los mutantes estériles o con
una fertilidad reducida tenian alterado el GPA (Hensel et al., 1994). En estos casos, el SAM
retrasa el GPA y continla produciendo flores durante mas tiempo que las plantas silvestres,
para terminar con su actividad al determinarse en una estructura terminal de caracter carpelar
(Hensel et al., 1994) (Fig. 7). Estos resultados también se observaron cuando se eliminaban
quirdrgicamente las flores producidas por el SAM de plantas silvestres, indicando que esta
respuesta no dependia de las mutaciones testadas, si no de la produccion de semillas de esas
plantas (Hensel et al., 1994). Este estudio establecia que defectos en la fertilidad que provocan
que el fruto sélo produzca un 30-40% de las semillas que se desarrollan en el silvestre
presentan alteraciones en el GPA, incrementando el nimero de flores producidas y agotando
el SAM con la produccién de una estructura terminal floral (Hensel et al., 1994). El GPA, a su
vez, parecia no estar afectado en mutantes con defectos en la sefializacién hormonal ni tener
relacidn clara y directa con mutaciones que afectaban a la biomasa de la planta, como por
ejemplo mutaciones que afectan al tiempo de foracion (Hensel et al., 1994).
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Con los trabajos realizados hasta la fecha, el Unico efecto regulador sobre este proceso
demostrado seria la ausencia de semillas del fruto (Hensel et al., 1994), aunque el mecanismo
por el que se percibe en el SAM es todavia una incognita. Por otro lado, los mismos autores
que realizaron estos trabajos observaron que debia existir también un control genético del
GPA, puesto que el momento en el que ocurre en diferentes ecotipos de Arabidopsis es
distinto y caracteristico de cada uno de ellos, aunque hasta la fecha no se ha identificado
ningun mutante que afecte a este proceso sin que presente defectos severos en la fertilidad.
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Antecedentes

FUL se expresa en todos los meristemos de la inflorescencia, tanto en el SAM como en los
meristemos florales, y se han propuesto funciones independientes para FUL en cada tipo de
meristemo.

Su expresion en el SAM se ha relacionado con un papel promotor de la transicién floral (ver
capitulo 1), mientras que en los meristemos florales se ha propuesto que FUL puede actuar
confiriéndoles identidad como tal (Ferrandiz et al., 2000a). Esta ultima funcién sélo es
atribuible a FUL en ausencia de AP1 ya que FUL se expresa ectdpicamente en todo el
meristemo floral de los mutantes ap1 (Mandel y Yanofsky, 1995). En las plantas silvestres, FUL
se expresa Unicamente en el centro del meristemo floral, apareciendo durante el estadio 3 del
desarrollo floral (Gu et al., 1998; Mandel y Yanofsky, 1995), cuando ya se ha adquirido la
identidad de meristemo floral. Estos datos indican que si bien FUL puede reemplazar
parcialmente la funcidn de AP1, su verdadera funcidn durante esta etapa del desarrollo floral
podria ser otra.

Ademas, aunque FUL pudiera estar ejerciendo funciones independientes en cada uno de de
estos tipos de meristemos, también cabe la posibilidad de que estuviera ejerciendo una
funcién comun en ambos. La expresién de FUL en el SAM y en el meristemo floral solapa con el
lugar de expresidon de genes clave para el mantenimiento meristematico, como el gen WUS,
presente en ambos meristemos, o el gen AG, presente sélo en el meristemo floral, lo cual
sugiere un posible papel de FUL en la funcién del meristemo.
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Objetivos

El objetivo general de este capitulo de tesis es identificar y caracterizar posibles funciones
comunes desempenadas por FUL en el SAM y los meristemos florales de Arabidopsis, para lo
gue se han marcado los siguientes objetivos concretos:

-Caracterizar detalladamente los posibles fenotipos asociados a la funcidn de los meristemos
en el mutante ful, asi como en una linea que presenta la actividad de FUL modificada
(pFUL::FUL:VP16).

-Caracterizar la expresion del gen WUS en el fondo mutante ful y la linea FUL:VP16.

-Generar y caracterizar combinaciones génicas entre el mutante ful y la linea FUL:VP16 con
diferentes mutantes que presentan alteraciones en la funcidn de los meristemos.

-Determinar las interacciones genéticas y moleculares de FUL con otros genes implicados en la
regulacién de la funcién del meristemo mediante:

la caracterizacién de las interacciones entre FUL y mutantes de rutas conocidas que
afectan a la regulacion de WUS,

la identificacién de nuevos factores implicados junto con FUL en la regulacion de WUS,

y la determinacién de posibles mecanismos moleculares de accién de FUL en este
procesos.

-Caracterizar la relacion existente entre FUL y los genes identificados en el objetivo anterior,
mediante ensayos de expresion y ChIP (Chromatine InmunoPrecipitation).
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Resultados

Las mutaciones en FUL provocan un incremento en la longevidad de
Arabidopsis thaliana.

Para estudiar el posible papel de FUL en la funcién de los meristemos decidimos caracterizar
los posibles fenotipos del mutante ful en este contexto. Durante las etapas de desarrollo
iniciales de estas plantas no se apreciaron diferencias no descritas previamente. Del mismo
modo, durante el desarrollo inicial de las inflorescencias tampoco se observé ningun fenotipo
relacionado con la actividad meristemdtica ni en el meristemo floral ni en el inflorescente. Sin
embargo, al dejar que estas plantas completaran su desarrollo, se observé que mientras las
plantas silvestres sufrian el GPA (Hensel et al., 1994) a las 4 semanas de haber iniciado el
desarrollo de la inflorescencia, las plantas ful continuaban creciendo y produciendo flores
durante al menos 4 semanas mas, terminando su crecimiento de un modo similar a las plantas
silvestres (Fig. 2-8 A y C). Ademas los meristemos de las inflorescencias secundarias
continuaron produciendo flores durante varios dias mas tras la parada del SAM de la
inflorescencia principal, lo que contrastaba con los de las plantas silvestres, donde todos los
SAM sufrian el GPA al mismo tiempo (Hensel et al., 1994). Este mismo experimento se repitid
con el alelo ful-1, que se encuentra en otro ecotipo (L.er.), obteniéndose un resultado similar
(Fig. 2-8 By D). En estos experimentos las plantas ful siempre presentaban un porte mas alto y
una mayor cantidad de frutos que los alelos silvestres (Fig. 2-8 Ay B, Fig. 2-9A).
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Figura 2-8: Las mutaciones ful producen un mayor nimero de flores en Arabidopsis. Aspecto de una plantas
silvestres del ecotipo Columbia y un mutante ful-2 al final de su vida (A), donde se observa la diferencia de altura
entre las plantas. Las mutaciones en el gen FUL incrementan el nimero de flores producidas por la inflorescencia
principal, independientemente del ecotipo en el que se encuentren. Tanto ful-2 como ful-1 incrementan el nimero
de flores producidas en su inflorescencia principal al compararse con sus respectivas lineas silvestres, Columbia y
Landsberg erecta (B), ya que los SAM de ambos mutantes, ful-2 (C) y ful-1 (D) estan activos durante mas tiempo.
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Para determinar si las diferencias observadas en el nimero de flores producidas y porte de las
plantas se debia a un ritmo diferente en la produccién de las flores o a una mayor longevidad
del SAM, decidimos realizar un seguimiento mas detallado del desarrollo de la inflorescencia,
anotando la cantidad de flores producidas por el SAM en el mutante ful y las plantas silvestres
semanalmente. Cuando se compard la produccion de flores entre las plantas ful-2 y las
silvestres no se observaron grandes diferencias entre ellas durante las semanas iniciales (Fig. 2-
9 A). Las diferencias aparecieron a partir de la cuarta semana tras la produccion de la primera
flor, justo en el momento en que las plantas silvestres entraban en el GPA. En ese momento en
el que las plantas silvestres dejaron de producir flores, las plantas ful continuaron produciendo
flores durante 4-6 semanas mas antes de desarrollar el GPA. Al final del experimento las
plantas silvestres habian producido una media de 56,5+3,8 flores en su inflorescencia principal,
mientras que las plantas ful-2 produjeron una media de 78,55,2 (Fig. 2-8 B, Fig. 2-9 A). Al
mismo tiempo se tomaron muestras de los SAM para su observacién en un microscopio
electrénico de barrido (SEM) y determinar si existian diferencias de tamafio o forma de los
meristemos. Los SAM de las plantas silvestres y el de las plantas ful-2 presentaron un aspecto
similar a lo largo del desarrollo de la inflorescencia (Fig. 2-9 B). El tamafio del SAM disminuyd
progresivamente en ambas lineas, pero cuando el meristemo de las plantas silvestres se
detuvo, el de las plantas ful-2 continué produciendo flores, reteniendo siempre un pequefio
SAM que se mantenia activo (Fig. 2-9 B).
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Figura 2-9: El meristemo del mutante ful permanece activo mas tiempo. El SAM de las plantas silvestres y los
mutantes ful-2 (A arriba) y ful-1 (A abajo) producen flores a una tasa similar. Una inspeccién minuciosa de estos
SAM (B) desvela que los SAM de las plantas silvestres (B izquierda, silvestre Columbia) y las plantas mutantes (B
derecha, ful-2) se comportan de un modo similar en el tiempo. En las etapas iniciales ambos SAM presentan un
aspecto idéntico (B arriba). Con el desarrollo de la inflorescencia, estos SAM van disminuyendo su tamafio (B
centro), pero en estadios posteriores de desarrollo, cuando los SAM de las plantas silvestres se detienen y mueren
(B bajo-izquierda), los mutantes ful contintan reteniendo un pequefio SAM activo (B bajo-derecha). Las flechas en A
indican el momento en el que se tomaron los apices observados al SEM, 2 (B arriba), 4 (B centro), y 7 semanas (C
abajo) después del alzado de la inflorescencia.
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En ocasiones, los meristemos de las plantas silvestres, tras el GPA, reiniciaron su actividad,
produciendo unas pocas flores mas, para después volver a detenerse (Fig. 2-9 A) (Hensel et al.,
1994). Este suceso nunca se observé en el mutante ful.

Se ha descrito una correlacién entre la produccion de semillas y el momento en el que ocurre
el GPA (Hensel et al.,, 1994). Ya que las mutaciones ful producen defectos severos en el
desarrollo del fruto, y esto puede originar una disminuciéon del nimero de semillas en estos,
decidimos establecer el nimero de semillas que producia el mutante ful-2. El mutante ful-2
produjo una media de 42,9t4,4 semillas por fruto, frente a las 60,7t1,9 de media que
produjeron las plantas silvestres (Fig. 2-10), lo que suponia una produccion de alrededor del
62% respecto a los frutos silvestres. Se ha descrito que cuando los frutos producen un nimero
de semillas inferior al 30-40% de las que produce un fruto silvestre, se originan retrasos en el
GPA, incrementdndose el nimero de frutos producidos por la inflorescencia (Hensel et al.,
1994). De este modo, la disminucidn en el nimero de semillas observado en el mutante ful-2
no deberia afectar al GPA. Para asegurarnos que el retraso en el GPA observado en el mutante
ful no se debia al efecto en la reduccién del nimero de semillas en nuestras condiciones de
crecimiento, decidimos comparar la produccién de frutos entre plantas silvestres, el mutante
ful y el mutante hec3, que presenta defectos leves en la fertilidad (Gremski et al., 2007). El
mutante hec3 tuvo una produccidn de semillas similar a la de ful-2, con una media de 37,8%3,2
(Fig. 2-10), también superior al limite establecido por Hensel y col. (1994). En este
experimento, las plantas silvestres y el mutante hec3, tras haber desarrollado el GPA, habian
producido un nimero de frutos similar, produciendo una media de 44,2+3,5 y 45,3+3.5 frutos
respectivamente, mientras que las plantas ful-2 habian producido una media de 63,5+5,6
frutos (Fig. 2-10) en el momento que se detuvo el experimento.
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Figura 2-10: El retraso en el GPA en ful no se debe a la reduccién del nimero de semillas que produce. Los frutos
de las plantas silvestres generaron una media de 60 semillas por fruto, mientras que los mutantes hec3 y ful
presentaron una produccion media de 38 y 43 semillas por fruto respectivamente (izquierda). A pesar de presentar
una menor cantidad de semillas que las plantas silvestres, el mutante hec3 produjo el mismo nimero de flores en la
inflorescencia principal que las plantas silvestres (derecha), mientras que el mutante ful no desarrollé el GPA y
continud produciendo flores (derecha).

Estos datos mostraban que el SAM del mutante ful estaba activo durante mas tiempo que el
del silvestre, por lo que FUL podria, de algin modo, estar regulando su actividad y la parada
que éste experimenta al final de la etapa reproductiva en las plantas silvestres. Ademas, estos
resultados indican que FUL podria estar controlando el GPA de forma independiente a como lo
hace la baja fertilidad, siendo el Unico mutante descrito hasta la fecha que afecte el GPA sin
presentar defectos importantes en la fertilidad.
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El mutante ful suprime la estructura terminal tipica de los mutantes estériles
en Arabidopsis thaliana.

Los SAM de plantas que presentan esterilidad o deficiencias severas en el nimero de semillas
producidas, ademds del incremento del nimero de flores que producen, no se agotan del
mismo modo que las plantas silvestres en el momento del GPA, si no que acaban en una
estructura terminal de caracter carpelar (Hensel et al., 1994). El mutante ful nunca mostré la
estructura terminal asociada a plantas estériles o deficientes en semillas. Puesto que el
mutante ful retrasaba el GPA, decidimos testar como seria la respuesta del mutante ful en
condiciones de esterilidad. Para ello se comparé el nimero de flores iniciadas por el SAM en la
inflorescencia principal de plantas silvestres y mutantes ful a las cuales se les eliminaron de
forma continuada las flores producidas por el SAM antes de que se iniciara el desarrollo de los
frutos. La eliminacién de las flores en las plantas silvestres provoca un efecto similar al
observado en plantas estériles, retrasdndose el GPA e incrementando el nimero de flores
producidas, para finalmente agotar el SAM en una estructura carpelar terminal (Hensel et al,
1994). Este experimento mostré que tanto las plantas silvestres como el mutante ful
generaban mas flores cuando éstas eran podadas (56,5%3,8 flores de media en las plantas
silvestres frente a las 70,2+4,5 de las tratadas, y 78,515,2 flores de media en el mutante ful
frente a las 92,145,4 de las podadas) (Fig. 2-11), pero cuando las plantas silvestres iniciaron la
formacién de la estructura terminal caracteristica, el mutante ful continud produciendo nuevas
flores (Fig. 2-11).
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Ya que el mutante ful no desarrolld la estructura terminal observada en las plantas silvestres,
se decidié observar lo que pasaba cuando se introducia esta mutacidon en fondos estériles,
como pistillata-1 (pi-1), o con baja tasa de produccién de semillas, como crc-1, spt-2 o
filamentous flower (fil). Todos estos mutantes generan mas flores que las lineas control, y
terminan el desarrollo de la inflorescencia con una estructura terminal de naturaleza carpelar
(Fig. 2-12). Cuando se observé el desarrollo de los dobles mutantes generados con ful, ninguna
de estas plantas, al igual que en el experimento anterior, generd esta estructura terminal (Fig.
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2-12), muriendo las plantas tras la generacién de mas frutos que las plantas controles,
sugiriendo que FUL podria estar mediando la formacion de esta estructura terminal.

Figura 2-12: lLa mutaciéon ful
suprime la formacion de Ia
estructura terminal de mutantes
estériles o parcialmente estériles.
Se  muestran los fenotipos
desarrollados por el SAM en las
etapas finales del desarrollo de la
inflorescencia de algunas
combinaciones génicas de ful con
mutantes estériles o parcialmente
estériles como crc-1 (A), spt-2 (B),
pi-1 (C) o fil (D) a si como el
fenotipo  presentado por los
parentales. En todos los casos la
mutacién ful suprimid la formacidon
de la flor terminal desarrollada por
los mutantes sencillos.

'f

La formacion de la estructura terminal de naturaleza carpelar, sugeria que, posiblemente,
algun gen que confiere esta identidad se estuviera expresando ectépicamente en el SAM. Un
gen clave en el desarrollo del carpelo, asi como en la terminacidn de los meristemos florales es
AG, por lo que decidimos analizar la expresion de este gen en plantas a las que se les
eliminaban las flores, utilizando una linea delatora AG::GUS. En las plantas control no se
detectd expresion de AG en el SAM en el momento del GPA (Fig. 2-13 A), pero en las plantas
donde se eliminaron las flores la expresidon de AG se detectd, inicialmente, en los flancos del
SAM, para después detectarse en toda la zona meristematica y en la estructura terminal
resultante (Fig. 2-13 B, C y D). Estos resultados sugerian que la formacidn de esta estructura
terminal podria deberse a la expresion ectdpica de AG.

Las mutaciones en el gen AG generan la pérdida de identidad de los drganos reproductores de
la planta, y por tanto, esterilidad, por lo que se decidid observar el desarrollo de la
inflorescencia del mutante ag-1. Este mutante presenté una produccién de flores mas
prolongada que la de las plantas silvestres, y al igual que la mutacion ful, no generd una
estructura terminal en el momento del GPA. Al generar la combinacién de ambas mutaciones
se observd que ag resulté ser epistatico al doble mutante ful ag (Fig. 2-13 E) respecto al
numero de flores producido.
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Figura 2-13: AG se expresa ectopicamente en el SAM de las plantas sin frutos. En condiciones normales, las plantas
silvestres desarrollan el GPA al final de su desarrollo, manteniendo la expresién de AG controlada (A). Cuando a las
plantas se les eliminan las flores de forma continuada no se observa el GPA y se producen mas flores hasta que el
SAM genera una estructura carpelar terminal, mediada por la expresion ectépica de AG (B a D), que empieza a
expresarse levemente en los flancos del SAM (B). Posteriormente se incrementa su expresion en esta zona (C) para
acabar por ocupar toda la periferia del SAM (D), lo que media la formacidn de las estructuras carpelares descritas.
Resulta llamativo el incremento del nivel de expresidon de AG en las plantas podadas en los momentos previos a la
formacién de la estructura terminal al compararse con los de las plantas silvestres no podadas. De acuerdo con este
razonamiento, el mutante ag, a pesar de ser estéril no genera esta estructura carpelar y es epistatico a ful (E).

Estos resultados sugieren un papel de FUL en el control de la actividad meristematica, y mas
concretamente, en el control del GPA de Arabidopsis. El efecto de la ausencia de FUL parece
ser aditivo al efecto observado en plantas estériles, puesto que las mutaciones en ful en
condiciones de esterilidad (tanto en plantas mutantes ful podadas como en fondos genéticos
estériles) retrasan aun mas el GPA, prolongando durante mas tiempo la produccion de flores
en estas plantas. Por otro lado, la formacidn de la estructura terminal parece depender de la
presencia de FUL y/o de AG. El GPA y la formacién de la estructura terminal en plantas
estériles, se podrian considerar procesos independientes. Nuestros resultados sugieren que AG
es el responsable de la formacion de la estructura terminal de las plantas estériles, pero parece
no participar en el GPA ya que no se detectd su expresion en el SAM durante esta fase del
desarrollo, mientras que FUL parece participar en ambos procesos. Por un lado, FUL podria
mediar el cese de la actividad meristematica, lo que explicaria el retraso en el GPA del mutante
ful, y por otro, podria facilitar la expresion de AG en el SAM de plantas estériles, lo que
explicaria la ausencia de la estructura terminal en las combinaciones de ful con mutantes
estériles. Esta ultima posibilidad podria explicarse a su vez de dos modos, o bien FUL activaria
la expresion de AG en el SAM de estas plantas, o bien reprimiria la expresién de algun factor
expresado en el meristemo que controlaria finalmente la expresion de AG.
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FUL participa en el GPA mediando la represion de WUS.

Nuestros resultados sugerian que FUL participaba en el cese de la actividad del SAM en las
ultimas etapas del desarrollo. La actividad del SAM depende en gran medida de la actividad del
gen WUS, responsable de mantener la reserva de células madre del meristemo, y necesario
para mantener el meristemo activo. El GPA produce la parada generalizada de la actividad
meristematica, aunque el meristemo sigue conservando su estructura (Hensel et al,. 1994). Por
este motivo decidimos testar qué ocurria con la expresion de WUS en el momento del GPA.
Para este propodsito se utilizé una linea delatora WUS::GUS. En los estadios iniciales del
desarrollo de la inflorescencia (Fig. 2-14 A y B), asi como en estadios posteriores (Fig. 2-14 Cy
D), no se detectd ninguna diferencia en el patrén de expresiéon de WUS entre las plantas
silvestres y las plantas mutantes ful, pero en el momento del GPA la expresién de WUS
desaparecié en las plantas silvestres, mientras que en las plantas ful se mantenia (Fig. 2-14 Ey
F). Este resultado sugeria que FUL podria estar mediando de algin modo la represion
observada de WUS en las plantas silvestres en el momento del GPA, y de este modo controlar
el cese de la actividad meristematica.

Figura 2-14: La expresion de WUS se mantiene

A 4 B durante mas tiempo en el SAM del mutante ful.
] Se muestra la expresién de una linea delatora

// : WUS::GUS en plantas silvestres ( A, C y E) y
. ‘ mutantes ful (B, D y F) al inicio de la transicion (Ay

, B), y a las tres (C y D) y cinco (E y F) semanas de

iniciarse el desarrollo de la inflorescencia. En el

momento que se inicia el GPA en las plantas

C D silvestres (E) la expresion de WUS desaparece del
— SAM, aunque todavia se detecta en otras
estructuras de la misma planta como los 6vulos

- (detalle en E). En el mismo tiempo la expresion d

WUS sigue detectandose en el SAM de las plantas
. ful (F).

Nuestros resultados sugerian un papel regulador de FUL en la actividad del SAM, posiblemente
a través del control de la expresion de WUS.

FUL actia redundantemente con otros factores en el control de la
determinacion del meristemo floral.

Nuestra hipdtesis inicial consistia en que FUL pudiera efectuar una funcién similar en ambos
tipos de meristemos, pero a nivel fenotipico sélo habiamos encontrado evidencias de un
posible papel regulador de FUL en el SAM, controlando su terminacién o GPA, y ninguna que
relacionara a FUL con el control de la actividad del meristemo floral. Una posible explicacion
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para este hecho seria que FUL pudiera estar actuando de forma redundante con otros factores
en la regulacién de la actividad de este tipo de meristemo. Los meristemos florales, al ser
determinados, presentan mecanismos adicionales de control, como la ruta derivada de AG,
que podrian enmascarar el efecto derivado de la falta de FUL.

Para intentar descartar los posibles efectos de redundancia con FUL en este proceso,
decidimos analizar una linea pFUL::FUL:VP16 (FUL:VP16). Esta linea contiene una construccion
que incluye las 4,5 Kb anteriores al ATG del gen, asi como la regién gendmica codificante de
FUL fusionada, en su extremo 3’, a la secuencia del dominio de activacién viral VP16 (Cress y
Triezenberg, 1991; Triezenberg et al., 1988) (Fig. 2-15 A). El propdsito de esta construccion es
producir una proteina FUL con una actividad transcripcional modificada, que se comporta
como un activador transcripcional constitutivo, con el mismo patron de expresion que la
proteina enddgena. Este nuevo alelo de FUL, al ser un activador dominante de la transcripcion,
podria permitir desvelar posibles funciones de FUL que estuvieran enmascaradas por efectos
de redundancia. De este modo, si FUL se comportara como un represor, este nuevo alelo
funcionaria activando las dianas que FUL reprime, y los fenotipos mostrados por esta linea
deberian ser similares a los fenotipos mostrados por el mutante ful (Fig. 2-15 B). Ademas, si
existieran mas factores de transcripcién reprimiendo redundantemente estas dianas junto a
FUL, el efecto dominante del dominio VP16, romperia esta represion y desregularia el gen
diana. Por otro lado, si FUL se comportara como un activador, el efecto del dominio VP16
podria provocar una mayor activacion de sus dianas, generando fenotipos hipermorfos (Fig. 2-
15 B). Este tipo de abordajes se han utilizado con otros factores de transcripcion con
resultados satisfactorios (Ng y Yanofsky, 2001; Parcy et al., 1998).

Figura 8: Esquema de la construccion

A _ B pFUL:FUL:VP16 y mecanismo de accidn.
Secuenc!a - c.o.dlﬂcante La linea FUL:VP16 se construyé mediante

:’ Secuencia codificante . . .
Dominio VP16 la fusién traduccional del dominio de
activaciéon viral VP16 al extremo C-
terminal de FUL (A). Este dominio
B modifica la actividad del factor de

transcripcion al que va asociado, de

ahEE | | SRR modo que si este es un activador de la

transcripcion, al poseer el dominio VP16
se comportara como un activador mas

potente, y si es un represor, lo convertira

FUL
\'I y ” + + en un activador (B), pudiendo

mostrarnos fenotipos diferentes

respecto al alelo silvestre o el mutante.

La linea FUL:VP16 presentd un fenotipo caracteristico, que no mostraba similitud ni con la
linea mutante ni con la linea silvestre. En las etapas iniciales del desarrollo, las plantas
FUL:VP16 fueron practicamente indistinguibles de las plantas silvestres. En el momento de la
transicién floral, cuando FUL experimenta un brusco aumento de su expresidon, empezaron a
observarse grandes diferencias respecto a la linea silvestre. En condiciones de dia largo, la
linea FUL:VP16 florecid ligeramente mas temprano que la planta control, mientras que el
mutante ful lo hacia mas tarde. La inflorescencia generada por estas plantas desarrollé hojas
caulinares mucho mas alargadas y estrechas que las generadas por la linea silvestre, mientras
que ful generd hojas mas cortas y anchas. La elongacidon de los entrenudos en las plantas
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FUL:VP16 también estaba afectada, siendo éstos mas cortos que los de las plantas silvestres y
los mutantes ful, por lo que resultaron plantas de menor altura y de aspecto compacto (Fig. 2-
16).

i
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Figura 2-16: Fenotipo de las plantas FUL:VP16. Las plantas FUL:VP16 presentan un porte mucho mds compacto que

el mutante ful o las plantas silvestres (A), debido principalmente al acortamiento de sus entrenudos. Los frutos de
las plantas FUL:VP16 también difieren de los del mutante ful (B). A pesar de que ambos frutos son mas cortos que
los de las plantas silvestre, los frutos FUL:VP16 son ligeramente mas alargados que los del mutante, y presentan una
morfologia caracteristica en forma de corazon. El fenotipo de los frutos FUL:VP16 es dependiente de dosis (B, Cy D),
presentando fenotipos mas drasticos en funcién de la relacidn entre el nUmero de copias presentes de este alelo y
de las copia del alelo enddgeno, sugiriendo una competicién por sus dianas (B). En presencia del alelo enddgeno
FUL, los frutos FUL:VP16 presentan defectos en la determinacion, desarrollando valvas ectdpicas (C, las flechas
indican las diferentes valvas desarrolladas), pero este efecto es mucho mas drastico cuando se eliminan las copias
endodgenas de FUL (D), produciéndose fenotipos fuertes de indeterminacion ( la flecha en D indica el desarrollo de
un nuevo fruto dentro del fruto).

El SAM de la linea FUL:VP16, tras la generacion de unas pocas flores, se transformé en un
meristemo floral indeterminado: en lugar de generar nuevas flores, inicid el desarrollo de
estambres con filotaxis espiral, y tras la produccion de un nimero indeterminado de éstos,
continud desarrollando estructuras carpelares, todos ellos siguiendo la distribucién en espiral
tipica de la inflorescencia, y de forma indeterminada (Fig. 2-17).

Las flores desarrolladas por estas plantas inicialmente fueron idénticas a las flores silvestres,
pero durante el desarrollo del carpelo y del fruto se observaron grandes diferencias. Los frutos
FUL:VP16 presentaron una forma caracteristica acorazonada, que recordaba a los frutos de
Capsela bursa-pastoris, siendo mas cortos que los frutos silvestres, pero mas alargados que los
frutos del mutante ful (Fig. 2-16 B). Estos frutos presentaban, con una frecuencia
relativamente alta, la formacién de valvas extra en el fruto, una caracteristica comunmente
asociada a defectos en la determinacién meristematica (Fig. 2-16 C). Este ultimo fenotipo
apuntaba que, al igual que en el SAM, FUL podria tener una funcién reguladora en la actividad
del meristemo floral. Ademas, cuando en esta linea elimindbamos el gen FUL enddgeno (ful
FUL:VP16), practicamente todos los gineceos presentaban fenotipos relacionados con la
indeterminacion de meristemo floral, con nuevos carpelos que surgian del interior del fruto
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(Fig. 2-16 D). Del mismo modo, estos fenotipos desaparecian en lineas heterocigotas para
FUL:VP16, donde los niveles de FUL respecto a los de FUL:VP16 eran superiores,
produciéndose ademas, frutos mas largos que los de la linea homocigota donde no se
observaban valvas ectépicas (Fig. 2-16 B). De este modo, la linea FUL:VP16 sugeria claramente
un papel regulador de FUL en el control de la actividad del meristemo floral, y ademas, que
FUL se comportaba de forma opuesta a como lo hacia FUL:VP16, ya que el fenotipo de
indeterminacion mostrado por FUL:VP16 dependia de la cantidad de proteina FUL enddgena.

Figura 2-17: Flor terminal de las plantas
FUL:VP16. El SAM de las plantas FUL:VP16,
tras producir unas pocas flores (A), inicia la
formacién de estructuras laminares que se
desarrollan como estambres (B y C),
siguiendo la misma filotaxis en espiral tipica
de la inflorescencia. Tras la produccidn de un
numero indeterminado de estambres inicia el
desarrollo de estructuras carpelares (D),

Mientras que en el meristemo floral la linea FUL:VP16 mostré un claro fenotipo de
indeterminacion, los resultados en el SAM eran un tanto contradictorios. Si FUL actuara
reprimiendo la expresion de genes como WUS, la linea FUL:VP16 incrementaria la
indeterminacion o la actividad meristematica, y hubiéramos esperado que el SAM de las
plantas FUL:VP16 hubieran producido mas flores que el SAM de las plantas silvestres. Ya que
FUL es capaz de activar la expresidn del gen de identidad floral LFY (ver capitulo 1), una posible
explicacion para este fenotipo seria que FUL:VP16 estuviera activando a LFY en el SAM,
provocando que se desarrollara, en parte, como una flor, e impidiendo la formacién de nuevas
flores. Este nuevo “meristemo floral apical”, si que mostraba una clara indeterminacién, de
acuerdo con un efecto regulador de FUL de la actividad meristematica.

Nuestros resultados con la linea FUL:VP16 sugerian que, al igual que en el SAM, FUL podria
estar regulando la terminacion de los meristemos florales. Esta funcién posiblemente era
desempenada de forma redundante con otros factores que actuaran en el meristemo floral,
por lo que sélo se observaba en las plantas FUL:VP16. Para comprobar que realmente la linea
FUL:VP16 afectaba a la regulacién meristematica, decidimos analizar la expresién de WUS
mediante hibridacién in situ durante el desarrollo floral de la linea FUL:VP16 y ful FUL:VP16, asi
como la de fuly la linea silvestre.

La expresion de WUS en las plantas silvestres se detectd en el centro de los meristemos hasta
el estadio 6 del desarrollo floral (Fig. 2-18), y el mismo patron de expresion se observd en las
plantas ful (Fig. 2-18). En las plantas FUL:VP16 la expresién de WUS se detectd en ocasiones en
un estadio de desarrollo posterior (estadio 7), mientras que en las flores de las plantas ful
FUL:VP16 se detect6 siempre hasta estadios posteriores de desarrollo (estadios 8 y 9) (Fig. 2-
18). Estos resultados confirmaban nuestra idea de que FUL podia participar en la regulacion
meristematica, y que posiblemente lo hacia reprimiendo la expresion de WUS.
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Figura 10: WUS se expresa ectépicamente en la linea FUL:VP16. Mientras que en las flores silvestres y mutantes ful
la expresién de WUS no se detecta durante el estadio 7, en flores FUL:VP16 todavia puede observarse durante este
estadio, indicando un ligero retraso en su apagado. Este retraso es mucho mas evidente en las flores FUL:VP16 en
ausencia de FUL, donde la expresién de WUS se puede detectar claramente en estadios posteriores.

Interacciones genéticas de FUL en el control de la actividad meristematica.
Nuestros resultados mostraban que FUL podia estar regulando, de algin modo la expresion del
gen WUS, contribuyendo a su represion final, tanto en el SAM como en los meristemos
florales, aunque en estos ultimos, posiblemente actuaba redundantemente con otros factores.
Por este motivo, y para esclarecer su participacion en las rutas conocidas de regulacion de
WUS, decidimos observar el fenotipo mostrado por ful al combinarlo con mutantes descritos
previamente e implicados en este proceso, tanto en el SAM como en el meristemo floral.

wus
Para comprobar si el efecto de FUL sobre la actividad de los meristemos podria explicarse

Unicamente por la regulacion de WUS generamos el doble mutante ful wus. En el mutante
wus, al no poder mantenerse la poblacién de células madre, los meristemos generados se
consumen con la produccidn de unos pocos drganos. Durante el desarrollo vegetativo, el SAM
del mutante wus se agota tras la produccion de unas pocas hojas. Este comportamiento se
repite con la formaciéon de nuevos meristemos a partir de las axilas de las hojas producidas,
confiriendo un aspecto desorganizado a la roseta. Con la transicién floral se inicia el desarrollo
de la inflorescencia que repite el patron de desarrollo observado durante el desarrollo
vegetativo, dando lugar a la formacién de pequefias rosetas en la inflorescencia que en
ocasiones desarrollan algunos meristemos florales (Fig. 2-19). Al igual que los meristemos
vegetativos, éstos se agotan con la producciéon de unos pocos 6rganos, normalmente 4
sépalos, 3-4 pétalos y 1-2 estambres (Laux et al., 1996).

El doble mutante ful wus resultd ser idéntico al mutante wus, no observandose ningun efecto
de la mutacion ful en estas plantas (Fig. 2-19), ni en el nimero de flores producidas, ni en el
numero de drganos producidos por estas flores. La epistasia de wus sobre ful wus indicaba que
la funcién de FUL en la regulacion de la actividad meristematica dependia de la presencia de
WUS, y podria apoyar la hipdtesis de que FUL actuaria sobre la funcién meristematica
mediante la regulacién de WUS.
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Figura 2-19: wus es epistatico sobre ful wus, Indicando que
FUL podria estar actuando sobre WUS.

clv3
La ruta CLV media la represidon de WUS, delimitando la zona donde este gen se expresa. Las

mutaciones en esta ruta generan un incremento en la expresién de WUS que se traduce en el
establecimiento de meristemos mas grandes, que generan mas 6rganos. Estas mutaciones
también afectan a la terminacidén del meristemo floral, mostrando, ademas de un incremento
en la cantidad de érganos florales y carpelos, defectos en la terminacién del meristemo.

Para comprobar si FUL podria estar regulando a WUS indirectamente al afectar la regulacion
de la ruta CLV generamos la combinacién ful clv3. Si FUL reprimiera a WUS mediante la
regulacién de los niveles o la actividad de CLV3, o sus receptores, el doble mutante ful clv3
deberia ser idéntico a clv3. Sin embargo, en el doble mutante ful clv3 se observd un
incremento del fenotipo mostrado por el mutante clv3, presentando un SAM mucho mas
grande que el del mutante clv3 (Fig. 2-20). Durante el desarrollo floral no se observaron
incrementos en el nimero de drganos producidos (Fig. 2-20), ni un incremento de la
indeterminacion floral. Sin embargo, en FUL:VP16 clv3 si se observaron incrementos notables
en la indeterminacion del meristemo floral, presentando un fenotipo extremo de repeticiones
de fruto dentro de fruto (Fig. 2-20). En estas plantas, la estructura terminal desarrollada por el
SAM también presentaba un tamafio superior al del SAM del mutante c/v3.

El diferente efecto de la ausencia de FUL en fondo clv3 en el desarrollo del SAM (sinérgico) y el
meristemo floral (epistasia de c/v3) de nuevo indica que el SAM es mas sensible a la ausencia
de FUL que el meristemo floral. El fenotipo del meristemo floral ful clv3 se podria explicar de
nuevo si FUL funcionara redundantemente con otros factores, y como se deduce del fenotipo
del SAM, de forma independiente a la ruta CLV. Otra explicacidn podria ser que FUL actuara a
través de la ruta CLV en el control de la actividad meristematica del meristemo floral, pero esta
hipdtesis no explicaria el fenotipo mostrado por la linea FUL:VP16 clv3, que presentd un fuerte
fenotipo de indeterminacion. De este modo, nuestros resultados sugerian que FUL podria estar
regulando a WUS de forma independiente de la ruta CLV
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Figura  2-20: ful incrementa |la
indeterminacién en el SAM de los
mutantes clv3. Tanto el mutante ful como
la linea FUL:VP16 incrementan la
indeterminacién generada por la ausencia
de CLV3 en el SAM, sugiriendo que podrian
estar actuando en la regulacién de WUS de
forma independiente. Mientras que la
linea FUL:VP16 si que potencid Ila
indeterminacion del fruto al combinarse
con el mutante clv3 (panel superior
derecha), el mutante ful no modificé el
fenotipo del fruto clv3 (panel superior
centro y grafica)
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ag

Un gen clave para la regulacion de WUS en el meristemo floral, y que actia de forma
independiente a la ruta CLV, es AG. AG, ademas de especificar la identidad de los estambres y
el gineceo, media la represién final de WUS en el meristemo floral estableciendo su
terminacion. Por este motivo, el mutante ag desarrolla meristemos florales completamente
indeterminados. Los niveles de AG son importantes para la correcta regulacién del meristemo
floral, ya que plantas heterocigotas para la mutacién ag presentan fenotipos relacionados con
la determinacién meristematica, como la presencia de valvas ectdpicas en los frutos.

El doble mutante ful ag resultdé ser idéntico al mutante ag, no observandose diferencias
respecto a la terminacidn del meristemo floral ni a su tamaiio (Fig. 2-21 A). Este hecho ocurrié
también en la combinaciéon FUL:VP16 ag (Fig. 2-21 A). La epistasia de ag sobre ful ag y sobre
FUL:VP16 sugeria la posibilidad de que el papel regulador de FUL se pudiera ejercer a través de
AG.

FUL y AG son capaces de interaccionar a nivel de proteina en ensayos de dos hibridos en
levadura (de Folter et al., 2005), y ademds su expresién solapa en el centro del meristemo
floral, por lo que una posible explicacién seria que FUL actuara dimerizando con AG, y juntos
actuaran en la represion de WUS. Por este motivo decidimos testar si la interaccion entre FUL
y AG ocurria in vivo mediante un experimento de BiFC, observando que la interaccion ocurria y
que el dimero se localizaba en el nicleo de las células (Fig. 2-21 B). Esta interaccidn explicaria
el papel de FUL en el control de la terminacidn de los meristemos florales, pero no explicaria el
papel de FUL en el control de la actividad meristematica del SAM, ya que en condiciones
normales AG no se expresa, al menos a niveles detectables, en el SAM.
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Figura 2-21: ag es epistatico a ful ag. Se muestran
las flores producidas por el mutante ag y las
combinaciones ful ag y FUL:VP16 ag. Los dobles
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mutantes muestran fenotipos similares al de ag,
indicando que FUL pudiera mediar la regulacion de
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Como hemos comentado, la mutacion ag es haploinsuficiente respecto a su efecto en la
determinacidn del meristemo, aunque es recesiva respecto al establecimiento de la identidad
de los drganos reproductivos. Muchos mutantes con defectos leves en la determinacién del
meristemo floral presentan fuertes efectos sinérgicos cuando se elimina una de las copias
funcionales del gen AG, mientras que en estas mutaciones en un fondo ag homocigoto, se
observa la epistasia de ag, es decir, presentan fenotipos idénticos al mutante ag. Por este
motivo decidimos observar los fenotipos mostrados por plantas ful ag/+ y FUL:VP16 ag/+. La
combinacion ful ag/+, respecto al fenotipo de indeterminacion, resulto ser, de nuevo, similar a
ag/+, observandose ocasionalmente la formacion de valvas ectdpicas (Fig. 2-22 A).

Figura 2-22: Combinaciones con ag/+. Mientras que la combinacidn de ful con el heterocigoto ag muestra de nuevo
fenotipos similares a los de ag/+, con la aparicion de alguna valva ectépica adicional (A), la combinacién de
FUL:VP16 con ag presenta fuertes alteraciones en el control de la determinacién, encontrando diferentes fenotipos,
desde el desarrollo de frutos dentro de fruto (B y D) a el desarrollo de flores con un desarrollo de estambres
indeterminado, que recuerda a la flor terminal desarrollada por el SAM de las plantas FUL:VP16 (Cy E).
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Sin embargo, en la linea FUL:VP16 ag/+, se observd un fuerte incremento de la
indeterminacion. Todas las flores de estas plantas presentaban fenotipos evidentes de
indeterminacion del meristemo floral. Algunas de las flores, tras la formacion del fruto,
continuaban desarrollando nuevos frutos en el interior (Fig. 2-22 B y D) o iniciaban el
desarrollo de estructuras similares a inflorescencias que desarrollaban flores aberrantes (Fig.
2-22 B). El resto de flores producidas por estas plantas estaban indeterminadas (Fig. 2-22 Cy
E). El perianto de estas flores tenia una apariencia silvestre pero los dos verticilos internos
estaban alterados, generdndose un numero indeterminado de estambres y estructuras
carpelares, ordenados siguiendo una filotaxis en espiral. Estas flores eran practicamente
idénticas a las estructuras terminales desarrolladas por el SAM de la linea FUL:VP16 (Fig. 2-16
C), salvo por la presencia de los sépalos y pétalos.

La epistasia de ag y ag/+ sobre ful ag y ful ag/+ sugeria que FUL pudiera estar actuando a
través de AG en el control de la determinacidn de los meristemos florales, pero los fenotipos
de las plantas FUL:VP16 ag/+ indicaban la posibilidad de que FUL también pudiera estar
afectando a este proceso de un modo independiente a AG.

Con el propédsito de entender mejor la relacién funcional de FUL y AG, decidimos testar la
interaccion de FUL con KNU, un gen activado por AG que posteriormente dirige la represion de
WUS (Payne et al., 2004; Sun et al., 2009). Tanto la combinacién de ful como de FUL:VP16 con
knu mostraron un incremento del fenotipo indeterminado del mutante knu (Fig. 2-23). El
resultado obtenido sugeria que FUL y KNU funcionaban de forma independiente en el control
de la terminacién del meristemo floral, por lo que FUL podria estar funcionando en paralelo a
la ruta AG-KNU, o bien, si FUL y AG funcionaban de forma conjunta, podrian regular la
expresion de WUS por un mecanismo independiente de KNU.

Figura 2-23: Combinaciones con
knu. Tanto el mutante ful como
la linea FUL:VP16 incrementaban
la indeterminacion provocada
por el mutante knu, indicando
que posiblemente estuvieran
trabajando a través de rutas
independientes.

crcy spt
Ya que FUL parecia actuar en la represion de WUS en paralelo a las rutas CLV y AG/KNU,

decidimos testar la relacién de FUL con otros genes que previamente se habia descrito que
afectaban a la determinacion del meristemo floral, en concreto CRC y SPT. Ambos genes,
ademas de tener afectado el desarrollo del carpelo (Fig. 2-24 A, D), presentan fenotipos en la
regulacién de los meristemos florales, mostrando ligeros defectos en su terminacion y la
formacién ocasional de alguna valva ectdpica, aunque los mecanismos y dianas moleculares
implicados son esencialmente desconocidos. La combinacidn de ful y spt presentd fenotipos
aditivos respecto al desarrollo del carpelo pero no se observd ningun fenotipo relacionado con
la determinacién del meristemo floral (Fig. 2-24 B). En la combinacidn de la mutacion spt con la
linea FUL:VP16 si que se observé un claro incremento de la indeterminacidn, ya que los frutos
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de estas plantas presentaron el crecimiento reiterativo de nuevas estructuras carpelares
dentro del primer fruto generado (Fig. 2-24 C).

La combinacién tanto de ful (Fig. 2-24 E) como de FUL:VP16 (Fig. 2-24 F) con la mutacion crc
presentd fuertes incrementos de la indeterminacion del meristemo floral, observandose de
nuevo la reiteracion del desarrollo de carpelos dentro de carpelos descrita en otras
combinaciones génicas anteriores.

Estos resultados sugerian que FUL podria estar actuando de forma independiente a como lo
hacian SPTy CRC.

Figura 2-24: Combinaciones de spt y crc. Los
mutantes sencillos spt (A) y crc (D) no
presentan fenotipos evidentes de
indeterminacién, pero cuando se combinan
con la linea FUL:VP16 se produce la
indeterminacion del meristemo floral,
produciéndose desarrollo de tejido carpelar
en el interior del fruto (C y D). Llas
combinaciones de estos mutantes con ful
presentan alteraciones diferentes respecto a
la indeterminacién. Al combinarse con ful
con spt no se detecta ningun fenotipo
ful-2spt-10 FUL:VP16 spt-10 relacionado con la terminacién del
meristemo floral (B), pero al combinarse con
crc, el fruto de estas plantas se vuelve
indeterminado. Los defectos de Ia
determinacion observados sugieren que
estos genes podrian estar funcionando en
rutas independientes.

sup
El mutante sup presenta defectos en la determinacidn del meristemo floral aunque diferentes

a los descritos para los mutantes anteriores. En el mutante sup estd afectado el correcto
establecimiento del nimero de estambres, ya que genera una cantidad superior a la que se
produce en las flores silvestres. El incremento del nimero de estambres se produce a expensas
del desarrollo carpelar, por lo que se ha propuesto que SUP participa en el establecimiento de
la frontera o separacién entre estos dos verticilos. Por otro lado, el incremento en el nimero
de drganos producidos también se ha relacionado con un incremento de la expresion de WUS.

Tanto ful sup como FUL:VP16 sup presentaban un incremento del fenotipo mostrado por sup,
aumentando el nimero de estambres producidos por las flores (Fig. 2-25 A y B). Puesto que el
incremento en el nimero de estambres del mutante sup se ha asociado a un mayor nivel de la
expresion de WUS vy el retraso de su apagado, la sinergia observada en los dobles mutantes
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podria sugerir que FUL y SUP actuarian en paralelo en el control de la expresion de WUS, y por

tanto, de la determinaciéon del meristemo floral

Figura 2-25: Combinaciones con sup. Las
combinaciones de nuestros alelos con el
mutante sup incremento los defectos
observados en el mutante sup (A),
produciéndose un mayor nuUmero de
estambres en los dobles mutantes que en el

futl-2 sup-2 FUL:VP16 sup-2 mutante sencillo sup (B).
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Busqueda de nuevos mutantes implicados en el control de la actividad
meristematica.

Los analisis realizados indicaban que FUL tenia un papel en la regulaciéon de la actividad
meristematica tanto en el SAM como en el meristemo floral. Nuestra hipdtesis sugeria que FUL
era capaz de regular la expresion de WUS, aunque no parecia hacerlo a través de ninguna de
las rutas conocidas que controlan su expresidn. En la determinacién del meristemo floral, FUL
actuaba de forma redundante con otros factores, pudiendo actuar junto con AG en la
represion de WUS independientemente de la via establecida por KNU. Sin embargo, la
regulacién de WUS por FUL en el SAM deberia ser independiente de AG, puesto que este gen
no se expresa en este tejido.

Una posibilidad que explicara la regulacién de WUS por FUL tanto en el SAM como en el
meristemo floral seria que FUL actuara a través de alguna ruta no contemplada clasicamente
en la regulacién de WUS vy diferente a las testadas en este trabajo. Nuestro laboratorio
disponia de un mutante identificado por C. Ferrandiz en el escrutinio de una poblacion ful-1
mutagenizada con EMS que presentaba defectos severos en la determinacidn del meristemo
floral, por lo que decidimos caracterizarlo e identificar el gen afectado.

