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Introduccién general

INTRODUCCION GENERAL

1. TRANSICIONES ENTRE FASES DE DESARROLLO EN LAS PLANTAS

Las plantas pasan por una serie de fases de desarrollo durante su ciclo vital que estan
moduladas por sefiales ambientales y enddgenas. Después de la germinacion se inicia una fase
de desarrollo en la que los brotes pasan por un periodo de crecimiento vegetativo durante el
cual incrementan rapidamente su tamafio, su capacidad fotosintética y acumulan reservas.
Durante esta fase juvenil, las plantas no tienen competencia para florecer; son insensibles a la
induccidn por factores ambientales como consecuencia de la regulacion que ejercen los factores
enddgenos (revisado recientemente por Bergonzi & Albani, 2011; Huijser & Schmid, 2011).
Con la transicion a la fase adulta, las plantas alcanzan la competencia para responder a los
inductores florales, requisito indispensable para la transicion a la fase reproductiva. La
regulacién de la transicion a la floracion es un determinante clave para el éxito reproductivo de
las plantas y juega un papel esencial en la adaptacién de las plantas a las estaciones y a la
geografia.

A efectos practicos, entender cuando y cémo ocurre el cambio de la fase juvenil a la adulta
y de la fase vegetativa a la reproductiva es importante para la gestion de las cosechas en las
especies con interés agronémico. Por ello se usan especies como el arroz, el tomate, la
remolacha o la cebada como modelos de estudio de las rutas de control de la floracion a partir
de los conocimientos generados en Arabidopsis thaliana. En estas especies, una floracion
temprana puede conllevar una reduccion en la biomasa y en el niumero de semillas fértileso de
frutos; por el contrario, una prolongada etapa vegetativa podria dar lugar al incremento en la
biomasa y afectar a la produccién de las semillas. En el caso de los arboles, como en el modelo
Populus sp, resulta interesante incrementar su crecimiento vegetativo para aumentar asi la
produccion de celulosa o para obtener mas biomasa para la generacion de bioenergia (Demura
& Ye, 2010).

1.1 Transicion de la fase juvenil a la fase adulta durante el crecimiento vegetativo

El crecimiento vegetativo se puede dividir en una fase juvenil y una fase adulta. En general,
la duracion de la fase juvenil difiere entre especies, desde un periodo de unos pocos dias en las
plantas herbaceas anuales (Arabidopsis thaliana), que tienen un crecimiento rapido y completan
su ciclo vital en una estacién de crecimiento, a largos periodos que pueden durar afios en el
caso de especies perennes (Populus sp.).

Desde el punto de vista morfoldgico, la transicion de la fase juvenil a la adulta lleva
asociadas algunas modificaciones fenotipicas, que pueden diferir entre especies pero que, en
general, incluyen cambios en la morfologia de la hoja (tamafio, forma, disposicion y velocidad
de produccion); en el patron de diferenciacion de la epidermis (cambio en la distribucion de
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tricomas y tamafio celular); en la produccién de raices adventicias; en la elongacion de los
entrenudos o, la mas evidente, en la capacidad para producir las estructuras reproductivas
cuando la planta es competente para ello.

1.2 Transicion de la fase vegetativa a la reproductiva: la transicion floral

Las especies anuales dedican toda su energia y recursos a maximizar el nimero de
descendientes en un Gnico evento reproductivo antes de morir. Por ello, es critico el momento
en que ha de iniciarse la floracion, ya que ésta supone un fuerte impacto en su viabilidad y
capacidad de supervivencia y reproduccion. A lo largo de la evolucién, este rasgo se ha
modulado y ajustado para que se produzca en el momento en el que las condiciones climaticas
son las mas adecuadas para permitir el éxito del proceso, de manera que se optimicen la
supervivencia y la dispersion de las semillas. Desde una perspectiva fisiologica, las plantas
evitan la baja produccion de semillas que ocurre si florecen prematuramente, mediante el
mantenimiento de la fase juvenil y la maduracion tardia, lo que permite un mayor crecimiento
que conlleva una mayor fecundidad y una mayor calidad de la descendencia (revisado en Jones,
1999; Poethig, 2010).