La mutacion bolita presenta defectos de indeterminacion
Los frutos de este mutante identificado en fondo ful presentaban una forma esférica (Fig. 2-26

B), por lo que inicialmente se le denomino bolita (bol). Esta forma esférica de los frutos se
debia a la proliferacién de nuevos carpelos en el interior del fruto, que ocasionalmente se
rompian por una de sus valvas debido a la proliferacidn reiterativa de los nuevos carpelos de
su interior (Fig. 2-26 C). Estos nuevos carpelos interiores se originaban a partir de la base de la
parte interior del fruto, indicando un fallo en la terminacién del meristemo floral. Como hemos
comentado este tipo de fenotipos se asocia a fallos en la determinacién del meristemo,
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normalmente debido a una expresidn continuada del gen WUS, por lo que el gen afectado por
la mutacidn bol podria estar implicado en el control de la expresion de WUS. Para comprobar
esta hipotesis analizamos la expresién de WUS en estas plantas mediante hibridacién in situ.
En plantas silvestres y en el mutante ful, la expresién de WUS desaparece del meristemo floral
durante el estadio 6 de desarrollo. En los meristemos florales de estas plantas la expresion de
WUS se mantenia durante mas tiempo, detectandose durante estadios de desarrollo muy
posteriores, causando la aparicién de un meristemo residual en el interior del fruto que
continuaba desarrollando nuevos érganos (Fig. 2-27).

Figura 2-26: Fenotipos del mutante bol.
En el panel A se muestran el fenotipo de
las plantas bol, ful y ful bol, asi como el
del ecotipo en el que se encuentran las
mutaciones. Estas plantas desarrollaron
frutos muy diferentes (B). La
combinacion ful bol presentaba frutos
redondeados que en ocasiones se
rompian debido al crecimiento ectépico
de tejido carpelar dentro del fruto (C). La
mutacion bol por si sola, una vez
separada de la mutacién ful, no
generaba este tipo de fenotipo, pero sus
frutos eran mucho mas cortos que los de
. las plantas silvestres (B), y presentaban
 } ;’ E "TA XN i, ’Lﬁ 3 Ny desarrollo partenocarpico, ya que estos

ful bol ful frutos se desarrollaban en ausencia de
semillas (D). La partenocarpia observada
era facultativa, y dependia de Ia
existencia de polinizacion. Cuando esta
ocurria los frutos se desarrollaban con
normalidad (E).

ful-1 bol Figura 2-27: Expresion de WUS. En el
doble mutante ful bol WUS se expresaba
ectopicamente en la base del carpelo
generando una especie de meristemo
residual.

09

Tras la identificacién de esta linea se procedié a la realizacidon de retrocruces con la linea
original, el mutante ful-1, para eliminar otras posibles mutaciones. Un cuarto de las plantas
sembradas en la F2 del retrocruce mostré el fenotipo descrito anteriormente, y no se identificé
ningun otro fenotipo en estas poblaciones segregantes, indicando que la indeterminacion
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observada se debia posiblemente a una Unica mutacidén que se comportaba de forma recesiva.
La linea seleccionada se cruzé entonces por una linea silvestre, para eliminar la mutacién ful.
Sorprendentemente, a excepcién de los fenotipos ful bol descritos anteriormente, no se
observd ningun fenotipo relacionado con la regulacidn meristematica entre la poblacion
segregante, donde deberiamos encontrar el mutante bol.

El unico fenotipo que se observd entre la poblacion segregante fue una reducida fertilidad en
un grupo de plantas que segregaban en una proporcion similar a como lo debia hacer el
mutante sencillo bol y que poseian el alelo silvestre de FUL. El fenotipo de esterilidad
observado parecia depender de las condiciones de crecimiento, y cuando aparecia, los frutos
de estas plantas se desarrollaban sin semillas (Fig. 2-26 D), aunque nunca alcanzaron el
tamanfio de los frutos silvestres (Fig. 2-26 B). Este fenotipo no presentaba una penetrancia total
en la planta, desarrollandose en ocasiones frutos polinizados, sobre todo en las ultimas etapas
de la vida de la planta (Fig. 2-26 E).

La observacion detallada de las flores del mutante bol que presentaban este fenotipo mostré
que el motivo de la esterilidad parecia deberse a una falta de elongacidn de los filamentos de
los estambres, por lo que no llegaba a estar en contacto el polen con las papilas estigmaticas
del estilo (Fig. 2-28 A). Cuando estos frutos se polinizaban manualmente con polen de la
misma planta se desarrollaban con normalidad (Fig. 2-28 C). La combinacién ful bol no
presentaba estos problemas de polinizacién, ya que aunque los estambres de estas plantas
eran mas cortos que los silvestres, el hecho de tener frutos tipo ful, que son también mas
cortos, corregian el defecto de los estambres (Fig. 2-28 B). El hecho de que los frutos bol
fueran capaces de desarrollarse tanto en presencia de semillas como en ausencia de ellas
indicaba que estos frutos eran partenocarpicos facultativos.

no N

silvestre ‘ 4 fruto en antesis polinizado polinizado

Figura 2-28: El mutante bol presenta partenocarpia facultativa. El mutante bol podria tener defectos en la
autopolinizacidn de sus frutos (A), bien porque sus estambres maduran prematuramente (flecha), o bien por un
exceso de elongacidn del gineceo (punta de flecha), quedandose el polen adherido a las paredes del carpelo en
lugar de entrar en contacto con el estigma. Al combinarse con ful este fenotipo no ocurre, ya que el reducido
tamafio de los carpelos ful provoca que los estambres si que contacten con el estigma (B). Los frutos bol elongan y
se desarrollan en ausencia de polinizacién, aunque no alcanzan el tamafio de los frutos polinizados (C).
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El mutante bolita es un nuevo alelo de AP2
La identificacidon del gen que estaba afectado por la mutacidn bol se realiz6 mediante mapeo

cromosomico, en colaboracién con el Servicio de Cartografia Génica dirigido por la Dra. Maria
Rosa Ponce y el Dr. José Luis Micol en la Divisién de Genética del Campus de Elche. Para este
propdsito se cruzd nuestra linea ful bol, en el fondo genético L.er., por el mutante ful-2, en el
fondo genético Col., y se enviaron muestras de material bioldgico de ambos parentales, la linea
F1 resultante del cruce entre ellas, y de 50 plantas de la F2 que mostraban el fenotipo
observado en el escrutinio inicial de la mutagénesis. Un primer analisis revelé que la mutacion
se encontraba en el brazo largo del del cromosoma 4 de Arabidopsis. Para un mapeo mas
detallado se volvieron a enviar 450 muestras mas de plantas fenotipo ful bol obtenidas de la
F2. Tras este Ultimo mapeo se acotd la zona donde estaba la mutacidn a una region de 109 Kb
del cromosoma 4 ubicada entre los marcadores cer448356 y cerd48311, que comprendia 21
genes, desde el AT4G36780 hasta el AT4G36980 (Fig. 2-29). De estos 21 genes, 6 eran factores
de transcripcidon, 5 codificaban proteinas de funcidon desconocida, y los 11 restantes
codificaban proteinas implicadas en diferentes procesos del desarrollo y metabolismo de la
planta.

Cromosoma 4
cer cer

448356 448311

At4g36920 (AP2)

Figura 2-29: Regidn del cromosoma 4 de Arabidopsis thaliana donde inicialmente se ubicé la mutacion bolita. La
secuenciacion de las regiones gendmicas de estos genes nos permitid identificar una mutacion en el gen At4936920
(AP2).

De los 21 genes incluidos en esta regidn los candidatos mds probables para participar en la
regulacién de la actividad meristematica eran los 6 factores de transcripcidn. Entre estos 6
genes habian 3 altamente interesantes, bien porque se habian propuesto como reguladores de
la actividad meristematica, como SPT y AP2, o bien porque se expresaban en meristemos,
como BELL LIKE HOMEODOMAIN 2 (BLH2). La secuenciacién de la regidon gendmica de los 6
factores de transcripcion no reflejé diferencias en ninguno de ellos excepto en el gen AP2
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(At4g36920 )(Fig. 2-29 y 2-30), indicando que AP2 podria albergar la mutacién que conferia los
fenotipos descritos.

AP2 es un gen homedtico floral de clase A, para cuya proteina se ha propuesto también una
funcién como reguladora de la actividad meristematica, a través de la regulacion del gen WUS.
AP2 esta regulado entre otros factores por la accién del miR172. El miR172 regula tanto los

niveles de RNA de AP2 como la traduccién de éste, contribuyendo a la existencia de bajos
niveles de AP2.

La mutacion encontrada en AP2 consistia en un Unico cambio de base en la posicién +2037, de
guanina a adenina, comun en las mutagénesis realizadas con EMS. Este cambio de base
generaba a su vez un cambio de aminodacido en la proteina, de glicina, un aminodcido apolar, a
glutdmico, un aminodacido polar de carga negativa (Fig. 2-30). Este cambio de aminoacido
podria generar una alteracidon en la funcion de la proteina. Por otro lado, la mutacién se
encontraba justo en la regién donde, al transcribirse a RNA, se une el miR172. La mutacidn
identificada se encontraba en la zona de reconocimiento del miR172, en la regién 3,’ y cercana
a la zona de corte descrita para este gen. Mutaciones cercanas al extremo 3’ de la secuencia de
reconocimiento de los miRNAs, asi como los cambios de secuencia que se encuentran cerca del
sitio de corte, producen grandes alteraciones en la regulacion ejercida por estos (Schwab et al.,
2006). Al realizar una simulacién de la interaccidn entre el RNA de bol y el miR172 mediante un
software que predice este tipo de interacciones (Weigelworld bioinformatics portal), se
observd que la mutacidn encontrada podria estar afectando el apareamiento del miR172 (Fig.
2-30), lo cual podria estar afectando a la regulacion de gen.

Este analisis preliminar sugeria que los cambios observados en las plantas bol se podrian deber
a la mutacién puntual del gen AP2. El cambio de base producido generaba un cambio de
aminodacido que podria afectar a la funcién de AP2, a la vez que alteraba el sitio de
reconocimiento del miR172, que podria afectar a su regulacion.

AT4G36920 (APZ) G cambia a A Figura 2-30: La mutacidon bolita. El

mutante bol presenta un Unico cambio
—aeeeee—— P P -— W _— —.’-—
de base en el gen AP2 (G a A) que
sitio de unién genera un cambio de aminoacido en la
del miR172 ,
proteina ( G a E). La base mutada en
Proteina AP2 AAASSGFS bol se situa en una regién importante
Proteina bol AAASSEFS para la regulacién de este gen
afectando a la hibridacién del
RNA AP2 5’ gcu gca gca uca uca gga uuc ucu 3’ mensajero de AP2 con el miR172.
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El mutante bol, a excepcién de las ocasiones donde se observaba la partenocarpia, no
presentaba otros fenotipos relacionados con la pérdida de funcién de AP2, lo que sugeria que
si la mutacién responsable del fenotipo bol estaba en AP2, la proteina podria ser funcional. La
pérdida de funcién de AP2 provoca defectos durante el desarrollo floral, y en estos mutantes,
los sépalos y pétalos de las flores pierden su identidad desarrollandose como estructuras
carpelares debido a la expresidon ectdpica de AG. Para comprobar que la proteina codificada
por el alelo de AP2 identificado en el mutante bol era funcional decidimos comprobar si era
capaz de complementar el mutante ap2-1. Las plantas resultantes de este cruce, ap2-2/bol,
presentaron un fenotipo silvestre, no apreciandose ningun defecto durante el desarrollo floral
(Fig. 2-31 A), y en esta ocasidn, ningun defecto en la fertilizacidon de las plantas (Fig. 2-31 B),
indicando que la proteina era funcional y capaz de rescatar el fenotipo de pérdida de funcién
del mutante ap2-2. La Unica diferencia de estas plantas respecto a las silvestres fue que los
frutos eran ligeramente mas cortos, siendo similares a los obtenidos en la linea bol polinizados.

Figura 2-31: El alelo de AP2 del mutante bol produce una
proteina funcional, y rescata el fenotipo de mutantes de
pérdida de funcidon de AP2. En el panel A se muestra el
fenotipo de flor de un mutante de pérdida de funcion ap2 y
el de una flor bol, entre ellas esta una flor desarrollada por
la planta resultante de su cruce. El desarrollo de los frutos
producidos por estas plantas es normal (B).

ap2-2 x bol

Puesto que la proteina codificada por el alelo de AP2 identificado en bol parecia ser funcional,
el fenotipo observado en las plantas ful bol podria deberse a problemas en la regulacion de su
mensajero, como predecia el analisis de su secuencia. Para comprobar si esta posibilidad
explicaba los fenotipos observados decidimos sobreexpresar tanto el alelo silvestre de AP2
como el alelo identificado en las plantas bol, utilizando el promotor 35S del virus del mosaico
del tabaco.

Cuando se compararon las plantas obtenidas se observé que el 20% de las plantas que
sobreexpresaban el alelo de AP2 de las plantas bol presentaban fenotipos relacionados con la
indeterminacion de los meristemos florales, como la presencia de valvas ectdpicas y el
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crecimiento de o6rganos ectdpicos dentro del fruto, mientras que las plantas que
sobreexpresaban el alelo silvestre de AP2 no presentaron ninguno de estos fenotipos (Fig. 2-32
A). Ya que la proteina codificada por el alelo de AP2 del mutante bol parecia ser equivalente a
nivel funcional a AP2, una posible explicacion a la diferencia de fenotipos observados en la
sobreexpresion de ambos genes podria residir en la regulacion por el miR172. la
sobreexpresion de AP2 puede ser controlada por el miR172 presente en la planta (Chen, 2004),
pero la del nuevo alelo, al presentar defectos en la hibridacidn del miR172, podria no estar
bien controlada, de forma que los altos niveles de expresidon se tradujeran en altos niveles de
la proteina que desregularan la expresion de WUS.

Figura 2-32: La sobreexpresion del alelo de AP2 del mutante bol provoca fenotipos de indeterminacion. Niveles
102

altos de expresion de AP2°™ generan fenotipos relacionados con la perdida de la determinaciéon floral, como la

produccién de valvas ectdpicas, crecimiento de tejido de ectépico dentro del fruto o desarrollo floral con
sobreproduccion de estambres (A). Algunos de los fenotipos obtenidos mimetizan los producidos por la expresion
de formas resistentes de AP2 a la regulacidn por el miR172 (C). A su vez estos fenotipos son similares a los que se
generan en las flores terminales de la linea FUL:VP16 (D). Al cruzar la linea FUL:VP16 por AP2102, todas las flores
desarrolladas por la planta, presentaban estos mismo fenotipos (B).

Los fenotipos observados en las plantas que sobreexpresaban el alelo de AP2 identificado en
bol eran similares a los desarrollados por formas resistentes de AP2 a la regulacion ejercida por
el miR172 (Chen, 2004; Zhao et al., 2007). Estos alelos de AP2 se generaron modificando al
menos tres bases de la region que aparea con el mir172. Cuando Zhao et al. (2007) expresaron
estos alelos bajo el control de un promotor constitutivo, o bajo el control del propio promotor
de AP2, obtuvieron la perdida de la determinacion del meristemo floral, obteniéndose flores
que producian dominios extra de estambres y carpelos de forma indefinida (Fig. 2-32 B). Este
tipo de fenotipo fue obtenido entre nuestras lineas que sobreexpresaban el alelo de AP2
identificado en el mutante bol (Fig.2-32 A), sugiriendo que este nuevo alelo alelo de AP2
parecia funcionar de forma similar a los alelos resistentes producidos por Zhao et al. (2007).
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Estos resultados indicaban que el alelo de AP2 identificado en el mutante bol era una forma
parcialmente resistente a la regulacién ejercida por el miR172.

Tras este analisis, asumimos que los fenotipos descritos en el mutante bol se debian a la

mutacién encontrada en AP2. Puesto que la mutacion se encontraba en un gen ya descrito

decidimos renombrarla como AP2'%

FUL podria regular la expresion de AP2.
El fenotipo de indeterminacién identificado en el escrutinio de la mutagénesis tan sdlo se

observd cuando la mutacién se encontraba en un fondo genético ful o cuando se

sobreexpresaba el nuevo alelo. Durante la serie de cruces realizados para eliminar posibles

mutaciones secundarias en la linea mutante seleccionada se observé que las plantas AP2™%

ful/+ presentaban ligeros defectos de indeterminacién, similares a los observados en plantas
heterocigotas para la mutacién ag, con la aparicién de algunos frutos que presentaban valvas
ectépicas (Fig. 2-33).

Figura 2-33: La indeterminacion generada por el
alelo AP2™” depende de los niveles de FUL,
incrementandose la indeterminacién  segun
eliminamos la presencia de FUL. En plantas
heterocigotas ful en wun fondo AP2'? s
desarrollan valvas ectdpicas indicando Ia

desregulacion de WUS.

5102

fu! '4P

Estos resultados sugerian que el fenotipo de indeterminacién observado podria depender de la
dosis de FUL, de modo que a menor cantidad de FUL, mayor efecto de la mutacién AP2'%.
Puesto que AP2 estd implicado en el control de la actividad meristematica favoreciendo la
expresion del gen WUS, y que el fenotipo de indeterminaciéon observado depende de los
niveles de FUL, podriamos pensar que FUL estaria regulando la actividad meristematica, y en
concreto la expresidon del gen WUS, a través de la regulacion de AP2. Asumiendo que el
fenotipo observado dependia de un fallo en la regulacién ejercida por el miR172, y que FUL
pudiera participar en la regulacidn de AP2, el fenotipo observado podria explicarse si en el
mutante ful los niveles de AP2 fueran mas altos. Esta desregulacion podria explicarse de dos
modos; una posibilidad seria que existiera un efecto represor de FUL sobre la regulacion de
AP2, por lo que, en ausencia de FUL, aumentarian los niveles de AP2. El incremento en los
niveles de este alelo resistente al miR172, provocaria un incremento de la proteina AP2
funcional, generdndose la indeterminaciéon de los meristemos (Fig. 2-34 A 1). La otra opcién
implicaria un efecto indirecto de FUL sobre AP2, a través de la regulacion del miR172. FUL
podria actuar como un activador de la expresion de los miR172, por lo que en un mutante ful
existirian niveles bajos de este miRNA. Niveles bajos de miR172, junto con la resistencia parcial
de este nuevo alelo, podrian desencadenar un incremento de los niveles de AP2 activo,
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produciendo los fenotipos dependientes de FUL descritos anteriormente (Fig. 2-34 A 2). En
ambos casos, el resultado final seria niveles altos de AP2.

Para intentar averiguar cual de estas opciones era la correcta, decidimos utilizar la linea
FUL:VP16. Si FUL funcionara activando la expresiéon del miR172, la linea FUL:VP16 deberia
mostrar mayores niveles de este miRNA, y por lo tanto, disminuir la cantidad de AP2 (Fig. 2-34
B 1). Por otro lado, si FUL fuera capaz de reprimir la expresiéon de AP2, en la linea FUL:VP16
deberiamos obtener mayores niveles de AP2 y un mayor efecto en la indeterminacion de los
meristemos (Fig. 2-34 B 2). Nuestros resultados previos con la linea FUL:VP16 mostraban
fenotipos evidentes de indeterminacién. Ademas, la flor terminal que desarrollaban las plantas
FUL:VP16 (Fig. 2-32 D) mostraba una gran similitud con las flores obtenidas con los alelos
resistentes de AP2 (Fig. 2-32 C), sugiriendo que AP2 podria estar presente a altos niveles en el
SAM de estas plantas.

Estos datos favorecian la opcidn de la regulacidn directa de AP2 como la mas plausible.

A 1 Figura 2-34: Modelo que explica los

FUL :AFZ > WUS posibles mecanismos de accidn

\ ]_ seguidos por FUL en la regulacién de
2

miR172 AP2. FUL puede regular a AP2 de dos
modos, bien de forma directa,

reprimiendo su expresion (Al), o bien

de FUL sobre AP2

B ! de forma indirecta, por ejemplo a
5 i B través del miR172 (A2). La utilizacion
' E . de la linea FUL:VP16 (Bl y B2), un
FRLNELe ap2 ———3 wus E' FUL:VP16 —> AP2 —> WUS . iivador  dominante  de la
\ ]_ E ]_ transcripcion, muestra que la opcion
miR172 i miR172 mas probable sea la regulacién directa

De acuerdo con este razonamiento, en la linea FUL:VP16 deberian existir mayores niveles de la

proteina AP2, que originarian los fenotipos descritos de indeterminacién. De este modo, la

192 deberia mostrar fenotipos mas severos.

102

combinacién de la linea FUL:VP16 con el alelo AP2
La combinacién genética de la linea FUL:VP16 con el alelo AP2™° mostrd un aspecto similar a la
linea FUL:VP16, pero todas las flores desarrolladas por estas plantas presentaban fuertes
fenotipos de indeterminacién. Todas las flores producidas por la linea FUL:VP16 AP2™* (Fig. 2-
32 B) fueron idénticas a las producidas por los alelos resistentes de AP2 descritas por Zhao et
al. (2007) (Fig. 2-32 C) y a algunas de las lineas que sobreexpraban AP2'® (Fig. 2-32 A derecha).
Estos resultados apuntaban de nuevo a una regulacidon de AP2 por FUL, independiente de la

regulacién del miR172.

Para testar esta hipdtesis decidimos también cruzar la linea FUL:VP16 por un mutante ap2. Si
los fenotipos de indeterminacién dependian de la desregulacién de AP2, deberiamos observar
la supresién de estos fenotipos. Las plantas FUL:VP16 ap2 presentaron un fenotipo aditivo,
desarrollando los frutos caracteristicos de la linea FUL:VP16 y a la vez que los fenotipos tipicos
de la mutacién ap2, como la conversién de sépalos a carpelos, pero de acuerdo con nuestra
hipdtesis, se suprimieron los fenotipos relacionados con la indeterminacion de los meristemos
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de la linea FUL:VP16: La flor terminal que producian estas plantas no estaba indeterminada,
produciendo un fruto similar al producido por el resto de flores (Fig. 2-35 C), al igual que
tampoco se detectd ningun tipo de indeterminacién en los frutos (Fig. 2-35 Ay B).

FUL:VP16

FUL:VP16 ap2-1

Figura 2-35: Las mutaciones en AP2 corrigen los defectos de indeterminacion observados en la linea FUL:VP16.
Entre los frutos producidos en la inflorescencia principal de las plantas FUL:VP16 (A) se observan frutos con

defectos de indeterminacion, como la presencia de valvas ectdpicas (punta de flecha). En los frutos producidos en
las plantas FUL:VP16 ap2 (B) no se observaron estos defectos. Ademas la indeterminacion de las flores terminales
caracteristica de las plantas FUL:VP16 (Fig. 2-17) desaparecio en un fondo genético ap2 (C).

Estos resultados indicaban que los fenotipos de indeterminacion mostrados en la linea
FUL:VP16 dependian de la presencia de AP2.

AP2y el GPA

Nuestros resultados indicaban que FUL controlaba el GPA regulando el mantenimiento de la
expresion de WUS, y que a su vez, FUL podria estar regulando la expresién de AP2. Ya que se
habia propuesto que AP2 estaba implicado en la regulacion de WUS (Wurschum et al., 2006),
decidimos comprobar si AP2 estaba también implicado en el GPA mediando el efecto de FUL
sobre WUS.

Con este propdsito decidimos estudiar si existian diferencias en el GPA del mutante ap2-12
respecto a las plantas silvestres y al mutante ful-2. El mutante ap2-12 presenta una insercion
de T-DNA en el quinto intréon del gen AP2, y de los alelos disponibles de AP2, perece ser el de
mayor perdida de funcidon (se expresa unas 16 veces menos que el silvestre)(Yant et al., 2010).
El mutante ap2-12 presenta los defectos tipicos de los mutantes ap2, como la conversién de
los sépalos a estructuras carpelares, y defectos en el desarrollo de los pétalos. Ademas,
presenta esterilidad parcial, probablemente ocasionada por una disminucién del nimero de
estambres presentes en la flor, pero los frutos que se polinizan se desarrollan con normalidad.
Tanto las plantas silvestres como el mutante ap2-12 generaron un nimero de flores similar en
la inflorescencia principal, 43,4%3,5 las plantas silvestres y 44,8+2,7 las plantas ap2-12,
mientras que el mutante ful-2 produjo 63,1+4,3 ( Fig. 2-36 C). La diferencia observada entre
estas plantas fue que mientras las plantas silvestres experimentaban un GPA normal, las
plantas ap2-12 formaban una estructura carpelar terminal (Fig. 2-36 A), al igual que lo hacian
numerosos mutantes estériles con baja produccién de semillas. La esterilidad del mutante ap2-
12, podria explicar la aparicién de esta flor terminal, pero sorprendentemente, no se observo
un incremento en el numero de flores producidas por estas plantas al compararlas con las
plantas silvestres. Para establecer si esta flor terminal se originaba en las plantas ap2-12, al
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igual que en los mutantes estériles, por la expresion ectépica de AG, decidimos analizar la
expresion de una linea delatora AG:GUS. En el mutante ap2-12, al igual que en los mutantes
estériles y que en las plantas silvestres a las que eliminamos las flores, AG se detecto
ectépicamente en el SAM durante las ultimas etapas del desarrollo de la inflorescencia (Fig. 2-
37).

A )
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Figura 2-36: El mutante ap2-12 presenta un GPA alterado. El mutante ap2-12 produce el mismo nuimero de flores
que una planta silvestre (C) pero no desarrolla GPA, terminando el desarrollo de la inflorescencia con la formacién
de una flor terminal (A). Para establecer si las diferencias se podrian deber a la esterilidad de este mutante
decidimos realizar el mismo experimento eliminando todas las flores producidas por las plantas. El mutante ap2-12
respondio al estimulo generado por la falta de semillas, pero generd la flor terminal antes que las plantas silvestres
(B), habiendo producido menos flores que las plantas silvestres (D).

Para determinar si la esterilidad parcial de ap2-12 podria causar estos fenotipos decidimos
provocar la falta de semillas eliminando progresivamente las flores producidas por el SAM del
mutante ap2-12, comparandolo de nuevo con las plantas silvestres y ful. En este experimento
también se eliminaron todas las coflorescencias producidas por las plantas. Tras 14 semanas,
tanto las plantas silvestres como las plantas ap2-12, produjeron la estructura terminal carpelar
tras la produccidn de 106,4+6,8 y 90,215,8 flores respectivamente, mientras que el mutante ful
no desarrolld esta estructura terminal, presentando un SAM funcional que habia producido
124,1+12,5 flores en el momento que se detuvo el experimento (Fig. 2-36 B, D). Asi, el mutante
ap2-12 respondio a la eliminacién de las flores, incrementando el nimero de flores producidas
por el SAM y retrasando la formacidn de la estructura terminal carpelar, pero menos que las
plantas silvestres sometidas al mismo tratamiento.

Estos resultados sugerian que AP2 podria estar implicado de algin modo en el control del GPA
y en el mantenimiento de la identidad del SAM en las ultimas etapas del desarrollo de la
inflorescencia. Estas funciones de AP2 podrian desempefiarse de dos modos diferentes: AP2
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actuaria manteniendo la expresion de WUS en el SAM, y a la vez podria estar evitando la
expresion ectopica de AG en este tejido, impidiendo su determinacion.

Figura 2-37: La flor terminal
producida por el mutante ap2-
12 se origina por la expresion
ectopica de AG en el SAM. Las
flechas indican las posiciones de
los SAM.

pAG::GUS ap2-12

Puesto que FUL controlaba el GPA regulando la expresion de WUS, y a la vez podria estar
regulando la expresién de AP2, una existia la posibilidad de que FUL controlara el GPA a través
de la regulacion de AP2.

Por estos motivos decidimos analizar también el GPA en el mutante AP2'” y en su

combinacién con ful. Si FUL promoviera el GPA a través de la regulacidn de AP2, el alelo AP2'*,
parcialmente resistente a la regulacién ejercida por el miR172, podria presentar defectos en el
GPA similares a los presentados por ful, y opuestos a los mostrados por el mutante ap2. Del
mismo modo, en la combinacién ful AP2'® deberiamos encontrar un efecto adin mayor, ya
gue nuestra hipétesis establece que deberian existir mayores niveles de AP2. Al realizar este
experimento se observd que las plantas silvestres produjeron una media de 38,7+4,3 flores,
mientras que las plantas AP2'®, ful y ful AP2'* produjeron una media de 65,3+7,4, 70,8+8,2 y
104,317,1 flores respectivamente (Fig. 2-38). Estos resultados mostraban un efecto de la

102

mutacion AP2° en el mantenimiento del SAM, que al igual que ful, generaba un incremento

del nimero de flores producidas por la planta. La combinacién ful AP2'*

mostraba una mayor
produccién de flores que ambas lineas por separado, ademas de presentar los fenotipos de
indeterminacion de meristemo floral descritos previamente. Estos resultados apoyaban

nuestra hipodtesis, donde FUL podria regular el GPA a través de AP2.

. Figura 2-38: FUL y AP2 controlan el

; ; GPA. Tanto el mutante ful como el
100 A=t alelo AP2'® producen mas flores que
e f las plantas silvestres. La combinacién
de ambos mutantes provocan un gran

. == L.cT.

n®de flores 60 7 retraso del GPA.
-8 ful-l
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semanas tras el alzado
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El hecho de que la linea AP2' no presentara fenotipos de indeterminacion en el meristemo
floral mientras que si que lo hiciera en el SAM nos sugeria la posibilidad de que el papel de AP2
en la regulacidn de WUS podria tener una importancia relativa diferente en ambos tipos de
meristemos. Por otro lado, también podriamos pensar que el SAM podria ser mas sensible a
los niveles de AP2 de forma que mientras que un pequefio incremento de los niveles de AP2
no tendria un efecto claro en el meristemo floral, si que lo podria tener en el SAM.

Al monitorizar la expresion de WUS en el SAM de estas plantas se observd que los niveles de
WUS, dos semanas después del alzado de la inflorescencia, parecian ligeramente superiores en
los SAM de las lineas ful-1, AP2'* y ful AP2' al compararlos con los de las plantas silvestres
(Fig. 2-39), indicando que su efecto en la longevidad o incremento en la produccién de flores
podria estar mediado por este incremento en los niveles de WUS.

ful-1AP2102

E WwWus AP2 Figura 2-39: Expresion de WUS y AP2.
El dominio de expresion de WUS en
inflorescencias de dos semanas es
ligeramente mayor en los mutantes ful
(B), AP2' (C) y el doble mutante ful
AP2™? (D) que en las plantas silvestres
(A). 4 semanas después del alzado (E),

ful-1

cuando las plantas silvestres ya han
experimentado el GPA, el SAM de las
plantas ful, AP2™®? y ful AP2" todavia
siguen expresando WUS. En el SAM de
éstas mismas plantas no se pudo
detectar con claridad la expresion de
AP2 en ful y APZIOZ, pero si se detectd
en las plantas ful AP2' |as ish del
panel E corresponden a cortes seriados

Ap2of

consecutivos.

Cuatro semanas después de alzado de la inflorescencia, cuando las plantas silvestres ya habian
experimentado el GPA, todavia se detectd expresion de WUS en el SAM de las plantas ful,
AP2'% vy ful AP2"® (Fig. 2-39 E).

La expresion de AP2 no se detecta en el SAM de las plantas silvestres mediante la técnica de
ISH, aunque si se detecta su proteina (Wollmann et al., 2010), indicando que se expresa a
niveles inferiores al umbral de deteccion de esta técnica. En los mismos apices utilizados en la
deteccion de WUS a las 4 semanas del alzado, y de acuerdo con los datos encontrados en la
bibliografia, no se pudo detectar la expresién de AP2 en el SAM de las plantas ful-1 y AP2'*
(Fig. 2-39 E), pero si que se detectd en las plantas ful-1 AP2'% (Fig. 2-39 E). El hecho de no
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detectar expresion de AP2 en el SAM de ful-1 y AP2'” podria deberse a que el posible
incremento en la expresidon de AP2 esperado todavia estuviera por debajo de los niveles de
deteccién de la técnica empleada, pero la desregulacion ocurrida en la combinacién de ambas
lineas si que pudo ser detectada en el SAM, indicando una cierta desrrepresion de AP2 en las
plantas ful AP2'%.

FUL se une al promotor de AP2

Ya que FUL parecia estar regulando la expresion de AP2, decidimos comprobar si esta
regulaciéon podria ser directa, mediante un experimento de inmunoprecipitacion de la
cromatina. Mediante este experimento pudimos determinar que FUL se unia a la regidn
promotora de AP2 en dos regiones diferentes, ambas ubicadas en la regién promotora en 5’,
aproximadamente a 1,8 Kb y 4,2 Kb del inicio del gen, obteniendo enriquecimientos del orden
de 8 y 5 veces respecto a las plantas control respectivamente (Fig. 2-40).

ATG Figura 2-40: Experimento de ChIP
sobre el promotor de AP2. FUL se
4800 -4200 3600 -3000 2400 -1300 -1200 -600 O 600 1200 1800 une a la regién promotora de AP2 en
dos regiones diferentes ubicadas a
AP2 1 AP2 2 AP2 C
1,8y 4,2 Kb del ATG de AP2.
14
12
10
8
T W IMPUT
6
HAb
4
2
0
AP2-1 AP2-2 AP2 control-

Estos resultados apoyarian la hipdtesis de una regulacion directa de AP2 por FUL, y que la
accion conjunta de FUL y el miR172 controlarian los niveles de AP2 tanto en el SAM como en
los meristemos florales.

ful ap2-12

Los resultados obtenidos en este trabajo indicaban que FUL controlaba el GPA dirigiendo el
apagado de la expresion de WUS. Esta regulacion de WUS posiblemente estaba mediada por la
represion directa del gen AP2. Una forma de testar esta hipdtesis era mediante la realizacion
de la combinacién genética ful ap2-12. En este doble mutante, si los fenotipos relacionados
con la indeterminacién del SAM se debian a la presencia de AP2, éstos deberian desaparecer,
tal y como ocurrié en las plantas FUL:VP16 ap2-2. Al analizar los fenotipos de las plantas ful
ap2-12 se observo que ap2-12 no era 100% epistatico a ful ap2-12. Estas plantas presentaban
los defectos caracteristicos del mutante ap2-12 durante el desarrollo floral (Fig. 3-41 A y B),
pero la inflorescencia principal producia un ndmero de flores similar al producido por las
plantas ful, aunque en ocasiones el SAM de estas plantas terminaba con la formacién de una
estructura terminal de tipo carpelar (Fig. 3-41 C). Este resultado sugeria que, aunque FUL podia
controlar el GPA a través de AP2, éste no debia ser el Unico modo existente. Puesto que AP2
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forma un clado junto con TOE1, TOE2, TOE3, SMZy SNZ, con los que muestra similitudes tanto
en su secuencia como en su regulacion y funciéon (Aukerman y Sakai, 2003; Mathieu et al.,
2009; Schmid et al., 2003; Yant et al., 2010), podriamos pensar que en ausencia de FUL algunos
de los genes pertenecientes a este clado estuvieran reemplazando a AP2 en el SAM.

Nuestro laboratorio ha tenido acceso a los resultados preliminares de un experimento de ChiP-
seq realizado por el laboratorio de G. Angenent (Wageningen, Holanda). Este experimento
muestra que FUL, ademas de unirse al promotor de AP2 en las regiones descritas, también lo
hace en los promotores de 3 genes mas incluidos en el clado de AP2, en concreto a SNZ, TOE1
y TOE3, por lo que FUL podria estar mediando también la represidn de estos genes. De este
modo, en el mutante ful, ademas de existir niveles altos de AP2, también podrian estar
elevados el resto de miembros de este clado, interfiriendo en el GPA.

Fig. 3-41: ful ap2-12. Las plantas ful ap2-12 (B) presentaban los defectos tipicos de los mutantes ap2 (A), con la

conversién de pétalos y sépalos en estructuras carpelares.las plantas ful ap2-12 producen un numero similar de
frutos a los producidos por las plantas ful, pero en ocasiones, los SAM de las plantas ful ap2-12 se determinaban
produciendo una flor terminal de naturaleza carpelar, de la que se muestran dos ejemplos (C), al igual que lo hacen
las plantas ap2.

115



DISCUSION Capitulo 2

Discusion

En este capitulo de tesis se ha identificado una nueva funcién del gen FUL en el control de la
longevidad del SAM de Arabidopsis thaliana, a través de la regulacion indirecta del gen de
identidad meristematica WUS. Nuestros resultados indican que FUL participa en el control
temporal de la expresién de este gen en el SAM, estableciendo asi el final de la actividad
meristematica y el subsiguiente GPA.

FUL se expresa tanto en el SAM como en los meristemos florales, solapando su expresion con
la de WUS (Fig. 3-42 A), pero su requerimiento en el control de la terminacién meristematica
parece ser diferente en cada tipo de meristemo.

A B

TERMINACION

FUL
J- Meristemo

SAM H—
—1 WUS
(indeterminado) > —— Floral
(determinado)

Figura 2-42: La expresion de FUL y WUS se solapan en el centro del SAM y del meristemo floral (MF) (A). La
principal diferencia entre el SAM y los meristemos florales es la determinacion. EL SAM es un meristemo
indeterminado que produce continuamente nuevos d&rganos, mientras que los meristemos florales son
determinados, produciendo un numero concreto de drganos antes de agotar la poblacién de células
meristematicas. FUL regula la funcién de ambos tipos de meristemos participando en la regulacién de WUS (B), pero
el efecto de su ausencia sélo es apreciable en el SAM.

Mientras que el mutante ful presenta un claro fenotipo en el SAM, que se mantiene durante
mas tiempo activo, es afenotipico en el meristemo floral, no presentando ningun defecto en la
terminacion de estos meristemos. La razén de esta diferencia puede estar en la naturaleza de
cada meristemo. El SAM, por definicidén, se considera un meristemo indeterminado ya que no
se diferencia y mantiene su identidad hasta el final de la vida de la planta, mientras que los
meristemos florales son determinados, diferencidndose en estructuras finales concretas que
agotan las células meristematicas disponibles (Fig. 2-42 B). Aunque ambos tipos de meristemos
comparten mecanismos de regulacion, donde el gen WUS es imprescindible, el hecho de que
los meristemos florales sean determinados implica una regulacién adicional frente al SAM. Los
meristemos florales deben estar activos el tiempo suficiente como para proporcionar un
namero de células necesario que asegure el desarrollo de los diferentes d6rganos que
compondran la flor. A su vez, la actividad meristematica debe pararse en el momento
adecuado para no alterar el desarrollo de los uUltimos drganos que se producen durante el
desarrollo floral, los carpelos. Las alteraciones en el desarrollo de los carpelos comprometen la
supervivencia de la planta ya que en ellos se desarrollaran los évulos que originaran las
semillas. Por este motivo, la terminacion de los meristemos florales debe estar altamente
regulada y controlada, por lo que posiblemente existan mecanismos adicionales que aseguren
el correcto apagado de la expresion de WUS. En este contexto, FUL podria participar en el
control de la actividad meristematica de ambos tipos de meristemos, reprimiendo la expresion
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de WUS (Fig. 2-42 B), pero mientras que en el meristemo floral funcionaria redundantemente
con otros genes, que serian capaces de suplir su ausencia, en el SAM su funcidn seria
posiblemente mas importante, donde su ausencia si provoca alteraciones en la regulacion
meristematica.

FUL tiene un papel en el control de la determinacion del meristemo floral.

Un gen clave en el control de la determinacidon del meristemo floral es AG (Lenhard et al.,
2001; Lohmann et al., 2001) que reprime la expresion de WUS en el meristemo floral a través
de KNU (Sun et al., 2009). Ademas se han identificado diferentes genes que participan en este
proceso cuyas pérdidas de funcidén retrasan o impiden la terminacién del meristemo floral
(Prunet et al., 2009). Muchas de estas mutaciones, al igual que ful, no presentan fenotipo por
si solas en la terminacidon de los meristemos florales, indicando la existencia de posibles
mecanismos de regulacién redundantes implicados en la determinacidon del meristemo floral.
Muchos de estos mutantes presentan fenotipos de indeterminacidon severos cuando se
reducen los niveles de AG (como en el plantas ag/+), indicando que o bien participan en la
regulacién de AG, contribuyendo a que existan niveles suficientes de este regulador, o bien
gue participan en paralelo a AG y su papel es mas evidente en ausencia de niveles optimos de
AG. El mutante ful, a diferencia de estos mutantes, no incrementa la indeterminacién del
heterocigoto ag, pero si que lo hace al combinarse con ellos. Estos resultados sugieren que la
funcién de FUL en el control de la terminacidn del meristemo floral podria depender de AG.

FUL controlaria la determinacion del meristemo floral junto a AG
Ademads, el mutante ag resultd ser epistatico al doble mutante ful ag, lo que podriamos
interpretar como si FUL actuara aguas arriba de AG en la determinacién de los meristemos
florales, y que por lo tanto, podria participar en su regulacidn. Sin embargo, la opcién de una
posible regulaciéon directa de AG por FUL se puede descartar a partir de los resultados
obtenidos con el alelo FUL:VP16 en combinacion con ag. La linea FUL:VP16 en un fondo ag
heterocigoto presentd severos defectos en la terminacion del meristemo floral. Si FUL regulara
directamente a AG para que se alcanzaran los niveles adecuados de expresién de AG en el
meristemo floral, en la linea FUL:VP16 esperariamos una mayor activacion de AG que pudiera
corregir los defectos presentados por las plantas heterocigotas para AG.

Cuando la linea FUL:VP16 se hallaba en un fondo ag, obteniamos de nuevo la epistasia de ag.
La epistasia de ag en ful ag y FUL:VP16 ag sugiere que es necesaria la presencia de AG para el
papel de FUL en la terminacidn del meristemo floral, bien por que funcionarian en un mismo
complejo, bien porque la presencia de AG proporcionara en ambiente adecuado para la
funcién de FUL, por ejemplo activando la expresidon de otros genes necesarios para su
actividad.

La opcidn de que FUL y AG formaran parte de un mismo complejo regulador estaria respaldada
por la existencia de interaccién entre ambas proteinas, que participarian en la represidn de
WUS. Sin embargo, los datos genéticos de los que disponemos sugieren que FUL participa en
una ruta diferente a la descrita para AG. Al combinar el mutante ful con el mutante knu,
obtuvimos un fenotipo mas fuerte que el mostrado por el mutante knu por si solo. Ya que KNU
es un efector de la represiéon de WUS mediada por AG, el incremento de fenotipo observado
en el doble mutante apunta a un papel de FUL independiente de esta ruta, sugiriendo la
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posible existencia de una ruta paralela independiente de KNU donde estarian implicados FUL y
posiblemente AG. Los fenotipos observados en las plantas FUL:VP16 ag/+ serian pues el reflejo
de una escasa activacion de KNU debida a los bajos niveles de AG y de la accidn conjunta de
FUL:VP16 y AG sobre otro gen diana.

Por otro lado, se podria considerar que el dimero FUL-AG detectado en este trabajo podria
estar simplemente implicado en otros procesos del desarrollo, como el desarrollo del gineceo.
Esta hipdtesis sugiriria un papel de FUL completamente independiente de AG en la regulacién
de la determinacion del meristemo floral, pero de ser cierta, deberiamos observar un
incremento de la indeterminacion del meristemo floral en las plantas FUL:VP16 ag, como se
observa en otras combinaciones de ag con mutantes que participan en otras rutas
independientes como podria ser ag clv3 (Clark et al., 1993).

La explicacidn mas plausible seria que FUL participara redundantemente en la regulacién
negativa de algun gen implicado en el mantenimiento del meristemo. Esta Ultima hipdtesis
estaria de acuerdo con todos los resultados genéticos obtenidos; en ful no observariamos
fenotipos en la terminacion del meristemo floral al quedar enmascarado por otros factores
redundantes en la regulacién de su gen diana. Esta funcion de FUL podria depender de AG,
pero participaria en una ruta diferente a la establecida por KNU ya que la ausencia de FUL
incrementa el fenotipo de indeterminacion del mutante knu. El incremento del fenotipo de
indeterminacion observado en la linea FUL:VP16 ag/+ se deberia a un efecto sinérgico en el
incremento de la expresidn del gen diana de FUL y a la escasa activacién de KNU (Fig. 2-43).

Desarrollo carpelar Desarrollo carpelar Desarrollo carpelar
FUL FUL::VP16
otros otros otros
H i
KNU KNU | KNU i
N / \I / \I /
1 1 1
Terminacion i Mantenimiento Terminacion : Mantenimiento Terminacion : Mantenimiento|
WUS WUS WUS
Actividad meristematica Actividad meristematica Actividad meristematica

Figura 2-43: FUL controla la actividad del meristemo floral regulando negativamente los procesos que mantiene
activa la expresion de WUS. El dimero FUL-AG regularia la expresion de WUS, aunque a través de una ruta diferente
a la establecida por KNU. Esta interaccion podria ser relevante en otros procesos del desarrollo también. La
hipdtesis en la que FUL se comporta como un represor de los procesos de mantenimiento de la expresion de WUS
concuerda perfectamente con los fenotipos observados en el mutante ful y la linea FUL:VP16.

FUL regula la expresion de AP2 en el meristemo floral
El trabajo realizado durante esta tesis con el nuevo alelo de AP2, AP2™ ha permitido
establecer que AP2 podria ser una diana directa de FUL, y que FUL participaria en su represion
durante la terminacién de los meristemos florales, entre otros procesos. Como hemos
comentado, en los meristemos florales deben existir dos tipos de estimulos: uno que
promueva la actividad del meristemo para asegurar una cantidad de células adecuada y otro
final que termine con esta actividad y asegure la correcta determinacién de éste. AG y AP2
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juegan un papel clave en la regulacidon de la actividad del meristemo floral. AG es un gen
homeodtico responsable de la identidad de estambres y carpelos, que participa en la represion
de WUS (Lenhard et al., 2001; Lohmann et al., 2001), y AP2, que también esta considerado un
gen homedtico implicado en el desarrollo de sépalos y estambres, participa en el
mantenimiento de la expresién de WUS (Wurschum et al., 2006). AP2, dentro del modelo ABC
propuesto para explicar el desarrollo floral, pertenece al grupo de genes de tipo A mientras
que AG contituye el Unico gen descrito en Arabidopsis de tipo C (Fig. 2-44 A). Este modelo
establece que los genes de tipo A, AP2, y de tipo C, AG, se autoexcluyen espacialmente, de
forma que AP2, que se expresa en los dominios exteriores del primordio floral, reprime la
expresion de AG, y AG, que se expresa en los dominios interiores reprime la expresion de AP2
(Fig. 2-44). Puesto que FUL participa en la regulacién de WUS en el meristemo floral,
posiblemente en un proceso dependiente de AG, y que tanto FUL como AG reprimirian la
expresion de AP2, que actua activando la expresidon de WUS, podriamos completar el modelo
propuesto anteriormente incluyendo al factor de transcripcion AP2 en él. (Fg. 2-44 B).

A sépalo petalo ! estambre carpelo estambre: pétalo | sépalo B Desarrollo carpelar
/K
AG FUL
KNU ||~ AP2
FUL
m|R172\ Terminacién\ Aantenimiento
APZ. IAG | AP2 WUS

\WUS oy l

Actividad meristematica

Figura 2-44: La accién conjunta de FUL y el miR172 controlan los niveles de AP2. La regulacidn ejercida por FUL
sobre AP2 podria, ademas de controlar la expresion de WUS, limitar la expresion de AP2 en los dominios centrales
del meristemo floral. El modelo ABC explica como tiene lugar la compartimentacién y adquisicion de identidades de
los diferentes érganos florales. En el establecimiento del dominio central que dara lugar al carpelo, la expresion de
los genes de tipo A, como AP2, estd reprimida. En este proceso participa el miR172. Puesto que FUL se expresa justo
en este dominio central del meristemo floral podria estar controlando junto al miR172 la perfecta
compartimentacién del primordio del carpelo restringiendo la expresion de AP2 a los dominios exteriores del
meristemo floral, permitiendo la accién de AG.

Este modelo sugiere ademas un papel de FUL en el correcto establecimiento del cuarto
verticilo del meristemo floral al participar en la exclusién de AP2 en este dominio (Fig. 2-44 A).

FUL actia redundantemente con el miR172 en la represion de AP2
La represidon de AP2 en los dominios centrales del meristemo floral por AG y FUL contribuiria al
correcto apagado de WUS de dos modos: evitando la activacion de WUS por AP2 y
permitiendo que AG se exprese al nivel adecuado para que medie la terminacion del
meristemo (Zhao et al., 2007).