Durante la transicion floral, se producen una serie de cambios, al principio imperceptibles
pero irreversibles, en el meristemo apical del tallo (SAM por las siglas en inglés de shoot apical
meristem) asociados a la adquisicion de la competencia reproductiva en las plantas adultas
(Tooke et al., 2005) cuando éstas son capaces de responder a los estimulos inductores de la
floracion (Adrian et al., 2009; Amasino, 2010; Srikanth & Schmid, 2011).

En sentido amplio, hay dos tipos de informacion que las plantas usan para determinar este
momento Optimo en el que iniciar la floracion: sefiales ambientales y sefiales enddgenas. Entre
los factores ambientales que afectan al desarrollo de las plantas tenemos: (1) la duracion relativa
de las horas de dia y de noche (conocida como fotoperiodo), (2) la intensidad y la calidad de la
luz, ésta relacionada con la presencia o ausencia de plantas cercanas o la estacion del afio, y (3)
la temperatura; entre otros factores, como la disponibilidad de agua o nutrientes. En definitiva,
parametros que las plantas detectan en el ambiente en el que crecen y que perciben
principalmente en las hojas. En el segundo tipo de informacion encontramos sefiales internas
(o autbnomas), que acttan, en general, de manera independiente de los factores ambientales, y
que son esenciales para controlar, por ejemplo, el estado de desarrollo de las plantas.
Tradicionalmente, se ha considerado que hormonas (entre ellas las giberelinas, GASs) y
carbohidratos (sacarosa) eran los principales reguladores en esta ruta (Corbesier et al., 1998;
Moon et al., 2003; Ohto et al., 2001; Seo et al., 2011). Actualmente, se conocen mas rutas de
regulacién enddgenas, como la dependiente de la edad.

Para integrar la informacion que reciben, las plantas han desarrollado distintas rutas
genéticas en respuesta a estos estimulos. La regulacion genética de la transicion floral es la base
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fundamental de esta tesis, por ello, voy a profundizar aqui en algunas de las rutas genéticas que
conforman su regulacion.

2. RUTAS DE CONTROL DE LA FLORACION

Las rutas genéticas que perciben y responden a las sefiales ambientales y end6genas para
controlar cudndo debe producirse la floracion, conforman una compleja red génica que integra
dicha informacion y modula la accion de una serie de genes para disparar o reprimir la floracion
(Amasino, 2010).

Una de las rutas mejor estudiadas es la denominada ruta del fotoperiodo, que promueve la
floracion por exposicion a fotoperiodos inductivos, en el caso de Arabidopsis en dias largos (LD
en adelante, por las siglas del inglés long days). Otro importante factor ambiental que perciben
las plantas y regula a diferentes genes es la temperatura. En este caso, podriamos hablar de dos
rutas, ya que podemos separar la respuesta a periodos prolongados de frio (y hablariamos de
vernalizacion) y la respuesta a temperaturas moderadas. Tradicionalmente, las rutas del
fotoperiodo y la vernalizacion han sido las mas estudiadas entre las que responden al ambiente,
por lo que se dispone de abundante informacion sobre los genes implicados en ellas (Andrés &
Coupland, 2012; Srikanth & Schmid, 2011).

Existe ademas una regulacion autbnoma o enddgena de la floracion independiente de la
sefializacion ambiental. Una de estas rutas esta relacionada con la edad de la planta, y estd
regulada por la accion de dos microRNAs (miRNAs; revisado en Poethig, 2010).