El miR172 juega un papel clave en el control de los niveles de AP2, ya que es capaz de
restringir la expresion de AP2 incluso en ausencia de AG (Chen, 2004; Wollmann et al., 2010;
Zhao et al., 2007) (Fig. 2-44). Ademas, la represion de AP2 en los dominios centrales del

119



DISCUSION Capitulo 2

meristemo floral requiere de la presencia de este miRNA, ya que formas resistentes de AP2 a la
regulacion ejercida por este miRNA presentan defectos severos de indeterminacidn en el
meristemo floral en presencia de FUL y AG (Zhao et al., 2007). De este modo, la accion
conjunta de la regulacion mediada por FUL y por el miR172 podria ser la responsable de limitar
la expresién de AP2 a los verticilos exteriores del meristemo floral, permitiendo Ia
determinacidn. La ausencia de fenotipos de indeterminacion en el mutante ful se ha explicado
mediante la posible existencia de una regulacidon redundante de sus dianas. Uno de estos
factores redundantes podria ser el miR172 (Fig. 2-44 B), como sugiere el fenotipo de los
mutantes AP2'%

indeterminacion en el meristemo floral de la ausencia de FUL o del cambio de actividad de FUL

y su combinacion con los alelos de FUL. La dependencia de los fenotipos de

apoya esta idea, indicando que ambos tipos de regulacidn, transcipcional y postranscripcional,
constituyen un robusto control en la determinacién del meristemo floral. FUL controlaria la
expresion de AP2 reprimiéndolo, mientras que el miR172 podria estar regulando los niveles
AP2, bien por degradacion del mensajero, o bien impidiendo su traduccién (Fig. 2-44 B).

FUL controla la longevidad del SAM

Naturaleza del SAM en Arabidopsis

El SAM de Arabidopsis es indeterminado, por lo que aparentemente no existen rutas
reguladoras que controlen su terminacién. De hecho, el SAM de Arabidopsis no sufre un
proceso en el que se agoten todas las células meristematicas, si no que experimenta un
proceso de parada conocido como GPA (Hensel et al.,, 1994). El GPA, en Arabidopsis, estd
altamente relacionado con la produccién de semillas de la planta, ya que el momento en que
se produce depende de si se ha conseguido un nimero determinado de semillas que aseguren
el éxito reproductivo (Hensel et al., 1994). Si no se alcanza esta cantidad de semillas, como en
mutantes estériles o parcialmente estériles, el SAM continuara produciendo flores, aunque ya
no de forma indefinida. Curiosamente, en estas condiciones el SAM se vuelve determinado,
consumiéndose el reservorio de células meristematicas en la formaciéon de una estructura
terminal de naturaleza carpelar, que como hemos mostrado en los resultados de esta tesis,
implica la expresién ectdpica de AG en el SAM.

Estas observaciones sugieren que tal vez el SAM de Arabidopsis podria no ser realmente un
meristemo indeterminado. Evolutivamente se considera que las inflorescencias abiertas o
indeterminadas aparecieron a partir de meristemos determinados donde se produjo la
represion de los genes de identidad floral (Coen y Nugent, 1994; Prusinkievitz et al., 2007).
Arabidopsis thaliana, un ejemplo clasico de inflorescencia indeterminada, podria retener
todavia un SAM determinado, cuya naturaleza quedaria oculta por el GPA, que provoca el cese
de toda actividad meristematica. En plantas esteriles, donde el GPA no se establece y el
meristemo continua con su actividad acabariamos observando la determinacién del SAM. De
este modo, la estrategia seguida por Arabidopsis para adquirir una inflorescencia
indeterminada podria haber sido retrasar la determinacidén del SAM, incrementando asi su
produccién de semillas.

FUL y AP2 modulan el GPA
Ademas de la posible regulacién del GPA por la produccidn de semillas, existen evidencias de
que el GPA podria estar controlado genéticamente. Asi, dentro de un mismo ecotipo de
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Arabidopsis se produce una cantidad similar de frutos/semillas por planta, que es
caracteristico de ese ecotipo en concreto (Hensel et al.,, 1994). A partir de estudios en
diferentes especies se ha propuesto que el GPA, y en general, la senescencia monocarpica,
podria estar mediada por diferentes causas, aunque ninguna de ellas se ha demostrado y
aceptado de forma general. Entre las causas mas aceptadas destacan dos, la disponibilidad y
movilizacién de nutrientes, donde los frutos actuarian como fuertes sumideros de recursos
provocando la muerte de la planta, y la posible existencia de una “hormona de la muerte” que
dirigiria este proceso (para una explicacién mas detallada ver Wilson, 1997; Bleecker y
Patterson, 1997), donde las citoquininas podrian jugar un papel relevante, ya que se han
relacionado con el retraso de la senescencia monocdrpica (Nooden et al. 1990) y ademas
juegan un papel clave en el mantenimiento del SAM. La gran mayoria de trabajos existentes
en este campo son estudios fisiolégicos, que se llevaron a cabo en diferentes especies, tanto
monocotiledoneas como dicotiledéneas, encontrandose evidencias a favor y en contra para
cada una de las dos opciones mencionadas. A pesar de que este tema se ha abordado durante
largo tiempo, no existe hasta la fecha ninguna aproximacion genética ni modelo molecular que
expliqgue cdmo se desencadena y regula este proceso.

Durante este trabajo de tesis se ha observado que las mutaciones en el gen FUL, asi como el
alelo AP2', provocan un claro fenotipo en el SAM, ya que se mantiene durante mas tiempo
activo al retrasarse el GPA. Ademas, también se ha observado que la ausencia de AP2 provoca
la determinacidn del SAM con la formacién de una estructura terminal carpelar similar a la
producida cuando el SAM se determina por ausencia de semillas, pero sin experimentar el
incremento en el nimero de flores producido en condiciones de esterilidad.

Como hemos visto en esta tesis, el GPA ocurre cuando WUS deja de expresarse en el SAM, y la
formacién de la estructura terminal observada en condiciones de esterilidad o en el mutante
ap2 ocurre cuando se expresa ectépicamente AG en el SAM. Ya que FUL y AP2 participan en la
regulacién de los niveles de WUS y afectan al GPA, podriamos pensar que al igual que en el
meristemo floral, FUL estaria controlando la expresién de WUS vy la actividad del SAM a través
de la regulacién de AP2, estableciendo de este modo el momento del GPA (Fig. 2-45 A). AP2,
ademads de mantener la expresién de WUS en el SAM, estaria reprimiendo la expresion de AG
en este meristemo impidiendo su determinacién precoz (Fig. 2-45 A). Las relaciones entre
estos 4 genes estarian estableciendo la identidad del SAM: la actividad de AP2 mantendria
activo el meristemo activando a WUS a la vez que lo mantendria indeterminado reprimiendo la
expresion de AG. FUL controlaria los niveles de AP2, consigiendo reducirlos hasta provocar el
cese de la activacion de WUS, provocando el GPA (Fig. 2-45 B). En situaciones donde los niveles
de AP2 fueran extremadamente bajos, AG podria expresarse en el SAM provocando su
determinacidn y la formacion de una estructura carpelar terminal. (Fig. 2-45 C).

Al igual que en el meristemo floral, la regulaciéon de AP2 en el SAM dependeria también del
mR172, ya que una ligera resistencia de AP2 a la regulacién ejercida por el miR172 fue capaz
de retrasar el GPA. Tanto la regulacion ejercida por FUL como la ejercida por el miR172 sobre
AP2 serian importantes en el control de la actividad del SAM, ya que en la combinacion ful
AP2'% se observé un retraso mucho mayor del GPA que en los mutantes simples. Las plantas
ful AP2'?, a pesar de tener la fertilidad seriamente afectada debido a los defectos generados
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por la indeterminacién de los meristemos florales, no generaron ninguna estructura terminal,
indicando que a pesar de la esterilidad el SAM se mantenia indeterminado.

El GPA como fase final del desarrollo de Arabidopsis
Las relaciones propuestas entre estos genes podrian explicar tanto el establecimiento del GPA
como de la formacidn de la estructura terminal, pero no explican el momento en el que se dan
estos eventos. FUL se expresa fuertemente en el momento de la transicién floral, aunque en
ese momento no es capaz de detener la actividad del SAM. Del mismo modo AP2 disminuye su
expresion también en el momento de la transicion floral, aunque esto no provoque que se
detenga la actividad del SAM ni se exprese ectopicamente AG en él.

Tanto FUL, AP2 como el miR172 se expresan en el SAM, solapando su expresion con la de
WUS, pero sus niveles varian en funcidn de las etapas de desarrollo de la planta. Los niveles de
estos genes estdn regulados por una ruta endégena que media los cambios asociados a la edad
(Wang et al., 2009; Wu et al., 2009) a través de la relacidén existente entre dos miRNA, el
miR156 y el miR172. El miR156 regula a un grupo de genes pertenecientes a la familia SPL,
mientras que el miR172 regula a un grupo de genes pertenecientes a la familia de AP2 (Wang
et al., 2009; Wu et al., 2009). En los estadios iniciales de desarrollo los niveles del miR156 son
elevados, mientras que los del miR172 son muy bajos. A lo largo de la vida de la planta este
balance se invierte progresivamente, de forma que durante la etapa de desarrollo
reproductivo los niveles de miR156 son bajos mientras que los del miR172 son altos,
provocando que existan niveles elevados de las proteinas SPL y bajos de las proteinas AP2 (Fig.
2-46 B). La regulacidn entre estos miR y sus dianas es compleja, ya que existen ciclos de
retroalimentacion entre ellos. Las proteinas SPL activan al miR156 que las reprime y a su vez
activan al miR172, mientras que las proteinas AP2 actuan activando la expresién del miR156 vy,
segln la proteina, también activan o reprimen al miR172, lo que confiere una regulacion fina
de estos equilibrios (Fig. 2-46 A). De las proteinas tipo AP2 que regulan al miR172, AP2
funciona reprimiendo su expresion. De este modo, el balance miR156/miR172 controla los
cambios de fase en el desarrollo, es decir, controlan el paso entre las diferentes etapas de la
vida de la planta (Poethig, 2003; Schwarz et al., 2008; Shikata et al., 2009).Los cambios de fase
establecidos por esta ruta se produciran a través de los cambios en la expresidon que deben
mediar las proteinas AP2 y SPL. Una de las principales dianas de las proteinas SPL es FUL, que
podria estar mediando en parte los cambios asociados a las proteinas SPL. De acuerdo con el
modo de accidn de esta ruta enddgena de la edad los niveles de expresion de FUL, AP2 y el
miR172 iran cambiando paulatinamente con el paso del tiempo, sugiriendo que su efecto en el
GPA pudiera depender de unos valores de expresion determinados o la proporcidn existente
entre ellos.

Como hemos razonado anteriormente, el GPA debe estar controlado genéticamente, ademas
de que existe una clara relacién entre GPA y edad. En este contexto, tanto FUL, AP2 como el
miR172, que hemos identificado como controladores del GPA, actuarian como integradores de
ésta ruta enddgena de la edad, por lo que el GPA podria considerarse como la ultima fase de
desarrollo de las plantas anuales. Durante esta fase final caracteristica de las plantas
monocarpicas, la planta detiene el crecimiento y destina los recursos que posee a finalizar el
desarrollo de las semillas producidas antes de la llegada de las condiciones adversas,
asegurando asi la supervivencia de su descendencia.
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Figura 2-46: La ruta enddgena de la edad controla los niveles de FUL y AP2. La edad de la planta controla el
equilibrio entre el miR156, que favorecen estadios juveniles de desarrollo, y el miR172, que favorece el desarrollo
reproductivo. La regulacion de estos miRNAs afecta a los niveles de los genes que regulan, los SPL y los AP2 (A).
Segln este modelo, durante las etapas iniciales del desarrollo los niveles de AP2 seran elevados (B), e iran
disminuyendo progresivamente con la edad de la planta, hasta tener niveles muy bajos en las ultimas etapas de
desarrollo.

Basandonos en las observaciones anteriores, proponemos el siguiente modelo:

Durante las ultimas etapas de la vida de Arabidopsis, el SAM presenta altos niveles de las
proteinas SPL. Los altos niveles de SPLs facilitan la existencia de altos niveles de FUL y del
miR172. FUL reprimiria la expresién de AP2 mientras que el miR172 eliminaria los RNA
mensajeros de AP2 o impediria su traduccion, provocando una disminucién de los niveles de
AP2. Ademas de AP2, en este proceso, FUL podria estar regulando a 3 genes mas también
regulados por el miR172: TOE1, TOE3 y SNZ. La disminucidn de los niveles de AP2 en el SAM
afectaria a su vez a la expresién de WUS, que también disminuiria sus niveles (Fig. 2-47 A). En
un contexto temporal, tanto el aumento de las proteinas SPLs, de FUL y del miR172, como la
disminucién de AP2, se iria produciendo de forma paulatina, cambidndose de forma progresiva
sus proporciones. De este modo, en el momento que los niveles de AP2 estuvieran por debajo
de un determinado umbral, observariamos el GPA (Fig. 2-47 A).

En el mutante ful se produciria un retraso en la caida de los niveles de AP2, retrasandose asi el
GPA (Fig.2-47 B). Las mutaciones resistentes a la regulacién por el miR172 generarian un
efecto similar, al retrasarse también la reduccién de AP2 (Fig.2-47 C).

En el mutante ap2-12 deberiamos observar una parada de la actividad del meristemo
temprana, pero lo que observamos es la formacidén de una estructura terminal de naturaleza
carpelar, similar a la observada en mutantes estriles o cuando se induce la esterilidad (Fig. 2-47
D, E). Esta flor terminal se origina tras la expresion ectdpica del gen homedtico AG. Ademas de
conferir identidad de carpelo, AG participa en la represién de WUS. Interesantemente AG es
una diana directa de AP2, que reprime su expresion. AP2, ademas de participar en el
mantenimiento de la expresidn de WUS en el SAM, podria estar evitando que AG se expresara
ectépicamente en este tejido, contribuyendo de este modo a mantener el SAM indeterminado.
Si el SAM de Arbidopsis realmente fuera un meristemo inflorescente determinado, con el
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transcurso de la vida de la planta, AG, como como gen de identidad de érgano floral y como
principal efector de la terminacion de los meristemos florales, acabaria expresandose en el
SAM provocando su determinacion.

Esta hipdtesis también explicaria la formacion de las estructuras terminales carpelares
observadas en los mutantes estériles o en las plantas donde eliminamos las flores. La ausencia
de semillas provoca que el SAM se mantenga activo mas tiempo independientemente de la
presencia de la regulacién ejercida por FUL y AP2 (Fig. 2-47 A). El hecho de prolongar la vida de
la planta permitiria o provocaria una reduccion mayor de los niveles de AP2 suficiente como
para permitir la activacion de la expresidn de AG en el SAM, que en condiciones normales no
observariamos (Fig. 2-47 E).

A FUL miR172
Silvestre
GPA
Nivel —— wus
de —— AP2 AI:-’Z \‘
expresién —— FUL, SPLs 0 miR172 Esterilidad AG
AG Falta de semillas :
“ WuUs
\ Actividad meristemtica
\
\\ ’
: ~ w
Tiempo/edad WL
Estructura
B ul D
f ap2-12 terminal
carpelar
GPA Nivel
Nivel de
de expresién
expresion
Tiempo/edad Tiempo/edad
C 102 E ri
AR2 Estéril/podada Estiictiin
terminal
GPA Nivel carpelar
Nivel de
de expresion
expresion
Tiempo/edad Tiempo/edad

Figura 2-47: Modelos propuestos que explican los fenotipos observados en diferentes condiciones y genotipos. En
A se muestra un diagrama de los principales eventos de regulacion implicados en el GPA asi como una
representacion de la posible expresion de estos genes durante el desarrollo en las plantas silvestres con el paso de
la edad: WUS (verde), AP2 (rojo), FUL (morado) y AG (azul). Los fenotipos observados en el mutante ful (B), ap-2-12
(D), AP2™% (C) o en plantas estériles (D) se explican introduciendo su efecto en el modelo.

La naturaleza del GPA vy el origen de la sefial relacionada con la produccién de semillas es
desconocida. Esta sefial debe actuar en el SAM, afectando a la regulacion de WUS. Tanto ful
como AP2™ retrasann el GPA, y por lo tanto estos genes podrian estar integrando las sefiales
derivadas de las semillas. Sin embargo, estos genes no serian los Unicos responsables de
integrar éstas sefiales ya que los mutantes ful y ap2 son capaces de responder al efecto
provocado por la ausencia de semillas, por lo que una posibilidad podria ser que parte de esta
sefial pudiera afectar a la regulacién de WUS de forma independiente. Por otro lado, la
reducida respuesta observada en el mutante ap2-12 respecto a plantas silvestres, podria
indicar cierta participacion de este gen en el incremento de la produccion de flores. La
presencia del resto de miembros del clado AP2, y su posible redundancia en este proceso
podria enmascarar el papel de AP2 (o este clado) en este tipo de respuesta. Si esta hipdtesis
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fuera cierta, la sefal derivada de la producién de semillas podria estar integrada a nivel del
miR172. Las semillas estimularian la expresién de este miRNA que reduciria, junto a FUL los
niveles de proteinas AP2 provocando el GPA. La ausencia de semillas provocaria la existencia
de niveles bajos de este miRNA, con el consecuente aumento de las proteinas AP2 vy el
mantenimiento de la actividad de WUS.
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Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

-FUL participa en la regulacién de la actividad meristematica, tanto en el SAM como en los
meristemos florales, controlando la expresion de WUS. Esta regulacién la ejerce
probablemente mediante la regulacidén negativa directa del gen AP2.

-La regulacion de los niveles de AP2 estd controlada de forma conjunta por el miR172, que
puede reducir los niveles de su RNA y la traduccion de la proteina, y por FUL, que reprime
directamente la expresién del gen. Esta acciéon conjunta contribuye a la regulacion de los
niveles de la proteina AP2 tanto en el SAM como en el meristemo floral,

-La accién de FUL es clave en el establecimiento del habito de vida anual monocarpico de
Arabidopsis thaliana, participando activamente en el proceso del GPA. Nuestros resultados
suponen la primera evidencia molecular sobre la existencia de un control genético de este
proceso observado en multitud de especies vegetales, entre las que se encuentran muchas de
interés agrondmico. En este proceso FUL podria reprimir de forma gradual la expresién de AP2
en el SAM, provocando un descenso progresivo de la expresién de WUS. Cuando WUS deja de
expresarse se detiene el desarrollo de la inflorescencia y se produce el GPA.
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Capitulo 3 INTRODUCCION

Introduccion

Los frutos de las angiospermas son responsables en gran medida del éxito evolutivo de este
tipo de plantas, ya que son los responsables de albergar y proteger las semillas durante su
desarrollo a la vez que aseguran su dispersion. Por otra parte, presentan un alto interés
econdmico, ya que constituyen una parte muy importante de nuestra alimentacién, ademas
de ser la base de numerosos productos secundarios como aceites, fibras o vino.

El fruto se desarrolla principalmente a partir del gineceo, el érgano reproductivo femenino de
la flor, y en ocasiones incorpora también otros tejidos u érganos de la flor, en un proceso
denominado fructificacidn, que se inicia con la fertilizacion de las semillas. El desarrollo del
fruto y la formacién de las semillas son procesos coordinados que se inician cuando llegan al
ovario una serie de sefiales desencadenadas por la polinizacién del gineceo y la posterior
fertilizacion de los évulos (Gillaspy et al., 1993; Vivian-Smith y Koltunow, 1999). Durante la
fructificacion se produce un aumento general de tamafio y la diferenciacion de nuevas
estructuras. Este crecimiento se alcanza generalmente mediante una fase inicial donde
predominan las divisiones celulares y una fase posterior de expansion celular.

Los frutos presentan una gran diversidad de formas, colores y texturas, que van desde los
frutos blandos y frescos, hasta los secos y duros. Los frutos frescos normalmente son dulces,
con colores brillantes y generalmente estan adaptados para ser ingeridos por vertebrados que
se encargaran de dispersar las semillas. Los frutos secos presentan mecanismos de dispersion
diferentes, donde el viento, el agua o la fuerza generada por la apertura de los frutos media la
dispersion de las semillas.

Los frutos secos se clasifican en dehiscentes e indehiscentes. En los frutos dehiscentes las
paredes del ovario se abren para dispersar las semillas al medio, mientras que en los
indehiscentes las semillas se mantienen encerradas dentro del fruto y éste se separa de la
planta.

El fruto de Arabidopsis thaliana

El fruto de Arabidopsis thaliana es un fruto seco y dehiscente denominado silicua, similar al de
muchas plantas de interés agrondmico como el guisante, las judias, las lentejas, la soja y la
colza. Se ha propuesto que el fruto ancestral del que habria divergido toda la variedad actual
de frutos en las angiospermas seria un fruto seco y dehiscente (Scutt et al., 2006), por lo que el
estudio del desarrollo del fruto en Arabidopsis resulta de gran interés, tanto para entender los
mecanismos basicos que controlan el desarrollo de los diferentes tipos de fruto, como para
obtener informacién que podria ser de aplicacion directa en plantas de interés agronémico.

En un gineceo maduro de Arabidopsis, a partir del cual se desarrollara el fruto, se pueden
distinguir en un eje apical-basal, de arriba hacia abajo, el estigma, compuesto de numerosas
células epidérmicas alargadas que se denominan papilas estigmaticas; el estilo, que aparece
como un cilindro corto y sélido; el ovario, compuesto por dos valvas conectadas externamente
por los repla y dividido internamente en el plano medio por el septum y que forma una camara
bilocular dentro de la cual se encuentran los dvulos; y el ginéforo, que conecta la zona basal
del fruto a la base de la flor (Fig. 3-1 A).
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Figura 3-1: Micrografia electrdnica de barrido del gineceo de Arabidopsis en antesis (A) y seccidn transversal del
ovario (B). Se indican los ejes de polaridad y los distintos tejidos. Modificado a partir de Balanza et a/ (2006)

En una seccion transversal del ovario se puede observar la distribucién de tejidos en el eje
medio-lateral (Fig.3-1 B). En posicién lateral encontramos las valvas, que corresponden a las
dos paredes de los carpelos. Dentro de la valva se pueden distinguir varias capas de células: el
exocarpo o epidermis externa, que comprende una linea Unica de células; el mesocarpo,
constituido por tres capas de células del clorénquima; y por ultimo el endocarpo, que consiste
en dos capas de células diferenciadas: una capa de epidermis interna (ena) y una capa de
pequefias células subepidérmicas (enb) (Sessions y Zambryski, 1995; Spence et al., 1996). Las
valvas acaban en una columna de células pequefias, que forman una depresidn longitudinal
denominada margen de valva. En las posiciones mediales del ovario se encuentran el replum
(lado abaxial del septum), el septum, la placenta y los évulos que de ella derivan. Los tejidos
marginales muestran polaridad abaxial/adaxial. Las posiciones abaxiales estan ocupadas por el
replum, y las adaxiales por el septum, el tracto de transmisidn, la placenta y los évulos
(Balanza et al., 2006).

Tanto el desarrollo floral como el desarrollo del gineceo en Arabidopsis han sido descritos en
detalle, dividiéndose este proceso continuo en 20 etapas (Roeder et al., 2005; Smyth et al.,
1990). El desarrollo temprano de la flor comprende desde la aparicion del meristemo floral
(estadio 1) hasta la antesis (estadio 13), momento en el que ocurre la polinizacion del gineceo.
En el estadio siguiente, cuando se produce la fertilizacién de los évulos contenidos en el
gineceo (estadio 14) (Fig. 3-2), se inicia del desarrollo del fruto. En este momento estan
presentes todos los tipos celulares que conformaran el fruto maduro.

El desarrollo temprano del fruto en Arabidopsis se caracteriza principalmente por su aumento
de tamafio, especialmente en longitud (estadios 15 a 17) (Fig. 3-2). Los évulos recién
fecundados inician el desarrollo de las semillas, que a su vez estimulan el crecimiento del fruto.
Ambos procesos deben estar sincronizados ya que el crecimiento del fruto proporciona el
espacio necesario para que las semillas se desarrollen con normalidad, protegiéndolas hasta
que se completa su desarrollo. El crecimiento del fruto tiene lugar mediante procesos de
expansion celular principalmente, donde predomina la elongacién en direccidn apical-basal.
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Estadio 13
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completamente v el mesocarpo se seca.

19 . Dehiscencia de las valvas.

20 | Dispersién delas semillas.

Figura 3-2: Estadios de desarrollo del gineceo de Arabidopsis. Se muestran micrografias electrénicas de barrido,
cortes histoldgicos, fotografias in vivo y fotografias en campo oscuro de los distintos estadios de desarrollo del
gineceo de Arabidopsis con los marcadores morfolégicos que caracterizan el inicio de cada estadio. Adaptado de
Roeder et al. (2005).
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Ademas del crecimiento, durante el desarrollo del fruto también tiene lugar la diferenciacién
final de las células del margen de la valva y de la capa enb, asi como la desintegracién de la
capa ena (estadio 17) (Fig. 3-2). En el margen de valva se definen dos nuevas capas, la capa de
lignificacion (CL), que al igual que la capa enb se lignifica, y la capa de separacion (CS), contigua
a la CL pero sin apenas acumulacién de lignina. La diferenciacién de estos tejidos es esencial
para que tenga lugar la dehiscencia y dispersién de las semillas. La lignificaciéon de la CL y la
enb, junto al secado del fruto proporcionan la tensién mecdanica necesaria para que las valvas
se separen del replum al romperse la CS, dejando expuestas las semillas a la accién del viento
que libera y dispersa las semillas (estadios 18 a 20) (Fig. 3-2).

Bases genéticas del desarrollo del fruto.

La mayor parte de los tejidos presentes en el fruto maduro de Arabidopsis se diferencian
durante el desarrollo del gineceo, del que se tiene una visiéon bastante detallada gracias al
trabajo realizado durante los ultimos 20 afios.

El primer paso en la formacién del gineceo es la adquisicion de identidad de drgano
reproductivo femenino, que esta mediada por la accién de los genes tipo MADS AG y SEP
(SEP1, SEP2, SEP3 y SEP4) (Ditta et al., 2004; Honma y Goto, 2001; Pelaz et al., 2000; Yanofsky
et al., 1990). Mientras que los genes SEP tienen una funcién general en la especificacion de
todos los drganos florales, la funcion de AG se limita Unicamente al desarrollo de los drganos
reproductivos, y en su ausencia, tanto estambres como carpelo se desarrollan como pétalos.
Pero AG no es el Unico responsable en especificar el desarrollo del gineceo. En un fondo
mutante ag todavia se pueden desarrollar tejidos carpelares, aunque sélo con identidad de
tejido marginal (Bowman et al., 1991), indicando la posibilidad de una ruta independiente de
AG en la especificacion de la identidad del carpelo. Esta ruta independiente podria deberse a la
accion de los genes redundantes, también tipo MADS, SHATTERPROFF1 (SHP1) y SHP2. Los
genes SHP, implicados en el establecimiento del margen de valva (Liljegren et al., 2000), estan
estrechamente relacionados con AG y se ha descrito que son practicamente equivalentes a AG
al nivel funcional, difiriendo Unicamente en sus patrones de expresién (Pinyopich et al., 2003).
Otros dos genes responsables de la formacion de tejido marginal en ausencia de AG son
SPATULA (SPT) (Heisler et al., 2001) y CRABS CLAW (CRC) (Bowman y Smyth, 1999), que
posiblemente estén actuando por debajo de los genes AG y SHP. Mutaciones en estos genes
afectan al desarrollo de los tejidos marginales del fruto.

Gran parte de los mecanismos que controlan el desarrollo del gineceo y que concluyen en la
diferenciacion de los diferentes tejidos que conforman el fruto han sido esclarecidos en los
ultimos afos. En estos procesos participan numerosos genes que a su vez también actuan
durante el desarrollo de las hojas, de acuerdo con la idea de que los frutos no son mas que
hojas modificadas (Goethe, 1790; Honma y Goto, 2001; Pelaz et al., 2001).

El primer paso adoptado en el desarrollo del gineceo, al igual que en el desarrollo de cualquier
6rgano, es el establecimiento de los ejes adaxial-abaxial y medio lateral. En el establecimiento
de esos ejes estan implicados los genes de la familia YABBY (YAB) (Bowman y Smyth, 1999;
Eshed et al.,, 1999; Siegfried et al., 1999), los genes KANADI (KAN) (Eshed et al., 1999;
Kerstetter et al., 2001)y los AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) ARF3 y ARF4 (Pekker et al., 2005;
Sessions et al.,, 1997) que confieren caracter adaxial y los genes HD-ZIPIIl (class Il
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homeodomain-leucine zipper) (Alvarez et al.,, 2006; McConnell et al., 2001; McConnell y
Barton, 1998) y JAGGED y NUBBIN (Dinneny et al., 2006) que confieren caracter adaxial. En el
eje medio-lateral se diferencian los tejidos mediales, de donde se desarrollan el estilo, el
estigma, la placenta y los dvulos, y los tejidos laterales, que constituiran las valvas y el margen
de valva.

Para establecer la distribucién de estos tejidos la planta parece haber adoptado el mecanismo
regulador que funciona en la separacién entre los tejidos diferenciados de los drganos
laterales emergentes y los tejidos indiferenciados de la poblacién de células madre del SAM.
(Alonso-Cantabrana et al., 2007; Dinneny et al.,, 2005). Asi, en la zona medial se expresan
genes pertenecientes a la familia KNOX, como STM, BREVIPEDICELUS (BP), KNAT2 y KNAT6
(Long et al., 1996; Ori et al., 2000; Pautot et al., 2001), y de la familia BELL, como REPLUMLESS
(RPL) (Roeder et al., 2003), que estan implicadas en el mantenimiento de la funcion del SAM
(Bhatt et al., 2004; Byrne et al., 2003; Smith y Hake, 2003). Por otra parte, en las zonas
laterales del gineceo se expresan genes como AS1 y AS2 (Byrne et al., 2000; Semiarti et al.,
2001). Los genes ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) y AS2 que participan en la exclusiéon de los genes
KNOX de los nuevos primordios desarrollados a partir del SAM (Hay et al., 2006; Ori et al.,
2000; Semiarti et al., 2001). La relacién antagonista entre los genes KNOX y los factores AS
(Byrne et al., 2000; Byrne et al., 2002) también se observa en el gineceo entre los tejidos
mediales y los laterales, regulando el establecimiento de su eje medio lateral (Alonso-
Cantabrana et al., 2007; Dinneny et al., 2005; Ragni et al., 2008).

Una vez establecidos los ejes de simetria se inicia el desarrollo de los diferentes tejidos que
conformaran el fruto. Los mismos genes que participan en el establecimiento de los ejes de
simetria inician la diferenciacién de estos tejidos. Se ha propuesto que FIL, YAB3 y JAG activan
la expresién de FUL y SHP (Dinneny et al., 2005) en funcidn de su concentracion: Niveles altos
de estos genes activan a FUL mientras que niveles bajos de estos activan a SHP. FUL se expresa
en el tejido que dara lugar a las valvas mientras que los genes SHP se expresan en la zona del
margen de valva. Posteriormente, FUL restringe la expresion de los genes SHP a la zona de
margen de valva. Por otro lado RPL impide la expresién de SHP en la zona del replum al
reprimir a los genes FIL y YAB3 que activan su expresion. La regulacién entre estos genes
permite el establecimiento de los diferentes tejidos encontrados en el eje medio lateral: FUL
contribuye al establecimiento de las valvas, los genes SHP al establecimiento del margen de
valva y RPL al establecimiento del replum. En la zona del margen de valva, SHP activa la
expresion de INDEHISCENT (IND) y ALCATRAZ (ALC), que participan en la formacién de la zona
de dehiscencia, formada por la CLy la CS. (Fig. 3-3).

A partir de los tejidos mediales se desarrollan todos los tejidos marginales: replum, septum,
estigma, estilo, tracto de transmision y placenta. Al igual que ocurre con el establecimiento de
los ejes de simetria, muchos de los genes implicados también participan en el desarrollo de
otras partes de la planta, como los genes LEUNIG (LUG), AINTEGUMENTA (ANT) SEUSS (SEU) o
FIL (Azhakanandam et al., 2008; Chen et al., 2000; Chen et al., 1999; Franks et al., 2006; Krizek
et al.,, 2000; Liu et al., 2000; Nole-Wilson y Krizek, 2006). LUG, ANT y SEU genes estan
implicados en el desarrollo de practicamente todos los tejidos marginales. Por debajo de ellos
estarian funcionando otros genes como los STYLISH (STY) (Kuusk et al., 2002; Sohlberg et al.,
2006) o los NGATHA (NGA) (Alvarez et al.,, 2009; Trigueros et al., 2009), implicados
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principalmente en el desarrollo del estilo y estigma; los HECATE (Gremski et al., 2007), que
participan en el desarrollo del tracto de transmision, septum y estigma; SPT importante en la
formacién del tracto de transmisién y otros tejidos marginales como el estilo, estigma vy
replum; o NON TRANSMICTING TRACT (NTT) (Crawford et al., 2007) que afecta exclusivamente
a la formacién del tracto de transmisidn. Muchos de estos genes a su vez, presentan una clara
relacidn con la hormona vegetal Aux, ya que los fenotipos de sus mutantes o bien recuerdan a
mutantes afectados en esta hormona, o bien son rescatados con tratamientos que afectan a
los niveles de esta hormona (Staldal et al., 2008).

AS1

JAG/NUB
y = FIL/YAB3

Figura 3-3: Rutas genéticas en el eje medio-lateral del gineceo. Genes asociados al meristemo como los KNOX y
RPL se expresan en la region medial del replum (rojo), antagénicamente a los genes AS, JAG y YAB que se expresan
en la valva (verde). Estableciendo el limite entre valva y replum, se expresan los genes de la zona de dehiscencia
SHP e IND. (VM) margen de la valva. (V) valva. (S) septum. (R) replum Las lineas continuas indican interacciones
genéticas que se han demostrado y las discontinuas posibles interacciones. Modificado de (Girin et al., 2009)).

Control hormonal del desarrollo del fruto.

Desarrollo del gineceo
La hormona Aux, tiene un papel clave en el desarrollo del gineceo y en el establecimiento del
eje de simetria apical-basal. Las mutaciones en ETTIN (ETT)/ARF3 y ARF4, genes de respuesta a
auxinas, presentan fuertes alteraciones en el establecimiento de este eje, con un aumento de
las regiones apicales (estilo/estigma) y basales (ginéforo) y un ovario muy reducido (Hunter et
al., 2006; Pekker et al., 2005; Sessions et al., 1997; Sessions y Zambryski, 1995). Por otro lado,
mutantes afectados en el transporte o en la sefializacion de auxinas como pinoid (pid) o
pinformed (pin), en la biosintesis de la hormona, como los genes yucca (yuc), asi como la
inhibicidn del transporte polar de auxinas mediante la aplicacion de sustancias quimicas, como
el acido naftilftaldmico (NPA), transforman el gineceo en una estructura similar a un cilindro,
con simetria radial y regiones apicales y basales alargadas y ovarios reducidos (Bennett et al.,
1995; Cheng et al., 2006; Nemhauser et al., 2000; Okada et al., 1991). Ademds, muchos de los
genes que participan en el desarrollo de los tejidos marginales estan a su vez implicados en el
establecimiento del eje apical-basal, y como hemos comentado anteriormente estdn afectados
por los niveles de la hormona auxina. Todas estas observaciones apoyan el modelo presentado
por Nemhauser et al. en el afo 2000 (Nemhauser et al., 2000). Este modelo explica el
establecimiento del eje apical basal del gineceo basandose en la existencia de un posible
gradiente de auxinas: Las auxinas se sintetizarian en el extremo apical del gineceo y se
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transportarian basipétalamente formando un gradiente decreciente. De acuerdo con esta
hipétesis, niveles elevados de auxinas inducirian la diferenciacion del estilo y estigma, niveles
intermedios formarian el ovario y niveles bajos el ginéforo basal (Fig. 3-4). La inhibicién del
transporte en el gineceo provocaria la acumulacién de auxinas en las zonas de sintesis,
hipotéticamente las zonas apicales, y la disminucidon de las mismas en las regiones basales
(Nemhauser et al., 2000).

Figura 3-4: Hormonas y morfologia del gineceo. Se

muestran los diferentes modelos propuestos que

estigma alto alto explican el establecimiento de la polaridad apical-

estilo basal durante el desarrollo del gineceo. El modelo

I ' del gradiente de auxinas propone la existencia de
intermedio tres regiones con niveles diferentes de auxinas, una
zona con niveles altos de auxina que dara lugar al
estigma y al estilo, una zona con niveles
intermedios de auxinas que dara lugar al ovario, y
una zona con niveles bajos de auxinas que dara
oyario lugar al ginéforo. El modelo del doble gradiente,
establece la existencia de las mismas tres regiones

pero delimitadas por los niveles de auxinas y
citoquininas. En la zona apical tendriamos niveles
altos de auxina que dirigirian el desarrollo de

estigma y estilo, en la regidén central niveles bajos

de auxinas y citoquininas que dirigirian el desarrollo
ginoforo Vbajn del ovario, y en la region basal niveles altos de

g 2 & citoquininas que dirigirian la formacion del
gineceo teoria teoria

maduro gradiente citoquininas
auxinas Vs auxinas

ginoforo. Adaptado de (Sundberg y Ostergaard,
2009).

Se ha descrito que ciertos genes implicados en la biosintesis de Auxinas se expresan en los
tejidos apicales del gineceo, como YUC2 y YUC4 (Cheng et al., 2006). Como hemos comentado
anteriormente, sus mutaciones afectan severamente a la morfologia del gineceo (Cheng et al.,
2006). Algunos de los genes importantes para el desarrollo de los tejidos marginales de la zona
apical, como los genes STY y los NGA, son necesarios para la activacion de estos genes de
biosintesis (Alvarez et al., 2009; Kuusk et al., 2006; Sohlberg et al., 2006; Trigueros et al., 2009),
regulando redundantemente su expresién. También se ha sugerido que SPTy HEC responden a
altos niveles de auxinas o mediarian su transporte (Gremski et al., 2007). Ademas, también se
ha propuesto que ETT estaria respondiendo a niveles medios de auxina (Nemhauser et al
2000), estableciendo asi la formacion del ovario al regular negativamente la expresion de
genes que dirigen la formacion de los tejidos apicales, como SPT (Heisler et al., 2001) y los
genes HEC (Gremski et al., 2007).

Recientemente se ha propuesto una variacién del modelo de Nemhauser. La observacién de
lineas delatoras de respuesta a auxinas, que indican la localizacién de las auxinas de forma
indirecta, indica que las auxinas se acumulan en la zona apical del fruto, pero no se detectan
en la zona del ovario (Aloni et al.,, 2006; Benkova et al., 2003), sugiriendo la existencia de
solamente dos dominios con diferentes niveles de auxinas, la region del estigma y estilo donde
existirian niveles altos de esta hormona, y el resto del fruto donde existirian niveles bajos.
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Puesto que las citoquininas estan normalmente implicadas en funciones antagonistas a las de
las auxinas (Shani et al., 2006), se ha propuesto que las citoquininas tendrian una
concentracion maxima en la base del gineceo (Ostergaard, 2009), estableciéndose tres
territorios hormonales distintos donde niveles altos de auxinas y bajos de citoquininas
promueven el desarrollo de los tejidos apicales, niveles bajos de auxinas y de citoquininas
especifican el ovario y niveles bajos de auxinas y altos de citoquininas serian necesarios para la
formacidn del ginéforo en la base (Fig. 3-4), aunque los estudios que apoyan este modelo son,
por ahora, muy escasos.

Desarrollo del fruto
En el momento de la iniciacidon del desarrollo del fruto ya se han establecido todos los tipos
celulares y tejidos que constituirdn el fruto maduro, y se inicia un proceso de crecimiento y
diferenciacidon que esta asociado al desarrollo de las semillas. La finalidad de este proceso es
proporcionar proteccién y un ambiente adecuado para que las semillas maduren, y finalmente,
asegurar la dispersion de éstas.

El desarrollo del fruto estd altamente relacionado con la accién de las hormonas. Numerosos
estudios fisioldgicos y genéticos han demostrado la importancia del papel de diferentes tipos
de hormonas, como las auxinas, giberelinas, citoquininas y etileno, durante esta etapa en un
gran numero de especies (Gillaspy et al., 1993; King, 1947; Ozga et al., 2002; Vivian-Smith y
Koltunow, 1999; Wittwer et al., 1957).

Figura 3-5: Modelo propuesto para explicar el inicio del

No growth desarrollo del fruto. Tras la fertilizacion se inicia el

desarrollo de las semillas. Las semillas en desarrollo se
comportan como potentes fuentes de auxinas que se
movilizan hacia el replum y las valvas. La presencia de
las auxinas provoca la activacién en la sintesis de GA,
que dirige la eliminacién de las proteinas DELLA,
consideradas represoras del crecimiento. Tomado de
(Sundberg y Ostergaard, 2009)

l Fertilization

La fertilizacién de las semillas es el desencadenante del desarrollo del fruto. Cuando ésta no se
produce el fruto no se desarrolla e inicia un programa senescente (Dorcey et al., 2009; Goetz
et al., 2006; Vivian-Smith et al., 2001). Al igual que en otras especies, tanto la aplicacién de
auxinas como la aplicacidon de giberelinas son capaces de inducir el desarrollo del fruto
independientemente de la fertilizacidon de los dvulos en Arabidopsis. Se ha propuesto que una
vez que el évulo se fertiliza se convierte en una fuente de auxinas. Las auxinas generadas en las
semillas en desarrollo se transportan a la valva, donde estimulan la sintesis de giberelinas. Una
vez las giberelinas estan presentes, dirigen la degradacion de las proteinas DELLA,
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consideradas como represoras del crecimiento (Achard y Genschik, 2009; Jliang y Fu, 2007),
permitiendo de este modo el desarrollo del fruto (Dorcey et al., 2009; Marti et al., 2007; Ozga
et al., 2009; Sundberg y Ostergaard, 2009) (Fig. 3-5). Apoyando el papel de las auxinas en el
inicio de la fructificacion en Arabidopsis, se ha identificado un mutante de pérdida de funcion
en un gen de respuesta a auxinas, arf8, que da lugar a la formacién de un fruto partenocarpico
(Goetz et al., 2006; Vivian-Smith et al., 2001), estableciéndose una relacién directa entre la
respuesta a auxinas y la iniciacidn del desarrollo del fruto.

A excepcién del papel que desempeiian las auxinas y las giberelinas durante el desarrollo del
fruto de Arabidopsis, poco se sabe de los procesos y mecanismos moleculares que controlan
su desarrollo, ni del posible papel que otras hormonas pueden desempeiiar durante esta etapa
del desarrollo.

FUL en el desarrollo del fruto

FUL se expresa inicialmente en todo el gineceo, y a partir del estadio 9 de desarrollo su
expresion se restringe a las valvas y a la vasculatura del estilo, donde se mantiene hasta el final
del desarrollo del fruto. A partir de los estudios iniciados con la identificacidon del mutante ful-1
(Gu et al., 1998) conocemos en detalle su papel durante la especificacién del margen de la
valva y la formacion de la zona de dehiscencia, procesos que han sido ampliamente estudiados
y revisados durante los ultimos afos (Dinneny y Yanofsky, 2005; Ferrandiz, 2002; Girin et al.,
2009). Pero ademas de su papel en el establecimiento del margen de valva, FUL podria
desempeniar otras funciones. Por ejemplo, se ha sugerido un papel de FUL en la iniciacién del
desarrollo del fruto, puesto que en su ausencia, el desarrollo del fruto del mutante
partenocarpico arf8, desaparece (Vivian-Smith et al., 2001). Otra posible funcion de FUL
estaria relacionada con el desarrollo y elongacion del estilo, ya que se ha descrito que en
fondos genéticos distintos a Landsberg erecta, los mutantes ful desarrollan estilos mas largos
que los estilos de los frutos silvestres (Ferrandiz et al., 2000a).

Durante el establecimiento del margen de valva, FUL actua reprimiendo la expresién de los
genes SHP, que son los responsables de la adquisicién de identidad de este tejido. La accidn
conjunta de FUL, en la valva, y de RPL, en el replum, limitan la expresién de estos genes a la
zona del margen de valva (Ferrandiz et al., 2000b; Gu et al., 1998; Roeder et al., 2003). En el
margen de la valva, compuesto por 3-4 capas de células, SHP activa a IND y ALC (Fig.3-6),
factores de transcripcién tipo bHLH, ambos necesarios para la formaciéon de la zona de
dehiscencia (Liljegren et al., 2000; Liljegren et al., 2004; Rajani y Sundaresan, 2001). En el doble
mutante shpl shp2 no se forma la zona de dehiscencia y el fruto maduro no se abre (Liljegren
et al., 2000). Fenotipos similares se observan en plantas en que los genes IND o ALC han sido
inactivados (Liljegren et al., 2004; Rajani y Sundaresan, 2001), al igual que cuando se expresa
ectépicamente el gen FUL (Ferrandiz et al., 2000b). En el mutante ful, SHP, IND y ALC se
expresan ectdpicamente en la valva y, como resultado, pequefias células lignificadas, que
normalmente son especificas de la zona de dehiscencia, se desarrollan en este dominio. Como
consecuencia, las valvas de los frutos ful no elongan y se rompen de forma prematura. La
mutacion ful no afecta a la elongacion de las células del replum, que al crecer, adoptan una
disposicion en zigzag. El fenotipo de fruto en un mutante ful se rescata casi por completo
cuando se combina progresivamente con mutantes de SHP, IND y ALC. La mutacidon que
suprime en mayor medida el fenotipo de ful es ind. La sobreexpresion de IND mimetiza el
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fenotipo de fruto de los mutantes ful (Liljegren et al., 2004), cosa que no ocurre al
sobreexpresar los genes SHP (Ferrandiz et al., 2000b) Ademads, IND se expresa ectopicamente
en las valvas del mutante ful incluso en ausencia de los genes SHP. Estos resultados sugieren
un papel de FUL en el control de la expresidn de IND independientemente de la regulacion de
los genes SHP (Ferrandiz et al., 2000b) (Fig.3-6).

Ademas de su papel en la especificacion del margen de valva, FUL también participa en la
lignificacion de la capa enb. Como hemos comentado, en ausencia de FUL, las valvas del fruto
desarrollan células pequeiias que adoptan identidad de células de la zona de dehiscencia, y
que finalmente acaban lignificandose. Cuando se elimina IND, las células de la valva recuperan
su aspecto silvestre y desaparece la lignificacion, pero la capa enb se desarrolla con
normalidad. La eliminacién sucesiva de SHP y ALC afecta ligeramente a la elongacion de las
células de la valva provocando un incremento de la longitud del fruto, pero ademads, provoca
que la capa enb no se lignifique. Puesto que en el cuadruple mutante shp1 shp2 ind alc la capa
enb si se lignifica, FUL podria tener un papel en el establecimiento y desarrollo de esta capa
celular clave para el proceso de dehiscencia (Liljegren et al., 2004).

margen de valva

valva CL CS replum

FUL RPL

IND —— Auxina ALC

ADPG

Figura 3-6: Modelo que explica el establecimiento y diferenciacion de la zona del margen de valva durante el
desarrollo del fruto. FUL, expresado en la valva y RPL, expresado en el replum, limitan la expresién de SHP ‘"donde
se unen estos tejidos. SHP a su vez activa la expresion de los genes IND y ALC, que especifican, dentro de la zona del
margen de valva la capa de lignificacion (CL) y la capa de separacion (CS) respectivamente. IND media en la
exclusion de las auxinas de esta zona, generando un minimo local de auxinas que dirige la formacién de este tejido,
a la vez que estimula la sintesis de giberelinas. Los niveles altos de giberelinas permiten que la proteina ALC sea
activa y dirija la formacién de la capa de separacion. Existen evidencias de que FUL también podria controlar la
expresion de IND independientemente de SHP.

Recientemente se ha mostrado que para la correcta diferenciacidon de la zona de dehiscencia
en el fruto de Arabidopsis es necesario el establecimiento de un minimo de auxina local en
esta zona (Sorefan et al., 2009). IND estd implicado en la formacion de este minimo de auxinas
al controlar la direccién del transporte de auxinas mediante la relocalizacién del transportador
de auxinas PIN. Esto lo hace regulando directamente la expresidon de PID y WAG2, dos
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proteinas quinasa implicadas en la localizacidon de los genes PIN (Michniewicz et al., 2007;
Sorefan et al., 2009) (Fig.3-6). IND, ademads de mediar la generacidon de un minimo de auxinas
en esta zona, activa directamente la sintesis de las giberelinas, regulando de forma directa la
expresion del gen GA3ox1 que cataliza el ultimo paso de la sintesis de GAs (Talon et al. 1990).
Las GA actuan mediando la degradacion de las proteinas DELLA que actldan reprimiendo la
respuesta a esta hormona. ALC pertenece a la familia de factores de transcripcion tipo bHLH
denominados PHITOCROME INTERACTING FACTOR (PIF) que median la respuesta a las GA y
que interaccionan con las proteinas DELLA (de Lucas et al. 2008; Feng et al. 2008). Del mismo
modo que con las proteinas PIF, las DELLA interaccionan fisicamente con ALC, impidiendo su
accion reguladora. La accion de las giberelinas mediada por IND libera a ALC, permitiendo la
formacién de la zona de separacién (Arnaud et al., 2010) (Fig.3-6).

El papel de la pared celular en la elongacién celular.

La pared celular de las plantas, ademas de proteger y mantener la forma de las células, es
clave en multiples procesos del desarrollo, siendo una estructura dindmica que varia su
composicidn y estructura durante toda la vida de la célula. Por ejemplo, la elongacién celular
estd altamente relacionada con modificaciones de la estructura de la pared celular.
Normalmente la elongacidn celular se produce por un incremento de la turgencia de las células
que distiende la pared celular, estirandola. Para que una célula elongue es necesario que la
pared celular pierda rigidez y adquiera propiedades eldsticas que permitan el crecimiento
celular (Buchanan et al., 2000; Hopkins y Hiiner, 2008). Del mismo modo, una vez la célula ha
elongado, la pared celular ha de volver a adquirir la rigidez adecuada para no volver a su
tamafo inicial. Del mismo modo, la pared celular juega un importante papel en procesos de
dehiscencia, como el que tiene lugar durante la apertura de los frutos de Arabidopsis. En estos
casos, las paredes celulares, que se encuentran intimamente cohesionadas, han de separarse
para permitir la abscision o dehiscencia del érgano o estructura correspondiente. En estos
procesos de nuevo ocurren modificaciones de la pared celular que permiten la separacion
(Mitsuda y Ohme-Takagi, 2008).

La pared celular vegetal estd compuesta por una red de carbohidratos y proteinas
estructurales embebidos en una matriz gelatinosa compuesta por otros carbohidratos y
proteinas. En la pared celular se pueden diferenciar dos capas, la pared primaria, presente en
todas las células y compuesta por 3 o 4 capas de celulosa, el polisacarido mas abundante de
esta estructura, y la pared secundaria, que sélo se forma en algunas células que han detenido
su crecimiento asociado a procesos de especializacién, y que estd compuesta por celulosa y
lignina o suberina.

Como hemos comentado el principal componente de la pared celular es la celulosa. La celulosa
es un polisacarido fibrilar que se organiza en microfibrillas. Las microfibrillas de celulosa se
encuentran atadas por carbohidratos no fibrilares a los que se denomina genéricamente
hemicelulosa y que estdan compuestos principalmente por xiloglicanos (XiGs)
glucuronarabinoxilanos (GAXs). Otro componente importante de las paredes celulares es la
pectina, un polisacarido no fibrilar heterogéneamente ramificado y muy hidratado, cuyos
componentes mayoritarios son los homogalacturonanos (HGA) y los ramnogalacturonanos |
(RG 1). La lignina y la suberina son polimeros complejos compuestos por fenilpropanoides y
alcoholes aromaticos que se acumulan en algunas paredes secundarias y, en casos
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excepcionales, en paredes primarias. Ademads, la pared celular vegetal también esta
compuesta por proteinas estructurales generalmente de estructura fibrilar y que se
inmovilizan mediante enlaces covalentes entre ellas o con carbohidratos (Buchanan et al.,
2000; Hopkins y Hiiner, 2008).

Un trabajo reciente ha puesto de manifiesto la importancia de la regulacién de la composicion
y estructura de la pared celular en el proceso de dehiscencia en Arabidopsis (Ogawa et al.,
2009). Este trabajo muestra que dos poligalacturonasas, ARABIDOPSIS DEHISCENCE ZONE
POLYGALACTURONASE1 (ADPG1) y ADPG2, son esenciales para que se produzca la dehiscencia
del fruto de Arabidopsis. Las poligalacturonasas son enzimas que dirigen la degradacién de la
pectina, y en Arabidopsis forman una familia génica de mas de 70 miembros. Estos dos genes
parecen estar regulados positivamente por IND, mimetizando su patréon de expresidn en la
zona de dehiscencia (Fig.3-6).
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Antecedentes

El papel de FUL durante el desarrollo y formacion del pistilo ha sido objeto de numerosos
estudios, pero a pesar de ello, apenas se dispone de informacion del papel que desempefia
este factor de transcripcion en las etapas posteriores del desarrollo del fruto.

Nuestro laboratorio dispone de una linea donde la actividad de FUL ha sido modificada
mediante la fusion traduccional del dominio de activacién transcripcional virico VP16
(FUL:VP16) bajo el control de las regiones reguladoras propias del gen FUL (Fig. 3-7 A). Este
dominio transforma el factor de transcripcién asociado a él en un activador dominante de la
transcripcién. La linea FUL:VP16 presenta alteraciones en el desarrollo del fruto, con una
disminucién acusada de la elongacién y un ensanchamiento de la region apical de las valvas.
Las diferencias fenotipicas entre FUL:VP16, el alelo silvestre y el mutante ful durante el
desarrollo del fruto sugiere que FUL podria participar en la regulacion del desarrollo del fruto a
través de la activacién de unos genes y la represidn de otros, presentando un comportamiento
dual: Si FUL se comportara siempre como un activador de la transcripcién, los frutos de linea
FUL:VP16 deberia parecerse a los producidos por la linea silvestre, mientras que si FUL se
comportara siempre como un represor de la transcripcién, los frutos de la linea FUL:VP16
deberian parecerse a los generados por el mutante ful (Fig. 3-7 B). El hecho de que la linea
FUL:VP16 no genere frutos parecidos ni a las plantas silvestre ni al mutante ful apunta a que
FUL podria comportarse de ambos modos.

Figura 3-7: Esquema de la construccion

A pFUL::FUL:VP16 y mecanismo de
Secuencia no codificante

accion. La linea FUL:VP16 se construyd
:7/ Secuencia codificante X ., X
- mediante la fusion traduccional del
Dominio VP16
dominio de activacién viral VP16 (A).
Este dominio modifica la actividad del
B factor de transcripcion al que va

asociado, de modo que si este es un

SEEe [ | EDEMELS activador de la transcripcién, al poseer

el dominio VP16 se comportara como
un activador mas potente, y si es un
represor, cambiara su actividad a

FUL : .
\_I y _ . + activador (B), pudiendo mostrarnos

fenotipos diferenciales respecto al alelo

silvestre o el mutante.

La linea FUL:VP16 podria ser una herramienta util en la identificacién puntual de nuevas dianas
moleculares de FUL, asi como para identificar y comprender a nivel global los procesos que
controlan el desarrollo del fruto en Arabidopsis mediante estudios comparativos de expresion
génica entre esta linea, plantas silvestres y mutantes ful.
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Objetivos

El objetivo general de este capitulo de tesis es la identificacién de posibles dianas de FUL
implicadas en el desarrollo del fruto, y a su vez, determinar cuando sea posible el modo de
accién de FUL sobre éstas.

Con este propdsito se realizé un anadlisis transcriptdmico de las lineas ful y FUL:VP16 durante
las etapas iniciales del desarrollo del fruto mediante la utilizacién de micromatrices de DNA de
oligonucledtidos largos. El trabajo aqui realizado no es mas que una aproximacién preliminar al
objetivo general indicado, con la que se pretendié testar la validez de la linea FUL:VP16 para
identificar diferencialmente genes regulados por FUL, asi como recopilar informacion que
sirviera de punto de partida para futuros trabajos. Los objetivos concretos de este trabajo
fueron:

-Identificar genes diferencialmente expresados en frutos silvestres, frutos ful y frutos
FUL:VP16.

-Identificar posibles dianas directas de FUL, asi como posibles procesos funcionales
afectados, mediante el andlisis de los patrones de expresidn obtenidos.

-Validar algunos de los resultados obtenidos en el andlisis de las micromatrices
mediante estudios de expresion individuales utilizando lineas delatoras.
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Resultados

La linea FUL:VP16.

Las plantas FUL:VP16 contienen una construccidn que incluye las 4,5 Kb anteriores al ATG de
FUL, asi como la regidn gendmica codificante del gen fusionada traduccionalmente, en su
extremo 3’, a la secuencia del dominio de activacion viral VP16 (Cress y Triezenberg, 1991;
Triezenberg et al., 1988). Al fusionar el dominio VP16 a un factor de transcripcion, éste se
transforma en un activador dominante de la transcripcidn, alterando la regulacién de los genes
diana del factor de transcripcion asociado (Ng y Yanofsky, 2001; Parcy et al., 1998).

La linea FUL:VP16 presenta un fenotipo caracteristico en el fruto, que no muestra similitud ni
con la linea mutante ni con la linea silvestre. Los frutos FUL:VP16 presentan una forma
caracteristica acorazonada, que recuerda a los frutos de Capsela bursa-pastoris, siendo mds
cortos y anchos que los frutos silvestres, pero de longitud similar a los frutos del mutante ful
(Fig. 3-8). La longitud de los frutos de la linea FUL:VP16 depende de la proporcién entre
FUL:VP16 y FUL nativo, observdandose una gradacién decreciente entre los frutos FUL:VP16
heterozigotos, mas largos, y los frutos FUL:VP16 ful, mas cortos que los frutos FUL:VP16 (Fig. 3-
8). Esta variacion en la longitud podria estar reflejando un efecto de competicién por diana
entre ambos alelos, que podrian estar actuando de forma diferente.

Cuando se observan los frutos mas detalladamente en el SEM las diferencias entre los frutos
son mas evidentes. Los frutos silvestres presentan células de valva alargadas dispuestas en
paralelo con las células del replum, que también presentan morfologia alargada pero son mas
estrechas (Fig. 3-8). Las células de la valva de ful son pequeias, mostrando escasa elongacién,
mientras que las células del replum, que si elongan, presentan una disposicidn en zigzag y se
vuelven mas grandes que las células del replum de los frutos silvestres (Fig. 3-8). Por su parte,
los frutos FUL:VP16 muestran células de valva con una morfologia intermedia entre las de los
frutos silvestres y las de los frutos ful. Estas células si que muestran elongacion, pero son mas
cortas que las células de los frutos silvestres, y tienen una morfologia en ocasiones irregular. A
diferencia de los otros frutos, las células de la valva de los frutos FUL:VP16 se disponen de
forma oblicua al replum (Fig. 3-8). Esta disposicion celular podria explicar por qué estos frutos
son mas anchos.

Otra diferencia evidente entre estos frutos es la longitud del estilo. Los frutos ful presentan
estilos mucho mas largos que los silvestres mientras que en los frutos FUL:VP16 parecen
ligeramente mas cortos (Fig. 3-8). Otro aspecto diferencial de los frutos FUL:VP16 es el
crecimiento de las valvas por encima del estilo, llegando a la altura del estigma (Fig. 3-8).

Nuestra hipodtesis de partida era que las diferencias observadas entre los frutos de las plantas
silvestres, ful y FUL:VP16, deben ser el reflejo del cambio de actividad de FUL que ocasiona
cambios en la expresidon de los genes que regula, y que la utilizacion combinada de estas lineas
podria constituir un buen método para la identificacidn de posibles dianas directas de FUL.
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Una forma de testar la validez de ésta hipdtesis era comprobando si el alelo FUL:VP16 afectaba
a la expresion de genes sobre los cuales se habia descrito que actuaba FUL. Unos buenos
candidatos eran los genes SHP, los cuales estan reprimidos por FUL (Ferrandiz et al., 2000b).
Otro buen candidato era el gen IND, el cual también habia sido propuesto como un gen
regulado negativamente por FUL. Para ver como afectaba la linea FUL:VP16 a la expresién de
estos genes decidimos analizar la expresién de una linea delatora SHP1::GUS y una linea
IND::GUS en el fondo FUL:VP16.

Col

FUL:VP16 hemiz
FUL:VP16 homoz
ful-2FUL:VP16

Figura 3-8: Fenotipos de los frutos de plantas silvestres, mutantes ful y linea FUL:VP16. En la parte superior se
muestran los frutos de las diferentes lineas en fresco donde se aprecian las diferencias provocadas por la cambio de
actividad de FUL. En los paneles centrales se muestran micrografias obtenidas mediante SEM de la region apical de
los frutos silvestres (izquierda), ful-2 (centro) y FUL:VP16 (derecha). En los paneles inferiores se muestran detalles
de la zona de unién entre valva y replum, donde se aprecian las diferencias de tamafio y orientacién celular entre
los frutos silvestres (izquierda), ful-2 (centro) y FUL:VP16 (derecha). Replum (r). Valva (v), Estigma (stg). Estilo (stl).

Mientras que la expresién de SHP1 se detectd ectépicamente en la valva (Fig. 3-9 A), la
expresion de IND no se modificd, quedando restringida a la zona del margen de valva (Fig. 3-9
B). Estos resultados son compatibles con la hipdtesis de que SHP es una diana directamente
reprimida por FUL, de modo que FUL:VP16 seria capaz de activarlo en el mismo dominio de
expresion de FUL. Sin embargo, IND deberia ser regulado indirectamente, puesto que
FUL:VP16 no es capaz de activarlo. Por tanto, estos resultados indicaban que la linea FUL:VP16
podria ser una buena herramienta para la identificacion de dianas directas del gen FUL.
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SHP1::GUS L FUL:VP16 SHP1::

IND::GUS ., FULVP16 IND::GUS

Figura 3-9: Expresion de SHP1 (A) y IND (B) en frutos silvestres (izquierda) y en frutos FUL:VP16 (derecha). Mientras
que la exprsidon de SHP1 aparece ectopica en la linea FUL:VP16, la expresion de IND no varia, indicando que FUL
podria actuar directamente sobre SHP1 e indirectamente sobre IND.

Disefo experimental para el analisis transcriptémico:
Para estudiar de forma masiva los cambios de expresion asociados a la actividad FUL:VP16 se
decidio realizar un analisis transcriptdmico mediante el uso de micromatrices de DNA.

Para la caracterizacién del transcriptoma de los mutantes ful y la linea FUL:VP16 se
recolectaron 100 frutos de unas 40 plantas en estadio de desarrollo 15-16, tanto de las lineas
mutantes como del silvestre. Se utilizé un disefo de referencia para realizar las hibridaciones,
es decir, el RNA de cada linea se hibridé conjuntamente con el RNA del silvestre (referencia) en
una misma micromatriz. Este disefio experimental nos permite comparar tanto cada alelo
frente al silvestre, como realizar comparaciones directas entre ellos. Para cada muestra se
utilizaron tres replicas bioldgicas. De este modo se obtuvieron 3 micromatrices con
ful/silvestre y 3 con FUL:VP16/silvestre.

Genes con expresion diferencial durante las etapas iniciales del desarrollo
del fruto de los mutantes ful y la linea FUL:VP16:

Tras la hibridacién de las micromatrices, se eliminaron aquellas sondas que no superaban los
criterios de calidad descritos en Materiales y Métodos (pag. 224). Un total de 20709 sondas
superaron los controles de calidad. Para cada una de estas sondas seleccionadas se aplicd un
segundo filtro, donde el criterio fue estar presente al menos en 5 de las 6 hibridaciones (80%
del total), tras el cual se consideraron para subsiguientes analisis 15711 sondas.

Para buscar genes con expresion diferencial entre ful y el silvestre o FUL:VP16 y el silvestre se
aplicé un analisis estadistico tipo T de student para una muestra a cada grupo de
micromatrices. Un gen se considerd diferencialmente expresado entre ful y el silvestre o
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FUL:VP16 y el silvestre cuando el p-valor fue menor de 0,05, y el cambio en los niveles de
expresion respecto al silvestre fue igual o mayor de 2. Para las plantas ful encontramos un
total de 409 sondas que cumplian estos requisitos, donde 212 mostraban induccion de la
expresion respecto al silvestre y 197 represién (Fig. 3-10 A, Tabla 1). Para las plantas FUL:VP16
se encontraron 637 sondas, donde 430 presentaban niveles de expresién superiores al
silvestre y 207 niveles inferiores (Fig. 3-10 B, Tabla 2).

A B C D
significativos  significativos significativos significativos
ful FUL:VP16 entre fuly FUL:VP16
FUL:
ful VP16
FUL:
ful VP16
fal  VPle
u
FUL:
ful VP16
BB B N
-4 4 -4 4 a5 45 -4 4

Figura 3-10: Representacion mediante clusters jerarquicos de los genes diferenciales obtenidos en las diferentes
comparaciones realizadas: mutante ful frente a silvestre (A), linea VP16 frente a silvestre (B) y mutante ful frente a
linea VP16 (D). A partir de estos tres grupos se obtuvo un grupo final de 886 genes (D). Todos los clusters muestran
los niveles de expresidon del mutante ful y la linea VP16 frente al silvestre (A, B, Cy D), y en el caso de los genes
obtenidos al comparar el mutante ful frente a linea VP16, también se muestra la relacidn existente entre ellos (D).

Puesto que algunos genes podrian presentar diferencias de expresidn entre el mutante ful y la
linea FUL:VP16, pero no ser significativas respecto al silvestre o no superar el umbral de dos
veces de cambio respecto al silvestre, se realizd una comparacién directa de los niveles de
expresion entre ful y FUL:VP16. Para ello se realizd un andlisis estadistico tipo T de student
para varianzas iguales entre dos muestras. Un gen se considerd diferencialmente expresado
entre el mutante ful y la linea FUL:VP16 cuando el p-valor fue menor de 0,05, y el cambio en
los niveles de expresion entre ellos fuese igual o mayor de 2. Un total de 291 sondas
cumplieron estos requisitos. De ellas, 109 sondas presentaban niveles mas altos en ful que en
FUL:VP16 y 182 mas bajos (Fig. 3-10 C, Tabla 3). De este nuevo grupo de sondas, 78 no se
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habian identificado como diferenciales en las comparaciones anteriores. Tras los tres analisis
disponiamos de un grupo de 940 sondas, que tras eliminar las sondas redundantes,
correspondian a 886 genes anotados (Fig. 3-10 D, Tabla 4).

Andlisis de la variabilidad de los genes diferencialmente expresados
mediante PCA.

Sobre los 886 genes seleccionados en los tres andlisis se realizé un anadlisis de componentes
principales o PCA (Principal Component Analysis). El PCA permite examinar la mayor parte de
la variabilidad de un conjunto de datos asociada a sus componentes principales (Dopazo,
2002). Este analisis mostré que la mayor parte de la variabilidad existente entre nuestras
hibridaciones se debia a las diferencias entre ful y FUL:VP16 (un 79,9%) (Fig. 3-11). El resto de
la variabilidad podria asociarse a diferencias entre las hibridaciones dentro de un mismo
grupo, que se explicarian por variaciones en la recolecciéon de las muestras (10.1%) y por
diferencias durante la hibridacidn de las micro matrices (4.1%) (Fig. 3-11).

Figura 3-11: El analisis PCA nos
permite examinar la mayor parte de
la variabilidad de un conjunto de
datos asociada a sus componentes
principales. Las principales
diferencias encontradas entre los
datos se deben principalmente a
diferencias entre ful y la
FUL:VP16
supone casi el 80% de la variabilidad
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FUL como un represor de la transcripcion durante el desarrollo del fruto

Uno de nuestros objetivos era determinar el modo de accién de FUL sobre sus posibles dianas.
La linea FUL:VP16, al tener fusionado el dominio de activacion virico VP16, deberia
comportarse de forma dominante como activador de la transcripcién. Si FUL, de forma nativa,
fuera un represor de la transcripcién, en un fondo mutante ful sus dianas deberian estar
activadas, del mismo modo que en la linea FUL:VP16. Si por el contrario FUL fuera un
activador, sus dianas, entonces, deberian estar reprimidas en el mutante, mientras que en
FUL:VP16 deberian estar activadas.

Para visualizar de forma sencilla el comportamiento de FUL como activador o represor, los 886
genes seleccionados se etiquetaron en funcién de su nivel de expresidn respecto al silvestre.
Se establecieron tres niveles: Alto (Up), si presentaban una expresidén 1,3 veces mayor que en
el silvestre, Igual (=), donde los valores de expresion estaban entre 1,3 y 0,7 veces, y que
consideramos que no cambiaban, y Bajo (Down), donde incluimos los genes que se expresaban
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por debajo de 0.7 veces la expresion del silvestre (Tabla 4). Segun esta clasificacion, en el
fondo mutante ful se considerd que 153 de los genes seleccionados no cambiaban respecto al
silvestre, 306 estaban reprimidos y 427 activados, mientras que en FUL:VP16 encontramos 71
genes que no variaban su expresion, 305 que estaban reprimidos y 510 activados.

Cuando se compard la respuesta del mutante ful y la de la linea FUL:VP16 (Figura 3-11) se
observo que el 68% (241+361=602) de los genes seleccionados se comportaba de forma similar
en ambas lineas. La similitud en la variacidén de la expresidon entre ambas lineas era compatible
con que FUL pudiera estar comportandose, principalmente, como un represor de la
transcripcion.

Nivelfu!
Nivel FUL:VP16 = down up Total
= 28 43 71
down 41 241 23 305
up 112 ST 361 510
Total 153 306 427 886

Figura 3-12: Patrones de expresion. En esta tabla se muestra el nUumero de genes que estdn activados, reprimidos o
no varian respecto al silvestre de los 886 genes seleccionados. Las casillas marcadas en gris representan patrones de
expresion de genes compatibles con una posible regulacién indirecta (333), mientras que el resto, casillas azul claro
y azul oscuro, son compatibles con una posible regulacion directa (553). De los posibles genes regulados
directamente, las casillas azul claro representan genes que podrian estar reprimidos por FUL (516) mientras que la
casilla azul oscuro representa a aquellos genes que podrian estar activados (37 genes).

Estimacion del posible modo de accion de FUL sobre los genes
diferencialmente expresados.

Genes regulados indirectamente por FUL

Considerando los efectos que tiene FUL:VP16 sobre la transcripcién de sus dianas, todos
aquellos genes que mostraran represiéon de su expresidn respecto al silvestre podian ser
considerados genes regulados indirectamente por FUL. Entre los genes seleccionados se
encontraron 305 genes que cumplian esta premisa (Fig. 3-12, Tabla 7). También consideramos
dianas indirectas aquellos genes que mientras en ful presentaban disminucién de su expresion,
es decir, estarian activados por FUL, en la linea FUL VP16 no presentaban variaciones. Entre los
genes seleccionados se encontraron 28 genes que seguian este patrén (Fig. 3-12, Tabla 7)

Genes que podrian estar regulados directamente por FUL

Segln nuestro razonamiento inicial (Fig. 3-7), entre los genes seleccionados se identificaron
patrones de expresion compatibles con un modo de accién de FUL tanto como represor como
activador. 361 genes presentaban expresion alta en el mutante ful y la linea FUL:VP16 (Fig. 3-
12, Tabla 5), lo cual era compatible con que la forma nativa de FUL actuara como represor de
la transcripcion, y 37 genes presentaban expresion baja en el mutante ful y alta en la linea
FUL:VP16 (Fig. 3-12, Tabla 6), lo cual era compatible con que la forma nativa de FUL presentara
un modo de accion activador.
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Genes regulados redundantemente por FUL
Otro aspecto a tener en cuenta sobre la actividad de FUL es que algunos genes que regularia

podrian estar a su vez controlados redundantemente por otros reguladores. Segun esta
posibilidad, los genes regulados redundantemente por FUL y otros factores de transcripcion
apenas variarian su expresion en el mutante ful respecto a las plantas silvestres, mientras que
si lo podrian hacer en FUL:VP16, donde estaran activados. Este razonamiento seria compatible
con los genes cuyos niveles de expresién no varian en el mutante ful, pero aparecen activados
en la linea FUL:VP16. Este patrén de expresidn se observé para 112 genes (Fig. 3-12, Tabla 8),
que, por lo tanto, podrian ser compatibles con una regulacién directa por FUL, aunque no
podriamos discernir en ellas el modo de accién de FUL (activador/represor).

Competicion por dianas

Los fenotipos generados por el alelo FUL:VP16 varian en funcién de los niveles enddgenos de
FUL (Fig. 3-8). Los fenotipos de la linea heterocigota FUL:VP16 son mas débiles que los de la
linea homocigota, y mas fuertes cuando se elimina el alelo endégeno de FUL, indicando cierto
grado de competicidn entre ambos alelos por sus dianas. La presencia del alelo nativo de FUL
en las plantas FUL:VP16 podria impedir la accion del alelo FUL:VP16 sobre algunas dianas, por
lo que podrian mostrar una expresién similar a la de plantas silvestres. Este aspecto podria
explicar el comportamiento de algunos genes (43) para los que sdlo se aprecian cambios en el
mutante ful, mientras que en la linea FUL:VP16 no son destacables (Fig. 3-12, Tabla 8).

Tras estas consideraciones, de los 886 genes seleccionados, 553 (361+37+112+43) serian
compatibles con una posible regulacion directa por FUL. De estos 553 genes, 37 serian
compatibles con un modo de accién de FUL como activador, y 404 con un modo de accidn
represor, mientras que para los 112 genes que podrian estar regulados redundantemente por
FUL no podemos inferir su modo de accion.

Andlisis de categorias de Ontologia Génica (GO) enriquecidas en los genes
diferencialmente expresados.

La interpretacidon de los resultados de este tipo de analisis, donde se dispone de una gran
cantidad de datos, no resulta sencillo, pero sin embargo, la coexpresion de genes que cumplen
funciones relacionadas resulta extremadamente util para inferir informacién bioldgica a partir
de los datos transcriptomicos (Lee et al., 2004; Stuart et al., 2003). Asi, con el fin de identificar
los procesos bioldgicos que podrian estar afectados en el mutante ful y la linea FUL:VP16
durante las etapas iniciales del desarrollo del fruto se utilizé la aplicaciéon EasyGO (Zhou y Su,
2007), que permite detectar la sobrerrepresentacién o enriquecimiento de categorias de
ontologia génica (GO) (Ashburner et al., 2000).

Con esta aplicacién se analizd el grupo de 886 genes que habiamos seleccionado como
diferenciales, frente al total de genes representados en la micromatriz. El analisis de
enriquecimiento se realizd sobre términos GO de Procesos Bioldgicos y de Funcion Molecular,
qgue hacen referencia al objetivo bioldgico al que contribuye el producto génico, y a la funcion
que desempeia respectivamente (Ashburner et al., 2000). De este modo pretendiamos
averiguar qué procesos podrian ser los responsables de las alteraciones del desarrollo del fruto
observadas en el mutante ful y la linea FUL:VP16.
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Figura 3-13: GO Procesos Bioldgicos: resultado del analisis de categorias funcionales enriquecidas en base a

procesos bioldgicos. Los sectores en colores rojos indican grado de significatividad en funcién de la intensidad del

color. Los cuadros en azul indican no significatividad.
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Dentro de esta categoria, los procesos afectados fueron la respuesta a estimulos endégenos
(GO: 0009719), a estimulos quimicos (GO: 0042221), a estimulos abidticos (GO: 0009628), a
estrés (GO: 0006950) y a estimulos externos (GO: 0009605). De estas categorias, las mas
significativas fueron la respuesta a estimulos internos y a estimulos quimicos, y dentro de estas
categorias destacaban la respuesta a acido salicilico (GO: 0009751) que contenia 13 genes, la
respuesta a acido jasmdnico (GO: 0009753) con 19 genes, y la respuesta a hormonas (GO:
0009725), donde destacaban la respuesta a auxinas (GO: 0009733) con 25 genes y la respuesta
a acido abscisico (0009737) con 16.

En este mismo analisis, dentro de la categoria de procesos metabdlicos (Fig. 3-12, GO:
0008152) también se obtuvo significatividad en 3 categorias: metabolismo secundario (GO:
0019748) con 24 genes, metabolismo de carbohidratos (GO: 0005975) con 43 genes, y
biosintesis de hormonas (GO: 0042446) con 8 genes. Dentro de la categoria Organizacién de
Componentes Celulares se encontré la categoria modificaciones de la pared celular (GO:
0042545) con 13 genes.

En el andlisis realizado en base a su Funcién Molecular tan sélo aparecié una categoria
principal enriquecida significativamente (Fig. 3-14), regulacion de la transcripcidn (GO:
0030528), y dentro de ella, la categoria de factor de transcripcion (GO: 0003700), con 84 genes
presentes. En este andlisis también aparecieron significativas dos subcategorias vinculadas a
Actividad Catalitica (GO: 0003824), actividad liasa carbono-oxigeno (GO: 0016835) con 13
genes y actividad carboxilesterasa (GO:0004091) con 21 genes.

GO:0003674 (817)
molecular. function

el T

GO:0003824 (260) G0:0030528 (90) G0:0005488 (245)
catalytic activity transcription regqulator activity binding
G0:0016829 (22) GO:0016787 (101) GO:0003676 (111)

lyase activity hydrolase activity nucleic acid binding

/ . /

G0:0016835 (13) ST (Sl GO:0003677 (89)

ot hydrolase activity, acting on ester N .
carbon-oxygen lyase activity Y boirixds g DNA binding

l /

GO:0004091 (21) GO:0003700 (84)
carboxylesterase activity transcription facter activity

Figura 3-14: GO Funcién Molecular: resultado del analisis de categorias funcionales enriquecidas en base a funcion
molecular. Los sectores en colores rojos indican grado de significatividad en funcion de la intensidad del color. Los
cuadros en azul indican no significatividad.

Genes incluidos en las categorias GO enriquecidas.
Al examinar los listados de genes obtenidos en las categorias de metabolismo secundario,
actividad catalitica y modificaciones de la pared celular, observamos que muchos de los genes
incluidos estaban relacionados con tres procesos principalmente: la formacidn y modificacion
de la pared celular y la sintesis de flavonoides y antocianinas.
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Pared celular:

A través de los analisis realizados identificamos un total de 40 genes implicados en procesos
claves de la formacién y mantenimiento de la pared celular, como la formacion de celulosa (7
genes) (Fig. 3-15 A), la regulacion de la extensibilidad de la pared celular (11 genes) (Fig. 3-15
B) y el metabolismo de las pectinas (22 genes) (Fig. 3-15 C), sugiriendo que nuestros alelos de
FUL podrian presentar defectos en la formacion y desarrollo de esta estructura celular. De
estos 40 genes, tan sélo 17 eran susceptibles de ser dianas directas de FUL, de los cuales, sélo
2 eran compatibles con una posible activacién por FUL.

Entre los genes implicados en la formacién de celulosa (Fig. 3-14 A) encontramos genes
implicados tanto en la sintesis de celulosa como en la degradacién de glicanos. Por un lado
podria estar estimulando la sintesis de celulosa a través de la CELLULOSE SYNTHASA LIKE E1
(CSLE1), y por otro reprimiendo la expresién de genes implicados en la degradacién de ésta,
como los B-GALACTURONIDASE2 (BGAL2) y la B-GLUCOSIDASE17 (BGLU17). Entre los genes
considerados como dianas indirectas de FUL, también encontramos reprimidos otros genes
que codifican CSLs (CSLD5 y CSLG3), una BGAL y una BGLU. Estos cambios de expresion
respecto a frutos silvestres sugerian que FUL podria funcionar regulando de algin modo la
sintesis de celulosa asi como la degradacién y/o modificacion de la celulosa y hemicelulosa,
indicando que FUL podria desempeiiar un papel en el control de la composicién de la pared
celular durante el desarrollo del fruto.

A T C Metabolismo de pectina
e simbolo  Nivelenful NivelenFULYPI Descripcién AGI simbolo  Nivelenful NivelenFULVP16 Deseripdén
At3g52840 BGAL2 Glycan degradation AIEIEN pectin degradation
Atgaaaso | BGLUIT Glycan degradation el pectin degradation
AHES5850 an 043 cellulose biosynthesis At4g03930 pectin degradation
At1g02730 csiDs ~0,45 1,05 cellulose biosynthesis CUEERSIN  cam1n pectinbigsynthesh
BEA e o P At2g45220 | _ pectin degradation
Atag23990 csL63 133 118 cellulose biosynthesis o pectinmied fication
Arga2260 BGLU2E 0,83 131 Glycan degradation PrgLIn L pactin modrfication
At5g63180 ” pectin degradation
B Extensibilidad de la pared celular At1g67750 = pectin degradation
_ pectin degradation
AGI Simbolo Nivelenful ) Nivelen FULVP16 Descripcion At5g09280 - 0,30 108 st degradation
Atagase7o EXLAL pHdependent cellulose microfibrille relaxation m ~ [ o= 1,06 pectin degradation
Atag17030 EXLB1 pHdependent cellulose microfibrille relaxation RHM1/ROLL 1,00 0,52 pectin precursor biosynthesis
Atag1a130 XTH? construction and restruction of xyloglucan cross-links B -0,85 1,01 pectin degradation
At1g32170 XTH30 constr and restruction of xyloglucan cross-links N 0,78 1,03 pectin degradation
Atlg11545 and restruction of link tig PPMEL -0,52 1,03 pectin degradation
EXPAS -0,87 pHdependent cellulose microfibrille relaxation At5g4a840 _ 0,70 1,07 pectin degradation
A12g20610 EXPAS 148 | oz pHdependent cellulose microfibrille relaxation At3g62170 VGDH2 0,58 1,20 pectin degradation
Atag13090 XTH2 0,01 1,10 nstruction and of xyloglucan cross-links At2223900 _ 0,72 1z pectindegradation
At2g36870 XTH32 -1,46 -1,19 construction and restruction of xyloglucan cross-links At3g07850 _ -0,77 -1,27 pectin degradation
A2g37640 EXP3 1,18 1,34 pHdependent cellulose microfibrille relaxation At3g14020 B 12 1,53 pectin degradation
W EXPB3 -0,71 -1,49 pHdependent cellulose microfibrille relaxation At5ga7500 _ 1,37 2,10 pectin degradation

Figura 3-14: Genes implicados en la formacion y regulaciéon de la pared celular. Los genes seleccionados se
clasificaron en tres grupos: Metabolismo de celulosa (A), Extensibilidad de la pared celular (B) y Metabolismo de
pectina (C). Se muestran el cddigo AGlI, el simbolo, los niveles de expresion en ful y en la linea FUL:VP16 y una
pequeia descripcion de la funcion de cada gen. En el cddigo AGI los colores representan si el gen se considera una
posible diana directa (amarillo=represor, naranja=activador) o indirecta (azul). En las columnas de nivel de
expresion el color rojo indica activacion, y el color verde represion, respecto a la linea silvestre.

El siguiente grupo de genes identificados estaban implicados en la regulacion de las
propiedades de la pared celular que modulan la capacidad de crecimiento de la célula. En este
grupo (Fig. 3-15 B) encontramos dos funciones representadas: genes implicados en la
relajacién de las fibras de celulosa que participan en la elongacién celular (mediado por
expansinas), y genes implicados en el corte de estas fibras de celulosa y la inclusidn de nuevos
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mondmeros que sustentan la elongacién celular (mediado por xiloglucano
endotransglucosilasas/hidrolasas (XTH)). Entre estos genes se identificaron 6 posibles dianas
de FUL, donde se observd de nuevo un comportamiento dual. FUL podria actuar activando la
expresion del gen EXPANSIN A5 (EXPA5), una expansina, y por otro lado reprimiendo la
expresion de 2 genes EXPANSIN LIKE, EXLA1 y EXLB1, y tres genes XTH, XTH7, XTH8 y XTH30.
Entre los genes considerados dianas indirectas encontramos las mismas funciones
representadas, tres expansinas, EXPA8, EXP3 y EXPB-:, que estaban reprimidas también en el
mutante ful, y dos XTH, XTH2 que no cambiaba en el mutante, y XTH32 que se encontraba
reprimida.

El metabolismo de las pectinas, y en concreto su degradacién, también aparecio alterado (Fig.
3-14 C). En este grupo encontramos 8 posibles candidatos a ser dianas directas de FUL, y todas,
eran compatibles con un modo de accién represor de FUL, apareciendo inducidos en el
mutante ful. Tres de estos genes, At1g11590, At4g03930 y At2g45220, eran inhibidores de
pectinmetilesterasas (PMEI) que impiden la degradacién de la pectina, otros dos, los genes 8-
XYLODISASE1 (BXL1) y BXL2, eran modificadores de pectinas, dos mds, At5g26810 vy
At5g63180, eran pectinliasas que promueven la degradacion de la pectina, y un gen implicado
en la sintesis de pectina, GALACTUROSILTRANSFERASA LIKE 10 (GATL10). Entre los genes
considerados dianas indirectas encontramos, dos PMEI, At2g26450 y VANGUARD 1 homolog 2
(VGDH2), 7 pectinliasas, At5g09280, Atl1g70500, At5g44840, At2g23900, At3g07850,
At3914040y At5g47500 , una pectin acetilesterasa, At5g26670, un gen implicado en la sintesis
de un precursor de la pectina (la ramanosa), RHM1, y una PME, PPME1, todos ellos reprimidos
en el mutante ful. Otras dos posibles dianas indirectas de FUL, dos pectato liasa, At1g67750 y
At39g24230, mostraban un patrén de expresién opuesto al resto, mostrando activacion en el
fondo mutante ful.

Las respuestas del mutante ful y de la linea FUL:VP16 fueron muy similares, encontrando tan
solo 11 genes que presentaban niveles de expresion diferentes en cada linea. De estos 11
genes, 5 eran compatibles con una posible regulacidon directa de FUL. CSLE1 y EXPA5
presentaban niveles bajos en el mutante ful y altos en la linea FUL:VP16, lo cual podria indicar
una posible regulacidn positiva por FUL. XTH8, BXL2 y At5g63180 eran compatibles con un
posible efecto de competicidn por diana entre FUL y FUL:VP16, ya que mientras en el mutante
ful estos genes estaban inducidos no presentaban cambios en la linea FUL:VP16. Los 6 genes
regulados indirectamente que diferian entre ful y FUL:VP16 presentaban diferentes patrones
de expresion. 3 de ellos no variaban en el mutante ful pero disminuian en la linea FUL:VP16
(XTH2, At5g09280 y At1g70500), 1 estaba reprimido en el mutante ful y no variaba en
FUL:VP16 (EXPA8) mientras que 2 aparecian activados en el mutante ful y reprimidos en
FUL:VP16 (At1g67750y At3g24230).

Teniendo en cuenta los cambios de expresién observados, podriamos predecir que en los
frutos del mutante ful existiria una menor sintesis de celulosa, niveles bajos de expansinas y
unos niveles superiores de pectinas que en los frutos silvestres Esta prediccién estaria de
acuerdo con el fenotipo del mutante ful, donde apenas existe elongacién de las células de la
valva (Fig. 3-8). Del mismo modo, en la linea FUL:VP16 existiria una mayor sintesis de celulosa,
asi como niveles mas altos de expansinas que en el mutante ful, que serian compatibles con la
mayor elongacion de las células de estos frutos (Fig. 3-8).
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Sintesis de flavonoides y antocianinas:.
En este apartado se incluyen genes que afectan a la sintesis de flavonoides y antocianinas, ya
que ambos productos se originan a partir de un precursor comun. Este grupo estaba
constituido Unicamente por 8 genes (Fig. 3-16), y a excepciéon del gen SENESCENCE RELATED 1
(SRG1), todos ellos estaban incluidos entre las posibles dianas indirectas de FUL. De los genes
incluidos en esta lista destacan ANTHOCYANIDIN SYNTHASE (ANS) y FLAVONOL SYNTHASE 1
(FLS1) (Pelletier et al., 1997; Wilmouth et al., 2002), ambos genes clave en la sintesis de
antocianinas y flavonoles respectivamente, al ser dos enzimas limitantes de estos procesos
(Tanaka et al.,, 2008)y los factores de transcripcion tipo MYB PRODUCTION OF
FLAVONOLGLICOSIDES 2 (PFG2) y PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT 2 (PAP2), genes
clave en la regulacién génica de estos procesos de sintesis (Broun, 2005; Stracke et al., 2007).
Basandonos en los niveles de expresiéon obtenidos, FUL podria estar afectando,
mayoritariamente de forma indirecta, la sintesis de ambos compuestos. Los frutos ful en
ocasiones desarrollan tonalidades rojizas o violdceas que sugieren niveles altos de antocianinas
(Fig. 3-16). Los bajos niveles de expresion del gen FLS1 en el mutante ful podria favorecer la
acumulacién de dihidroflavonoles que serian derivados a la sintesis de antocianinas (Stracke et
al., 2009). Por otro lado, en los frutos FUL:VP16 podria ocurrir lo contrario, ya que los niveles
de expresion del gen FLS1 fueron normales mientras que los de ANS se encontraban reducidos.

Flavonoides
AGI Simbolo Nivelenful NivelenFULVP16 Descripcion

At1g17020 SRG1 ' Flavonol biosynthesis Dihidroflavoncles
At5g08640 FLS1 -0,95 0,12 Flavonol biosynthesis FLS1
At1g06000 F7RT -1,98 -1,69 glycosilation of flavonols

Antocianinas flavonoles Leucoantocianinas

i

At3g62610 | MYB11/PFG2 -0,80 anthocyanin biosynthesis regulation i ANS
Atdg22880 ANS 0,24 -0,86 anthocyanin biosynthesis i
At4g11090 e -0,12 -2,58 glucosilation of anthocyanins Antac:aninas
At3g29590 SMAT 0,38 -3,69 glycosilation of antocyanins
At1g66390 | MYB3I0/PAP2 -1,43 -2,54 anthocyanin biosynthesis regulation

Figura 3-16: genes implicados en la sintesis de flavonoles y antocianinas. Los genes seleccionados se clasificaron
en funcion del proceso en el que participaban, aunque algunos de ellos se ha visto que pueden tener un papel tanto
en la sintesis de flavonoles como en la de antocianinas, como PFG2. A la izquierda se muestra un esquema simple
del punto de partida de ambos procesos. Se muestran el cédigo AGI, el simbolo, los niveles de expresion en ful y en
la linea FUL:VP16 y una pequefia descripcion de la funcién de cada gen. En el cddigo AGI los colores representan si
el gen se considera una posible diana directa (amarillo=represor, naranja=activador) o indirecta (azul). En las
columnas de nivel de expresion el color rojo indica activacion, y el color verde represidn, respecto a la linea
silvestre.

Factores de transcripcion:
El analisis de enriquecimiento en términos GO de Funcién Molecular sugeria que FUL podria
estar regulando un elevado numero de factores de transcripcidon (84). La gran cantidad de
factores de transcripcion identificados en este analisis indica que FUL podria ser un gen clave
en la regulacion genética de los procesos que tienen lugar durante el desarrollo del fruto. La
mayor parte de estos genes (60) presentaba patrones de expresion compatibles con una
posible regulacién directa por FUL (Fig. 3-17). En éste grupo de posibles genes regulados por
FUL, tan sélo 6 eran compatibles con una posible activacidon por FUL. Entre estos 6 genes se
incluia el propio gen FUL. Como era de esperar, en el mutante ful su expresion fue muy baja,
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mientras que en la linea FUL:VP16 se encontrd a niveles muy altos, ya que se debia detectar
tanto la expresién del gen FUL endégeno como la expresién del alelo FUL:VP16. En este grupo
también se incluian dos genes PIF like, PIL5 y PIL6, pertenecientes a la familia de factores de
transcripcion tipo bHLH; AG, un factor de transcripcion tipo MADS; y dos tipo MYB, el MYB21
implicado en el desarrollo de los estambres (Cheng et al., 2009a; Mandaokar et al., 2006)y el
MYB At5g56840 para el que todavia no se ha descrito ninguna funcién.

AGI Simbolo Nivelenful Nivelen FULVP16 Descripcion AGl Simbolo Nivelenful NivelenFULVP16 Descripcion

At1g56010 NACL NACtranscription factor ~ At2g18550 HB21 HD-Zip|
 AB3g0A070 | NACAT NAC transcription factor At1g69600 HB29 HD-Zipl
Atlg52880 NAM NAC transcription factor Atdg36740 HD-Zip|
At1g69490 | o028 | NACtranscription factor _ At3g57230 | AGL1G MADS
Atdg27410 NAC transcription factor At3g57390 AGL18 MADS
At2ga4745 _ m WRKY Transcription Factor At3g54340 AP3 MADS
Alg80840 | WRKYAD | 032 | WRKY Transcription Faclor _ AI5g65080 | MAFS MADS
At5EA9520 | WRKY4S WRKY Transcription Factor  At5g20240 MADS

At4g23810 WRKY53 'WRKY Transcription Factor Atlg74660

Atlg16640 _ AP2/B3 transcription factor At4g37180

Atlg25560 AP2/B3 transcription factor Atdg01060
Atigl13260
 ALg36080 |

minizinc finger

myb transcription factor

myb transcription factor

AP2/B3 transcription factor At3g23250 myb transcription factor

B3 transcription factor At5g61420 myb transcription factor

At5g57780 5 bHLH At3g01530 MYB57 myb transcription factor
At1g25330 CESTA bHLH Atag05100 miyb transcription factor
At1g26945 KDR bHLH At3ga7600 myb transcription factor

At2ga6970 PIL1 bHLH At5g53200 miyb transcription factor
Atdg36930 SPT bHLH At1g25550 _ myb transcription factor
At1g27730 Cys2/His2-type zinc-finger At3g11280 MYB2 like miyb transcription factor

At5g04340 ZATE Cys2/His2-type zinc-finger Atlg02580 | FIS1-MEDEA

At2g25900 ATCTH Cys3His zinc finger protein At1g49130 zincfinger (B-box type)
Atdg3a410 RRTF1 ERF/AP2 transcription factor Atdg29190 Zincfinger C-x8-C-x5-C-x3-Hiype

At1g12610 DDF1 ), ERF/AP2transcription factor At3g19580 zincfinger protein

At2g22200 | RAP2family ERF/AP2transcription factor  At5g59820

Polycomb group gene

zincfinger protein

Atlg19210 | RAP2family ERF/AP2transcriptionfactor _ At2g20180 PILS bHLH
AMgI7500 | ATERFL | 024 | ERF/AP2transcription factor | At3g59060 | PILs bHLH
At3g23240 ERF1 ERF/AP2transcription factor Atdg18960 AG MADS
T AtSg61600 | ERF/AP2transcription factor | At5g60910 FUL MADS

At1g28370 ERF/AP2transcription factor At3g27810 MYB21
At5g21960 ERF/AP2transcription factor At5g56840

myb family transcription factor

myb-like transcription factor

Figura 3-17: Factores de transcripcidn. Posibles dianas directas de FUL encontradas entre los genes incluidos en la
categoria funcional de factores de transcripcidn. Se muestran el cédigo AGI, el simbolo, los niveles de expresién en
ful y en la linea FUL:VP16 y una pequefia descripcion que indica el tipo de factor de transcripcién que son. En el
codigo AGI los colores representan el posible efecto regulador de FUL sobre ellos (amarillo=represor,
naranja=activador). En las columnas de nivel de expresion el color rojo indica activacidn, y el color verde represion,
respecto a la linea silvestre.

El grupo de posibles dianas reprimidas por FUL estaba constituido por 54 genes, que
pertenecian a diferentes familias, entre los que se encontraban factores de transcripcion NAC,
WRKY, AP2/B3, B3, bHLH, zinc finger, ERF/AP2, HD-Zip I, MADS, MYB y un miembro del
complejo Polycomb de remodelacion de cromatina.

El grupo de factores de transcripcion incompatibles con una regulacidon directa por FUL
contenia 24 genes (Fig. 3-18). Entre ellos también encontramos diferentes clases de factores
de transcripcidn como NAC, ARF, bHLH, zinc finger, GRAS, MADS, MYB, ARR, SPL, TCP y YAB.