De forma sintética, todas estas rutas se componen de una serie de genes que inducen la
floracion y de otros que la reprimen; la actuacion de unos u otros depende de la combinacion
de estos factores ambientales y enddgenos. La hipdtesis del control multifactorial de la
floracion, revisada por Bernier (1988), proponia que una serie de inductores y represores, que
incluyen hormonas y productos resultantes de la fotosintesis, eran los responsables del cambio
de la fase vegetativa a la reproductiva. Acorde con esta teoria, la iniciacion floral s6lo podria ser
disparada cuando los factores limitantes estan presentes en el SAM, en el momento y en la
dosis adecuadas (Bernier, 1988). Estos factores limitantes podrian ser las substancias
denominadas “florigenas”, concepto que ha cumplido méas de 70 afios (Chailakhyan, 1937,
revisado recientemente por Matsoukas et al., 2012), y que postula la existencia de una sefial (o
sefiales) que se produce en la hoja y que tiene la capacidad de moverse a lo largo del sistema
vascular hasta el SAM para promover ahi la floracion. Se ha demostrado que una de esas
sefiales (pero no la unica) es la proteina FLOWERING LOCUS T (FT) que es un potente
inductor de la floracion (revisado en Matsoukas et al., 2012) cuya expresion esta activada por el
factor de transcripcion CONSTANS (CO) (Putterill et al., 1995; Samach et al., 2000) en LD
(Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999).

Las rutas de control de la floracion actan de forma interdependiente, es decir, sus
componentes son regulados por diferentes sefiales procedentes de diferentes rutas. Por ello,



Introduccién general

debido a la complejidad del sistema, cada vez mas se habla de redes génicas de regulacion. Esta
interconexion y los mecanismos y componentes compartidos por diferentes especies nos
indican su conservacion e importancia evolutiva.

A continuacién se resumirdn los puntos méas importantes de las rutas en las que he
trabajado a lo largo de esta tesis.

2.1 Factores enddgenos: miRNAs

Los miRNAs son RNAs pequefios que no se traducen y que silencian genes que en muchos
casos codifican factores de transcripcion por complementariedad de secuencias (revisado en
Voinnet, 2009). Se ha descrito el papel de los miRNAs miR156 y miR172 en la regulacion de
procesos de desarrollo como son las transiciones de la fase juvenil a la adulta y de la fase
vegetativa a la reproductiva (revisado en Huijser & Schmid, 2011). Este papel en el control de
estas transiciones funciona con relativa independencia de los factores ambientales, por lo que
se consideran reguladores enddgenos de la floracion.

El miRNA miR156 mantiene la fase juvenil y retrasa la transicion a la fase adulta y con ello,
indirectamente, la floracion (Wu & Poethig, 2006; Wu et al., 2009). Se ha demostrado que la
transicion de la fase juvenil a la adulta esta acompafiada de un descenso en la abundancia de
miR156, a la vez que se observa un incremento en la abundancia de sus mRNAs diana, que
codifican varios factores de transcripcion SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE
(SPL), y de otro miRNA, miR172, durante el desarrollo de la fase adulta (revisado
recientemente en Huijser & Schmid, 2011). La expresion de miR172 promueve indirectamente
(y con independencia de CO) la activacion de FT en las hojas, en respuesta a GIGANTEA
(GI) (Jung et al., 2007), un gen regulado por el reloj circadiano y que promueve la floracién en
LD (S. Fowler et al., 1999). En este caso, miR172 silencia a varios factores de transcripcion de
la familia APETALA2 (AP2-like) (Jung et al., 2007; Mathieu et al., 2009), que a su vez son
represores de FT (Aukerman & Sakai, 2003). Ademas, el incremento de la expresion en el SAM
de los SPL activa la transcripcion de genes de identidad del meristemo floral (Wang et al., 2009;
Yamaguchi et al., 2009), los cuales activan posteriormente a los genes de identidad de érgano
floral (revisado en Causier et al., 2010). Por lo tanto, se considera que los genes SPL y MIR172
son promotores de la floracion.

El capitulo 1 aborda en detalle la regulacion de las fases de las transiciones entre las
distintas fases del desarrollo, mediada por el médulo miR156/SPL/miR172.

2.2 Factores ambientales: luz y temperatura

Arabidopsis thaliana es una planta facultativa de dia largo. Es decir, que aunque puede
florecer en dia corto (8 h luz/16 h oscuridad; SD, del inglés, short days), lo hace mucho mas
rapido cuando dispone de mas horas de luz (16 h luz/8 h oscuridad; LD). Esta respuesta
fisioldgica de las plantas a la duracion relativa del dia y la noche se conoce como respuesta
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fotoperiodica, y permite a las plantas adaptarse a los cambios en su ambiente derivados de las
estaciones (Thomas & Vince-Prue, 1997). Asi, el acortamiento de los dias prepara a las plantas
para una bajada de temperatura asociada a la llegada del otofio. Esta regulacion estacional nos
indica que debe existir una integracion de las sefiales luminicas y térmicas que perciben las
plantas.