Durante el desarrollo de fruto son claves los efectos de diferentes hormonas, como las auxinas
y las giberelinas. En el listado obtenido también se pueden identificar diferentes factores de
transcripcién que median las respuestas a estas hormonas, aunque no son especialmente
abundantes. Entre ellos encontrariamos el factor de respuesta a auxinas ARF4, que junto a
ETT/ARF3 participaria en el establecimiento de la polaridad abaxial-adaxial y apical-basal, y 4
genes PIF-like (PIL1, SPT, PIL5/PIF1 y PIL6/PIF5), que podrian estar mediando la respuesta a
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giberelinas. Otro grupo de factores de transcripcion identificados en este apartado son los
ERF/AP2. Muchos de estos factores de transcripcion median las respuesta a etileno, una
hormona clave en el desarrollo de los frutos climatéricos. Para el resto de factores de
transcripciéon no se ha descrito un papel durante el desarrollo del fruto. Entre ellos
encontramos genes implicados en procesos como la transicion floral, como TEMPRANILLO1
(TEM1), MADS AFECTING FLOWERING5 (MAF5), AGAMOUS LIKE 42 (AGL42), SQUAMOSA
PROMOTER BINDING LIKE 9 (SPL9) y SPL10, o el establecimiento de la identidad de los érganos
florales, como APETALA3 (AP3), PISTILLATA (Pl) y SEPALLATA4 (SEP4). AP3 y Pl no se expresan
durante el desarrollo del fruto silvestre, y su expresion aumentada en los frutos FUL:VP16
podria significar un papel de FUL en excluir su expresidén en estos tejidos.

AGI Simbolo Nivelenful NivelenFULVP16 Descripcion

MNAC transcription factor
auxin-responsive factor

bHLH

GIS

PREL/bHLH136 bHLH

bHLH

Cys2/His2-type zinc-finger proteins

_ GRAS family transcription factor

0,32 MADS
TCP transcription factor
TCP transcription factor
Transcription regulator

_ Zincfinger C-x8-C-x5-C-x3-Htype

Figura 3-18: Factores de transcripcion. Posibles dianas indirectas de FUL encontradas entre los genes incluidos en la

myh family transcription factor

myh family transcription factor

myh family transcription factor

nuclearresponse regulator

SPLtranscription factor

SPLtranscription factor

categoria funcional de factores de transcripcidén. Se muestran el cddigo AGl, el simbolo, los niveles de expresidon en
ful y en la linea FUL:VP16 y una pequefia descripcion que indica el tipo de factor de transcripcién que son. En el
codigo AGI el color azul indica que son genes posiblemente regulados indirectamente. En las columnas de nivel de
expresion el color rojo indica activacion, y el color verde represion, respecto a la linea silvestre.

La respuesta observada en el mutante ful fue de nuevo muy similar a la de la linea FUL:VP16,
pero entre las posibles dianas directas de FUL, ademas de los 6 genes identificados sobre los
que FUL podria comportarse como un activador de la transcripcion (PIL5/PIF1, PIL6/PIF5, AG,
FUL, MYB21 y At5g56840), se observaron diferencias en el comportamiento de 18 genes mas
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entre el mutante ful y la linea FUL:VP16. De estos 18 genes, 13 eran compatibles con una
posible regulacidn redundante de FUL junto a otros factores, ya que aunque no cambiaban en
el mutante ful, se encontraban sobreexpresados en la linea FUL:VP16 (NAC-LIKE, ACTIVATED
BY AP3/Pl (NAP), WRKY40, At5957780, CESTA (CES), REDOX-RESPONSIVE TRANSCRIPTION
FACTOR 1 (RRTF1) ,DWARF y DELAYED FLOWERING 1 (DDF1), ATERF1, AGL16, AGL18, AP3,
MYB57, TRIPTYCHON (TRY) y FERTILIZATION-INDEPENDENT SEED 1 (FIS1)). La expresion de los
5 genes restantes ( At2g44745, At1g16640, KIDARI (KDR), PIL1 y MYB94) eran compatibles con
un posible efecto de competicién por diana entre FUL y FUL:VP16, ya que mientras en el
mutante ful estos genes estaban inducidos no presentaban cambios en la linea FUL:VP16.

En los genes compatibles con una regulacion indirecta también se encontraron 8 genes que se
expresaban de forma distinta en el mutante ful y la linea FUL:VP16. De estos genes, 4
presentaban inducciéon en el mutante ful y represién en la linea FUL:VP16 (ARF4 MYBIO0,
MYB11/PFG2 y YABI1/FIL), 3 genes no cambiaban en el mutante ful y se encontraban
reprimidos en la linea FUL:VP16 (GLABROUS INFLORESCENCE STEMS (GIS), AGL102 y TCP12), y
un gen que se encontraba reprimido en el mutante ful y no variaba en la linea FUL:VP16
(MYC4).

Un hecho que nos resultd llamativo de estos listados fue la poca presencia relativa de genes
para los que se habia descrito un papel importante durante el desarrollo del gineceo, tan sdlo
SPT, FIL y AG. Por ello volvimos a examinar los datos crudos de las micromatrices para ver que
ocurria con la expresion de estos genes. Al hacerlo observamos que algunos genes como CRC,
IND, STY1, STY2, NGA2, NGA3, NGA4, HEC1, HEC2 y HEC3 no estaban presentes en el analisis al
no haber superado los criterios de calidad, y otros como SHP1, SHP2, NGA1, RPL y ALC si que
estaban presentes pero no habian resultado significativos, bien porque no presentaban
grandes cambios respecto al silvestre, como ALC, NGA1 o RPL, o bien porque existia una
variabilidad muy grande entre las muestras que los excluia del tratamiento estadistico, como
los genes SHP.

Para comprobar si los datos deducidos de las micromatrices realmente reflejaban cambios en
la regulacién de los genes identificados, decidimos analizar la expresion de alguno de los genes
que presentaban una posible regulacién diferente en ful o FUL:VP16 individualmente y con
mas detalle. Uno de los genes elegidos fue SPT, por su implicacion durante el desarrollo del
gineceo. La expresidon de SPT se comprobd combinando la linea FUL:VP16 con una linea
delatora SPT::GUS. La combinacién resultante confirmé los resultados de las micromatrices al
detectarse la sefial GUS ectdpicamente en las valvas de la linea FUL:VP16 (Fig. 3-19). Ademas,
cuando se combind un mutante spt con la linea FUL:VP16 se observd que se suprimia parte del
fenotipo del fruto FUL:VP16, en concreto el ensanchamiento de la zona apical.

También se decidio testar la expresion de los genes de identidad floral AG y AP3. Para ello se
combinaron las lineas delatoras AP3::GUS y AG::GUS con la linea FUL:VP16. La expresion de
AP3 estaba alterada, expresandose ectdpicamente en las valvas de los frutos de la linea
FUL:VP16 (Fig. 3-20) y explicando asi el incremento de sus niveles detectado en los frutos
FUL:VP16. Por otro lado, el patrén de expresién de AG parecia no estar afectado (Fig. 3-20).
Los cambios de expresién de AG en la linea FUL:VP16 detectados en el experimento de
micromatrices eran modestos, y podrian corresponder a cambios en su nivel no asociados a
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cambids en su patrén. El hecho de que AG no cambiara su patron de expresidn sugeria que FUL

no estaria regulando directamente la expresion de este gen, mientras que si podria hacerlo
con AP3.

Figura 3-19: Expresion de SPT en
frutos silvestres (izquierda) y en frutos
FUL:VP16 (centro). La expresion de
SPT aparece ectépica en la linea
FUL:VP16 indicando que FUL podria
actuar directamente sobre este gen.
La eliminacién de SPT en la linea
FUL:VP16 rescata parte del fenotipo
mostrado por esta linea,
suprimiendose el ensanchamiento de
la zona apical del fruto (asterisco).

:GUS FUL:VP16spt-11

Figura 3-20: expresion de AP3 y AG
en los frutos FUL:VP16. AP3 es un gen
homedtico que se expresa Gnicamente
durante el desarrollo floral. En la linea
FUL:VP16 se expresa de forma
ectopica en toda la valva (izquierda),
indicando que podria existir una
regulacion directa de este gen por
FUL. Por otro lado, AG no altera su
patron de expresiéon en los frutos
FUL:VP16 (derecha).

FUL:VP16 AP3::GUS FUL:VP16 AG::GUS

Hormonas
El andlisis de categorias GO también nos sugeria que FUL estaria implicado en el control de la
respuesta a diferentes estimulos, entre los que destacaban las respuestas a hormonas como
auxinas, acido abscisico, acido jasmanico o acido salicilico (Fig. 3-13). En este analisis también
se observé que la biosintesis de algunas hormonas como auxinas, giberelinas, etileno o acido
abscisico también podria estar afectada por FUL:
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-Giberelinas:
En los procesos que controlan los niveles de GA encontramos el gen GA20x6, cuyo producto

participa en la inactivacion de las giberelinas activas (Wang et al., 2004) (Fig. 3-21). La
expresion de este gen no variaba en el mutante ful, pero se encontrd sobreexpresado en la
linea FUL:VP16, sugiriendo que en ésta podrian estar reducidas las giberelinas activas. Este tipo
de patrén de expresion seria compatible con una posible regulacién directa de GA20x6 por
FUL, aungue de forma redundante con otros factores.

En el andlisis de categorias funcionales no se obtuvo ningln grupo de genes de respuesta a
giberelinas pero como en la categoria de sintesis de hormonas se encontraba un gen que podia
afectar a los niveles de esta hormona, decidimos inspeccionar el grupo inicial de genes
significativos, seleccionando aquellos para los que se habia descrito un papel en la respuesta a
giberelinas, identificando 12 genes (Fig. 3-21). De estos 12 genes, 8 eran susceptibles de estar
regulados directamente por FUL, de los que 4 eren genes PIF-like (SPT, PIL1, PIL5/PIF1, y
PIL6/PIF5), que participan en la transduccidn de la sefial de las giberelinas.

GIBERELINAS
Sintesis
AGI Simbolo Nivelenful Nivelen FULVP16 Descripcion
At1g02400 GAZox6 0,25 - Gibberellin inactivation
Respuesta

Atlg75750 GASAl Gibberellin-regulated
At1g74670 GASAD Gibberellin-regulated
At5g61420 MYB28 MYEB transcription factor
Atag36930 SPT Gibberellin response
At2g46970 PIL1 Gibberellin response
At2g14900 GASAT Gibberellin-regulated
At2g20180 PILS Gibberellin-regulated
At3g59060 PiLe Gibberellin response
At5g15230 GASAL Gibberellin-regulated
Atdg36as0 CP1 0,25 -1,47 upregulatedinresponse to gebberellins
At3g58070 GIS 0,39 -0,67 upregulatedinresponse to gebberellins
At2g37640 EXP3 -1,18 -1,34 upregulated inresponse to gebberellins

Figura 3-19: Respuesta a giberelinas. Genes implicados en la sintesis y la respuesta a giberelinas encontrados entre
nuestro listado de genes significativos. Se muestran el codigo AGlI, el simbolo, los niveles de expresién en ful y en la
linea FUL:VP16 y una pequefia descripcion de la funcion de cada gen. En el codigo AGI los colores representan si el
gen se considera una posible diana directa (amarillo=represor, naranja=activador) o indirecta (azul). En las columnas
de nivel de expresidn el color rojo indica activacion, y el color verde represion, respecto a la linea silvestre.

La respuesta a giberelinas fue diferente entre el mutante ful y la linea FUL:VP16, ya que de los
12 genes considerados, 7 se comportaban de forma diferente en ambas lineas. De estos 9
genes, 4 eran posibles dianas directas: 2 genes que presentaban niveles altos en ful y que no
variaban en FUL:VP16 (PIL1 y GASA7), patrén de expresion compatible con un posible efecto
de competicion por diana entre FUL y FUL:VP16, y dos genes compatibles con una activacion
directa por FUL (PIL5/PIF1 y PIL6/PIF5). Los 3 genes restantes estaban reprimidos en la linea
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FUL:VP16, pero dos de ellos no cambiaban en el mutante ful (CYSTEINE PROTEINASE1 (CP1) y
GIS) mientras que el tercero estaba activado (GASA4).

-Acido abscisico:
Tanto la sintesis como la respuesta a acido abscisico aparecieron enriquecidas en el analisis de

categorias funcionales (Fig. 3-22).

Acido abscisico
Sintesis
AGI Simbolo Mivelenjful NivelenFULVP16 Descripcion
At5g45340 CYP707A3 -0,74 - ABA catabolism
Respuesta

At1g27730 STZ/ZATL10 upregulatedinresponse to ABA
Atlg75750 GASAL Gibberellin-regulated
At1g76930 EXT4 upregulated inresponse to ABA
At2g05520 GRP3 upregulatedinresponse to ABA
At3g19580 AZF2 upregulated inresponse to ABA
Atdg05100 MYB74 MYB transcription factor
Atdg18010 SPTASE2 upregulatedinresponse to ABA
Atag27410 RD26 upregulatedinresponse to ABA
At5g61420 MYB28 MYB transcription factor
At1g29395 COR414TM1 upregulatedinresponse to ABA
Atag04020 | FIBFIBRILLIN Regulated by abscisic acid response regulators
Atdg23600 CORI3/JR2 responsive to jasmonicacid
At3gd7e00 MYBS4 MYB transcription factor
At3g59220 PRN PIRIN ABAregulated
At5g25610 RD22 upregulatedin response to ABA

TMM/RLP17 | ABA regulated

Figura 3-20: Respuesta a abscisico. Genes de sintesis y respuesta a acido abscisico encontrados entre nuestro
listado de genes significativos. Se muestran el cédigo AGI, el simbolo, los niveles de expresién en ful y en la linea
FUL:VP16 y una pequeia descripcidn de la funcidn de cada gen. En el cddigo AGI los colores representan si el gen se
considera una posible diana directa (amarillo=represor, naranja=activador) o indirecta (azul). En las columnas de
nivel de expresion el color rojo indica activacion, y el color verde represion, respecto a la linea silvestre.

Afectando a los niveles de ABA sdélo encontramos el gen CYP707A3, implicado en el
catabolismo de esta hormona (Umezawa et al.,, 2006). Este gen presentaba un patrén de
expresion compatible con una posible regulacion directa positiva por FUL, estando reprimido
en el mutante ful y sobreexpresado en la linea FUL:VP16. Estos datos sugerian que en el
mutante ful podria existir un nivel mas elevado de ABA que en frutos silvestres mientras que
en la linea FUL:VP16 ocurriria lo contrario.

A excepcion de un gen (TWO MANY MOUTHS (TMM)), todos los genes identificados que
participaban en la respuesta a ABA eran compatibles con una posible regulacién directa por
FUL. A excepcion del gen CORONATINE INDUCED 1 (CORI3) que se encontraba reprimido en el
mutante ful, y activado en la linea FUL:VP16, por lo que podria estar activado directamente por
FUL, el resto de genes presentaban patrones de expresién compatibles con un modo de accién

160



Capitulo 3 RESULTADOS

represor de FUL. De nuevo se encontraban diferencias entre la respuesta del mutante ful y la
linea FUL:VP16, aunque tan sélo en la expresidén de 6 genes. Dos de ellos, FIBRILLIN1a (FIB) y
COLD REGULATED 414 THYLAKOID MEMBRANE (COR414-TM1), s6lo presentaban cambios en
la linea FUL:VP16, donde estaban sobreexpresados, y 3 genes, MYB94, PIRIN1(PRN1) y
RESPONSIVE TO DESSICATION 22 (RD22), estaban activados en el mutante y no cambiaban en
la linea FUL:VP16. El otro gen que mostraba un comportamiento diferente era CORI3.

-Etileno:
El etileno fue otra de las hormonas afectadas. El analisis de categorias funcionales mostré que

existia un enriquecimiento en genes que afectaban al proceso de sintesis de la hormona (Fig.3-
21).

ETILENO
Sintesis
AGI Simbolo Nivelenful NivelenFULVP16 Descripcion
At1g12010 ACCox Ethylene synthesis
Atag08040 ACS11 Ethylene synthesis
Atdg11280 ACSE Ethylene synthesis
At1g73500 MKK9 Induces ethylene synthesis
Respuesta
Atlg28370 ERF11 ethylene response factor
Atlg56010 MAC1 involved in stress responses
At1g74660 MIF1 response toethylene
At2g05520 GRP3 upregulated inresponse to ethylene
At2g38900 PR m upregulated inresponse to ethylene
At3g04720 PR4/HEL upregulated inresponse to ethylene
At3g23240 ERF1 ethylene response factor
At3g23250 MYB15 Member of the R2R3 factor gene family.
At3gd7e00 MYB34 m MYB transcription factror
Atdg05100 MYB74 Member of the R2R3 factor gene family.
Atag17500 ATERF1 ethylene response factor
Atdg3adio RRTF1 ethylene response factor
At5g21960 ERF16 ethylene response factor
At5g61600 ERF104 ethylene response factor

Figura 3-21: Respuesta a etileno. Genes implicados en la sintesis y la respuesta a etileno encontrados entre nuestro
listado de genes significativos. Se muestran el cédigo AGI, el simbolo, los niveles de expresion en ful y en la linea
FUL:VP16 y una pequeia descripcidn de la funcidn de cada gen. En el cddigo AGI los colores representan si el gen se
considera una posible diana directa (amarillo = represor, naranja = activador) o indirecta (azul). En las columnas de
nivel de expresion el color rojo indica activacion, y el color verde represion, respecto a la linea silvestre.

La sintesis de etileno es un proceso que requiere Unicamente la accién de dos actividades
enzimaticas: la actividad acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACS), que convierte
la S-adenosil-metionina (SAM) en acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), y la actividad
ACC oxidasa (ACO), que convierte el ACC en etileno. En el grupo de genes implicados en la
sintesis encontramos 4 genes, todos ellos compatibles con una posible regulacion directa por
FUL, entre los que encontramos genes que codifican los dos tipos de enzimas que participan en
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la sintesis de etileno. DOS de ellos eran AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLIC ACID (ACC)
SYNTHASE (ACS), ACS6 y ACS11, que catalizan el primer paso de sintesis del etileno, y un gen
ACO, que cataliza el segundo y ultimo paso en la sintesis del etileno. El cuarto gen era una MAP
quinasa quinasa, MKK9, que induce la sintesis del etileno.

Los dos genes ACS parecian estar regulados de forma opuesta por FUL. ACS11 estaba
sobeexpresado tanto en ful como en la linea FUL:VP16, lo cual era compatible con una posible
regulacién negativa del gen, mientras que ACS6 presentaba bajos niveles de expresion en el
mutante ful, pero estaba sobreexpresado en la linea FUL:VP16, lo cual era compatible con un
efecto activador de FUL. El gen ACO, al igual que ACS11, se encontraba sobreexpresado en
ambas lineas, mientras que MKK9 sélo presentaba activacién en la linea FUL:VP16, que seria
compatible con una regulacién negativa redundante de este gen por FUL.

El hecho de tener sobreexpresadas las dos actividades enzimaticas que dan lugar al etileno
sugeria que posiblemente, tanto en el mutante ful como en la linea FUL:VP16 pudieran existir
niveles elevados de etileno, pero en el andlisis de categorias funcionales no se detectd ningun
enriquecimiento en genes dentro de la respuesta a etileno. Sin embargo, una inspeccion
detallada del listado de genes seleccionados nos permitié identificar 14 genes de respuesta a
etileno (Fig. 3-21) y de acuerdo con la posible existencia de niveles elevados de etileno,
practicamente todos ellos aparecian sobreexpresados tanto en ful como en FUL:VP16. Sus
patrones de expresion eran a su vez compatibles con una posible regulacién directa negativa
por FUL. Solo existian 4 genes que se comportaban de forma diferente en el mutante ful y la
linea FUL:VP16, dos genes que no presentaban cambios de expresion en el mutante ful y que
estaban sobreexpresados en FUL:VP16 (AtERF1 y RRTF1) y dos genes que estaban
sobreexpresados en el mutante ful pero no cambiaban en la linea FUL:VP16 (PATHOGENESIS
RELATED TYPEG6 (PR6) y MYB94)

-Acido jasménico:

Otro grupo de genes que aparecio en el andlisis de categorias funcionales estaba implicado en
la respuesta a la hormona dacido jasmoénico (Fig. 3-22). Dentro de este grupo de respuesta a
jasmodnico se encontraba el gen LOX2, que ademds de responder a esta hormona también
participa en la sintesis de la misma (Bell et al., 1995; Delker et al., 2006). Este gen presentaba
niveles bajos de expresidn en el mutante ful, mientras que estaba sobreexpresado en la linea
FUL:VP16. Este patron de expresion era compatible con una posible regulacién directa positiva
por FUL.

Los genes incluidos en la categoria de respuesta a acido jasmodnico fueron 18, de los cuales, 14
eran compatibles con una posible regulacién directa por FUL. Entre estas posibles dianas
directas de FUL, FUL podria actuar como un represor en 11 de ellas, y como activador en 3.

Las diferencias en la respuesta del mutante ful y la linea FUL:VP16 se centraban en 8 genes. De
estos 8 genes, dos eran compatibles con una regulacion indirecta, ANS que estaba reprimido
en la linea FUL:VP16, y MYC4 que estaba reprimido en el mutante ful. Entre los otros 6 se
encontraban los genes que eran compatibles con una posible regulacién directa positiva por
FUL (At29g34810, MYB21 y CORI3), dos genes cuyos patrones de expresiéon eran compatibles
con una posible regulacidn redundante por FUL (JASMONATE ZIM-DOMAIN 7 (JAZ7) y JAZ8) y
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un gen que presentaba un patron de expresion compatible con un posible efecto de
competicion por diana entre FUL y FUL:VP16 (MYB94).

Acido jasménico
Sintesis
AGI Simbolo Nivelenful Nivelen FULVP16 Descripcion
At3g45140 LOX2 JA-response and synthesis
Respuesta
Atlg28480 ROX¥19 suppresses JA-response
Atlg76930 EXT4 JA-response
At3g23240 ERF1 Ethylene response factor
At3g23250 MYB15 MYB transcription factor
Atdg01060 CPL3 MYB transcription factor
Atdg05100 MYB74 MYB transcription factor
At4g35770 | SEN1/DIN1 JA-response
At5g61420 MYB28 MYB transcription factor
At2g34600 IAZT jasmonate-zim-domain
Atlg3o13s JAZE jasmonate-zim-domain
At2g34810 _ JA-response
At3g27810 MYB21 JA-response
Atdg23600 CORI3/JR2 || _ JA-response
At3gd7600 MYB transcription factor
: ) | JA-response
JA-response
JA-response

JA-response

Figura 3-22: Respuesta a acido jasmoénico. Genes implicados en la sintesis y la respuesta a acido jasmdnico
encontrados entre nuestro listado de genes significativos. Se muestran el codigo AGI, el simbolo, los niveles de
expresion en ful y en la linea FUL:VP16 y una pequeiia descripcién de la funcién de cada gen. En el cédigo AGI los
colores representan si el gen se considera una posible diana directa (amarillo=represor, naranja=activador) o
indirecta (azul). En las columnas de nivel de expresion el color rojo indica activacién, y el color verde represion,
respecto a la linea silvestre.

Entre los genes que presentaban un comportamiento diferente entre ful y FUL:VP16 se
encontraron genes que participaban en diferentes niveles dentro de la sefalizacién de esta
hormona: LOX2 (Delker et al., 2006) afecta a la sintesis de la hormona, los genes JAZ actdan
como represores de la sefializacion (Chini et al., 2007), y MYB21 y MYC4 actuan como
efectores positivos de esta sefializacion (Fernandez-Calvo et al.,, 2011; Song et al., 2011).
Aunque ninguna funcidn se ha atribuido al acido jasmdnico durante el desarrollo del fruto,
nuestros resultados indicaban que esta hormona podria estar actuando durante esta etapa del
desarrollo y que FUL podria estar modulando su actividad.

-Acido salicilico:
Otra categoria funcional enriquecida en el andlisis de categorias funcionales fue la respuesta a
acido salicilico (Fig. 3-23), donde encontramos 13 genes, todos ellos compatibles con una
posible regulaciéon directa negativa por FUL. No se encontrd ningun gen implicado en la sintesis

163



RESULTADOS Capitulo 3

o la regulacidn de los niveles de esta hormona entre los genes seleccionados inicialmente, por
lo que los cambios observados en la respuesta a esta hormona podrian ser consecuencia
directa de la regulacién ejercida por FUL, o bien porque pudieran estar afectados por cambios

en otras hormonas.

Respuesta a acido salicilico

AGI Simbolo Nivelenful  Nivel en FUL: VP16 Descripcion
Atlg21270 WAK2 responsetoSA
Atlg28480 ROXY19 response to 5A
At1g76930 EXT4 responsetoSA
At2g05520 GRP32 responsetoSA
At3g11280 MYB2 like response to SA
At3gh2400 5¥Yp122 responsetoSA
At3g61190 BAPL responsetoSA
Atdg01060 CPL3 responsetoSA
At4g23170 EP1/CRKS response toSA
AtSg61420 MYB28 response toSA
At1g30840 WREY40 responsetoSA
At2g40000 HSPRO2 response toSA
At3gd7600 MYBS4 0,30 responseto5A

Figura 3-23: Respuesta a acido salicilico. Genes de respuesta a acido salicilico encontrados entre nuestro listado de
genes significativos. Se muestran el cédigo AGI, el simbolo, los niveles de expresion en ful y en la linea FUL:VP16 y
una pequefia descripcion de la funcion de cada gen. En el codigo AGI los colores representan si el gen se considera
una posible diana directa (amarillo=represor, naranja=activador) o indirecta (azul). En las columnas de nivel de
expresion el color rojo indica activacion, y el color verde represion, respecto a la linea silvestre.

La respuesta observada en el mutante ful y la linea FUL:VP16 sélo diferian en tres genes,
WRKY40 y ARABIDOPSIS ORTHOLOG OF SUGAR BEET HS1 PRO-1 2 (HSPRO2), que no
cambiaban en el mutante ful pero estaban sobreexpresados en la linea FUL:VP16, y MYB94,
que estaba sobreexpresado en el mutante ful y no cambiaba en FUL:VP16.

-Auxinas:
Tanto la sintesis como la respuesta a auxinas fueron los grupos que mds genes incluian tras el

analisis de categorias funcionales. En el grupo de genes que participaban en la sintesis o la
regulacién de los niveles de esta hormona encontramos 6 genes de los cuales tan sdlo dos eran
susceptibles de ser diana directas de FUL, mientras que en el grupo de genes implicados en la
respuesta a esta hormona se identificaron con 25 genes, 16 de los cuales presentaban
patrones de expresion compatibles con una posible regulacién directa por FUL (Fig. 3-24).

Los dos genes compatibles con una posible regulacién directa por FUL implicados en la sintesis
de auxinas, SUPERROOT2 (SUR2) y NITRILASE2, parecian estar regulados de forma diferente.
SUR2 inicia la formacidn de glucosinolatos inddlicos a partir de indol-3-acetaldoxima (IAOx), un
intermediario de la sintesis de la auxina acido indolacético (IAA) (Fig. 3-25). SUR2 no mostraba
cambios en el mutante ful, pero estaba sobreexpresado en la linea FUL:VP16, un
comportamiento compatible con una posible regulacién redundante por FUL. Por su parte,
NIT2 cataliza uno de los Ultimos pasos en la sintesis de IAA, mediando la transformacién de
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indol acetonitrilo (IAN) obtenido a partir del 1AOx, en IAA (Fig. 3-25). NIT2 aparecia
sobreexpresado en ambas lineas, compatible con una represiéon directa por FUL.

Auxinas

Sintesis

AGI Simbolo Mivel en ful

Nivelen FULVP16

Descripcion

YUC3-YUCCA3

-0,04

Auxin synthesis

Auxin synthesis

Biosynthetic pathway of glucosinolates

Auxin synthesis

Auxin synthesis

Auxin homeostasis

SAUR-like auxin-responsive protein

Putative auxin-regulated protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

Up-regulated by auxins

Up-regulated by auxins

Up-regulated by auxins

Member of the R2R3 factor gene family.

Encodes a putative transcription factor (MYB28).

Up-regulated by auxins

SAUR-like auxin-responsive protein

Up-regulated by auxins

Respuesta
At1g56150 _
At2g21210 =
At2g21220 _
At2ga5210 _
At3g60690 s
Atdgl12550 AIRL
At4g36740 HB40
At1g74660 MIF1
At3g23250 MYB15
At5g61420 MYB28
At1g56010 NACL
AIR3
MYB94

Encodes a putative transcription factor (MYB34).

ARF4

Auxin response factor

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like auxin-responsive protein

SAURGE

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like

SAUR-like auxin-responsive protein

SAUR-like

SAUR-like auxin-responsive protein

Figura 3-24: Respuesta a auxinas. Genes implicados en la sintesis y la de respuesta a auxina. Se muestran el codigo
AGlI, el simbolo, los niveles de expresién en ful y en la linea FUL:VP16 y una pequeiia descripcién de la funcion de
cada gen. En el codigo AGI los colores representan si el gen se considera una posible diana directa

(amarillo=represor, naranja=activador) o indirecta (azul). En las columnas de nivel de expresidon el color rojo indica
activacion, y el color verde represidn, respecto a la linea silvestre.

El resto de genes encontrados en este grupo, y que serian dianas indirectas de FUL, fueron
YUCCA3 (YUC3), YUC6, TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAA1) vy
UGT74E2. Los tres primeros son genes claves en la sintesis de IAA. Mientras que los genes YUC
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inician una ruta de sintesis del IAA a partir de un derivado del triptéfano que transforman en
IAOx (Fig. 3-25), TAAl es el responsable del inicio de otra ruta de sintesis que parte
directamente del triptéfano y que tiene por intermediario el acido indolpiravico (IPA) (Fig. 3-
25). UGT74E2 media la glucosilacion del acido indol butirico (IBA), otra auxina presente en
Arabidopsis. Se ha propuesto que existe un equilibrio entre los niveles de IBA y IAA y que
ambas formas de la hormona podrian participar en la regulacion de procesos de desarrollo.
Cuando estd presente UGT74E2 se promueve la formacion de formas inactivas de IBA, y esto
provoca el paso de IAA a IBA (Tognetti et al., 2010).

Nyon Fig. 3-25: Posibles rutas de sintesis de las auxinas. Se ha
@gf propuesto diferentes rutas implicadas en la sintesis de las
[ s, . L .
i g @d auxinas. La ruta iniciada por TAA1l parte directamente del
P

—H

S S

1 , i /N-hydroxyl TAM
IPA P /

/ ot
/

TAA1 ]
TAM
CYP79B2
YUCCAl _—

O

/
! SUR2 /
7

P
\

triptéfano, produciendo IPA. La ruta establecida por los
genes YUC modifica un derivado del triptéfano para producir
IAOx, un intermediario clave en la ruta de sintesis. Sobre el
IAOx actiia SUR2, un enzima que inicia la ruta de sintesis de
los glucosinolatos inddlicos. NIT2 cataliza uno de los ultimos
pasos de sintesis transformando IAN en IAA. Las lineas sélidas
indican demostrados lineas

pasos mientras que las

discontinuas indican pasos propuestos de los que se dispone

de escasa informacion. Adaptado de (Zhao, 2010)

N
\ . ! s
y 1AN" / ¢ /
Indole-3-acetaldehyde /! R
. f
£ N2 | ¢
\ /
" h o
N / SURT| %
£ ¥ /
N J i
oY o ‘
| 1
|

“ v

AA Indolic glucasinolate

En el mutante ful, mientras que los niveles de YUC3 no varian, los niveles de YUC6 son muy
bajos. En la linea FUL:VP16 los niveles de expresidon de ambos genes son bajos. Por su parte los
niveles de TAA1 estan elevados en el mutante ful, mientras que en FUL:VP16 estan reprimidos.
Por otro lado UGT74E2 esta reprimida tanto en el mutante ful como en la linea FUL:VP16. En
general, estos cambios en la expresion de genes relacionados con la sintesis de auxinas podria
traducirse en niveles bajos de la hormona tanto en ful como en FUL:VP16.

Las respuestas a auxinas del mutante ful y de la linea FUL:VP16 fueron similares,
predominando la induccidn (Fig. 3-24), lo que contradictoriamente, pareceria indicar niveles
altos de ésta hormona en los frutos de éstas plantas. La respuesta entre ambas lineas sdlo
diferian en 6 genes, de los cuales 4 podrian ser dianas directas de FUL, At3g03820, AIR3 y
MYB94, que presentaban un patrdn de expresién compatible con una posible competicién por
diana entre FUL y FUL:VP16, y At1g60450, compatible con una posible regulacién redundante
por FUL. Los dos genes regulados indirectamente fueron, ARF4 que estaba inducido en el
mutante ful y reprimido en la linea FUL:VP16, y At5g18080, que aparecia reprimido en el
mutante ful y no cambiaba en FUL:VP16.

Una posible explicacion a esta aparente contradiccion podria ser que la sintesis de auxinas
estuviera reprimida debido a la acumulacion de la propia hormona en los sitios de sintesis
(Ljung et al., 2005). La acumulacion de auxinas puede generarse de diversas formas, bien por
una sintesis activa de la hormona, bien por la accién del transporte activo de esta hormona
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(Cheng et al., 2006; Heisler et al., 2005). Como la sintesis parecia no ser la responsable de esta
respuesta decidimos investigar si entre los genes significativos obtenidos existia algun
transportador de auxinas. Entre los 886 genes seleccionados inicialmente se encontraba PIN7
(Friml et al., 2003). Los niveles de expresidn de este gen en el mutante ful eran inferiores a los
del silvestre (-1,20), mientras que en la linea FUL:VP16 eran superiores (0,48). Este patron de
expresion era compatible con una posible regulacion directa positiva por FUL. Estos datos
sugerian que PIN7 podria estar activado por FUL, y que la disminucidn observada en su
expresion en el mutante ful podria explicar una distribucién diferente de las auxinas. La
alteracion del transporte de las auxinas podria generar la acumulacion ectépica esta hormona
en algunos tejidos del fruto, y en consecuencia, una respuesta alterada a la hormona asi como
la alteracidn de la actividad de sintesis (Ljung et al., 2005).

FUL controla el flujo de auxinas durante el desarrollo del fruto.
La desregulacién de PIN7 podria explicar tanto la alteracidn de la respuesta a auxinas como los

cambios en la sintesis de las mismas auxinas observadas en el mutante ful y la linea FUL:VP16.

En el momento de realizar ésta tesis apenas existian referencias sobre el patron de expresion
de PIN7 en la parte aérea de Arabidopsis y mucho menos de su expresion en fruto. Por este
motivo decidimos analizar detalladamente la expresiéon de este transportador de auxinas en
los frutos de plantas silvestres, ful y FUL:VP16. Se utilizé una linea delatora PIN7::GUS, donde
el promotor de PIN7 estaba fusionado al gen delator GUS.

En los frutos silvestres, PIN7 se expresaba fuertemente en la zona del estilo y en el tejido
marginal durante todo el desarrollo del gineceo (Fig. 3-26 A). En un fondo genético ful, la
expresion de esta linea delatora disminuia considerablemente, hasta hacerse casi
imperceptible en el momento de la antesis (Fig. 3-26 B). Por otro lado, en la linea FUL:VP16 la

expresion de este gen delator se volvia ectépica, llegando a expresarse a niveles elevados en
las valvas de los frutos FUL:VP16 (Fig. 3-26 C).

Figura 3-26: Expresion de
PIN7. La expresion de PIN7
en frutos silvestres se
detectd en la zona del estilo
y los tejidos mediales del
replum. En frutos ful, la
expresion de PIN7 era
mucho mas débil, llegando a
desaparecer durante el
estadio 11 de desarrollo del
gineceo. En frutos FUL:VP16
la expresion de PIN7 se
detectd ectopicamente por
toda la valva.

167



RESULTADOS Capitulo 3

Estos resultados confirmaban los observados en las micromatrices, donde la expresién de PIN7
en la linea ful era mucho menor que en el silvestre, mientras que en la linea FUL:VP16 era
mayor.

El transporte de las auxinas depende de la localizacion subcelular de las proteinas PIN, por lo
que decidimos averiguar donde se ubicaba PIN7 y como contribuia a la distribucién de las
auxinas durante el desarrollo del fruto. Para este proposito se utilizé una linea delatora
PIN7::GFP, donde la proteina GFP estaba fusionada a la region promotora y genomica de PIN7
(Fig. 3-27).

En esta linea la expresion se detectd en los mismos tejidos que con la linea fusionada a GUS,
en la region del estilo y en la zona de los tejidos marginales (Fig. 3-27 A). Mediante este analisis
pudimos establecer que la proteina se situaba en la zona basal de las células, y que por lo
tanto, estaria dirigiendo el flujo de auxinas de forma basipétala. En el mutante ful, apenas se

detectd la expresidn en el estilo, y fue imposible localizarla en la zona de los tejidos marginales
(Fig. 3-27 B).

A B v e Figura 3-27: Localizacion de
: ;i PIN7. En las plantas silvestres
PIN7:GFP ful PIN7::GFP , (A) la proteina PIN7 se

localizé en la region del estilo
(ariba) y en los tejidos
marginales del replum (bajo).
La proteina siempre se
situaba en la region basal de
las células, dirigiendo el flujo
de auxinas en direccion
basipétala (flechas). En el
mutante ful (B) apenas se
detecté expresion de la
proteina PIN7. La sefial verde
detectada en las valvas de los
frutos, corresponde a sefial
inespecifica provocada por
fenomenos de reflexion sobre
la cuticula de las células y a la
auto florescencia de Ia

clorofila.

Puesto que PIN7 actuaba dirigiendo el flujo de auxinas de forma basipétala, unas de las
consecuencias de su ausencia en el mutante ful podria ser que las auxinas se acumularan en
zona apical del fruto. Para comprobar si esto era cierto decidimos observar que ocurria con la
localizacién de las auxinas. Para ello utilizamos una linea DR5::GUS, que indica de forma
indirecta los lugares donde se acumulan las auxinas. La linea DR5::GUS de la que disponiamos
presentaba muy baja sensibilidad a las auxinas, por lo que en frutos silvestres no se detectaban
los maximos caracteristicos de la zona apical. Al comparar la expresion de este marcador entre
una linea silvestre (Fig. 3-28 A) y el mutante ful (Fig. 3-28 B) se observd que las auxinas se
acumulaban en la zona apical del fruto en el mutante ful, pero principalmente durante el
desarrollo del gineceo. En estadios posteriores se localizaron pequefios puntos de acumulacion
de auxinas en las valvas, asi como en la zona adaxial de la valva.
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Estos resultados indicaban que un FUL podia participar en el control de la distribucion de las
auxinas durante el desarrollo del fruto, y que parte de los fenotipos observados en el mutante

podrian deberse a alteraciones en los niveles locales de esta hormona.

Figura 3-28: Localizacion de auxinas. Nuestra linea DR5::GUS presentaba niveles bajos de expresién, no
detectandose expresion en el gineceo durante todo el desarrollo del carpelo (A). La misma linea delatora en fondo
ful (B), sefialaba la acumulacidn de auxinas en la parte apical del fruto (felcha en la derecha) desde el inicio del
desarrollo del gineceo. Posteriormente la sefial también se detecto en pequefios parches en las valvas (flechas
centro) y posteriormente en la zona abaxial de las valvas (flecha izquierda).
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Discusion

FUL es un factor de transcripcion dual

La diferencia de fenotipos existentes entre el mutante ful y la linea FUL:VP16 indica que FUL no
debe presentar un Unico mecanismo de accion. Los datos moleculares disponibles acerca de la
actividad reguladora de FUL también sugieren que este factor de transcripcién se comporta
tanto como un represor (Ferrandiz et al., 2000b) como un activador de la transcripcién
(Ferrandiz et al., 2000a). Los resultados obtenidos en este capitulo de tesis sugieren que FUL se
comporta mayoritariamente como un represor durante el desarrollo del fruto, pero que a la
vez, también puede comportarse como un activador de la transcripcidon. Este tipo de
comportamiento dual se ha observado en otros factores de transcripcidn, entre los que se
encuentran también algunos factores de transcripcion que pertenecen a la familia MADS
(Kaufmann et al., 2009; Kaufmann et al., 2010).

A nivel global, los cambios provocados en la expresidén génica por el mutante ful y la linea
FUL:VP16 son similares (68% de los genes presentan un comportamiento idéntico), pero las
diferencias encontradas a nivel fenotipico entre ambas lineas son considerables. Estas
diferencias podrian explicarse mediante variaciones en muy pocos genes. Tras clasificar los
genes significativos obtenidos entre posibles dianas directas e indirectas, se identificaron 37
posibles dianas directas de FUL que presentaban un patrén de expresidn opuesto entre el
mutante y la linea FUL:VP16 . El andlisis detallado de estos genes podria poner de manifiesto
cuales de ellos serian los responsables de las diferencias observadas entre el mutante ful y la
linea FUL:VP16, asi como desvelar nuevos genes implicados en el desarrollo del fruto en
Arabidopsis.

FUL regula de forma diferente a los genes de identidad de margen de valva

Se ha descrito que FUL reprime la expresion de los genes de identidad de margen de valva, y
que gran parte de los fenotipos asociados a ful se deben a la expresidn ectdpica de estos genes
en las valvas de los frutos ful, como los genes SHP e IND (Ferrandiz et al., 2000b; Liljegren et
al., 2000; Liljegren et al., 2004). Gracias a la linea FUL:VP16 hemos podido establecer que FUL
regula a estos genes de forma diferente. FUL podria regular de forma directa la expresion de
SHP, mientras que regularia de forma indirecta la expresién de IND (Fig. 3-29).

IND se expresa ectopicamente en las valvas del mutante ful (Ferrandiz et al., 2000b; Liljegren
et al., 2004), incluso en ausencia de los genes SHP que median su activacién (Liljegren et al.,
2000), indicando que FUL reprimiria su expresion. El hecho que IND no se exprese ectdpico en
las valvas de los frutos FUL:VP16, a pesar que los genes SHP si lo hagan, sugiere una regulacion
indirecta de este gen independiente del efecto de los genes SHP. Nuestros datos indican que
FUL limita la expresién de IND de forma indirecta, posiblemente a través de la activacién de
algun gen que reprimiria la expresion de IND en la valva (Fig. 3-29).

En nuestro laboratorio hemos tenido acceso a los datos preliminares de un experimento de
ChlIP-seq, realizado por el laboratorio de Gerco Angenent, a partir de muestras de
inflorescencia entera. Apoyando la idea de que FUL regula de forma diferente a los genes SHP
e IND, entre los promotores a los que se une FUL se encontré uno de los genes SHP, SHP2,
pero no se encontrd a IND.
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Silvestre ful FUL:VP16
margen margen margen
¥alya | devalva : devalva valva : devalva
. FUL 3 | sHp ~ SHP FUL:VP16 —> SHP
ful . | l
IND - IND | IND
margen margen margen
valva devalva ‘ de valva valva ! devalva
FUL ———]sHp FUL:VP16 —>
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X 3 | InD ~ IND X ———|inp

Figura 3-29: FUL restringe la expresion de SHP e IND de forma diferente. Los modelos explican la relacién existente
entre FUL, SHP y IND, bien considerando que FUL actua directamente sobre SHP e IND (opcién 1) o bien
considerando una regulacién directa sobre SHP e indirecta sobre IND (opcidn 2), asi como los efectos esperados en
plantas silvestres (izquierda), ful (centro)y FUL:VP16 (derecha). FUL reprime directamente la expresién de SHP,
restringiendo su expresion a la zona del margen de valva. Por otro lado FUL reprime la expresion de IND de forma
indirecta. El uso de la linea FUL:VP16 permite establecer un posible mecanismo de regulacién de estos genes que
explica los resultados del andlisis de expresion realizado. La opcién 2 explica los resultados obtenidos en nuestro
analisis.

Procesos afectados durante el desarrollo del fruto en el mutante ful y la linea
FUL:VP16.

Pared celular
Tanto los frutos del mutante ful como los de la linea FUL:VP16 son mucho mas cortos que los
frutos de las plantas silvestres. Al examinar de cerca los frutos del mutante ful se observa que
las células de la valva son mucho mas pequefias que las de las plantas silvestres, por lo que una
explicacion de por qué los frutos ful son mas cortos podria ser por la falta de elongacion en sus
células.

Nuestro analisis transcriptdmico nos ha permitido identificar un listado de genes implicados en
la modificacién y mantenimiento de la pared celular que presentan alterada su expresion en el
mutante ful y la linea FUL:VP16. Puesto que existe una clara relacion entre las propiedades de
la pared celular y la elongacién, podriamos pensar que la alteracién en la expresién de estos
genes seria la responsable de la falta de elongacién de los frutos ful y FUL:VP16. Analizando los
genes alterados en este grupo en los frutos ful tendriamos células con una composicién de
pared celular alterada, posiblemente por una menor sintesis de celulosa y la alteracién del
metabolismo de sus componentes (Fig. 3-14 A) (Gantulga et al., 2008; Hamann et al., 2004; Xu
et al., 2004). Estos frutos también presentarian una capacidad de elongacién reducida debido a
la represion de diferentes expansinas (Fig. 3-14 B) (Kende et al., 2004), que participan y
median en la elongacién celular (Cosgrove, 2000a; Cosgrove, 2005; Cosgrove, 2000b), y a la
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alteracion del metabolismo de la pectina (las pectinas unen entre si las diferentes hebras de
glicanos que constituyen la pared celular) (Fig. 3-14 C) (Arsovski et al., 2009; Louvet et al.,
2006). Estas modificaciones explicarian la escasa elongacién de las células de los frutos ful. Al
analizar los genes alterados en este grupo en los frutos FUL:VP16 observamos que la respuesta
general es muy similar a la de los frutos ful, pero las células de la valva de los frutos FUL:VP16
difieren en gran medida de las del mutante ful, siendo mas parecidas a las de los frutos
silvestres. De los genes que presentan un cambio de patrén de expresidén entre ambos alelos
destacan CSLE1 y EXPA5, que podrian estar activados por FUL. Estos genes favorecen el
crecimiento y la elongacién celular (Hamann et al., 2004; Park et al., 2010), por lo que su
ausencia podrian ser la responsable de los fenotipos observados en las células de la valva de
ful, y a su vez ser los responsables de la diferente elongacién celular observada en la linea
FUL:VP16.

Por otro lado, el fenotipo de las células de la valva del mutante ful se ha atribuido a la
expresion ectépica de los genes de identidad del margen de valva, y especialmente a la
expresion ectdpica de IND (Ferrandiz et al., 2000b; Liljegren et al., 2004). De acuerdo con estos
datos, algunos de los genes identificados del metabolismo de pectina, las pectin liasas
At5963180, At1g67750, At2g24230 y At5g2681, estdn relacionados con la separacion celular,
proceso que ocurre en los tejidos del margen de valva. En frutos silvestres la expresion de
estos genes se detecta Unicamente en la zona de dehiscencia del fruto (Sun y van Nocker,
2010), por lo que el incremento en la expresién de estos genes en el mutante ful podria
deberse a la expresidn ectépica de SHP y IND, que provocan la adquisicion de identidad de
margen de valva en la valva (Ferrandiz et al., 2000b; Liljegren et al., 2004) y la subsecuente
activacion de las pectin liasas. En los frutos FUL:VP16, donde IND no se expresa
ectépicamente, la expresion de tres de estos genes disminuye respecto al silvestre (At1g67750
y At2g24230) o no varia (At5g63180), indicando que la regulacién de estos genes podria ser
dependiente de IND.

Nuestros resultados respaldan la hipdtesis de que las células de la valva del mutante ful
adquieren identidad de células del margen de valva al detectarse fuertes incrementos de la
expresion de genes caracteristicos de este tejido. Por otro lado, nuestros resultados también
indican que FUL podria participar activamente en el proceso de crecimiento y elongacion del
fruto, no sdlo impidiendo la expresidn de los genes de identidad de margen de valva, sino
también activando la expresidn de genes importantes en los procesos de expansion celular
como la EXPAS.

Hormonas
Nuestros resultados también muestran que gran parte de las diferencias encontradas entre el
mutante ful y la linea FUL:VP16 respecto a las plantas silvestres se centra en la respuesta a
estimulos, y en concreto en la respuesta a hormonas.