La luz es un factor esencial para el desarrollo de las plantas. Tanto la duracion relativa del
dia y de la noche (fotoperiodo) como la intensidad y la calidad de la luz (longitud de onda)
determinan numerosas respuestas de las plantas al ambiente, y son percibidas en las hojas. La
forma en que las plantas captan estas sefiales luminicas esta mediada por los fotorreceptores,
que perciben de forma especifica una longitud de onda determinada. Entre los mas
ampliamente estudiados se encuentran los fitocromos (phyA-phyE), que absorben luz roja y luz
roja lejana, y los criptocromos (cryl, cry2) que absorben luz azul. En conjunto, los fitocromos y
criptocromos regulan el crecimiento y el desarrollo en respuesta al fotoperiodo y a la calidad de
la luz que reciben (revisado ampliamente en Kami et al., 2010).

El momento de inicio de la floracion también esta controlado por la temperatura a la que
crecen las plantas; asi las altas temperaturas promueven la floracion (Balasubramanian et al.,
2006; Kumar et al., 2012), mientras que las bajas temperaturas son capaces de retrasarla
(Blazquez et al., 2003; Strasser et al., 2009). Los mecanismos de percepcion y transduccién de
las sefiales de la temperatura siguen siendo poco conocidos, aunque se sabe que existe un
control genético (Blazquez et al., 2003) y un control epigenético (Kumar & Wigge, 2010).

Para entender mejor estas respuestas a la luz y la temperatura, y para simplificar su
complejidad, se presentaran de forma separada ambas rutas en el capitulo 2 de esta tesis.

2.2.1 Regulacion por la luz
* Ruta del fotoperiodo: médulo CO/FT en LD

La informacion que reciben de estas sefiales luminicas permite a las plantas medir la
duracion del dia; para ello se requiere un oscilador circadiano (que constituye un mecanismo de
control del ritmo interno), sensible a la sefial externa captada por los fotorreceptores. En
condiciones inductivas para Arabidopsis y otras especies de LD, coinciden un elevado nimero
de horas de luz (sefial externa) con el pico de expresion de una molécula controlada por el reloj
circadiano (ritmo interno). La coincidencia de ambos factores es la sefial que permite a la planta
reconocer que esta creciendo en condiciones favorables, y promover asi la floracion. En
cambio, en condiciones no inductivas no se produce esta coincidencia y la floracion no se
inicia. A este mecanismo se le conoce como modelo de coincidencia externa (revisado en
Yanovsky & Kay, 2003).

La molécula que esta regulada por la sefial luminica externa y por el reloj circadiano es el
factor de transcripcion CO (Suérez-Lépez et al., 2001; Valverde et al., 2004; Yanovsky & Kay,
2002), la activacion del cual depende de dos componentes del reloj circadiano: Gl y FLAVIN-
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BINDING KELCH F-BOX 1 (FKF1) (revisado en de Montaigu et al., 2010). En condiciones
inductoras de LD, la interaccion al final del dia entre Gl y FKF1 induce la degradacion de
represores transcripcionales de CO, promoviendo su expresioén (Sawa et al., 2007). De esta
manera, sélo cuando el pico de expresion de CO coincide con el periodo de luz al final del dia,
la proteina CO es capaz de acumularse. Su estabilizacion y su degradacién implica la actividad
de los fotorreceptores phyA/cry2 y phyB, respectivamente (revisado en Valverde, 2011). Por
un lado, phyA y cry2 mantienen la proteina CO estable durante las horas finales del dia y, por
otro, phyB promueve su degradacion en las primeras horas del dia. Por tanto, phyA y phyB
restringen, cada uno en un sentido, la actividad de la proteina CO a un momento determinado
del dia, habilitandola para activar la transcripcion de FT al final del dia y promover la induccion
floral.