El andlisis de los genes incluidos en estas categorias resulta complicado partiendo Unicamente
de los datos obtenidos a partir de las micromatrices, debido principalmente, a la existencia de
respuestas cruzadas entre diferentes hormonas, y a que en muchas ocasiones las bases de
datos utilizadas para realizar estos analisis incluyen gran cantidad de datos no testados
bioldgicamente, y no incluyen otros relevantes debido a problemas de actualizacién. Por éste
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motivo, en la discusidn de este apartado nos centraremos tan sélo en aquellas hormonas sobre
las que dispongamos de informacién adicional a las micromatrices, o de las que el andlisis de
categorias funcionales sugiera fuertemente una relacion con la actividad de FUL, basandonos
principalmente en las posibles alteraciones de los niveles que éstas pudieran presentar en
nuestros alelos.

Auxinas:
Nuestros resultados muestran que una parte importante de los fenotipos del mutante ful

podrian estar relacionados con la accién de las auxinas. El mutante ful podria considerarse, en
cierto modo, similar a mutantes que presentan defectos en la respuesta a auxinas, como el
mutante ett, o a frutos tratados con inhibidores del transporte polar de auxinas como el NPA
(Fig. 3-30 B) (Sessions y Zambryski, 1995; Staldal et al., 2008). Los frutos ett o los frutos
tratados con NPA (Fig. 3-30 A) son mas cortos que los frutos silvestres al presentar un
desarrollo de la zona del ovario limitado, a la vez que desarrollan un ginéforo mas alargado y
mas tejido apical. En el caso de ful, la zona apical presenta una marcada elongacion del estilo,
se alarga ligeramente la zona del ginéforo y se desarrollan valvas cortas (Fig. 3-30 C), por lo
que podria existir alguna relacién entre las auxinas y el fenotipo del mutante. Por su parte, el
fenotipo de los frutos de la linea FUL:VP16 es similar al observado en frutos tratados con
auxinas (Fig. 3-30 D y E) (Staldal et al., 2008), que al igual que los frutos FUL:VP16, muestran un
ensanchamiento de la region apical de las valvas adquiriendo aspecto triangular o
acorazonado.

wit Mock

Figura 3-30: Morfologia del fruto silvestre sin tratamiento (A), tratado con el inhibidor del transporte de auxinas
NPA (B) y tratados con la auxina NAA (D), asi como la morfologia de los frutos ful (C) y FUL:VP16 (E) sin tratamiento.

FUL podria participar en el establecimiento del gradiente de auxinas
que controla el desarrollo del gineceo a través de la regulacion de PIN7
El transportador de auxinas PIN7 se identificd entre los genes diferencialmente expresados en

el analisis transcriptdmico realizado en este capitulo de tesis, como un posible gen regulado
positivamente por FUL de forma directa. El analisis de su expresidn en las plantas silvestres, el
mutante ful y la linea FUL:VP16, confirmd los resultados obtenidos en el andlisis
transcriptomico. La expresién y localizacion de este transportador se habia descrito
previamente en raiz, pero no se disponia de ninguna informacidon sobre su mecanismo de
accion en otros tejidos (Feraru y Friml, 2008; Vieten et al., 2005). El analisis de expresidn, junto
con un estudio de la localizacion de la proteina nos permitié establecer que PIN7 se expresaba
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en el gineceo, desde estadios tempranos del desarrollo de gineceo, en la region apical y en los
tejidos marginales de los repla, donde se mantenia hasta después de la polinizacién. La
proteina PIN7 se localizé siempre en la zona basal de las células, dirigiendo el flujo de auxinas
en direccion basipétala, es decir de la regidén apical de sintesis (estilo) hacia la region basal
(gindforo). En el mutante ful se produce una disminucion de la expresion de este gen, que a su
vez provoca la acumulacién de auxinas en la region apical del mutante. Este efecto seria similar
al provocado por la aplicacién de inhibidores del transporte de auxinas, que como hemos
comentado, provocan defectos en el desarrollo del fruto que podrian mimetizar a los
observados en el mutante ful. De este modo la ausencia de PIN7 podria ser la responsable de
parte de los fenotipos mostrados por ful. En un examen preliminar de un mutante pin7 (Friml
et al., 2003) (datos no mostrados) no se han apreciado defectos durante el desarrollo del fruto,
sugiriendo que la ausencia de PIN7 no explicaria por si sola los fenotipos observados en ful,
pero hay que tener en cuenta que los genes PIN presentan un alto grado de redundancia, de
modo que la ausencia de alguno de ellos es suplida por otros (Vieten et al., 2005). De este
modo, el fuerte fenotipo observado en ful, podria explicarse si FUL estuviera regulando a la vez
a otros genes PIN. De acuerdo con este razonamiento, en los resultados del ChlIP-seq del
laboratorio de G. Angenent se encontré que FUL se unia al promotor de PIN4, sugiriendo un
papel de FUL en el control de la distribucién y transporte de las auxinas durante diferentes
etapas del desarrollo de Arabidopsis. Seria interesante analizar la expresion de los diferentes
transportadores PIN en el mutante ful y la linea FUL:VP16, asi como observar los resultados de
las combinaciones genéticas de los diferentes mutantes existentes de estos transportadores
con los alelos de FUL.

Ademas de la posible regulacién directa de los transportadores PIN por FUL, podria existir
también otro tipo de regulacion indirecta del transporte polar de auxinas dependiente de FUL.
En el mutante ful, IND se expresa ectopicamente en toda la valva (Ferrandiz et al., 2000b;
Liljegren et al., 2004). IND es el responsable de generar un minimo de auxinas en la zona del
margen de valva a través de la despolarizacion y desestabilizacion de las proteinas PIN (Sorefan
et al., 2009), por lo que en los mutantes ful, la presencia de estas proteinas podria estar
comprometida. FUL e IND actdan de forma opuesta: FUL actuaria regulando positivamente la
expresion de algunos transportadores PIN, mientras que IND actuaria desestabilizando las
proteinas. La accidon conjunta de ambos genes controlaria la distribucién de las auxinas
durante el desarrollo del fruto, y concretamente el correcto establecimiento de la regidn del
margen de valva (Fig3-31).

Figura 3-31: FUL e IND regulan los niveles de PIN. FUL, ademas de

margen
restringir la expresion de los genes de identidad de margen de valva SHP

de valva

valva
e IND, podria comportarse como un regulador de los transportadores de
auxina tipo PIN, activando su expresién. Por su parte, IND estaria

FUL —‘SHP provocando lo contrario al deslocalizar y desestabilizar las proteinas PIN.

La accidon conjunta de ambos genes participaria en el correcto
\l establecimiento de la zona del margen de valva.

X —]IND
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El cambio observado sobre el patron de acumulacion de las auxinas en el mutante ful podria
estar relacionado con la regulacién de su sintesis. Entre los genes relacionados con la sintesis
de auxinas identificados en el analisis de categorias funcionales, se encuentran tres que estan
directamente implicados en la sintesis de esta hormona, YUC3, YUC6 y TAA1, que afectan a la
sintesis de auxina a través de dos rutas supuestamente independientes (Cheng et al., 2006;
Cheng et al., 2007; Kim et al., 2011; Stepanova et al., 2008; Tao et al., 2008). Aparentemente,
la regulacion de los genes de sintesis de auxinas por FUL parece ser indirecta, mientras si que
parece existir una regulacion directa de los genes que regulan su distribucion. Para explicar la
variacion en la expresidn de los genes de sintesis hemos planteado la hipdtesis de que la
acumulacién de auxinas podria estar afectando la regulacidon de la sintesis de la propia
hormona. Este tipo de retroalimentacién negativa se ha descrito para otras hormonas
vegetales, como por ejemplo las giberelinas (Fleet y Sun, 2005; Hedden y Phillips, 2000) o las
citoquininas (Miyawaki et al., 2004; Werner et al.,, 2006), que a través de diferentes
mecanismos controlan sus niveles. En el caso de las auxinas existen también algunas
evidencias que indican que este tipo de mecanismo también pueda existir (Ljung et al., 2005),
aungue no se conoce exactamente como ocurre.

En el mutante ful, YUC6 esta reprimido mientras que TAA1 estd sobreexpresado. Los patrones
de expresién de estos genes difieren notablemente. Se ha descrito que YUC6 se expresa
principalmente en estambres, pero contribuye a la sintesis de auxina en el gineceo junto a
YUC2 y YUC4, que se expresan principalmente en la regidn apical de éste (Cheng et al., 2006).
Segln nuestros resultados es en esa regién donde se acumulan las auxinas inicialmente en el
mutante ful, lo cual podria estar provocando una inhibicion de la expresidon de este gen (Ljung
et al., 2005). Por su parte, TAA1 se expresa principalmente en los tejidos marginales mediales,
justo en la zona que dara lugar al replum y la placenta (Nole-Wilson et al., 2010; Stepanova et
al., 2008). El hecho de que ful genere un replum mucho mas grande que el desarrollado en los
frutos silvestres podria estar relacionado con el incremento de expresiéon de este gen. En los
frutos FUL:VP16, que generan un replum aparentemente normal, los niveles de expresion de
este gen son inferiores a los de los frutos silvestres. En estos frutos los niveles de expresion de
YUC6 y YUC3 también estan bajos. El fenotipo de estos frutos, que recuerda al de frutos
tratados con auxinas, sugiere la existencia de niveles altos de auxinas en la parte superior de
las valvas. La alteracion en la expresion de PIN7 en la linea FUL:VP16, podria generar este
fenotipo. La expresion ectdpica de PIN7 en toda la valva podria provocar la acumulacién de las
auxinas en estos tejidos aunque para verificar esta hipdtesis seria necesario caracterizar la
localizacién de PIN7 y la acumulacion de auxinas también en estos frutos.

Debido a las caracteristicas de la linea DR5::GUS empleada, estos resultados tendrian que ser
verificados mediante el uso de herramientas mas sensibles para la deteccién de las auxinas,
como podria ser una linea DR5::GFP (Friml et al., 2003).

En resumen, los resultados obtenidos ponen de manifiesto un papel regulador de FUL en el
transporte y distribucion de las auxinas durante el establecimiento del gineceo y desarrollo del
fruto, posiblemente, a través de la regulacion de algunos transportadores tipo PIN.
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Giberelinas:
Las giberelinas, al igual que las auxinas, son claves en el desarrollo del fruto. En el analisis de

categorias funcionales relacionadas con la sintesis o respuesta a esta hormona apenas se
obtuvieron enriquecimientos en genes significativos, pero aun asi, es interesante notar que 4
factores de transcripcion bHLH del grupo PIF like, aparecian como diferenciales en nuestros
analisis, asi como un gen implicado en la regulacién de los niveles de esta hormona.

Trabajos recientes han establecido que la respuesta a giberelinas estd mediada, en parte, por
estos factores de trascripcién tipo PIF-like (de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008). De los 4
genes identificados, tan sélo SPT ha sido relacionado con el desarrollo del gineceo y del fruto
(Alvarez y Smyth, 1999; Heisler et al., 2001), mientras que el resto, PIL1, PIL5/PIF1y PIL6/PIF5
participan en la regulacidn de procesos de desarrollo relacionados con la percepcion de la luz
(Alabadi et al., 2008; Castillon et al., 2007; Toledo-Ortiz et al., 2003) y no existen indicios de su
relacidn con el desarrollo del gineceo en Arabidopsis. Estos 4 genes estan incluidos en el grupo
de posibles dianas directas de FUL, pero en el caso de PIL1 y SPT estarian reprimidas por FUL,
mientras que PIL5/PIF1 y PIL6/PIF5 estarian activadas. Estos 4 genes PIF-like, presentan
caracteristicas diferentes en su modo de accion: Mientras que las proteinas PIL5/PIF1 y
PIL6/PIF5 se ha mostrado que interaccionan fisicamente con el fitocromo B (Khanna et al.,
2004), y a su vez estarian activados por FUL, PIL1 y SPT no interaccionan con este fitocromo
(Khanna et al., 2004), y estarian reprimidos por FUL. La diferente regulacidn que ejerce FUL
sobre estos genes, activando a un tipo de PIFs y reprimiendo al otro, podria indicar una posible
modulacién de la respuesta a giberelinas mediada por estos genes dependiente de FUL (Fig. 3-
32).

El Unico gen significativo relacionado con la regulacion de los niveles de giberelinas es la
GA20x6, que media en la inactivacidon de esta hormona (Rieu et al., 2008). La actividad de las
giberelinas en la valva es clave para promover la elongacidon celular y el crecimiento del fruto,
por lo que no seria descabellado pensar, en funcién del fenotipo mostrado por el mutante ful,
que FUL pudiera participar en la generacién de un ambiente de niveles altos de giberelinas, por
ejemplo, reprimiendo la expresidon de genes que inactivan esta hormona. Nuestros resultados
podrian explicarse si FUL estuviera reprimiendo directamente la expresion de GA20x6, aunque
lo haria de forma redundante con otros factores, ya que sus niveles de expresidn no varian en
el mutante ful y si aumentan en la linea FUL:VP16. Por otro lado el incremento en la expresion
de GA20x6 en los frutos FUL:VP16 podria ser consecuencia de la mayor induccion observada
en los genes PIL5/PIF1 y PIL6/PIF5, que ademas de mediar algunas respuestas a las giberelinas,
participan en la homeostasis de la hormona (Oh et al., 2007; Ozga et al., 2009).

Como hemos comentado, de los genes tipo PIF identificados, tan sélo se ha descrito un papel
regulador durante el desarrollo del carpelo para SPT. SPT tiene un papel evidente durante el
desarrollo de los tejidos marginales (Alvarez y Smyth, 1999; Heisler et al., 2001), y se ha
relacionado con la percepcion o sefializacién de la hormona auxina (Nemhauser et al., 2000).
Nuestros datos indican que SPT puede ser reprimido de forma directa por FUL, aunque
recientemente se ha descrito que también podria estar regulado directamente por IND, que
actuaria activandolo (Groszmann et al., 2010). La relacidén antagonista entre FUL e IND podria
explicar entonces el incremento de la expresiéon de SPT en los frutos ful. Puesto que la
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expresion ectopica de SPT en las valvas de los frutos FUL:VP16 es independiente de la
presencia de IND, podemos pensar que tanto FUL como IND regulan la expresién de SPT.

Ademas, IND genera en la zona del margen de valva un entorno adecuado para la actividad de
SPT. IND activa la expresion de genes implicados en la biosintesis de las GAs, como la GA3ox1
(Arnaud et al., 2010). La expresion de este gen en los dominios de expresion de IND genera un
incremento de las giberelinas activas que dirige la degradacién de las proteinas DELLA. Ya que
las proteinas DELLA interactian con SPT (Gallego-Bartolome et al., 2010) la degradacién de las
DELLA liberaria a SPT permitiendo su accidn reguladora en este tejido (Fig. 3-32). Segln
nuestros datos, FUL restringiria la expresién de SPT en la valva, mientras que favoreceria la
expresion de otros genes PIF como PIL5/PIF1y PIL6/PIF5. De este modo, tanto la valva como el
margen de valva serian capaces de responder a las giberelinas, pero podrian hacerlo de forma
diferente. Recientemente se ha descrito que la sobreexpresién de SPT provoca una
disminucién de la expansion celular en tejido foliar (Ichihashi et al., 2010). SPT también se ha
relacionado con el control del crecimiento en plantulas, limitandolo (Josse et al., 2011),
mientras que PIL5/PIF1 y otros PIF se ha asociado con la promocion del crecimiento celular
(Alabadi y Blazquez, 2009). La regulacién por FUL de este tipo de proteinas podria establecer
las bases del crecimiento y elongacién caracteristicos de la valva, que presentan células
grandes y alargadas, activando la expresion de PIL5/PIF1y PIL6/PIF5, y excluyendo la expresion
de SPT y PIL1 a la zona del margen de valva, que presentan células pequefas y cortas (Fig. 2-
32).

Figura 3-32: Regulacion de los PIF. FUL
margen actuaria reprimiendo la expresion de SPT
de valva en la valva, mientras favoreceria la

i activacion de PIL5 y PIL6. Por otro lado,
SHP IND activaria la expresion de SPT en la
zona del margen de valva, ademas de
l proporcionar en entorno rico en GAs. FUL
FUL |

valva

también podria favorecer la presencia de
|ND GAs reprimiendo la degradacidn de esta

i hormona. La expresion diferencial de los
GA20x6 genes PIF podria mediar los diferentes
GA tipos de crecimiento celular observados
-\_ durante el desarrollo del carpelo.
PIL5-PIL6 SPT | ——DELLA
crecimiento
Etileno:

El etileno es una hormona clave en el desarrollo y correcta maduracidon de los denominados
frutos climatéricos. Salvo un papel en la senescencia de los érganos florales asociada a la
polinizacién del fruto (Butenko et al., 2006; van Doorn y Woltering, 2008), ninguna funcién
relevante se ha asociado a esta hormona durante el desarrollo de los frutos en Arabidopsis,
aunque existen evidencias de que en otras especies de brasicas el etileno estaria implicado en
el desarrollo de la zona de dehiscencia (Child et al., 1998; Roberts et al., 2002), favoreciendo la
expresion de diferentes poligalacturonasas implicadas en los procesos de separacion celular
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(Petersen et al., 1996). Recientemente se ha propuesto una funcidon del etileno como
promotor de la senescencia del pistilo en ausencia de polinizacidon (Carbonell-Bejerano et al.,
2011). Los dvulos no polinizados inician la produccion de etileno que dirigiria la senescencia del
pistilo, a través de la represion de la accion de las GA (Achard et al., 2003; Carbonell-Bejerano
et al,, 2011).

Los datos obtenidos de las micromatrices sugerian que los niveles de etileno en los frutos ful y
FUL:VP16 debian ser elevados. Se ha descrito que el etileno puede interferir con el efecto de
las giberelinas, estabilizando a las proteinas DELLA (Achard et al., 2007; Achard et al., 2003),
por lo que los altos niveles de etileno podrian influir en los fenotipos de los frutos ful y
FUL:VP16 limitando la elongacién de las células de la valva al evitar la accién de las giberelinas.

Los tres genes implicados en la sintesis de etileno identificados podrian ser dianas de FUL. FUL
podria estar reprimiendo la expresidn de ACS11 y ACO, y activar la expresidon de ACS6. Los
patrones de expresion de las ACS11 y ACS6 difieren considerablemente. ACS6 se expresa en la
region del estilo y la zona de dehiscencia basal del fruto, mientras que ACS11 no se expresa
durante el desarrollo del fruto (Tsuchisaka y Theologis, 2004; Tsuchisaka et al., 2009). FUL
podria pues, controlar la sintesis de etileno en las valvas reprimiendo la expresién de ACS11y
ACO, asi como favorecer su produccion en la zona del estilo activando a ACS6.

Otro posible mecanismo de regulacién de la sintesis del etileno, aunque indirecto, podria estar
relacionado con la alteracidn del flujo auxinico. La posible activacién de la sintesis de etileno
en el mutante ful y la linea FUL:VP16 podria ser similar a la respuesta observada en ausencia
de polinizacién (Carbonell-Bejerano et al., 2011). Se ha propuesto que tras la fecundacion, las
semillas se convierten en fuentes de auxinas (Dorcey et al., 2009). La generaciéon de estos
nuevos lugares de sintesis de auxinas redirige el flujo de la hormona hacia la valva donde
promueven la accion de las giberelinas, estimulando la elongacion. Las alteraciones descritas
en el transporte polar de auxinas podrian influir en ésta comunicacion semilla-valva,
provocando respuestas similares a la ausencia de polinizacidn, incrementdndose la sintesis de
etileno.

Nuestros resultados sugieren una posible interaccion entre etileno y FUL, por lo que seria
interesante analizar la expresidn de los diferentes genes de sintesis de esta hormona en el
mutante ful y la linea FUL:VP16, asi como la dependencia de los fenotipos del mutante ful de la
presencia de etileno, realizando combinaciones génicas con mutantes insensibles a etileno, o
tratando estos frutos con inhibidores de la respuesta a etileno.

Acido abscisico:
El ABA es una hormona implicada en numerosos procesos de adaptacion a estrés, y un

antagonista cldsico de la accidn de las GA, aunque no se le ha atribuido ninguna funcion
durante el desarrollo del fruto.

Nuestros datos sugieren que la regulacién de los niveles de esta hormona también podria estar
influenciada por FUL ya que el gen CYP707A3 se identificd como una posible diana de FUL. Este
citocromo actia mediando la hidrélisis del ABA (Nambara y Marion-Poll, 2005; Okamoto et al.,
2006; Umezawa et al., 2006), por lo tanto reduciendo sus niveles. Puesto que FUL actuaria
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activando su expresion, podria, al igual que con el etileno, participar en la creacién de un
ambiente de niveles bajos de ABA, que permitiera la accion de las GA.

De acuerdo con un posible incremento de los niveles de ABA en el mutante ful, se detecté un
enriquecimiento en genes que responden a esta hormona, donde practicamente todos
aparecian activados. Curiosamente, en la linea FUL:VP16, donde los niveles de ABA debian ser
inferiores, también se observaba la activacidn de muchos de estos genes, por lo que tal vez los
cambios en su expresién no se debieran exclusivamente al efecto del ABA. Muchos de los
genes incluidos en los listados de respuesta a estimulo estan presentes en diferentes listados
especificos a la vez, debido a posibles respuestas cruzadas entre hormonas, o debido al estrés
que supondrian los elevados niveles de etileno que podrian existir (Cheng et al., 2009b; lwama
et al., 2007; Linkies et al., 2009).

Nuestros resultados indican que FUL podria estar regulando el desarrollo del fruto al menos en
parte a través de la regulacion de los niveles hormonales y modulando la respuesta a estos. En
general, podriamos pensar que FUL participa en la correcta distribucion de las auxinas a la vez
que modula la respuesta a giberelinas, ademas de mantener unas condiciones favorables al
crecimiento limitando los niveles de acido abscisico y etileno (Fig. 3-33).

Figura 3-33: Relacion de FUL con las

Auxinas diferentes hormonas que pueden

participar durante el desarrollo del

PI N Etl Ieno fruto. FUL participaria en establecer la
correcta distribucidn de las auxinas, a la

/ vez que controlaria el tipo de respuesta

a giberelinas que tendria lugar en las

FUL ——I ABA valvas. Por otro lado, mantendria los

niveles de etileno y acido abscisico
bajos, impidiendo que interfirieran con

PIF (PIL5 PIL6) PIF (SPT PIL1) los procesos de crecimiento celular en
\ / la valva.
Giberelinas

FUL podria participar en el establecimiento de los drganos florales
reproductivos.

Entre los factores de transcripcidn identificados en el analisis transcriptémico realizado, se
encontraron cuatro genes claves en el establecimiento de la identidad de los dérganos
reproductivos de la flor, AP3, PI, AG y SEP4 (Irish, 2010). Durante el desarrollo floral, la accion
combinada de AP3,Pl, AG y SEP establecen la posicidn e identidad de los estambres, mientras
que la combinacidon de AG y SEP establece la posicion e identidad de los carpelos. Nuestro
andlisis indicaba que aunque la expresidon de SEP4 podria estar regulada indirectamente por
FUL, la regulacién de AG, AP3y Pl podria ser directa. FUL actuaria participando en la activacion
de AG, mientras que actuaria reprimiendo la expresion de AP3 y PI. De acuerdo con estos
datos, en la linea FUL:VP16 se expresa ectépicamente AP3 en las valvas, indicando una posible
regulacién de este gen por FUL. Aunque FUL podria estar reprimiendo tanto a AP3 como a PI,
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en el mutante ful sélo se observa desregulado el gen PI, por lo que la represién sobre ambos
genes podria ser diferente. En la represidn de AP3 podrian participar mds factores, por lo que
la ausencia de FUL no provocaria cambios significativos en la expresidén de AP3, mientras que el
papel de FUL en la represidn de P/ podria ser mds determinante.

Por otro lado, en los resultados del ChIP-seq del laboratorio de G. Angenent, se encontrd que
FUL se unia Unicamente al promotor de P/, no detectandose unidn de FUL, a los promotores de
AG o AP3. De este modo, la activacion de AP3 en los frutos FUL:VP16 podria ser consecuencia
de la activacion previa de Pl ya que se ha demostrado que existe una activacién mutua entre
estos factores (Honma y Goto, 2000). La sobreexpresién conjunta de Pl y AP3 genera en
ocasiones frutos que mimetizan la forma de los frutos FUL:VP16 (Krizek y Meyerowitz, 1996)
(Fig. 3-34), lo cual sugiere que la activacién ectdpica de estos genes podria ser relevante para
producir la morfologia caracteristica de los frutos FUL:VP16..

El patrén de expresion de AP3 y Pl en el meristemo floral es complementario al de FUL (Gu et
al., 1998; Irish, 2010). Mientras que AG se expresa en toda la zona central del meristemo floral
(verticilos 3 y 4), AP3 y Pl se expresan en el dominio que comprende los verticilos 2 y 3,
mientras que FUL se expresa exclusivamente en el cuarto verticilo. A nivel temporal AP3y PI
inician su expresion durante el estadio de desarrollo floral 2, apareciendo en el centro del
meristemo (Goto y Meyerowitz, 1994). En el estadio de desarrollo floral 3, AP3 ya presenta
una expresion delimitada a los verticilos 2 y 3, pero Pl todavia se mantiene en el centro del
meristemo floral (Goto y Meyerowitz, 1994). Justo en este estadio es cuando se inicia la
expresion de FUL (Gu et al., 1998) que podria iniciar la represidn de Pl en el cuarto verticilo del
meristemo floral. De acuerdo con sus patrones de expresién y con el posible mecanismo de
accion deducido a partir de este trabajo, podriamos plantear la siguiente hipdtesis: FUL podria
estar reprimiendo la expresion de PI, e indirectamente y de forma redundante la de AP3, en la
zona central del meristemo floral, a la vez que favorecer la expresion de AG (Fig. 3-34). De este
modo FUL colaboraria en el correcto establecimiento de las zonas donde se generaran los
diferentes érganos reproductivos.

Fig. 3-34: FUL podria regular la
expresion de los genes de clase By
C que dirigen el desarrollo de los
organos florales reproductivos. A la
izquierda se muestra un modelo
que explica el mecanismo de accidn
de FUL sobre estos genes: FUL
reprime la expresiéon de Pl, y
posiblemente también la de AP3, en
la zona central del meristemo floral,
donde a su vez podria favorecer la
expresion de AG. A la derecha se

C AG
3
muestra una imagen de SEM de un

CarPEIO gineceo  35S:AP3  35S:PI pi/+

(tomada y adaptada de Krizek y Meyerowitz, 1996) que recuerda a los frutos FUL:VP16, donde ambos AP3 y Pl estan

sobreexpresados.

Unos resultados que apoyarian esta hipotesis se obtuvieron al cruzar el mutante superman,
con la linea 35S::FUL. El mutante sup presenta defectos en el establecimiento de la frontera de
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separacion entre estambres y carpelos, detectandose la expresion de AP3 y Pl ectopicamente
en el centro del meristemo floral, produciéndose un nimero extra de estambres a expensas de
los carpelos (Bowman et al., 1992; Sakai et al., 1995). Al sobreexpresar FUL en este mutante se
corrige parte de este fenotipo, reduciéndose el nimero de estambres producidos a la vez que
se rescata parcialmente el desarrollo del carpelo (datos no mostrados), al igual que cuando se
elimina la actividad de los genes de clase B (Sakai et al., 2000).

En resumen, nuestros resultados indican que FUL podria estar regulando diferentes etapas del
desarrollo del fruto. En las etapas iniciales del desarrollo del gineceo podria participar en el
correcto establecimiento de este érgano a través de la represion de los genes de clase B.
Durante el establecimiento, cuajado y elongacion del fruto, podria funcionar modulando las
propiedades de las paredes celulares de la valva, asi como la distribucion y la respuesta a
diferentes hormonas, como las auxinas, las giberelinas y el etileno. Por ultimo, durante los
ultimos eventos de diferenciacién del fruto, FUL podria participar en el establecimiento y
diferenciacion de los diferentes tejidos que componen el margen de valva.
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Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

-La linea FUL:VP16 es una herramienta valida para la identificaciéon de dianas moleculares del
gen FUL.

-El factor de transcripcién FUL presenta un comportamiento dual en la regulacién de sus
dianas actuando principalmente como un represor de transcripcion, y en menor medida como
un activador transcripcional.

-Durante el desarrollo del gineceo, FUL parece funcionar reprimiendo directamente la
expresion de SHP en la valva y de forma indirecta la expresion de IND. En este proceso FUL
también participa reprimiendo la expresidon de SPT de forma independiente de IND.

-FUL participa en el desarrollo del fruto, al menos en parte, controlando los niveles vy
respuestas de diferentes hormonas:

-FUL participa en el control de la distribucidon de las auxinas durante el desarrollo del
fruto regulando positivamente la expresidn del transportador de auxinas PIN7. PIN7 se expresa
en la zona apical del fruto y en el tejido marginal del replum dirigiendo el flujo de auxinas en
direccion basipétala. Asumiendo la existencia de un gradiente de auxinas iniciado en la region
apical del fruto, FUL controlaria su correcto establecimiento a través de la regulacién de los
niveles de PIN7.

-FUL podria mediar una respuesta diferencial frente a la giberelinas en las valvas y la
zona del margen de valva a través de la activacién de PIL5 y PIL6 y la represidn de PIL1 y SPT.

-FUL también regularia los niveles de otras hormonas vegetales, como el etileno y el
acido abscisico. FUL actuaria reprimiendo la sintesis de etileno que media la senescencia del
fruto en respuesta a esterilidad, y activando la degradacion del acido abscisico. Ambas
acciones permitirian la elongacion del fruto.

-Por ultimo, FUL también participa en la represion directa del gen homedtico de tipo B P/
implicado en el establecimiento de la identidad de los estambres, impidiendo que se exprese
durante el desarrollo del gineceo y posteriormente durante el desarrollo del fruto de
Arabidopsis.
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Discusion general

Mecanismo de accion de FUL

Este trabajo de tesis ha identificado a FUL como un regulador dual implicado en diferentes
procesos de desarrollo a lo largo de la vida de Arabidopsis. Nuestro trabajo aporta nueva
informacidn sobre su funcion en procesos en los cuales estaba demostrada su participacion,
como la promocién de la transicion floral y el desarrollo del fruto, a la vez que identifica
nuevas funciones de este factor de transcripcién, como su papel en el control de la funciéon
meristematica. Ademas, se han obtenido indicios que sugieren otras funciones de FUL, como
por ejemplo en la regulacion del flujo de auxinas, o en el establecimiento de las diferentes
identidades o dominios que tienen lugar durante el desarrollo floral.

Al comparar la secuencia de FUL con otros factores de transcripcion no se observa en el ningin
dominio con similitud a otros dominios descritos que confieran actividad transcripcional, como
dominios EAR (represién) o dominios ricos en aminodacidos acidos (activacidn) (Adamczyk et
al., 2007; Honma y Goto, 2001). Ademas cuando se fusiona el factor de transcripcion FUL con
el dominio de unién a DNA de la proteina GAL4 en ensayos de dos hibridos, esta proteina de
fusion no presenta ninguna actividad (comunicacién personal de C. Ferrandiz). Esta
informacidn sugiere que la actividad de FUL pueda estar marcada por su interaccién con otros
factores que le confieran actividad reguladora, pudiéndose comportar tanto como un
activador o un represor de la transcripcion en funcion de sus interactores.

Como hemos visto, los procesos en los que participa FUL tienen lugar en diferentes tejidos y
etapas de la vida de Arabidopsis, y aparentemente, en cada uno de estos procesos regula
genes diferentes.

Existen diferentes posibilidades que explicarian como un mismo gen puede participar en tan
diferentes procesos.

Formacion de miiltiples complejos
Una posibilidad que se deduce a partir del trabajo realizado en el capitulo 1 seria la capacidad
de formar diferentes complejos con otros factores de transcripcion. Nuestro trabajo muestra
que FUL puede interaccionar fisicamente con diferentes factores de la familia MADS, como
SVP, SOC o AG. Las diferentes combinaciones de FUL con estas proteinas podrian determinar
tanto las dianas reguladas por este gen, como la actividad que presentaria. Un ejemplo de esta
dualidad reguladora dependiente del complejo formado lo ofrece la interaccién de FUL con
SVP. SVP actla reprimiendo la expresion de SOC1 cuando interacciona con FLC, mientras que
cuando interacciona con FUL se comportaria como un activador de SOC1. De este modo, la
capacidad de formar complejos con otros factores de transcripciéon podria ser clave para
establecer los mecanismos de accion seguidos por FUL. FUL, ademas de las interacciones aqui
mostradas, es capaz de formar complejos con otros MADS como AGL24, AGL21, AGL14, AGLS,
SEP1, SEP2 y SEP3 (de Folter et al., 2005), a la vez que puede interaccionar con otros factores
de transcripcién pertenecientes a otras familias (comunicacién personal de S. de Folter,
Balanza y Ferrandiz, resultados no mostrados). En la bibliografia se encuentran ejemplos de
otras proteinas MADS que modifican su mecanismo de accion en funcidén de sus interacciones.
Un ejemplo podria ser AP1, que al igual que FUL forma complejos con diferentes proteinas
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MADS. Durante las etapas iniciales del desarrollo floral AP1 participa junto a SVP y AGL24 en Ila
represién de los genes homedticos florales de clase B y C (Gregis et al., 2009). En esta
represién también participan los corepresores transcripcionales LUG y SEU, que interaccionan
fisicamente con los complejos formados por AP1 (Gregis et al., 2006; Gregis et al., 2009). Por
otro lado, el complejo formado por AP1 y CAL actuaria como un activador de la transcripcidon
del gen de identidad de meristemo floral LFY (Kaufmann et al., 2010; Kempin et al., 1995;
Liljegren et al., 1999).

Las dianas de FUL participan en multiples procesos

Es posible que los diferentes genes identificados como dianas de FUL en procesos concretos
tengan también un papel en el resto de procesos donde participa FUL. Por ejemplo, hemos
observado que FUL controla la actividad del SAM y los meristemos florales a través de la
regulacién directa de AP2, a la vez que participa en el control de la transicidn floral a través de
su interaccion con SVP y SOC1 y la regulacion de SOC1 y LFY. Trabajos recientes han
identificado al clado formado por AP2 y 5 genes mas, como represores de la transicién floral
(Jung et al., 2007; Mathieu et al., 2009; Yant et al., 2010), actuando sobre FT y SOC1 (Wang et
al., 2009; Wu et al., 2009). La represién de AP2 observada, ademas de ser importante para la
actividad meristematica también podria tener un efecto en el control del tiempo de floracion.

Por otro lado, los genes MADS que interaccionan con FUL podrian estar también regulando la
actividad del SAM o de los meristemos florales. El doble mutante ful soc presenta defectos en
la determinacién de SAM, que pierde su identidad de meristemo inflorescente para adquirir de
nuevo identidad de meristemo vegetativo (Melzer et al., 2008) (Capitulo 1). La transformacion
observada en este doble mutante sugiere un papel de SOC1 en el control de la actividad del
SAM, por lo que la accién conjunta de FUL y SOC1 durante la transicion floral podrian tener
también un efecto sobre la actividad meristematica.

Ademas, algunos de los genes identificados como posibles dianas de FUL durante el desarrollo
del fruto también se expresan durante otras etapas del desarrollo y tejidos de la planta, como
los genes PIF o el gen PIN7, por lo que también podrian estar participando en el resto de
procesos controlados por FUL. También es interesante notar, que aunque ninguna funcién
durante el desarrollo del fruto se ha atribuido a los genes SOC1 y SVP, la expresién de estos
genes si que se detecta en este érgano (Samach et al., 2000)( Balanza y Ferrandiz, resultados
no mostrados), al igual que la de AP2 (Wollmann et al., 2010).

FUL como componente de un macrocomplejo de regulacion
Un dltimo aspecto a tener en cuenta podria ser que FUL, y los MADS en general, podrian
formar parte de algin mecanismo molecular que controlara el estado de la cromatina,
modulando la accesibilidad de la maquinaria de la transcripcion. El desarrollo esta marcado por
cambios en el estado de la cromatina que establecen los genes que se expresan en cada etapa.
Un ejemplo podria ser la transicidn floral. En Arabidopsis este proceso esta considerado como
un proceso irreversible, y una vez iniciado, no existe la posibilidad de vuelta atras. Durante
este proceso en el SAM se deben producir cambios que determinan su futuro desarrollo a la
produccién de flores, a pesar de las condiciones externas que actuen sobre la planta. Este tipo
de cambios que determinan el desarrollo se asocian normalmente con cambios epigenéticos
estables de la cromatina que habilitan ciertas regiones del genoma para ser transcritas
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mientras que limitan otras. La reversion del SAM observada en el doble mutante ful socl
sugiere defectos en estos procesos de determinacion del desarrollo, por lo que tal vez, FUL y
SOC1, y los MADS en general — muchos de ellos considerados genes homedticos-podrian estar
implicados en el establecimiento de este tipo de modificaciones del genoma que determinan o
establecen nuevos patrones de expresidn. Apoyando esta hipdtesis, recientemente se han
descrito algunas interacciones entre proteinas MADS y proteinas que participan en la
remodelacidon de la cromatina: SVP interacciona fisicamente con TFL2 (Liu et al., 2009), que
participa en procesos de represién epigenética, mientras que SOC1 interacciona con SAP18, un
miembro del complejo de deacetilacion de histonas SIN3 (Liu et al., 2009). También se han
descrito mecanismos de accion donde los MADS provocan cambios en el estado de la
cromatina: AG media la activacién de KNU en un proceso que implica la eliminacidn de marcas
epigenéticas represivas de la histona3 (Sun et al., 2009).

Por estos motivos seria interesante analiza la relacién existente entre FUL y otras proteinas
implicadas en la remodelacién de la cromatina, al igual que analizar el estado de cromatina
asociada a dianas moleculares de FUL durante los diferentes procesos de desarrollo donde FUL
participa

FUL podria controlar el tiempo de floracion por diferentes caminos

Nuestro trabajo muestra que FUL podria considerarse como un integrador de la transicion
floral, afectando a este proceso principalmente en condiciones no inductivas de floracién. Su
papel inductor se ejerceria a través de la activacion del integrador floral SOC1 y la subsiguiente
activacion del gen de identidad floral LFY. En el proceso de activacién de SOCI, participaria
SVP, un represor clasico de la transicién floral, al formar un complejo con FUL. El reclutamiento
de SVP por parte de FUL proporcionaria ademas, un mecanismo mediante el cual se impediria
el efecto represor de FLC sobre SOC1.

Ademas de este mecanismo descrito, FUL podria regular la transicidn floral por otros caminos.
En el andlisis transcriptomico realizado en frutos, se identificaron un grupo de factores de
transcripcidén relacionados con la transicién floral que mostraban alterada su expresion.
Algunos de ellos, considerados represores de la transicion floral, como TEM1 (Castillejo y Pelaz,
2008) y MAF5 (Fujiwara et al., 2010; Ratcliffe et al., 2003), presentaban niveles altos de
expresion en el mutante ful, mientras que otros, considerados promotores de la transicion
floral, como AGL42, SPL9 y SPL10 (Dorca-Fornell et al., 2011; Shikata et al., 2009; Wang et al.,
2009), presentaban niveles bajos de expresidn. Si FUL estuviera afectando a la expresion de
estos genes también durante la transicion floral podrian constituir un nuevo nivel de
regulacién asociado a FUL durante este proceso. De entre estos genes, SPL9 y SPL10 son
activadores directos de FUL en el proceso de la transicion floral mediado por la ruta enddgena
de la edad (Wang et al., 2009). Sus bajos niveles de expresidon en el mutante ful sugieren que
podria existir una especie de auto regulaciéon entre ellos, posiblemente indirecta, ya que
también muestran valores bajos en la linea FUL:VP16.

Como hemos comentado anteriormente, ademas de su papel en el control de la actividad
meristematica, AP2 también reprime la transicion floral. AP2 actUa en este proceso a través de
la regulacién negativa de los genes SPL, FT y SOC1 (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009; Yant et
al., 2010). La represion de AP2 por FUL podria establecer un mecanismo regulador adicional
durante la transicién floral, al eliminar los efectos represores de AP2 sobre sus dianas.
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La ruta del fotoperiodo permite que la planta inicie la transicion floral cuando la duracion del
dia es la adecuada, mientras que la ruta enddgena de la edad, promueve la transicion floral a
la vez que regula los sucesivos cambios morfoldgicos asociados a los cambios de fase en
funcién del tiempo. Ambas rutas han de estar coordinadas, y puesto que AP2 reprime la
expresion de los genes que median la respuesta al fotoperiodo y a la ruta enddgena de la edad,
y FUL, ademas de reprimir la expresion de AP2 (y posiblemente la de otros tres miembros del
clado AP2), es capaz de responder a los estimulos de ambas rutas, podriamos considerar que la
represién ejercida por FUL sobre AP2 podria ser la responsable de la coordinacién entre ambas
rutas (Fig. D-1).

La hipdtesis planteada propone que la activacion de FT por el fotoperiodo activaria la
expresion de FUL. El incremento en los niveles de FUL provocaria la represiéon de AP2,
permitiendo la activacion de los genes SPL de forma independiente a la ruta enddgena de la
edad, permitiendo que se produjeran los cambios morfoldgicos asociados a los cambios de
fase. Del mismo modo, la presencia de las proteinas SPL provocaria la activaciéon de FUL, que a
su vez provocaria la disminucion de los niveles de AP2, eliminandose la represién de FT y SOCI,
contribuyendo a favorecer la transicidn floral.

De acuerdo con esta hipdtesis, la expresidn ectépica de FUL en la vasculatura de Arabidopsis
en capaz de dirigir la activacion de FT (Wang et al., 2009), que podria ocurrir por la represion
de AP2. Otro dato que sugiere un papel de FUL en la sincronizacién de ambas rutas es el
retraso o falta de cambios morfoldgicos asociados a los cambios de fase observados en el
mutante ful, donde las hojas caulinares retienen caracteristicas vegetativas (Capitulo 1).

Fotoperido Ruta endodgena

FT| AP2 —{SPL

CAMBIO DE FASE

cambios morfologicos

TRANSICION FLORAL

Figura D-1: Coordinacion de la ruta del fotoperiodo y la ruta endégena de la edad. FUL podria coordinar la ruta
endogena de la edad y la ruta del fotoperiodo mediante la represion de AP2. FUL responde tanto a la ruta enddgena
de la edad como a la ruta del fotoperiodo. La activacién de su expresion por alguna de estas rutas provocaria la
represion de AP2, desbloqueando la activacion de la otra. De este modo se asegura que ambas rutas se activen en
el momento que lo haga una de ellas, sincronizando la transicion floral y los cambios morfolégicos asociados a los
cambios de fase.
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El equilibrio entre FUL y AP2 podria estar controlando la identidad del SAM
Nuestros resultados muestran que FUL participa tanto en la promocién de la transicion floral
como en la regulacion de la actividad del SAM. Durante la transicion floral, el SAM cambia su
identidad. Por un lado genera meristemos determinados que daran lugar a las flores, y por
otro lado, debe de preservar su actividad manteniéndose indeterminado para suministrar
células que sustenten los nuevos meristemos y la elongacion de los entrenudos. El equilibrio
entre estos procesos dependientes del SAM debe estar coordinado. Se ha propuesto que la
relacidn entre estas dos actividades, indeterminacidon-determinacién, podria ser uno de los
factores que influirian en la especificacién de la gran diversidad de tipos de inflorescencias que
encontramos en la naturaleza (Benlloch et al., 2007; Lippman et al., 2008; Prusinkiewicz et al.,
2007). De nuevo, la relacion entre FUL y AP2 podria regular este tipo de equilibrio (Fig. D-2),
contribuyendo a mantener el SAM en un estado indeterminado. Tanto la sobreexpresién de
FUL como la ausencia de AP2 provocan la determinacién del SAM, indicando que podrian
actuar de forma opuesta en mantener su identidad. Ademdas esta relacién podria afectar
también al resto de meristemos presentes en la inflorescencia, contribuyendo asi en la
modelacién de la arquitectura de la inflorescencia, controlando tanto el numero de
coflorescencias producidas como el de flores.

Seria interesante testar la relacidn existente entre estos genes con otros que participen o se
hayan relacionado con este proceso como podria ser TFL1 (Bradley et al., 1997; Ratcliffe et al.,
1998).

F U L > Transicion floral
\determinacién
Arquitectura
‘ inflorescencia
APZ > Indeterminacion /
del SAM

Figura D-2: La accidn conjunta de AP2 y FUL podrian participar en el control de la identidad del SAM, modulando el
equilibrio entre la determinacidn, estimulada por la transicién floral, y la indeterminacién, necesaria para mantener
la actividad del meristemo inflorescente. El equilibrio entre estas actividades podria participar en el desarrollo de
diferentes tipos de inforescencia.
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Conclusiones

Conclusions of Chapter 1:
From the results obtained in this part of the work we can conclude that:

-FUL is a floral transition integrator. Its role on flowering time seems to be more relevant in
winter-annual ecotypes, where FLC levels are high.

-FUL regulates both developmental phase changes that occurred through the floral transition
(V to I1 y I1 to 12) differently y depending of growth conditions. Under inductive conditions, as
in long day conditions, FUL participates mainly in the I1 to 12 transition, but in non inductive
conditions as in short day conditions, FUL controls both, the V to I1 transition as the I1 to 12
transition.

-FUL promotes the I1 to I2 transition, at least in part, through the direct activation of
the floral meristem identity gene LFY.

-FUL participates in the V to I1 transition through the direct activation of another floral
integrator, SOC1. Both proteins, FUL y SOC1, are able to interact physically y to bind to the LFY
promoter.

-The promoter effect of FUL on floral transition depends of the presence of SVP.
-FUL y SVP interact physically y bind the SOC1 promoter.

-SVP shows a dual behaviour in floral transition. This dual mode of action depends on
the nature of protein complexes where SPV participates. The dimer SVP-FLC represses SOC1
expression. The dimer formed by FUL y SVP could show a different activity, activating SOC1
expression y therefore becoming an activator of floral transition.

Conclusions of Chapter 2:
From the results obtained in this chapter we can conclude:

-FUL participates in the regulation of meristem activity, both in the SAM y the floral meristems,
controlling the expression of WUS. This regulation is achieved, at least in part, through direct
negative regulation of AP2.

-The regulation of AP2 levels is controlled jointly between the miR172, that reduces both AP2
RNA levels as well as AP2 translation, y FUL, that directly represses the expression of AP2. This
combined action contributes to the fine-tune regulation of AP2 protein, both in the SAM y the
floral meristem.

-The FUL function is important in the establishment of the annual monocarpic growth habit of
Arabidopsis thaliana, working actively in the GPA process. Our results are the first molecular
evidence about the existence of a genetic control of this process, which is present in a long
number of plant species, including many of agronomical interest. In this process FUL represses
gradually the expression of AP2 in the SAM, causing the progressive fall of WUS expression.
When WUS ceases its expression, inflorescence development is arrested, y the GPA takes
place.

195



Conclusions of Chapter 3:
From the results obtained in this chapter we can conclude:

-The FUL:VP16 line is a valid tool for the identification of molecular targets of FUL.

-The transcription factor FUL shows a dual behaviour in the regulation of its targets, working
mainly as a transcriptional repressor, y in a lesser degree as a transcripcional activator.

-Throughout the gynoecium development, FUL could work repressing directly the expression
of SHP in the valves, an indirectly the expression of IND. In this process FUL also participates
repressing the expression of SPT independently of IND.

-FUL participates in fruit development, at least in part, controlling the level y response of
different hormones:

-FUL participates in the control of auxin distribution during fruit development through
the positive regulation of the auxin transport gene PIN7. PIN7 is expressed in the apical zone of
the fruit y in the marginal tissue of the replum, directing the auxin flow basipetaly. Accepting
the existence of an auxin gradient with higher levels in the apical side of the fruit, FUL would
control its correct establishment by PIN7 regulation. For this, FUL could be considered a new
morphogenetic determinant during fruit development, participating in the establishment of
the auxin gradient.

-FUL could mediate a differential response to GAs in the valves y in the valve margin
through the activation of PIL5 y PIL6 y the repression of PIL1 y SPT.

-FUL could also regulate the level of other hormones, like ethylene y abscisic acid. FUL
would act repressing the ethylene synthesis, which mediates fruit senescence in response to
sterility, y activating the abscisic acid degradation. Both actions would allow fruit elongation.

-FUL also participates in the direct repression of the class B homeotic gene PI, involved in the
specification of stamen identity, repressing Pl expression during gynoecium vy fruit
development Arabidopsis.
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Material bioldgico.

Material vegetal.

MATERIALES Y METODOS

Genotipos de Arabidopsis utilizados.
Durante la realizacion de este trabajo se han empleado los ecotipos silvestres de Arabidopsis
Columbia-0 (Col.), Lansberg erecta (Ler.) y. Wassilewskija (Ws). En la tabla M-1 se muestran los
diferentes genotipos de Arabidopsis empleados en este estudio. En las combinaciones

genéticas realizadas, cuando los diferentes genotipos estaban en un fondo genético distinto,

los dobles mutantes obtenidos se introgresaron al menos dos veces mas en el fondo genético

de uno de los parentales, normalmente en el fondo Col.

Gen Linea Ecotipo Procedencia Referencia
mutantes
AG og-1 Ler TAIR (codigo C525) Bowman et al., 1989
o ap2-102 Cal este trabajo Mo publicada
ap2-12 Col M. Schimid (MPI, Alemania) Yantet al., 2010
cLv3 clv3-2 Ler TAIR (codigo C529) Clark et al., 1995
CRC cre-1 Ler D. Smyth (SBSMU, Australia) Alvarez and smith, 1999
FiL fil Col TAIR (cédigo C5853104) Siegfried etal., 1999
FRI FRI Col Col A. Locascio (IBMCP, Espafia) Johansonetal., 2000
B ful-1 Ler C.Ferrandiz (IBMCP, Espafia) Guetal., 1998
ful-2 Col C.Ferrandiz (IBMCP, Espafia) Ferrandizetal., 2000a
HEC3 hec3-1 Col M. yanosfky (UCSD, USA) Gremskyetal., 2007
KNU knu-1 Ws A.M, Koltunow (CSIRO, Australia) Payne etal., 2004
pi pi-1 Ler TAIR(CST7) Bowman ef al., 1989
S0cC1 socl-2 Cal TAIR (T-DNA insertion ) Leeetal., 2000
SPT spi-11 Col TAIR(CS857133) Penfield etal., 2005
Sup sup-2 Col TAIR (codigo C56225) Schultzetal., 1991
svp svp-32 Col TAIR (SALK_072930) Alonso etal. 2003
wus wus-1 Ler TAIR (ccdigo CS15) Laux etal., 1996
Lineas transgénicas
AG AG:GUS Col C.Gdmez-Mena (IBMCP, Espafia) Buschetal., 1999
355:AP2 Col este trabajo Mo publicada
AP2 35S::ap2-102 Col este trabajo Mo publicada
AP2:AP2::GFP Ler LA.Long (SIBS, USA) Wollmann etal. 2010
AP3 AP3:GUS Cal T.Jack (DBS-DC, USA) Tilly et al., 1998
e 355::FLC Col A. Locascio (IBMCP, Espafia) Michaels and Amasino, 1999
FLC::GUS Col A. Locascio (IBMCP, Espafia) Sheldonetal., 2002
355::FUL Col C. Ferrandiz (IBMCP, Espaiia) Ferrandizetal., 2000b
FUL 355:FUL:GFP Col este trabajo Mo publicada
FUL:FUL::VP16 Col C.Ferrandiz (IBMCP, Espafia) Mo publicada
LFY LFY::GUS Col M.A. Blazquez (IBMCP, Espana) Blazquezetal., 1997
PINT7:PIN7:GFP Col M.A. Perez-Amador (IBMCP Espafia) Vieten etal. 2005
PINZ PIN7::GUS Col L. Ostergaard (JIC, Reino Unido) Vieten etal. 2005
S0C1 355:50C1 Ler M.A. Blazquez (IBMCP, Espafia) Lee etal., 2000
SPT SPT::GUS Ler D. Smyth (SBSMU, Australia) Groszmannetal., 2010
SvP 355::5VP Col H.Sommer (MPI, Alemania) Masieroetal. 2004
wus WUS::GUS Ler R. Simon (HHUD, Alemania) Grob-Hardtetal., 2002

Tabla M-1: Genotipos y lineas transgénicas utilizadas es este trabajo, donde se indica ecotipo y procedencia de las

lineas.

Cultivo de Arabidopsis en invernadero.
Las semillas de Arabidopsis se sembraron en alveolos, de 6.5 x 6.5 x 5 cm, o en macetas, de 11

6 13 cm de diametro, segln el tipo de experimento a realizar, con una mezcla 2:1:1 de turba
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negra:perlita:vermiculita, previamente esterilizada a una atmédsfera de presién durante 20
min. Tras la siembra, los alveolos y/o las macetas se colocaron en bandejas que se regaron
abundantemente y se cubrieron con un plastico para mantener una humedad alta durante la
germinacidn y evitar contaminaciones de otras semillas. Las semillas se estratificaron durante
5 dias en oscuridad a 4 2C para sincronizar la germinacidn, tras lo cual las bandejas se pasaron
a la cabina de cultivo. Cuando las plantulas habian desarrollado el primer par de hojas, o la
condensacién era muy alta, se agujered el plastico en varios puntos y, 2 6 3 dias después, se
retir6 completamente. Las plantas fueron regadas por inmersién una vez a la semana con agua
destilada y otra vez con solucidn Hoagland n2 1 suplementada con oligoelementos (Hewitt,
1966).

Dentro de las cdmaras de cultivo, la iluminacién procedia de tubos fluorescentes “Sylvania
Standard F58W/133-T8” que emitian luz blanca fria con un flujo de 4600 Im. Las plantas se
cultivaron bajo dos fotoperiodos diferentes: dia largo, 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, o
dia corto, 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad. La temperatura se mantuvo estable entre 21
y 23 °C.

Cultivo de Arabidopsis thaliana en placas de Petri.

El cultivo in vitro de Arabidopsis en placas de Petri, se realizd en cabinas con temperatura
constante de 252 C, bajo condiciones de fotoperiodo de dia largo (16 h deluz y 8 h de
oscuridad). En este caso la luz fue suministrada por tubos fluorescentes de tipo Grolux 36W
(Sylvania) con una intensidad de 90 pE m-2 s-2. Las semillas se esterilizaron por inmersion,
durante 5 minutos en una solucién de lejia comercial al 40% (v/v) y 0.02% Tritén X-100 (v/v)
con agitacion, 5 minutos en etanol 70% (v/v) y, posteriormente se lavaron 5 veces con agua
Mili-Q estéril, en la campana de flujo laminar, antes de la siembra.

Fertilizacion cruzada.
Para realizar cruzamientos entre los diferentes genotipos de Arabidopsis, se emascularon las
flores receptoras con unas pinzas, retirando todos los drganos excepto el pistilo sobre el que
se depositd el polen de las plantas donantes. Los pistilos polinizados de esta forma se
mantuvieron embolsados hasta que elongaron, inicidndose el desarrollo de la silicua
correspondiente. Estas silicuas se recogieron una vez las valvas empezaron a abrirse.

Conservacion de las semillas de Arabidopsis.
Una vez las plantas de Arabidopsis habian completado su ciclo vital, se recogieron las semillas
que se dejaron secando durante, al menos, 7 dias a 37 2C. A continuacion, se almacenaron
estas semillas dentro de una camara con una temperatura de 10 2C y una humedad del 25%,
aproximadamente, y en oscuridad.

Microorganismos.

Cepas bacterianas utilizadas.
Durante la realizacidn de esta Tesis se han utilizado las cepas bacterianas descritas en la tabla
M-2.
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Cepa Uso Origen/Referencia
Escherichia Coli DH5a Transformacion de bacterias Hanahan, 1993
Escherichia Coli One Shot®*TOP10 Transformacion de bacterias Invitrogen
Escherichio Colf Supercharge EZ10 Transformacion de bacterias Clontech
Agrobacterium tumefaciens C58 pMOS0 Transformacion de Arabidopsis y Nicotiana Konczy Schell, 1986

Tabla M-2: Cepas bacterianas empleadas durante la realizacion de este trabajo.

Condiciones y medios de cultivo de microorganismos.
Los cultivos liquidos de Escherichia Coli (E. Coli) y Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)
se incubaron toda la noche a 37 C o a 28 2C, respectivamente, con agitacién de 200 rpm. Los
cultivos en medio sélido se incubaron a 37 2C durante una noche para E. Coli, o a 28 °C
durante 2 6 3 dias para A. tumefaciens.

Los cultivos bacterianos se crecieron en medio LB (Luria-Bertani médium), que consta de :
-1 g/l de triptona,

- 5 g/l de extracto de levadura

-1 g/l de NaCl,

-pH7.

El medio sdlido se obtuvo afiadiendo 1.5 g/l de agar.

Los antibidticos selectivos y las concentraciones a las que se utilizaron se detallan en la tabla
M-3.

Antibidtico Concentracién (pg/mil) Bacteria

Kanamicina 50 E. Colifa. tumefaciens
Espectinomicina 100 E.Coli

Rifampicina 100 A.tumefaciens

Tabla M-3: Antibidticos y concentraciones utilizadas.

Conservacion de cepas bacterianas en glicerol.

Para conservar las cepas bacterianas durante un periodo largo de tiempo, se afadio glicerol a
un cultivo, crecido bajo las condiciones descritas en el apartado 2.1.2.2, segun se describe en
Sambrook et al. (1989) con ligeras modificaciones. Asi, los glicerinados se prepararon en tubos
estériles de 2 ml “Cryovial” de “Simport” (www.simport.com), con 900 ul del cultivo bacteriano
y 700 ul de glicerol al 60%. Todo el proceso se realizé en condiciones de esterilidad. Una vez
homogeneizada la mezcla, los tubos se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -
802C.
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Métodos de biologia molecular.

Vectores.
Las caracteristicas, uso y origen de los vectores utilizados durante la realizacién de este trabajo
estan resumidos en la tabla M-4.

Vector Caracteristicas Uso Origen/Referencia

Spect’, sitios de unidn para los cebadores M13 directoy
pCR8/TOPO/GW  reverso,y GW1y GWZ. Vector de origen para el sistema Clonacién de productos de PCR Invitrogen
de recombinacion Gateway

Vector binario de destino mediante sistema de Sobreexpresion de cDNAs mediante el

pEarly100 recombinacion Gateway. Kan' (bacteria) y Bastar (plantas). promotor 355

Invitrogen

T 3 _ > Sobreexpresion de cDNAs fusionados a GFP
pEarkyl101 Vt?c‘tor'blnarlode esting medla[’wte SEtemads en el extremo Cterminal mediante el Invitrogen
recombinacion Gateway. Kan' (bacteria) y Bastar (plantas).
promotor 355

N . . . Ensayo BiFC. Expresion transitoria de cDNAs
pYFN43 VECtorbinanodedesting mediantesiremats fusionados al extremo Nterminalde la pMDc43 [ A. Ferrando

binacion Gat . Kanr (bacteria).
fecombinacion Cateway: kans (bacicria) proteina GFP mediante el promotor 358

Ensayo BiFC. Expresidntransitoria de cDNAs
Vector binario de destino mediante sistema de g p .
pYFC43 ke : fusionadosal extremo Cterminalde la pMDC43/ A. Ferrando
recombinacion Gateway. Kanr (bacteria). : 3
proteina GFP mediante el promotor 355

Tabla M-4: Vectores utilizados durante este trabajo. Para mas informacion acerca de los vectores pYFN43 y p
YFC43 se puede consultar la pagina web http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors.php.

Aislamiento y purificacion de acidos nucleicos.
Aislamiento DNA plasmidico.

Aislamiento de DNA plasmidico de E coli.
Para las preparaciones de DNA plasmidico a pequefia escala se utilizd el sistema Fast Plasmid

Mini Kit de Eppendorf siguiéndose las recomendaciones suministradas por la casa comercial.
Las preparaciones de DNA plasmidico a media escala se realizaron a partir de cultivos crecidos
durante una noche en 100 ml de medio liquido LB suplementado con antibidtico, segun el
procedimiento de extraccidn y purificacion de DNA plasmidico del sistema de Qiagen Plasmid
Midi Kit (columnas Qiagen tip-100), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Aislamiento de DNA plasmidico de 4 tumefaciens.
Para las preparaciones a pequeia escala de DNA plasmidico de A. tumefaciens se utilizd el

mismo métodos que para E. coli (apartado anterior). La pureza y el rendimiento de la
preparacion de DNA obtenida por este procedimiento no eran suficientemente altos para
realizar analisis de restriccion del plasmido. Para solventar este problema, una alicuota de 1 pl
de esta preparacion de DNA se utilizaba para transformar E coli; de uno de los clones
transformantes de E coli obtenidos de ese modo, se hacia una nueva preparacién de DNA
plasmidico que se utilizaba para los andlisis pertinentes.

Aislamiento DNA genémico.
Se han utilizado dos protocolos distintos de extraccion de DNA gendmico durante el desarrollo
de esta tesis, ambos con éptimos resultados. El material obtenido se destino a la realizacién de
genotipados mediante PCR.
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Quick DNA Prep for PCR:
Descrito en “Arabidopsis: a Laboratory Manual” (Weigel D. y Glazebrook J.) pag:168-169. Se

partio de hojas de roseta (aproximadamente 1/2-3/4 del tamafio de una tapa de eppendorf) y
se utilizd un protocolo de extraccion consistente en homogeneizar las hojas en una solucién de
extraccién [ 200mM Tris.Hcl, (pH 7.5), 250 mM NaCl, 25mM EDTA (pH8), 0.5% SDS y agua
estéril]. Posteriormente se mezcld con el vortex, tras centrifugar se pasd el sobrenadante a
otro eppendorf, se precipitd el DNA con isopropanol y se hizo un lavado con etanol 70% y se
resuspendio el DNA en un volumen de 100ul de agua estéril.

Método de extraccion de acidos nucleicos para genotipado por PCR
Descrito en (Berendzen et al., 2005). Se partié de aproximadamente de 10 mg de material (una

hoja joven pequefia o un disco del tamafo de una tapa de eppendorf) y se congeld la muestra
en nitrégeno liquido. Con la ayuda de una varilla de plastico autoclavada se molié el tejido con
100 pl de la disolucién de sacarosa ( se debe preparar en el momento y usar en una semana
como mucho): 50mM Tris-HCI; pH7.5, 300mM NaCl, 300mM Sacarosa y agua hasta 20ml.
Posteriormente se afiadieron 100 pl mas de esta disolucidn y se incubé inmediatamente a 95-
100°C durante 10 minutos. Se centrifugd a 8000 rpm durante 5-10 segundos. Opcionalmente,
si no se iba a continuar la extraccidon con una PCR, se transferian 50- 100 ul del sobrenadante a
un tubo nuevo y se guardaban a -202C. Si se continuaba con una PCR, se utilizaban 2 pl del
sobrenadante para la reaccién de PCR.

Extraccion de RNA de Arabidopsis.
Para la extraccion de RNA total se llevaron a cabo dos protocolos diferentes en funcién del uso
final del RNA:

Extraccion y purificacion de RNA total para sintesis de cDNA.
Para la extraccion de RNA total de plantas Col-0 que posteriormente se utilizd para la

obtencién de cDNA, se utilizé el sistema RNeasy Plant Minikit (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este kit se basa en la union selectiva del RNA a membranas
acopladas a columnas de centrifugacién. Posteriormente se utilizaron 4 pg de RNA total para
sintetizar el cDNA utilizando el Kit First Strand cDNA synthesis (Amersham Biosciences).

Extraccion y purificacion de RNA total para micromatrices.
Para la extraccidn de RNA total destinado a la obtencién de cDNA con el que se realizaria la

hibridacion de las micromatrices se utilizdé un protocolo diferente, puesto que con el kit
comercial descrito anteriormente no conseguiamos los criterios minimos de cantidad y calidad
requeridos para el experimento:

Se recolectaron entre 150 y 300 mgr de frutos en estadio 15-16, y se congelaron
inmediatamente en N, liquido. El tejido congelado se machacé en un mortero previamente
enfriado con N, e impidiendo que se descongelara durante el proceso. Una vez machacado, a
cada muestra se le afiadié 1ml de tampdn de extraccion (4% de acido p-amino salicilico (Sigma
A-3505) y 1% de acido 1,5-naftalendisulfonico, disodio), 1ml de fenol y 10 ul de
Bmercaptoetanol. Tras homogeneizar la muestra se transfirié a un tubo corex de 15 ml, y se le
afiadié 1 ml de cloroformo. El contenido del corex se agitd mediante el uso de un vortex a
maxima velocidad durante 30-40 seg., y posteriormente se centrifugd a 6000 rpm durante 10
minutos en un rotor basculante. Tras la centrifugacidén se recogid la fase acuosa. A la fase
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acuosa se le afadié 1/10 de su volumen de NaOAc 3M pH 5,2 y 2 volimenes de etanol
absoluto, se agitd y se dejoé reposar en hielo durante 30 minutos. Tras este tiempo se volvié a
centrifugar del mismo modo que anteriormente, pero se descartd el sobrenadante. El pellet
obtenido se resuspendié en 600ul de agua libre de RNAasas, y se transfiri6 a un tubo
eppendorf. Al volumen transferido se le afiadieron 300pul de LiCl 10M, que tras mezclar bien, se
incubd durante una noche en la nevera (0-42C). Tras esta incubacion la muestra se centrifugo
10 minutos a 6000 rpm. El pellet obtenido se lavd con etanol al 80% y se centrifugo levemente.
Se descarté el sobrenadante y se dejo secar ligeramente el pellet, para después resuspenderlo
en 50ul de agua libre de RNAasas. La pureza y concentracion del RNA obtenido se determiné
con “Nanodrop” ND-1000”. Asimismo, se comprobd su integridad mediante electroforesis
horizontal en gel de agarosa bajo condiciones desnaturalizantes (Sambrook et al., 1989).

Manipulaciéon de acidos nucleicos.

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)
Para la realizacién de esta técnica se siguio el protocolo empleado por Sorefan et al. (Sorefan
et al.,, 2009), utilizando un anticuerpo frente a GFP (Ab290). El material bioldgico fueron
plantas 35S::FUL como control y 35S::FUL:GFP. El control lo establecerian las plantas 35S::FUL
tratadas con el anticuerpo.

Entrecruzamiento
Se recolectaron 700mg de inflorescencias de unos 2cm de altura, que tras ser lavadas con

agua, se sumergieron inmediatamente en 20 ml de solucidn A (solucién de entrecruzamiento:
0.4M sacarosa, 10mM Tris pH 8, 1ImM EDTA, 1mM PMSF y 1% formaldehido (el PMSF vy el
formaldehido se afiaden en el momento de utilizar la solucidn)) en un falcon de 50ml, y se les
aplico 2 pulsos de vacio de 5 y 10 minutos. Con este paso se consigue el entrecruzamiento de
las proteinas al DNA al que estan asociadas.

Para detener la reaccion de entrecruzamiento se afiade 1ml de glicina 2M y se continda
aplicando vacio durante 10 minutos mas.

Tras detener la reaccién de entrecruzamiento se lava el tejido con exceso de agua destilada
(unos 5 enjuagues), se elimina el exceso de agua secando con un poco de papel absorbente y
se vuelven a pesar las muestras, para congelarlas en nitrégeno liquido. Las muestras se pueden
almacenar ahora a -802C pero hay que evitar periodos de almacenamiento prolongados

Preparacion de las “beads”
Este paso se lleva a cabo el mismo dia que se realiza la inmunoprecipitacion (IP). Se utilizaron

beads magnéticas (Protein A magnetic beads, New England Biolabs, S1425S), que facilitan en
gran medida los lavados y recuperacién del anticuerpo utilizado, mediante el uso de un
soporte imantado. Se utilizan 25ul de beads en cada prelavado de las muestras y de 30 a 50 ul
por IP (15 ul por cada 100 pul de extracto).

Una vez calculado el volumen que necesitaremos de beads, estas se lavan 3 veces con solucion
B (50 mM HEPES pH 7.5, 150mM NacCl, ImM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% deaxycholato sédico,
0.1% SDS, 10mM butirato sédico, 1mM PMSF, 1mg/ml BSA y 20ng/m| de DNA de esperma de
salmoén sonicado) en el mismo volumen inicial de las beads. En cada lavado las beads se
incuban al menos durante una hora con agitacidon a temperatura ambiente.
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Por ultimo se lavan una vez con la solucion de lisis (50 mM HEPES pH 7.5, 150mM NaCl, 1ImM
EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% deaxycholato sddico, 0.1% SDS, 10mM butirato sédico, 1mM
PMSF y 1X del cocktail inhibidor de proteinasas para plantas (sigma, P9599) (el PMSF y el
cocktail se afiaden en el momento de utilizar la solucion) y luego se resuspenden en el
volumen inicial de las beads.

Extraccion y sonicacion del DNA
Las muestras entrecruzadas se machacan en nitrogeno liquido minuciosamente y se

resuspenden en 150 ul de solucidn de lisis por cada 100mg de tejido (1050 pl en nuestro caso),
obteniéndose una papilla densa, que se transfiere a un tubo eppendrof de 2ml.

El siguiente paso es romper el DNA por sonicacién, aproximadamente en fragmentos de entre
100 y 1000 pares de bases. La sonicacion es un paso critico en el experimento, por lo que la
puesta a punto de las condiciones del sonicador es muy importante. Se debe evitar la
formacién de burbujas durante el sonicado ya que reduce su eficiencia. El rango dptimo de
fragmentos seria entre 300 y 500 pares de bases. Nosotros utilizamos un sonicador UP200S
Hielscher Ultrasonics GmbH , utilizando una amplitud del 70% y 70 ciclos/seg. Se realizaron
tres sonicaciones de 20 pulsos, manteniéndolas muestras siempre en hielo y dejando pasar 2
minutos entre cada sonicacion.

Tras haber sonicado se centrifuga las muestras durante 10 minutos a maxima velocidad y a 42C
en una centrifuga de mesa.

El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo y se realiza el prelavado de cada muestra con
25ul de las beads preparadas anteriormente, al menos durante una hora con rotacién a 42C.

Inmunoprecipitacion
Tras el prelavado con las beads se transfieren volumenes fijos, normalmente 150-300 ul, a

tubos nuevos que contienen el anticuerpo. En nuestro caso se transfirieron 300 ul de las
muestras 35S::FUL y 35S::FUL:GFP a tubos que contenian 15 pl de anticuerpo antiGFP.
También se transfirieron 300 pl de cada muestra a tubos sin anticuerpo, que constituirian
nuestro ”“control sin anticuerpo”. De cada muestra se reservé un volumen superior a 30 ul que
después se utilizé como fraccion del material de partida o IMPUT.

Las muestras se incuban toda la noche a 42C con rotacion.

Al dia siguiente se afiaden 15 pl por cada 100 ul de extracto utilizado, en nuestro caso 45 pl, y
se continua la incubacion durante al menos dos horas mas.

Lavados
Los lavados se realizan en una camara fria (42C) utilizando el soporte imantado, y descartando

el sobrenadante en cada paso. Cada lavado se realiza con un volumen de 800 pl:
-lavado breve con solucién de lisis (invirtiendo el tubo 7-8 veces hasta resuspender las beads).
-lavado largo con solucién de lisis (5 minutos de incubacidn con rotacién).

-lavado breve con solucion LNDET (0.25 M LiCl, 1% Nonidet P40, 1% deoxicholato sddico y
1mM EDTA).
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-lavado largo con solucién LNDET
-lavado breve con TE (10mM Tris, pH 8, 1mM EDTA)
-lavado largo con TE

Elucion
A las beads obtenidas se le afiaden 40 pl de solucién de elucién (1% SDS, 0.1 M NaHCO; y 0.25
mg/ml de proteinasa K) y se incuban a 652C durante 10 minutos. El sobrenadante se transfiere
a un tubo nuevo, y se repite la elucién de las beads con 40 pul mas de solucidn de elucién y se
repite el proceso. Finalmente tendremos un volumen de elucién de 80 pl.

De la fraccion del material de partida que habiamos reservado se toman 30 pl y se le afiaden
50 ul de solucidn de elucién. Esto corresponde a un 10% del material de partida utilizado en la
IP.

Reversion del entrecruzamiento
Para revertir el entrecruzamiento, todas las muestras se incuban durante toda la noche a 652C.

se recomienda el uso de un termociclador.

El DNA se recupera al dia siguiente usando el Kit comercial PCR purification kit (QUIAGEN),
eluyendo en un volumen final de 50 pl. En nuestro caso la el volumen final se diluyé a la mitad,
aunque este paso depende de la cantidad de DNA recuperado.

Es aconsejable testar la calidad de la sonicacidn en la fraccién del IMPUT después de la
purificacién mediante el kit de QUIAGEN, mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

La determinacidn del grado de enriquecimiento en secuencias de nuestras muestras se realizo
mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

PCR

PCR tipo para amplificar cDNAs.
Para la amplificacion de los diferentes cDNAs obtenidos en esta tesis se utilizd la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction). El DNA molde de la
reaccién procedia de la retrotranscripcidon realizada sobre RNA total obtenido de plantas
silvestres, salvo para el clonaje de AP2'% donde el RNA se obtuvo a partir de plantas AP2'%.

Las condiciones generales seguidas fueron:

1-1.25 uM de cada cebador; 1.25 mM de una mezcla equimolar de cada desoxirribonucledtido;
0.5 U Tag Phusion® High-Fidelity (New England Biolabs); Tampdn de PCR 1X (New England
Biolabs) y 200 ngr de DNA molde. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador “PTC-
150" (“MJ Research”) con una incubacion inicial de 95 2C 2 min; seguida de 30 a 35 ciclos de 95
9C 30 seg, Tanilamiento 30 S€8 Y 72 2C teyension; CON UNa incubacion final de 72 2C 10 min. La
temperatura de anillamiento (Tanilamiento) S€ €stimd en funcién de la temperatura de fusién
aproximada (Tm) de los cebadores empleados en la reaccion. El tiempo de extension (texension)
dependia de la longitud del fragmento a amplificar y, en general, con esta polimerasa, se
utilizé 30 seg por kb.
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Para comprobar que la reaccion de PCR habia funcionado, se analizé 1/10 (5 pl) del volumen
de la reaccién mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa (ver apartado
electroforesis de DNA en geles de agarosa).

La polimerasa utilizada en estas PCR posee una tasa de error minima, y actividad exonucleasa
3’-5’. Para su posterior clonaje en el vector pCR8/TOPO/GW, se procedié a afadir la base
adenina libre requerida. A 10ul del producto de PCR purificado se le afiadié 1,25mM de
adenina, 1 U Taq DNA polimerasa EcoTaq (Ecogen), Tampon de PCR 1X (Ecogen) y agua hasta
un volumen de 25 pl. La mezcla se incubd en un termociclador “PTC-150" (“MJ Research”) 2
min a 95 2C, seguida otra incubacion a 72 2C durante 20 min. El producto de esta reaccién se
utilizé como inserto en el clonaje en pCR8/TOPO/GW.

Los oligonucledtidos empleados como cebadores fueron sintetizados por la empresa
INVITROGEN (http://www.invitrogen.com) con grado de purificacion maximo. En el Anexo | se
recogen todos los cebadores empleados en esta Tesis.

PCR tipo para genotipados.
Para la amplificacién de regiones gendmicas y genotipado de los diferentes mutantes

empleados en este trabajo también se utilizd la técnica de la PCR. El DNA molde de la reaccidn
procedia de las extracciones de DNA gendémico de las diferentes planas a analizar, utilizando
2ul del volumen final de extraccidn. Las condiciones generales seguidas fueron similares a las
empleadas en la PCR tipo para amplificar cDNAs:

1-1.25 uM de cada cebador; 1.25 mM de una mezcla equimolar de cada desoxirribonucledtido;
MgCl2 1.25 mM; 1 U Taq DNA polimerasa EcoTaq (Ecogen); Tampdn de PCR 1X (Ecogen) y DNA
molde en concentracidn variable (2pul). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
“PTC-150" (“MJ Research”) con una incubacidn inicial de 95 2C 2 min; seguida de 35 ciclos de
95 2C 30 seg, Tanillamiento 30 S€E8 Y 72 °C teyension; CON UNA incubacion final de 72 C 10 min. La
temperatura de anillamiento (Tanilamiento) S€ €stimd en funcién de la temperatura de fusién
aproximada (Tm) de los cebadores empleados en la reaccion. El tiempo de extension (teyension)
dependia de la longitud del fragmento a amplificar y, en general, con esta polimerasa, se
utilizé 1min por Kb.

Para comprobar que la reaccion de PCR habia funcionado, se analizo 1/10 (5 ul) del volumen
de la reaccién mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa (ver apartado
electroforesis de DNA en geles de agarosa).

En el anexo Il se muestran las combinaciones de cebadores utilizadas para el genotipado, asi
como el tamafio de los fragmentos esperados. En el caso de algunos mutantes aplicamos la
técnica de dCAPS, donde el tamafio del fragmento obtenido para el alelo silvestre y el mutante
es el mismo, pero la diferencia entre ellos es visible tras el tratamiento con un enzima de
restriccion. En el anexo Il también se muestran los cebadores empleados en esta técnica, asi
como el enzima empleado y los fragmentos esperados para cada alelo.

Los oligonucledtidos empleados como cebadores fueron sintetizados por la empresa
INVITROGEN (http://www.invitrogen.com) con grado de purificacion maximo. En el Anexo | se
recogen todos los cebadores empleados en esta Tesis.
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PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR).
Esta técnica se utilizo para calcular el enriquecimiento de secuencias obtenido en el

experimento de ChIP. Los oligonucledtidos utilizados como cebadores especificos para cada
promotor en las reacciones de PCR cuantitativa fueron disefiados a partir de las regiones
promotoras de los diferentes genes donde habiamos identificado la presencia de posibles
sitios de unién para FUL mediante el programa Primer Express 2.0 utilizando los pardmetros
por defecto, que incluye entre otros, T2 m entre 58-60 2C, contenido en GC 30-80 % vy
amplicones entre 50-150 p.b. En la tabla S-2 se muestran las combinaciones de cebadores
utilizados en el experimento de ChlP.

En primer lugar, se realizaron pruebas para cada pareja de cebadores modificando la
concentracion de éstos (300, 600 6 900 nM) con el fin de encontrar la combinacion mas
optima. Al final de cada PCR, se realizd una cinética de T2m (curva de disociacion) aplicando un
gradiente de temperaturas creciente para analizar la especificidad del producto y la presencia
de dimeros de los cebadores. Ademas, se afadieron en cada experimento controles negativos
de la reaccién para descartar contaminaciones. Las reacciones de PCR cuantitativa se

®

realizaron en un volumen final de 20ul empleando 10ul de SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 1.2ul de cada uno de los dos cebadores a una concentracidén de 5uM
para dejarlos a una concentracion final 0.3uM y 4ul de DNA final de cada muestra. La mezcla

® ®

de reaccion SYBR Green PCR Master Mix incluye el compuesto fluoréforo SYBR Green | que
emite fluorescencia cuando se intercala en las moléculas de DNA de doble cadena y permite
por tanto cuantificar la cantidad de producto a lo largo de los ciclos de amplificacién, el
fluoréforo ROX que permite ajustar las posibles variaciones entre las muestras debidas a
errores en el pipeteo, el tampdn de la reaccion y la enzima AmpliTag Gold® DNA Polimerasa.

Para cada muestra se realizaron tres PCRs idénticas empleando placas MicroAmpTM Optical 96-
well reaction plate (Applied Biosystems) y se llevaron a cabo en el aparato 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), se trata de un termociclador con cadmara CDD que registra
fluorescencia, acoplado al programa informatico 7500 System Software (Applied Biosystems).
Se utilizé el programa de amplificacion recomendado por la casa comercial para los oligos
disefiados con Primer Express (2 min. 50 2C, 10 min. 95 2C, 40 ciclos de 15 s 95 9C, 1 min., 60
9C). La cantidad de DNA se calculé mediante la cuantificacidn de la fluorescencia en un punto
de la fase exponencial de la reaccidon de amplificacién (umbral) asociado a un nimero de ciclos
concreto para cada gen (Ct). A partir del parametro Ct se calcularon para cada experimento los
niveles de DNA relativos de las regiones de interés en las distintas muestras, respecto a un
control interno (normalmente utilizamos dos, una region codificante del gen UBQ10 y una
regiéon codificante del gen de la ACT). Una vez obtenidos estos valores relativos se
normalizaron los resultados obtenidos entre las muestras de partida o IMPUT, y las muestras
inmunoprecipitadas o IP. Posteriormente se calculd la relacion existente entre el IMPUT y el IP,
estableciendo el grado de enriquecimiento segun se describe en la siguiente férmula:

IMPUT IMPUT control
Ct)(_CtUBQo ACT Ctx_CtUBQo ACT
2h 2A
Enriguecimiento=
IP IP control

” Ct,-Ctypqo act I Ct,-Clypqo act
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Para la separacidn de fragmentos de DNA, se utilizaron geles de agarosa con una
concentracidn del 0.6 al 2% (p/v) en tampdn TBE (tris-borato EDTA) a 1x, seguin se describe en
Sambrook et al. (1989). La concentracion de agarosa en el gel fue inversamente proporcional al
tamanfio de las moléculas de DNA a separar, es decir, moléculas grandes se separaron mejor en
geles con porcentajes bajos de agarosa y viceversa. Ademas, los geles contenian 0.5 pg/ml de
bromuro de etidio, lo que permitié visualizar el DNA tras exponer el gel a luz ultravioleta. Las
electroforesis se realizaron en sistemas horizontales “Sub-Cell GT” y “Mini-Sub Cell GT”
conectados a una fuente de alimentaciéon “PowerPack™ Basic” de “Bio-Rad” (www.bio-
rad.com).

Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA se separaron mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa,
segln se describe en el apartado anterior. Los fragmentos de interés se recortaron del gel con
ayuda de una cuchilla y el DNA se purificd con el sistema “QlAquick Gel Extraction Kit” de
“QIAGEN”, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este sistema permite la purificacion
de fragmentos de DNA de 70 p.b. a 10 Kb, aunque fragmentos ligeramente mas grandes
también pueden ser purificados eficientemente. La elucién del DNA se llevd a cabo en agua
para biologia molecular de “Sigma-Aldrich” (www.sigmaaldrich.com).

Digestion del DNA con enzimas de restriccion.
Para cada enzima se utilizé el tampdn y las condiciones recomendadas por la casa comercial.
Las reacciones se llevaron a cabo en tubos de 1.5 ml, con 5-10 unidades de enzima por ug de
DNA, durante al menos 2 horas a la temperatura éptima en cada caso. A continuacion, se
analizo el resultado de las diferentes reacciones mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa

Clonaje de los fragmentos amplificados por PCR en el vector
pCR8/TOPO/GW.
Los cDNAs obtenidos mediante PCR se clonaron en el plasmido intermedio pCR8/TOPO/GW,
gue permitian su posterior secuenciacion, y su rapida clonacion en otros vectores mediante el
sistema de recombinacién Gateway. Todos los vectores obtenidos durante esta tesis se
muestran en el anexo 2. Los vectores obtenidos se comprobaron por digestién con enzimas de
restriccion especificos, y posteriormente por secuenciacion.

Clonaje de fragmentos de DNA mediante el sistema Gateway

Para la clonacidn utilizando el sistema Gateway se mezclan en un tubo de 1,5ml entre 50-
150ng (1-7ul) del vector que contiene el fragmento de interés, 150ng del vector de destino, 2
ul de la enzima LR Clonase™Il (Invitrogen) y tampdn TE a pH 8 hasta completar un volumen
final de 10 pl. la reaccidn se incubd durante una hora a 252C. Transcurrido este tiempo se
afiadié 1 ul de la solucién de proteinasa K y se incubd a 372C durante 10 min. Todos los
vectores obtenidos durante esta tesis se muestran en el anexo 2. Los vectores finales
obtenidos se comprobaron por digestidon con encimas de restriccion especificos.
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Secuenciacion de DNA y analisis de las secuencias obtenidas.
Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en el “Servicio de Secuenciacidn de DNA”
del “Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas” (UPV-CSIC, Valencia) con el sistema
“BigDye” Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” de “Applied Biosystems”. La reaccién de
secuenciacion se realizé en termocicladores “ABlI GeneAmp PCR System 9700” y la resolucién y
anadlisis de los productos se realizé en un secuenciador capilar “ABl 3100” de “Applied
Biosystems”. Las muestras de DNA se prepararon segun se indica en www.ibmcp.upv.es.

El analisis de las secuencias obtenidas se realizd con el programa de analisis de secuencias
MacVector (MacVector.com).

Transformacion de bacterias.
La preparacién de células electrocompetentes para transformacién se llevd a cabo segun el
protocolo descrito en el catdlogo “Pulse controller, operation instructions y applications guide,
accessory for bacterial y fungal electro-transformation” (Bio-Rad Laboratories, 1992) en el caso
de E. coli, y segun Shen y Forde (Shen y Forde, 1989) en el caso de A. tumefaciens.

Para llevar a cabo la transformacion de bacterias por electroporacién, se descongeld en hielo
una alicuota de 40 pl de células competentes a la que se afiadié 1 ul de la reaccién de ligacion
0, aproximadamente, 100 ng de DNA en el caso de que se tratara directamente de un
plasmido. La mezcla se introdujo en una cubeta de electroporacién, con 0.1 cm de separacion
entre los electrodos, de “Bio-Rad”, que previamente se habia enfriado en hielo. El pulso
eléctrico se aplicé con un aparato “GenePulser™” de “Bio-Rad” bajo las siguientes condiciones:

- Para E. coli: 200 Q, 25 pF, 1.8 kV.
- Para A. tumefaciens: 400 Q, 25 pF, 1.8 kV.

Tras el pulso eléctrico, las células se recogieron inmediatamente de la cubeta de
electroporacion con 1 ml de medio LB y se incubaron durante 1 hora a 37 2Cy 200 rpm para E.
coli, y durante 3 horas a 28 2C y 200 rpm para A. tumefaciens. Finalmente, las células
transformadas se sembraron en placas con medio selectivo.

Generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis.

Transformacion genética mediante infiltracion al vacio.

Para la generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis se utilizaron los ecotipos silvestres
Col y Ler. La transformacion se realizé segun el protocolo de infiltracidon por vacio descrito en
Bechtold et al. (Bechtold et al., 1993) con algunas modificaciones introducidas en Clough y
Bent (Clough y Bent, 1998).

Aproximadamente 60 semillas de Arabidopsis (Col o L.er.) se cultivaron en macetas de 11 cm
de diametro en condiciones de dia largo. Unas dos semanas después de la siembra, se
eliminaron algunas plantas para facilitar el crecimiento homogéneo de la poblacién. Cuando la
altura de las plantas era de unos 10 cm, aproximadamente tras un mes de cultivo, se decapitd
el apice de la inflorescencia principal, induciendo de este modo la proliferacién de las
inflorescencias de roseta. Tras la decapitacién del apice, las plantas se cultivaron durante 4
dias mas en dia largo antes de la infiltracién.
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Tres dias antes de la infiltracidn, se inoculd la cepa de A. tumefaciens, en nuestro caso C58
pMP90 con la construccion de interés, en un tubo de 50 ml con 10 ml de LB mas rifampicina y
kanamicina a las concentraciones indicadas en la M-3. Este precultivo se incubd durante toda
la noche en oscuridad a 28 2C con agitacion de 200 rpm. A la mafiana siguiente, se inoculd el
precultivo en un matraz de 1 | que contenia 600 ml de medio LB con kanamicina. Este cultivo
se incubd en las mismas condiciones durante 48 horas. El dia de la infiltracidn se centrifugd el
cultivo, a 6000 rpm durante 15 min, y el sedimento obtenido se resuspendié en 200 ml de
medio de infiltracién (2.2 g/ de sales MS, 5% p/v de sacarosa, 1 mg/| de BAP, 100 mg/| MES,
pH 5.9) al que se le habia afiadido detergente “Silwet L.77” (“Lehle Seeds”), a una
concentracion final de 0.05% (v/v).

Antes de la infiltracidn, se eliminaron todas las flores abiertas y las silicuas fertilizadas de las
plantas. Para llevar a cabo la infiltracidn, las inflorescencias se sumergieron durante 8 seg en
un recipiente con los 200 ml de la suspensidn de A. tumefaciens en medio de infiltracion.
Inmediatamente después, se sometid a las plantas a un pulso de vacio de 1 min. A
continuacién, se secaron ligeramente las plantas con papel absorbente, se cubrieron con
bolsas de plastico y se continuaron cultivando en condiciones de dia largo. Durante los dias
siguientes se agujerearon las bolsas de plastico, permitiendo que las plantas se aclimataran
gradualmente. Las plantas se cultivaron en el invernadero hasta que se obtuvieron las semillas
maduras.

Seleccion de plantas transgénicas.

Para identificar transformantes primarios (T;), las semillas procedentes de las plantas
transformadas se sembraron en cajas de Petri de 15 cm de didmetro, unas 3000 semillas por
caja, con medio de seleccidén con Basta ( 15 pg/ml ). Tras unos 10 dias de cultivo “in vitro”, las
plantas resistentes, verdes y con raices desarrolladas, se trasplantaron a tierra y se cultivaron
en el invernadero segln las condiciones descritas en el primer apartado de este capitulo. La
identificacion de transformantes primarios también se llevd a cabo mediante la siembra de las
semillas procedentes de las plantas transformadas en macetas. Cuando las plantas iniciaron el
desarrollo de las dos primeras hojas reales se rociaron con una solucién de Basta al 0,05%. Este
tratamiento se repitio a los dos dias. Las plantas resistentes se desarrollaron con normalidad
mientras que las sensibles se decoloraron y murieron.

Para estimar, en las lineas transgénicas T,, el nimero de “loci” con integracién del T-DNA, se
sembraron unas 60 semillas T, por linea en cajas de Petri de 9 cm de diametro con medio de
seleccidon con Basta. Tras 12-15 dias, se determind el porcentaje de plantas resistentes al
herbicida. Aquellas lineas T, cuya progenie T, segregaba en una proporcion 3:1,
aproximadamente 45 plantas resistentes y 15 plantas sensibles por placa, se consideraron
como portadoras de la insercién en un Unico “locus”.

Para obtener lineas homocigotas, se trasplantaron a tierra las plantas T, resistentes a la
seleccidn con Basta. Estas plantas se cultivaron en el invernadero hasta obtener semillas Ts. A
continuaciéon, se sembraron unas 60 semillas T; por linea en cajas de Petri con medio de
seleccidn con Basta. Se consideraron homocigotas aquellas lineas T, cuyos descendientes T;
eran 100% resistentes a la seleccion con kanamicina.
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Estudios de expresion

Hibridacion IN SITU.

Se siguid el protocolo descrito por Cristina Ferrandiz y Allen Sessions en (Pelletier et al., 1997)
pag. 195- 203. Este protocolo se utilizd para analizar la expresion de WUS y de AP2 en dos
experimentos de hibridacién in situ distintos.

Generacion de ribosondas marcadas con digoxigenina.

Para la obtencién de las sondas se partié de los plasmidos pMHwus16 y pHWO083 cedidos por
R. Simon y H. Wollmann respectivamente. El vector pMHwus16 contenia un fragmento de 550
p.b. del cDNA del gen WUS clonado en un pldsmido pBS, mientras que el pldsmido pHW083
contenia un fragmento de 634 p.b. del extremo 3’ del RNAm del gen AP2 que incluia parte de
la 3" UTR, clonado en pCRII. El plasmido pBS y el pCR Il poseen los promotores para las
polimerasas de RNA de los bacteriéfagos SP6 y T7 a cada lado del sitio de clonacion multiple,
por lo que se linearizaron los plasmidos pMHwus16 y pHWO083 con la enzima BamHI y se utilizd
como molde de transcripcion in vitro para generar las ribosondas antisentido. Se usaron 2 ug
de los plasmidos cortados como molde para una reaccién de 20 ul ( de cada uno) en presencia
de digoxigenina-11-dUTP de la mezcla DIG-RNA labeling mix (Roche Diagnostics), 40 U de
inhibidor de RNasas, 20 U de la polimerasa de RNA T3 (Roche Diagnostics) ( coincidid la misma
en ambos casos) y 2l del tampdn 10X correspondiente (Roche Diagnostics). La reaccién tuvo
lugar a 372C durante 90 minutos. Tras la incubacidn se afadieron 10 U de DNasal libre de
RNasas (Roche Diagnostics) a la mezcla de reaccidn y se mantuvo 15 minutos a 372C. Se
precipitaron las sondas con tRNA de levadura (1 pg/ul, Roche Diagnostics), acetato aménico
0,6 My 220 pl de etanol absoluto, y se almacend a -202C hasta el momento de cuantificar el
rendimiento del marcaje de las sondas. La verificacion de la integridad de las sondas se llevé a
cabo mediante electroforesis en geles de agarosa .

Cuantificaciéon de las sondas.

Se centrifugaron las sondas a 49C y 13.000 rpm durante 15 minutos, se elimind el
sobrenadante, se lavé el precipitado con etanol 70%, se dejé secar al aire y se resuspendieron
en 10 ul de agua tratada con DEPC. Con 1 pl de esta disolucién ( de cada una de las sondas) se
prepararon las diluciones empleadas en la cuantificacion (1/20, 1/250, 1/1.000 y 1/2.500). Se
aplicé 1 pl de cada una de las diluciones anteriores a una membrana de nailon (dot blot) que,
tras secarse, se irradid con luz UV. El revelado de esta membrana se realizé junto con una tira
control con distintas concentraciones de RNA marcado con digoxigenina (RNA Scripts Test,
Roche Diagnostics; Fig. M-1). Se mojaron las tiras en TBS 1X (stock preparado a concentracion
10X: Tris-HCl 1 M; NaCl 4 M; pH 7,5) durante 2 minutos, y a continuacion se incubaron 10
minutos en TBS 1X con agente bloqueante 0.5% (m/v,Roche Diagnostics). Se incubaron
durante 15 minutos en TBS 1X con el anticuerpo anti-DIG-ab (1/3.000, Roche Diagnostics), y se
lavaron 1 minuto en tampdn de deteccidn 1X sin sustratos (stock preparado 10X: Tris-HCI 1 M;
NaCl 1 M; MgCl2 0.5 M; pH 9.5). Por ultimo, se reveld incubando con tampdn de deteccion 1X
con sustrato [150 pl de NBT (100 mg/ml) y 150 ul de BCIP (50 mg/ml) por cada 100 ml de
tampdn; Roche Diagnostics] durante el tiempo suficiente para que se viera el ultimo punto de
la tira control. La concentracidn de sonda a utilizar en cada caso fue la que mas se aproximo al
penultimo punto de la tira.
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Prehibridacion e hibridacién.

Se obtuvieron cortes histoldgicos de las muestras vegetales a analizar previamente incluidas en
parafina (ver apartado inclusién en parafina). A continuacién se procedié como se describe en
Ferrandiz y Sessions (2002). El tejido se desparafind en los portas con histoclear, y a
continuacion se rehidratd en series de etanol a concentraciones decrecientes de 2 minutos
cada una. Se llevé a cabo la hidrdlisis de las proteinas mediante un tratamiento de 20 minutos
en HCl 0.2 M, y posteriormente se sometid el tejido a una incubacidn con proteinasa K (1
ug/ul) durante 30 minutos a 372C. Los portas se lavaron durante 2 minutos con PBS 1X (stock
preparado a concentracion 20X: NaCl 2.75 M; KCI 50 mM; Na2HPO4 200 mM; KH2P0O4 35 mM;
pH 7.4) y se bloqued la accidn de la proteinasa K incubando 2 minutos en 1X PBS con glicina
(0.2% m/v). Tras dos lavados con PBS 1X de 2 minutos cada uno, se refijo el tejido con una
solucion de PBS 1X y formaldehido (3.7% v/v) a temperatura ambiente durante 10 minutos,
seguido de dos pasos de 5 minutos con PBS 1X. Se prosiguié con la deshidratacion del tejido en
series crecientes de etanol de 2 minutos cada paso hasta llegar al etanol absoluto. Tras secar
un poco los portas, se sometieron a vacio durante 20 minutos a una presién de 100 mb. Para la
hibridacidn, se precalentaron los portas con el tejido en una placa calefactora (Barnstead, Bl) a
45°C durante unos minutos. Las sondas se diluyeron en tampdn de hibridacién [SSC 6X (stock
preparado 20X: NaCl 3 M; citrato sédico 0.3 M; pH 7.0); SDS 1.5% (m/v); formamida 50% (v/v);
tRNA de levadura (100 pg/ml)] hasta la concentracion deseada, y se desnaturalizaron a 802C
durante unos minutos. Se aplicaron 300 pl de la solucidn de hibridacién a cada porta con su
muestra correspondiente, disponiéndose éstos enfrentados dos a dos. Gracias al sistema
Probe-On-Plus, al enfrentar los portaobjetos en forma de sdndwich con los tejidos hacia el
interior, se genera un espacio donde la solucidn de hibridacidn contacta con el tejido. Los
portas apareados se incubaron en una cdmara himeda durante toda la noche, a 552C con la
sonda de WUS, y a 532C con la sonda de AP2.