En cambio, en condiciones de fotoperiodo no inductivo (SD), la proteina CO no es
estable. ElI complejo GI/FKF1 no es funcional, de manera que no puede degradar a los
represores transcripcionales de CO al final del dia. Ademaés, phyB desestabiliza a la proteina CO
durante la mafiana. Como resultado, CO sélo se expresa por la noche, momento en el que la
proteina, al igual que en LD, no puede estabilizarse debido a la actividad del complejo COP1-
SPA (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1/SUPPRESSOR OF PHYA-105) en
la oscuridad. Por lo tanto, FT no puede ser inducido por CO y la floracion no se acelera a
través de la ruta del fotoperiodo. La compleja regulacion transcripcional y post-transcripcional
de CO (Fig. 1) asegura que éste solo pueda activar la transcripcion de FT en el tejido vascular
de la hojaen LD y no en SD (revisado recientemente en Andrés & Coupland, 2012).

8 Long days b Shors days

Figura 1. Modelo de la regulacion transcripcional y post-transcripcional de la proteina
CONSTANS

En LD, el pico de mRNA de CO ocurre entre 12 y 16 horas después del inicio del periodo de luz y es
regulado por el componente del reloj circadiano Gl en interaccién con FKF1. Esta interaccion estabiliza
a FKF1 y promueve la degradacion de los factores CDFs, que reprimen la transcripcion de CO. La
inhibicion del complejo COP1-SPAL, mediada por phyA y CRY2, durante el dia no permite la
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acumulacion de la proteina CO durante las horas de luz, pero si su estabilizacién al final del dia;
posteriormente, durante las horas de oscuridad ese mismo complejo degrada de nuevo la proteina CO.
Ademas, existe un mecanismo de regulacidn por phyB, que degrada de forma independiente de COP1 a
la proteina CO durante las horas iniciales del dia. Esta regulacién transcripcional y post-transcripcional
permite que se produzca un pico de la proteina CO al final del dia, cuando ésta activara la transcripcion
de FT. En SD, el mecanismo de degradacion de los represores transcripcionales CDF por el complejo
GI/FKF1 no es funcional, de manera que se produce la represion transcripcional de CO durante todo el
periodo de luz. En estas condiciones, la proteina CO es degradada por la actividad de phyB y del
complejo COP1-SPA, los cuales evitan su acumulacion y funcionalidad para activar a FT. Extraido de
Andrés & Coupland (2012).

Ademaés, CO so6lo puede inducir la floracion cuando se expresa en las células acompafiantes
del floema o en las venas menores de las hojas maduras, pero no en el SAM (An et al., 2004;
Ayre & Turgeon, 2004); y su patrén de expresion es consistente con el modelo de coincidencia
externa citado anteriormente.

Recientemente, se ha descrito una via alternativa de activacion de FT a través de Gl, en
ausencia de CO o en SD. En este caso, Gl podria actuar evitando el acceso de los represores al
promotor de FT o bien, afectando a la estabilidad de éstos (Sawa & Kay, 2011). Ademas de FT,
se considera que su pardlogo TWIN SISTER OF FT (TSF) también forma parte del estimulo
floral. En condiciones inductivas, CO es capaz de activar a FT en la hoja (An et al, 2004,
Corbesier et al., 2007; Jaeger & Wigge, 2007; Mathieu et al., 2007) y a TSF en el apice del tallo
(Michaels et al., 2005; Yamaguchi et al., 2005), y parece que ambas proteinas son capaces de
viajar a través del sistema vascular hasta el SAM (Yamaguchi et al., 2005). La idea méas aceptada
es que es la proteina FT la que, desde las células acompariantes del floema, llega al SAM, donde
es funcional.

Una vez en el SAM, las proteinas FT y TSF interaccionan con el factor de transcripcion
FLOWERING LOCUS D (FD) (Abe et al., 2005; Jang et al., 2009; Wigge et al., 2005;
Yamaguchi et al., 2005). Juntos, FT/FD o TSF/FD activan la expresion de SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) (Wigge et al., 2005) produciendo un cambio
en el meristemo apical, que pasa de vegetativo (produce hojas) a inflorescente (produce los
meristemos florales). FT/FD y SOCL1 activan en los lados del meristemo a los genes de
identidad del meristemo floral, LEAFY (LFY), APETALAL (AP1), FRUITFULL (FUL) y
AGAMOUS LIKE 24 (AGL24), que son los que promueven el cambio de identidad del
meristemo inflorescente a meristemo floral, lo que dara lugar finalmente lugar a las flores
(revisado en Liu et al., 2009).

* Rutade las hormonas giberelinas en SD

Como planta facultativa de LD, Arabidopsis florece temprano en condiciones de
fotoperiodo favorable, pero también es capaz de disparar la floracién en condiciones no
inductivas de SD. En SD, la expresion de FT es muy reducida, ya que el pico de expresion de
su activador no coincide con las horas de luz, por lo que la proteina CO no es estable y se
degrada (Suarez-L6pez et al., 2001; Valverde et al., 2004; Wigge et al., 2005). En estas
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condiciones no inductivas, son las hormonas GAs las que asumen el importante papel de
inducir la floracion (revisado en Mutasa-Goéttgens & Hedden, 2009). De esta manera, las
plantas aseguran su reproduccién al activar la floracion incluso en condiciones ambientales
menos favorables (Wilson et al., 1992).

Las giberelinas se producen en la hoja y probablemente viajan hasta el SAM, donde se
acumula su forma bioactiva (GA4) (Eriksson et al., 2006). De la misma manera que se considera
a FT el “florigeno” principal en LD, las GAs lo serian en SD, ya que su acumulacion en el
SAM promueve la induccién de SOC1, LFY y FT (Blazquez & Weigel, 2000; Moon et al., 2003;
Porri et al., 2012).

La ruta de sefializacion de las GAs, que incluye su biosintesis, recambio y sefializacion, esta
fuertemente regulada por sefiales enddgenas del desarrollo (revisado en Yamaguchi, 2008). En
la ruta biosintética de la forma activa GA4, los dos enzimas que catalizan los pasos finales de la
biosintesis, la GA20-oxidasa (GA200x) y la GA3-oxidasa (GA30x), son clave en la regulacion
de la ruta (revisado en Hedden & Phillips, 2000). Centrandonos en los genes que codifican la
enzima GA3ox, responsable de convertir el precursor de las GAs en su forma activa,
encontramos una familia multigénica, consistente en al menos cuatro miembros, designados
como GA3ox1 a GA3ox4. Poco a poco se va conociendo mas sobre como cada uno de ellos
contribuye a optimizar los niveles de GAs bioactivas durante el crecimiento y el desarrollo. En
concreto, las formas GA3ox1 y GA30x2 son responsables de la produccién de GAs durante la
transicion floral (Mitchum et al., 2006).

2.2.2 Ruta de la temperatura ambiental

La temperatura es otra de las sefiales importantes que las plantas usan para determinar el
momento de la induccion floral. Esta afecta a las plantas de dos formas: (1) las bajas
temperaturas (0-4°C) son necesarias para las plantas que requieren de un periodo de frio para
florecer la siguiente temporada favorable (también algunos ecotipos de Arabidopsis, aunque no
es necesario en el caso del ecotipo Col-0), y (2) las temperaturas moderadas (16°C/27°C) que
experimentan a lo largo de su desarrollo también regulan la respuesta a la floracién.

En la respuesta a la vernalizacion actdan, entre otros, los genes FLOWERING LOCUS C
(FLC) y FRIGIDA (FRI) (revisado He, 2012), mientras que a temperatura moderadamente
bajas (16°C) o altas (27°C/28°C) los principales represores son los genes SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP), FLOWERING LOCUS M (FLM), ademas de la regulacion
epigenética mediada por los nucleosomas H2A.Z (revisado recientemente en Wigge, 2013).