Inmunodeteccion colorimétrica de la seiial.
Tras realizar dos lavados de 90 minutos en una solucién de SSC 2X con formamida (50% v/v),
los portas se incubaron en TBS 1X durante 5 minutos, luego 1 hora con solucién bloqueante
[TBS 1X y agente bloqueante 0.5% (m/v; Roche Diagnostics)], y 30 minutos en TBS 1X, Tritdn X-
100 (0.3% v/v) y BSA (1% m/v). A continuacién, se incubaron 90 minutos en esta Ultima
solucion con el anticuerpo anti- DIG-ab (dilucidon 1:3.000). Se realizaron tres lavados de 20
minutos cada uno con la misma solucién sin anticuerpo con el fin de eliminar su exceso. Para
alcalinizar el medio incubamos con el tampdn de deteccién 1X sin sustratos (stock preparado
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10X: Tris-HCl 1 M; NaCl 1 M; MgCI2 0,5 M; pH 9.5) durante 5-10 minutos. Esta solucién se
reemplazé por el tampdn de deteccidon con los sustratos. Por cada 100 ml de solucién de
deteccion se afadieron 150 pl de NBT (100 mg/ml) y otros 150 pl de BCIP (50 mg/ml). Se
incubd en oscuridad durante un periodo que oscilé entre una noche para la deteccion de WUS
y varios dias para la de AP2. La reaccidon se detuvo reemplazando la solucién de deteccidn por
agua. En el montaje de los portas se deshidratd el tejido en series de etanol crecientes de
forma rapida (2 minutos cada una), tras lo cual se afiadié una gota de Eukitt (O. Kindler GmbH
& Co) al portaobjetos y se dispuso el cubreobjetos. Las muestras se visualizaron mediante
microscopia éptica aplicando la técnica Normasky.

Deteccion GUS

Durante el desarrollo de esta tesis se han utilizado distintos protocolos de Tincion GUS
dependiendo del experimento que se estuviera realizando. Para realizar detecciones GUS poco
precisas en generaciones F1 y descartar en cruces las plantas que no fueran portadoras del gen
delator se utilizd6 un protocolo GUS rapido: Se incubaron dpices de inflorescencias
posiblemente portadoras de construcciones con el gen testigo de la B-glucuronidasa durante la
noche a 372C en placas de 96 o 12 pocillos (Iwaki microplate) en oscuridad en una disolucion
13.42mM de NaH2PO02 4, 11.58mM de Na2HPO4,, 2mM X-Gluc, 2mM Ferrocianuro potasico,
2mM de ferricianuro potasico y 0.02% de Triton X-100. Posteriormente las muestras se
observaron a la lupa, en algunos casos en los que la sefial no se detectara con claridad, las
muestras se lavaron en etanol 70%.

Para realizar detecciones GUS mas precisas se siguio el protocolo descrito por Kirsten Bomblies
en el Manual de Arabidopsis (Pelletier et al., 1997) pdg. 243- 245 con algunas modificaciones.
Los apices e inflorescencias de plantas portadoras de construcciones con el gen testigo de la B-
glucuronidasa se incubaron en acetona 90% durante 20 minutos en hielo. Posteriormente se
incubaron otros 20 minutos en la misma acetona a temperatura ambiente. A continuacidn se
enjuagaron con solucién de revelado sin X-Gluc (tampdn fosfato sédico 25 mM pH 7;
ferricianuro potasico 10 mM; ferrocianuro potasico 10 mM; Tritdn-X100 0,25 mM) y por ultimo
se incubaron en solucidn de revelado con sustrato (X-Gluc 2 mM) durante una noche a 372Cy
en oscuridad. Las concentraciones elevadas de ferrocianuro y ferricianuro (ej. 10mM)
restringen el nivel de sefal GUS, mientras que concentraciones mas bajas permiten detectar
sefial GUS mas débil (Sessions et al., 1999). Las detecciones realizadas durante este se
llevaron a cabo en condiciones restrictivas. Posteriormente se realizaron series de etanol 20%,
35% y 50% 30 minutos cada una y por ultimo se incubaron 30 minutos en FAA (50% etanol,
10% 4acido acético glacial, 5% formaldehido, distinto al utilizado en la Hibridacion in situ) y se
pasaron a 70% etanol.

Las muestras se observaron y fotografiaron mediante una lupa binocular equipada con una
camara digital o mediante un microscopio dptico, previo aclarado del tejido con hidrato de
cloral (préximo apartado).

Por otra parte, algunas muestras (SAM de plantas WUS::GUS) se incluyeron en parafina para la
obtencién de cortes histoldgicos (12um). Se siguid el protocolo descrito para el protocolo de in
situ con modificaciones para evitar la pérdida del GUS: La muestras en etanol 70% se dejaron
sélo 30 minutos, posteriormente se deshidrataron en series de etanol: etanol 95% una hora y
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etanol 100% una hora (este paso ultimo se repitié dos veces). Posteriormente se realizé la
imbibicion de las muestras:

50%Etanol/50% Histoclear durante 10 minutos tres veces.
100% Histoclear 15 minutos 3 veces.

100% Histoclear 30 minutos.

50% Histoclear/50% parafina 3 horas

100% parafina toda la noche.

El dia siguiente se hicieron tres cambios de parafina, el segundo dia se hicieron dos cambios de
parafina por la mafiana y por la tarde se montaron los bloques.

Para desparafinar: 3 minutos en Histoclear dos veces.
Se montaron con ENTELLAN.

Aclarado con Hidrato de cloral

Se utilizé el protocolo de Sioux Christensen propuesto en (Pelletier et al., 1997)pag.104-105.
Mediante este protocolo, se aclaran los tejidos vegetales, que se vuelven transparentes,
permitiendo analizar la sefial GUS mediante el uso de un microscopio. Es importante realizar
todo el proceso en una campana de extraccidn de gases ya que el hidrato de cloral es tdxico.
Una vez las muestras han sido fijadas, se han incubado con el tampdén de deteccién vy
deshidratado hasta etanol al 70% (apartado anterior), se quité el etanol al 70% y se reemplazé
con una disolucién de hidrato de cloral: Hidrato de cloral/ glicerol/ agua ( 8g/1ml/2ml). Se
mantuvo en esta disolucién al menos una noche (mejor dos o tres). Posteriormente se
montaron las muestras sobre portaobjetos. Las muestras se colocaron sobre el portaobjetos al
que previamente se le habia afiadido (normalmente un minimo de 200 pl) disolucion de
hidrato de cloral. Para evitar que las muestras se aplastaran con el cubreobjetos se coloco en
los extremos del portaobjetos unas pegatinas pequeias (preferiblemente transparentes para
que no destifan con el hidrato de cloral) de forma que quedara espacio entre el portaobjetos y
el cubreobjetos. Antes de analizar en el microscopio las muestras, es muy importante sellar
(con laca de ufias transparente, por ejemplo) los portaobjetos ya que la disolucién de hidrato
de cloral puede dafiar las lentes del microscopio. Las muestras fueron observadas con
iluminacion de campo claro, utilizando la técnica Normasky que permite detectar cierto
volumen en las muestras.

Expresion transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana.
La expresidn transitoria se utilizo para llevar a cabo los ensayos de BiFC.

Ensayo BiFC.
Con el ensayo de BiFC nuestro objetivo es comprobar si dos proteinas de interés
interaccionaban. Para ello, se utilizaron dos plasmidos de Gateway los cuales poseian cada uno
de ellos una mitad de la proteina YFP, de ahi sus nombres YFC (contiene la mitad C-terminal de
la proteina) e YFN (contiene la mitad N-terminal de la proteina) y un nexo de unidn flexible
entre el gen de la YFP y el gen de interés que permitiria la movilidad de la proteina de fusidn.
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Para mas informacion sobre estos vectores se puede consultar la pagina web
http://www.ibmcp.upv.es/FerrandolLabVectors.php. Como controles positivos se utilizaron los
plasmidos YFP "-INa e YFP “-INB, los cuales poseian una mitad de la proteina ubiquitina (estos
plasmidos fueron facilitados por el Dr. Alejandro Ferrando).

Se clond la region codificante de los genes de interés en la region C-terminal de la mitad de la
proteina. Obtenidas estas construcciones e introducidas en la cepa de Agrobacterium C58, se
inocularon cultivos, bien con el glicerinado de Agro directamente o bien con una colonia fresca
procedente de placa, en 5mL de medio YEB suplementado con los antibiéticos apropiados y se
crecié o/n a 282C.

Al dia siguiente, se transfirié el cultivo a 50ml de medio de induccidn con los correspondientes
antibidticos en un matraz de 250ml y se crecid o/n a 282C. Se centrifugaron los cultivos
durante 30min a 3000rpm. El sedimento se resuspendié en medio de infiltracidn y se ajustd la
absorbancia a 1.0 (medida a una longitud de onda de 600nm). A continuacién, los cultivos se
incubaron con agitacién suave (30rpm) o/n a temperatura ambiente.

A la mafiana siguiente se realizaron las correspondientes mezclas de cultivos (en caso de co-
transformacién) y con la ayuda de jeringuillas de 5ml se infiltraron hojas de Nicotiana
Benthamiana por el envés de la misma. Se eligieron hojas jovenes (normalmente la 32 y 42
hoja). Las hojas se observaron al microscopio confocal transcurridos 2-3 dias.

Medios de cultivo:

Medio YEB: 0.5% Extracto de hueso, 0.1% Extracto de levadura, 0.5% Peptona, 0.5% Sacarosa,
pH 7.4, tras ser autoclavado se le afiade 2mM MgS04 *.

Medio de induccién: 0.5% Extracto de hueso, 0.1% Extracto de levadura, 0.5% Peptona, 0.5%
Sacarosa, 10mM MES pH 5.6, Y tras ser autoclavado se le afiade: 2mM MgSO, *. 20uM
acetosiringona *.

Medio de infiltracion: 10mM MgCl,*, 10mM MES pH 5.6 (autoclavado), 200uM
acetosiringona *.

*Esterilizados por filtracion.

Biologia celular/Analisis fenotipico. Técnicas de histologia
vegetal.

Observacion y fotografia a bajo aumento.

Para obtener imagenes a bajo aumento de los distintos rasgos fenotipicos se utilizd una
camara digital CoolPix 5000 (Nikon). Para la obtencidn de imdgenes a mayor aumento, nos
servimos de las lupas binoculares Leica modelo SMZ800 y provistas de una unidad de
iluminacidn externa de luz blanca fria (Volpi Intralux 4000-1) y conectadas a una camara digital
CoolPix 5000 (Nikon) y también se utilizé el sistema de Nikon Digital Sight (DS-Fil1) en el que las
fotos se capturan directamente en una pantalla digital acoplada a la cdmara.
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Microscopia dptica.

Los cortes histoldgicos y las muestras montadas en portaobjetos fueron observados vy
fotografiados mediante un microscopio Nikon Eclipse E-600 acoplado a una camara fotografica
digital Nikon Digital-Sight (DS-Fil) y un ordenador con el software de analisis de imagen
AnalySIS 3.2 (Soft Imaging System) y NIS-Elements F3.0. Las muestras fueron observadas con
iluminacion de campo claro, utilizando la técnica Normasky que permite detectar cierto
volumen en las muestras.

Microscopia electrénica de barrido.

Las muestras recolectadas para ser observadas con SEM requerian una manipulacién previa
que dejara al descubierto las partes de la planta que pretendiamos (normalmente el SAM), por
lo que se decidid aplicar la técnica del punto critico, que nos permite preservar la estructura de
la muestra de forma prolongada a la vez que su manipulacion. Con este propdsito, se llevo a
cabo la fijacion del material vegetal en FAE (etanol 50%; acido acético glacial 5%; formaldehido
3.7%), inmediatamente después de su recoleccién. Posteriormente, fue sometido a un pulso
de vacio de 20min o en su defecto, hasta que las muestras cayeron al fondo del vial. El material
se mantuvo en FAE toda la noche a cuatro grados y al dia siguiente se sustituyé por etanol al
70%. En este punto las muestras pueden ser almacenadas indefinidamente a 42C hasta el
momento en que vayan a ser analizadas al microscopio. Al dia siguiente, se incubaron las
muestras durante 30min en etanol al 80%, 30min en etanol al 90% y finalmente una hora en
etanol absoluto, este Ultimo paso se repitid al menos 3 veces, la Ultima vez antes de
someterlas al punto critico. El punto critico, consiste en la sustitucién del etanol de la muestra
por CO, y su posterior sublimacidn, y se llevo a cabo en un aparato Polaron E300. Las muestras
se montaron en portaobjetos con cinta adhesiva de carbono activado sobre los que fueron
orientadas y diseccionadas convenientemente. Después del montaje, las muestras fueron
recubiertas con un sombreado de particulas de oro-paladio de 200 nm, en atmdsfera de argén
ionizado en un Sputter Coater SCDO05 (BALTEC). Las imagenes se obtuvieron mediante el
programa Autobeam de la plataforma ISIS (Oxford Instruments), con una velocidad de barrido
de 200 s por imagen, en un microscopio electrénico JEOL, modelo JSM-5410 operando bajo las
condiciones de microanalisis de entre 10-15 kV y una distancia de trabajo de 25 mm en el
servicio de microscopia de la Universidad Politécnica de Valencia.

Microscopia confocal.

Se utilizd un microscopio confocal Leica TCS SL (Leica Microsystems Heidelberg GmbH,
Heidelberg, Alemania), consistente en un microscopio invertido DMIR2 y una unidad espectral
confocal SL con dos detectores de fluorescencia simultdaneos y 4 lineas de laser (458nm,
488nm, 514nm y 534nm). La GFP se excitdé con un laser de 488nm, y su emisién se recogid
entre 500nm y 520nm (maximo de emisidon: 509nm). La clorofila se excitd con el mismo laser, y
su emisidn se recogio entre 660nm y 690nm. La identidad de la sefial se confirmd en todos los
casos mediante un barrido de longitudes de onda (A-scan), para visualizar la intensidad de la
emision a las diferentes longitudes de onda.
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Histologia.

Inclusiéon de muestras en parafina.

Las muestras se fijaron en FAA al vacio (400 mm Hg) durante 20 minutos. Posteriormente, se
cambié el fijador por otro fresco y se mantuvo a temperatura ambiente una hora. A
continuacion se deshidrataron en series de etanol en concentraciones crecientes (70%, y 95%)
de 30 minutos cada una tifiendo finalmente el tejido en Eosina-Y al 0.2% en etanol (95%) a 42C
durante la noche. Posteriormente se incubaron las muestras en etanol 100% durante 2 horas
(se repitid el proceso dos veces). A continuacidon se realizaron series de 2 horas en
concentraciones crecientes de Histoclear (25%, 50%, 75% y dos al 100%; National Diagnostics),
compuesto basicamente de limoneno, en etanol. Se afiadié entonces un volumen igual de
parafina Paraplast-Plus (Sherwood Medical) fundida a 582C y se incubd durante mds de 8 horas
a esa temperatura. A continuacién se sustituyé la mezcla por parafina 100%, realizando
cambios con parafina nueva cada 3 horas hasta la total eliminaciéon del Histoclear. Debe
evitarse que el proceso de imbibicién dure mas de 3 o 4 dias. Por ultimo las muestras se
dispusieron en la orientacidn deseada en moldes de aluminio (Selecta) con parafina liquida,
montando encima un soporte de plastico, y se dejé solidificar a temperatura ambiente.

Obtencion de cortes histologicos.
Se utilizdé un microtomo Microm HM330 para la obtencidon de cortes histoldgicos. Sobre las
muestras incluidas en parafina, los cortes se realizaron a 8 um (12 um en el caso de los guses)
con cuchillas Accu-Edge (Bakura) y se extendieron en un bafio con agua destilada a 422C antes
de colocarlos en el portaobjetos. Las secciones se desparafinaron con Histoclear (National
Diagnostics) y se visualizaron al microscopio dptico.

Analisis de expresion génica mediante micromatrices

Extraccion de RNA total
El protocolo de extraccion de RNA empleado se describe en el apartado Extraccion vy
purificacién de RNA total para micromatrices

Amplificacion del RNA

El RNA extraido se amplific6 mediante el sistema MessageAmpTM Il RNAA Kit (Ambion Inc.,
Austin, TX, EEUU), incluyendo para la retrotranscripcion en la mezcla de ribonucleétidos el
ribonucledtido modificado aminoalil-UTP al que se pueden acoplar los fluorocromos Cy3 o Cy5.

Acoplamiento del cebador T7 oligo-dT

El oligonucledtido T7 Oligo-dT se une a las colas poliA de los RNAm y sirve como cebador para
retrotranscribir la poblacién de mensajeros generando una copia de ADNc. Ademas este
oligonucledtido contiene la secuencia promotora de la RNA polimerasa T7 que permite
transcribir in vitro el ADNc obteniéndose el RNA amplificado. Para cada reaccién de
amplificacion se empled 1 pug de RNA total, original de cada muestra bioldgica, en 5.5 uL de
H20 a los que se anadieron 0.5 pL de cebador T7 Oligo-dT. La mezcla se incubd 10 min a 70°C
en un termociclador Perkin Elmer Cetus DNA termal cycler para el acoplamiento de los
oligonucleétidos al RNAm. A continuacidn se dejd enfriar en hielo.
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Transcripcion reversa. Sintesis de ADNc
Se afiadié a cada muestra 1 pL de tampdn “10x First Strand Buffer”, 0.5 uL del inhibidor de
ribonucleasas Ribonuclease Inhibitor, 2 uL de la mezcla de desoxirribonucledtidos “dNTP mix”
y 0.5 L de la enzima retrotranscriptasa “Array ScriptTM”. La reaccion se incubd durante 2 h a
42°C en un termociclador Perkin ElImer Cetus.

Sintesis de la segunda hebra de ADNc
A cada muestra se afadieron 31.5 pL de H20, 5 pL de tampdn “10x Second Strand Buffer”, 2 uL
de la mezcla de desoxirribonucledtidos “dNTP Mix”, 1 uL de la enzima “DNA Polymerase” y 0.5
pL de la ribonucleasa “RNase H”. La reaccidn se incubd durante 2 h a 16°C en un termociclador
Perkin Elmer Cetus.

Purificacion del ADNc

El ADNc sintetizado se purificé mediante el sistema DNA Clear (Ambion Inc., Austin, TX, EEUU).
Cada muestra se purifico en una columna “cDNA Filter Cartidge” previamente equilibrada
durante 5 min con el tampdn “cDNA Binding Buffer”. A cada muestra se afiadieron 50 pL de
H20 libre de ribonucleasas para llevar el volumen hasta 100 uL, se afiadieron 250 pL del
tampon “cDNA Binding Buffer” y se pasé por una columna “cDNA Filter Cartidge” previamente
equilibrada durante 5 min con tampdn “cDNA Binding Buffer”, centrifugando 1 min a 10,000
rpm y desechando el eluido. Se afiadieron a la columna 500 plL del tampdn de lavado “cDNA
Wash Buffer”, se centrifugé a 10,000 rpm durante 1 min y se desech¢ el eluido. Con el fin de
eliminar restos de tampdn y etanol de la columna se realizé una centrifugacidn extra sin afiadir
tampdn de lavado. Para eluir el ADNc purificado la columna se transfirié a un tubo de elucién,
depositando sobre la membrana de la columna 10 puL de H20 libre de ribonucleasas
previamente calentada a 50°C. La columna se incubd 2 min a temperatura ambiente y se
centrifugé 1 min a 10,000 rpm. Se hizo una segunda elucién con otros 10 uL de H20, juntando
ambos eluidos.

Obtencion de RNA amplificado mediante transcripcion in vitro
Se redujo el volumen del ADNc secando hasta 7 pL en un sistema “Speed Vacuum”. Para la
transcripcién in vitro se afiadié a cada reaccién 9 uL de la mezcla de ribonucleétidos (16.7 mM
de ATP, CTP y GTP 8.3 mM de UTP y 8.3 mM de aminoalilo-UTP (5-(3-aminoalil)-UTP. Ambion
Inc., Austin, TX, EEUU), 2 uL del tampdn “10X T7 Reaction Buffer” y 2 uL de la enzima RNA
polimerasa “T7 Enzyme Mix”. La reaccion se incubé en horno de hibridacién a 37°C durante 16
h.

Purificacion del aminoalil-RNA amplificado
Para purificar el RNA amplificado se empleé el sistema Mega Clear (Ambion Inc., Austin, TX,
EEUU). A cada reaccion de amplificacidén se afiadieron 60 uL de “Elution Solution”, 20 uL de
H20 libre de ribonucleasas, 350 uL del tampdn “RNAA Binding Buffer” y 250 uL de 96% etanol
y, tras mezclar suavemente, se introdujo en la columna “RNAA Filter Cartidge”. Se centrifugd la
columna durante 1 min a 10,000 rpm y se desechd el eluido. Se afiadieron 500 pL del tampdn
de lavado “RNAA Wash Buffer” y se centrifugd durante 1 min a 10,000 rpm y se desechd el
eluido. Se repitié otro lavado con “RNAA Wash Buffer” y se realizé finalmente una
centrifugacién extra con el fin de eliminar restos de tampdn y etanol de la columna. El RNA
amplificado purificado se eluyd 2 veces con 10 yL de H20 libre de ribonucleasas previamente
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calentada a 65°C, incubando 5 min a 65°C previamente a centrifugar 1 min a 10,000 rpm,
juntando las 2 eluciones. El aminoalil-RNA amplificado se cuantific6 mediante el
espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer.

Marcaje fluorescente del RNA amplificado

Se utilizaron 7.5 pg de aminoalil-RNA amplificado de cada una de las muestras. Como
marcador se emplearon los fluoréforos Cy3 y Cy5 (CyTMDye Post-labelling Reactive Dye Pack,
Amersham/GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, Reino Unido). Los fluorocromos, en
medio basico, se unen a los grupos amino de los aminoalilos del aminolil-UTP presente en el
RNA amplificado. Se resuspendio el contenido de cada vial de fluoréforo en 16 uL de DMSO de
los cuales se emplearon 4ul para marcar cada muestra. El aminoalil-RNA amplificado se seco
mediante “Speed Vacuum” y se resuspendid en 20 uL de 0.1M Na2CO3 pH 9.0. Se afadio 4 pL
del fluoréforo correspondiente y se incubd 1 h en oscuridad a temperatura ambiente. Tras la
incubacién se neutralizé el medio afiadiendo 35 pL de 100 mM acetato sddico pH 5.2.

Purificacion del Cy dye-aminoalil-RNA amplificado
Se afnadid a cada reaccién de marcaje 45 pL de H20 libre de ribonucleasas y se procedié a
purificar el Cy-dye-aminoalil-RNA amplificado mediante el sistema MegaClear (Ambion) (ver
apartado anterior). El rendimiento del marcaje fue cuantificado determinando la cantidad de
RNA obtenido y el nimero de picomoles de cada fluoréforo en el NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer, pudiendo asi calcular la actividad especifica de cada marcaje (picomoles
Cy por pg de RNA).

Hibridacion de Cy-dye-aminoalil-RNA amplificado con micromatrices de DNA
de oligonucleétidos largos

Se emplearon micromatrices de ADN generadas en la Universidad de Arizona
(http://ag.arizona.edu/microarray/), en las que se hallaban depositados oligonuleédtidos largos
(60-70 nucledtidos) del conjunto de Qiagen-Operon Arabidopsis Genome Array Ready Oligo
Set (AROS) Version 3.0. Este conjunto de oligos representa una gran mayoria de los RNAm de
Arabidopsis, ya que las 26,113 sondas depositadas en la micromatriz corresponden a 24,068
genes (sin redundancia). Para el marcaje del RNA se empled un método fluorescente de 2
colores que consiste en hibridar sobre la micromatriz RNA procedente de 2 poblaciones, cada
una marcada con un fluoréforo que emita a una longitud de onda diferente. De este modo,
comparando la intensidad de fluorescencia en cada longitud de onda para cada
oligonucledtido de la micromatriz, se puede inferir la diferencia entre los niveles de expresion
que existe entre las dos poblaciones para el transcrito concreto que representa dicho
oligonucledtido. Los fluoréforos empleados fueron Cy5 que presenta una longitud de onda
6ptima de emisiéon a 635 nm y Cy3 cuya longitud de onda 6ptima de emisidon se es de 532 nm.
La referencia (plantas silvestres) se marcé con uno de los fluoréforos y cada una de las
muestras por separado (ful y FUL:VP16) con el fluoréforo contrario.

Preparacion de los cristales
El ADN de las miromatrices se rehidraté exponiendo los cristales, 3 veces, durante 10 seg, al
vapor procedente de agua a 60°C. Una vez hidratada la micromatriz, se entrecruzé el ADN al
cristal sometiéndolo a 65 mJ de irradiacidn ultravioleta en el horno de entrecruzamiento UV
Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla CA, EEUU). Tras esto, se lavaron los cristales 2 veces en
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0.1% SDS y 4 veces en H20, realizdndose cada lavado durante 2 min y en agitacién. Se hizo un
ultimo lavado durante 30 segundos en 96% de etanol y se secaron los cristales centrifugando a
2,000 rpm durante 1 min.

Prehibridacion
Se cubrié la zona del cristal donde estd impreso el ADN con un cubre LifterSlip (Eries Scientific
Company, Portmouth, EEUU) y se pipeted bajo el cubre la mezcla de prehibridacién (6% de
SSC, 1% de BSA y 0.5% de SDS). Se prehibridé el cristal en una cdmara de hibridacién (Arrayit
Hybridization Cassette, TeleChem), incubando en un bafio de agua durante 30-45 min a 42°C.

Tras la prehibridacidn, los cristales se sacaron de la cdmara de hibridacién y se sometieron a 5
lavados de 30 segundos cada uno en H20 desionizada, secdndose a continuacion por
centrifugacion 1 min a 2000 rpm. Tras esto, se procedié inmediatamente a la hibridacion de los
cristales.

Preparacion de la mezcla de marcaje para la hibridacion
Se equilibraron las cantidades de fluorescencia de las dos poblaciones de RNA amplificado
marcado que se iban a hibridar en cada micromatriz (220-300 picomoles de fluoréforo),
siempre que las actividades especificas estuvieran en el mismo rango, evitando asi utilizar
poblaciones de RNA dispares en cuanto a la eficiencia del marcaje.

Se mezclaron los 230-300 pmoles de cada una de las 2 poblaciones a hibridar en una misma
micromatriz, una marcada con el fluoréforo Cy3 y la otra con Cy5. Se redujo el volumen hasta 7
pL secando en “Speed Vacuum”. Se afiadié 1ug de RNAt de levadura (Ambion) y 1 ug de polyA
(Roche), ambos preparados a 1 pug/uL, y se procedié al fragmentado de los RNAs con el sistema
Fragmentation Reagents (Ambion Inc.) en un volumen total de 10 uL, afadiendo 1 pL de “10x
Fragmentation Reagent”.El RNA amplificado se fragmenté incubando a 70°C durante 15 min,
tras lo cual se detuvo la reaccidn afiadiendo 1 uL de “Stop Solution”.

Previamente a la hibridacidn, a cada mezcla fragmentada se afiadié tampon de hibridacion
hasta un volumen de 100 pL, de modo que la mezcla quedd en una solucién con 50% de
formamida desionizada (Sigma-Aldrich, St. Louis, E.E. U.U.), 6x SSC (Molecular Sigma® Biology
SSC buffer 20x, Sigma-Aldrich, Irving, Reino Unido) 5x de solucién Dendhardt’s (Sigma-Aldrich
St. Louis E.E. U.U.) y 0.5% de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate Solution, 10%, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EEUU). La mezcla en tampdn de hibridacion fue desnaturalizada incubando durante 5
min a 95°C y usada inmediatamente en la hibridacién.

Hibridacion de las micromatrices
Se aplicd la mezcla marcada recién desnaturalizada a la micromatriz ya prehibridada
pipeteando bajo un nuevo cubre LifterSlip. Se realizé la hibridacidn encerrando los cristales
dentro de camaras de hibridacion que se introducian en un bafio de agua donde se incubaron
a 37°C durante 16h.

Lavado de los cristales
Una vez completadas las 16 h de hibridacidn, se procedid al lavado de los cristales para
eliminar restos de mezcla marcada no hibridada y de solucién de hibridacidn. Se realizaron
lavados en SSC en orden creciente de astringencia del siguiente modo: 5 min con 1x SSC, 0.1%
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SDS a 30°C; 5 min con 0.2x SSC, 0.1% SDS a 30°C; 2 min con 0.1x SSC a 28°C; 1 min con 0.1x SSC
a 28°C; lavado final de 10 segundos con 0.01x SSC a temperatura ambiente. A continuacién se
secaron los cristales centrifugando durante 1 min a 2,000 rpm.

Escaneado de los cristales

Las imagenes de las micromatrices hibridadas se obtuvieron escaneando en el escaner Genepix
4000B (Axon Instruments/Molecular Devices, Sunnyvale CA, EEUU) y mediante el uso de la
aplicacion informatica GenePix 4.0 (Axon Instruments). Las imagenes se escanearon a 635y a
532 nm. Se ajusté la ganancia del fotomultiplicador (PMT) en cada canal para obtener
aproximadamente un 0.05 -0.1% de sondas alcanzando la saturacion de sefial y de modo que
el cociente entre la sefial media de cada canal (para cada fluoréforo) en la superficie
escaneada se ajustase a 1.

Analisis de datos de las micromatrices

Analisis individual de las micromatrices

Para el analisis de las imagenes se empled de nuevo la aplicacién informatica GenePix Pro 4.0
(Axon Instruments). Se eliminaron las sondas de baja calidad por presentar forma irregular, por
situarse en una zona manchada, por su heterogeneidad, etc. Una vez identificadas las sondas
no validas, se calculé mediante la aplicacion informatica una serie de parametros indicativos
de la calidad de la micromatriz. De entre estos parametros, se tomaron los valores de la
mediana de la intensidad del fondo en cada canal para la aplicacion de un filtro de intensidad
minima que debia superar una sonda para ser considerada en subsiguientes analisis. En
concreto se seleccionaron como validas las sondas en las que la mediana de sus intensidades
fuese, al menos, dos veces mayor del valor medio de intensidad del fondo para ambos canales.
A continuacidn, se realizd una normalizacion lineal de los datos, utilizando para el célculo de
las constantes de normalizacion el cociente de las sefiales medias de intensidad de cada canal
para las sondas consideradas validas, eliminando ademas el 5% de sondas con mayor y menor
sefial de hibridacidn. La normalizacién lineal multiplica el valor del ratio (cociente entre las
intensidades de los 2 canales) por un factor constante que ajusta la media de los ratios para
todas las sondas hasta un valor de 1, que es lo que cabe esperar que resulte en un analisis de
expresion global. Una vez realizados estos ajustes se volvieron a calcular los pardmetros de
control de calidad y se comprobd si la micromatriz era adecuada para continuar con su analisis.
Estos fueron, que al menos un 55% de las sondas fuesen validas, y que el valor medio del
fondo para alguno de los canales no superase las 250 unidades de fluorescencia.

Ademas de la normalizacion lineal, con el uso de la aplicacion informatica Acuity® 4.0 (Axon
Instruments/Molecular Devices) se sometid a cada micromatriz a una segunda normalizacién
no lineal, de Lowess (Wilmouth et al., 2002) que busca corregir efectos técnicos
diferenciadores dependientes de intensidad. Asi, al representar en escala logaritmica los
cocientes de sefial frente a las intensidades totales (plot M/A), tras la normalizacién lineal, la
distribucidon queda centrada en torno a 0. Sin embargo, con la normalizacién de Lowess se
persigue ademads que esta distribucién sea simétrica en todos los intervalos a ambos lados del
centro de la distribucién en log2 (635/532) = 0, independientemente del valor de intensidad
total. En cualquier caso, las normalizaciones aplicadas no produjeron correcciones excesivas en
los datos, indicando la fiabilidad y buena calidad de los mismos.
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Generacion de conjuntos de datos

Para el andlisis de conjuntos de datos a partir de las micromatrices asi como para el analisis de
agrupamiento se utilizdo el programa Acuity® 4.0 (Axon Instruments/Molecular Devices).
Previamente a la construccién de los conjuntos de datos se aplicé un nuevo filtro de intensidad
con el fin de evitar cocientes con valores artefactuales debido a bajas intensidades de
fluorescencia en alguno de los 2 canales. Asi, por una parte, se descartaron sondas en los que
la diferencia entre la mediana de su sefial y su fondo local fuese menor a 100 en alguno de los
2 canales. También se eliminaron las sondas que presentasen una diferencia entre la mediana
de su sefial y su fondo local menor a 200 en ambos canales. Se aplicé también un filtro que da
por validas aquellas sondas que superan los criterios de calidad anteriormente citados en un
minimo del 70% de las micromatrices utilizadas.

Analisis de significatividad estadistica de los datos
Se empled una serie de analisis estadisticos basados en test tipo T de student para una
muestra mediante la aplicacién informatica Acuity® 4.0 (Axon Instruments/Molecular Devices)
a cada grupo de micromatrices, para encontrar diferencias entre cada alelo de FUL y el
silvestre, y entre los dos grupos de micromatrices, para encontrar diferencias entre los alelos.

Sobre los datos filtrados estadisticamente se procedié a promediar las 3 réplicas

Una vez se tuvieron los cambios en los niveles de los transcritos, se realizdé un cribado final de
los datos, aplicando un filtro de magnitud minima de cambio. Asi se eliminaron todas las
sondas que, a pesar de haber sido identificados como diferenciales segun los analisis
estadisticos, no presentasen al menos un cambio de 2 veces de induccién o represidn respecto
al silvestre o entre los alelos de FUL. Se consideraron como genes con expresién diferencial en
el proceso estudiado los que superaron todos los cribados descritos.

Andlisis de agrupamiento y PCA
Los genes se agruparon en funcién de sus perfiles de expresidn, en posibles dianas directas e
indirectas de FUL. Para el andlisis de la distribucidn de la variabilidad se realizé un ‘Principal
Component Analisis’ (PCA) mediante la aplicaciéon informatica Acuity® 4.0 (Axon
Instruments/Molecular Devices), utilizando 3 componentes principales.

Analisis de enriquecimiento de categorias de ontologia génica
Se realizé mediante la aplicacion EasyGO (Zhou y Su, 2007). Esta aplicacion compara dos listas
de genes, las convierte en listas de categorias de GO (Ashburner et al., 2000) mediante la
correspondiente tabla de asociacién gen-categoria de GO. Las 2 listas de GOs son comparadas,
de modo que se busca sobre-representacion significativa en una respecto a la otra, mediante
el test de Fisher. Ademas, aplica correccidon de test multiples por las multiples hipdtesis
testadas (los diferentes términos de GO).
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ANEXO 1

Cebadores utilizados paraclonar CDS a partir de cDNA

Nombre Secuencias'-3" Sentido Posicion Gen Incluye sitio
de restriccion
oVB1 GTCGACATGGGAAGAGGTAGGGTT foward ATG FUL sall
oVB2 GGATCCTACCTCGTTCGTAGTGGTAGGACG  revers STOP FUL BamHI
oVE3 GTCGACACGGCGTACCAATCGGAGCTAG foward ATG AG sall
oVB4 GGATCCTTACACTAACTGGAGAGCGG revers STOP AG BamHI
oVB5 ATGGTGAGGGGCAAAACTCAGATGAAG foward ATG SOCL i
oVB6 TCACTTTCTTGAAGAACAAGGTAACCCAATG revers STOP SOCL -
oVB7 ATGGCGAGAGAAAAGATTCAG foward ATG SVP =
oVB8 CTAACCACCATACGGTAAGCC revers STOP SVP £
oVB9 GTCGACATGTGGGATCTAAACGACGCA foward ATG AP2 sall
oVB10 GGATCCTCAAGAAGGTCTCATGAGAGG revers STOP AP2 BamHI
Cebadores utilizados para secuenciar las CDS clonadas
Nombre Secuencias'-3" Sentido Posicion Diana
GwW1 GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC foward extremoAttll pCR8/TOPO/GW
GW2 GTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA revers  extremoAttL2 pCR8/TOPO/GW
Cebadores utilizados para secuenciar la region genomicade AP2
Nombre Secuencias'-3' Sentide  Posicionrestecto ATG delgen
AP2F1 TTCGTAGAAGCAATCTATCAA foward -2252a-205 AP2
AP2R1 TGATGACATTTTTCAACACCA revers 598 a 518 AP2
AP2F2 TGTGGGAAACAAGTTTACTTA foward 541 a 561 AP2
AP2R2 TGCCGTTACATITGATTGCAG revers 1357 a1377 AP2
AP2F3 TCTCGTTACTAATTGATTTTIC foward 1300 a 1320 AP2
AP2R3 AAACTTATCCAATTTCCCATA revers 2359 a 2379 AP2
Cebadores empleados en los genotipados
Nombre Secuencias’-3' Sentido  Posicion respecto ATG delgen
AGI1FOR GGACAATTICTAA CACCGGATC foward 3269 a 3285 AG
AGIBACK CTATCGTCT CACCCA TCA AAAGC revers 3563 a 3585 AG
AP2F3 TCTCGTTACTAATTGATTTIC foward 1300 a 1320 AP2
AP2R3 AAACTTATCCAATTTCCCATA revers 2359 a 2379 AP2
RP-AP2 GATTTGACACTGCTCATGCAG foward 652 a 672 AP2
LP-AP2 TGGTTTGAATTGGGAGTATGG revers 1802 a 1822 AP2
LBb1-3 (ap2-12) ATTTTGCCGATTTCGGAAC revers T-DNA -
ful-2F CAAATGTTACACATTATAACATGTGAA foward 987 a1013 FUL
ful-2R GCCTTGAGCTTAGCATGTTCTAGGGCC revers 1251 a 1277 FUL
S50C1-21 GATATGGTGAGGGEGCAAAACTC foward -3a19 S0C1
S0C1-22 CTGAAACATCTGATCAAAAGCTG revers 925 a 947 SOC1
S0C1-23 T-DNA TTIGGGTTCACGTAGTGGGCCATCG revers T-DNA -
RP 5VP-32 TCAGCGAACTTCAGAAAAAGG foward 1842 a 1862 SVP
LP SVP-32 TCATCCATATCTTGCAATGCC revers 2921 a 2341 SVP
LBb1 (svp-32) GCOTGGACOGCTTGCTGCAACT forward T-DNA -
uj26 AGATTTGCTGGATTTGATAAGG foward 867 a 888 FRI
ui34 ATATTTGATGTGCTCTCC revers 1058 a 1075 FRI
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Cebadores utilizados en el experimento de ChIP

Nombre Secuencias'-3' Sentido Posicion respecto a ATG del gen
AP21f TCGTACTTGATTGCGATTCCAA foward  -4517 a -4496 APETALAZ2
AP2-1r TTGATAGAAGGTAAAAGATATACAACTGCTC  revers -4447 a-4417 APETALAZ2
AP2-2f TAACCTCAAGGGTTTTATATGGGC foward  -1906 a-1883 APETALAZ
AP2.2r TCGGGCTTGATCGGTAATG revers -1824 a3 -1806 APETALA2
AP2C f GCACCACACCAAACACAAAG foward 19 a 38 APETALAZ
AP2.C r GATCCAACCCGTTITACTTGGE revers 73 a9z APETALAZ
FLC-1f ATGTAATGGTCTAGATACGATGGTAGCC foward  -1570 a-1545 FLOWERING LOCUS C
FLC-1r ACATAAACAAACACACATAAGGAAGTCA revers -1499 a -1472 FLOWERING LOCUS C
FLC-2f GGCGGATCTCTTGTTGTTTCTC foward 308 a 329 FLOWERING LOCUS C
FLC-2r CGACATTGTTCTTCCTTAAATTITGGT revers 383 a 408 FLOWERING LOCUS C
FLC3f TIGTTCGTAGTCCTGATCAAATGTTAT foward 2647 a 2673 FLOWERING LOCUS C
FLC-3r TTACAAAGCGTGTTATCAAAACCATTA revers 2721 a 2747 FLOWERING LOCUS C
FLCAf CTGGGTTTGGTAGAGATTCAATAAGATT foward 5035 a 5062 FLOWERING LOCUS C
FLC4r ACACAACCTTICAAGGAAACCAATAT revers 5111 a 5135 FLOWERING LOCUS C
LFY-1f CTATACGACGTCGTTTGAAAGGGATCC foward -2311 a -2285 LEAFY
LFY-1r GCGTTTATATCTTCTCGGTCAGCCCA revers -2205 a-2180 LEAFY
LFY-2f TATCTTCCCCTAACAATACTTCCAAAGC foward -1045 a -1018 LEAFY
LFY-2r TCTTTGCAGAAGCCCGATAAGTTACT revers -840 a -915 LEAFY
SOC1-1f TATATCGGGAGGAGGACCACAC foward -1805 a -1784 S0C1
SOCL-1r ATCCATACAGATTTTCGGACCT revers -1703 a-1682 S0C1
SOC1-2f TGGACGCTTGAAACCTCATCCT foward -1028 a -1007 S0OC1
SOC1-2r GGGAGGGAAAAAGATGTGTATG revers -936 a -915 S0oC1
SOC1-3f GCAAAAGAAGTAGCTTTCCTCG foward -752 a -730 SoC1
SOC1-3r AGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTG revers -678 a -657 sSoC1
SOC1-4f GGATGCAACCTCCTTTCATGAG foward -396 a -375 S0C1
SOCL-4r ATATGGGTTTGGTTTCATTTGG revers -339 a -318 S0oC1
SOC1-5f ATCACATCTCTTTGACGTTTGCTT foward 310 a 333 SoC1
SOC1-5r GCCCTAATTTTGCAGAAACCAA revers 359 a 380 S0oC1
SOC1-6f TGTTTCAGACATTTGGTCCATTTG foward 940 a 963 S0C1
SOCL-6r AGTCTTGTACTTTTTCCCCCTATTTTAG revers 1029 a 1056 S0C1
SVP-1f ATGGGTTTGTAGTAGTTGCGT GGAGTA foward -1878 a -1852 SVP
SVP-1r TTGGGACACGATCCATTGTCCGTACAG revers -1813 a 1783 SVP
SVP-2f TTCAGTGATGATTGATACCCCC foward -1383 a -1362 SVP
SVP-2r CACTAATTTGGAAAGTTTGTCATGC revers -1317 a 1293 SVP
SVP-3f TCCATTTCAGTCGTCTTGTCAC foward -252 a -231 SVP
SVP-3r GAAGAGATGGAGGAGGAGGAAG revers -154 a -133 SVP
SVP-4f CTGATACATAGGAGTTTACTGTATC foward 291 a 315 SVP
SVP-4r GAATATTACCGTAGTTAGATACC revers 433 a 455 SVP

Controles internos
ACTf CGTTTCGCTTTCCTTAGTGTTAGCT foward -657 a -633 ACTINAZ
ACT r AGCGAACGGATCTAGAGACTCACCTTG revers -550 a -524 ACTINAT

UBQ10f GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG foward 1446 a 1472 UBIQUITINALQ

UBQ10r AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT revers 1479 a 1506 UBIQUITINALO
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Genotipado Cebadores T? anillamiento dCAPS Resultado
Enzima mutante silvestre
AGIFOR _
ag-1 —_— 550 HindIII 297 + 20 pb 317 pb
AGIBACK
AP2 F3
ap2-102 550 - 737 + 343 pb 1081 pb
AP2 R3
LP-AP2
ap2-12 RP-AP2 Lgo - 700 1171
LBb1-3
ful-2 f
ful-2 5g° Apal 201 pb 263 + 28 pb
ful-2 r
Ulze
FRI 510 - 209 pb 226 pb
Uiz4
socl-2 1
socl-2 socl-2 2 5go - 600 pb 900 pb
socl-2 T-
DMNA
LP-SVP-32
svp-32 RP-SVP-32 5go - 800 pb 1000 pb
LBb1
wuslA
wus-1 550 Rsal 246 + 93 pb 246 + 65+ 28 pb
wus1s
spi-11
sup-2
pi-1 Las combinaciones génicas entre estos mutantes y ful o FUL::VP16 presentaron
fenotipos muy evidentes y caracteristicos, por lo que se seleccionaron
crc-1 : 43 1 e ;
analizando la segregacién en la F2, e identificando los fenotipos
clv3-2 correspondientes.
knu-1
fil
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Abreviaturas:

%: por ciento

9C: grados centigrados

WF: microfaradios

Mg: microgramos

pl: microlitros

KMM: micromolar

Q: ohmios

A: adenina

Arabidopsis: Arabidopsis thaliana
Basta: glufosinato de amonio
BiFC:

C: citosina

CaMV 35S: promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor

cDNA: DNA complementario

ChIP: inmunoprecipitacion de la cromatina
(“Chromatine InmunoPrecipitation”)

ChIP-ChIP: ChIP acoplado a un experimento
con micromatrices de DNA

ChlP-seq.: ChIP acoplado a un proceso de
secuenciacién masiva

cm: centimetros

Col: ecotipo Columbia
C-terminal: carboxilo terminal
DC: dia corto

DEPC: dietilpirocarbonato

DL: dia largo
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DMF: N,N-dimetilformamida
DMSO:: dimetil sulféxido

DNA: 4cido desoxirribonucleico
DNasa: desoxirribonucleasa

dNTP: desoxinucledsidos trifosfato
DIG: digoxigenina

DO: densidad dptica

Ed. o ed.: edicion

Eds. o eds: editores

EDTA: etilen-diamino-tetraacetato sédico
EMS: etilmetanosulfonato

et al.: y otros

Fig.: figura

g: gramos

G: guanina

GPA: Paro global de la proliferacion (“Global
Proliferative Arrest”)

h: horas

His: histidina

IAA: acido indolacético
IAN: indol acetonitrilo
IAOx: indol-3-acetaldoxima
IBA: 4cido indol-3-butirico
IPA: 4cido indolpirdvico
ISH: hibridacién in situ

Kan : kanamicina



Kan® o KanR: resistencia a kanamicina
kb: kilobases

kg: kilogramos

lacZ: B-galactosidasa

LB: medio Luria-Bertani

Ler: ecotipo Landsberg, portador de la
mutacion erecta

LiAC: acetato de Litio

LRRRK: receptor quinasa con repeticiones
ricas en leucina (“Leucine Rich Repeat
Receptor Kinase”)

m: metros

M: molar

Mb: megabases

mbar: milibares

MES: acido 4-morfolino-etano-sulfénico
mg: miligramos

min: minutos

ml: mililitros

mm: milimetros

mM: milimolar

MmRNA: RNA mensajero

MS: medio de Murashige y Skoog
(incluyendo vitaminas)

NPA: acido naftilftaldmico
ng: nanogramos

nM: nanomolar

pag.: pagina

Pa: pascales

p.b.: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PEG: polietilen glicol

pM: picomolar

RNA: acido ribonucleico

RNA poli(A)": RNA mensajero
poiliadenilado

RNasa: ribonucleasa
rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: retrotranscripcién y PCR
semicuantitativa

SAM: meristemo apical del tallo (“Shoot
Apical Meristem”)

SDS: n-dodecil sulfato sédico
seg: segundos

SEM: microscopia electrdnica de barrido
(“Scanning Electron Microscopy”)

T: timidina

TAE: Tris-acético-EDTA
TBE: Tris-borato-EDTA

TE: Tris-EDTA

tRNA: RNA de transferencia
Trp: triptéfano

U: unidades

UV: ultravioleta

v/v: volumen por volumen
V: voltios

W: vatio
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