Las temperaturas moderadamente bajas (16°C) combinadas con condiciones inductivas
(LD), retrasan la floraciébn como consecuencia de una baja expresion de FT (Blazquez et al.,
2003). En estas condiciones, SVP se une a los promotores de FT y SOC1 (J. H. Lee et al., 2007)
y reprime su transcripcion. En cambio, las temperaturas moderadamente altas (27°C)
combinadas con condiciones de fotoperiodo no inductivo (SD), promueven la floracion a
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través de la activacion de FT (Balasubramanian et al., 2006) por una via independiente de CO
en el que esta implicado PIF4 (Kumar et al., 2012).

3. INTERACCION ENTRE LAS DISTINTAS RUTAS

La accion final de todas las rutas es controlar la expresion de un pequefio nimero de genes,
los llamados integradores florales, que incluyen a FT (Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al.,
1999), TSF (Yamaguchi et al., 2005) y SOC1 (Yoo et al., 2005). La importancia de estos genes
radica en su papel como integradores de las diferentes sefiales ambientales y enddgenas que la
planta percibe como consecuencia del ambiente en el que se desarrolla y de acuerdo a su estado
de desarrollo. Su funcion es la de activar a los genes de identidad del meristemo floral, LEAFY
(LFY) (Lee et al., 2008), FRUITFUL (FUL) (Melzer et al., 2008) y APETALAL (AP1) (Abe et
al., 2005; Wigge et al., 2005), los cuales activaran a su vez, a los genes implicados en la identidad
del 6rgano floral, lo que daré finalmente lugar a las flores.

En FT convergen sefiales procedentes de distintas rutas ambientales y enddgenas, como
son el fotoperiodo, la temperatura, las hormonas GA o el efecto de los miRNA. En el SAM, es
SOC1, uno de los promotores florales que se activa mas pronto, quien también es capaz de
integrar las sefiales que le llegan de las hormonas GAs, el efecto de los miRNAs o el efecto de
la temperatura (Lee & Lee, 2010; Wellmer & Riechmann, 2010). La apropiada relacion del
conjunto de todas esas sefiales, en el tiempo y en el espacio, es lo que determinara finalmente la
floracion (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema de las diferentes rutas genéticas que regulan la floracién en Arabidopsis
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Se muestran las interacciones entre las diferentes rutas y genes implicados en el control de los
integradores florales, FT y SOCL, y su localizacion espacial, en hoja o meristemo apical (apex). Algunos
de estos genes han sido descritos en esta introduccidn y seran tratados en profundidad a lo largo de esta
tesis. Extraido de Wellmer & Riechmann, 2010.

4. LA IMPORTANCIA DE LOS REPRESORES DURANTE EL DESARROLLO

La idea de una sefial o sefiales o sustancias “florigenas”, es decir, sefiales moviles que
sintetizadas en la hoja viajan a través del floema hasta el &pice del tallo para promover la
floracion, lleva asociada la pregunta de si existen también sustancias “antiflorigenas”. La
deteccion de sefiales antagonistas que promueven el efecto contrario, el retraso de la floracion,
podria ser la respuesta. Aunque todavia no se han identificado moléculas mdviles que actien
como represores de la floracion, y por tanto no se ha identificado ninguna como
“antiflorigeno”, se han caracterizado muchas proteinas que reprimen la floracion. Una amplia
descripcion de activadores y represores puede encontrase en las recientes revisiones de
(Matsoukas et al., 2012; Srikanth & Schmid, 2011; Yant et al., 2009).

Los represores florales son esenciales para evitar la activacién prematura de los genes que
promueven la floracion, fundamentalmente FT y SOC1, asegurando la correcta duracion de la
fase juvenil, permitiendo la transicion a la fase reproductiva en condiciones Optimas para
asegurar el éxito reproductivo. Estos actlan directamente por medio de elementos cis-
reguladores, controlando la represion transcripcional, o bien mediante remodelacion de la
cromatina (revisado en Farrona et al., 2008). Durante la fase juvenil y la adulta pre-inductiva los
represores mantienen el SAM en estado vegetativo. Cuando la sefializacion autonoma coincide
con unas condiciones ambientales adecuadas, se supera esta represion y se dispara el proceso
irreversible de induccion floral.

En las dltimas décadas cada vez mas mecanismos de represion de la floracion estan
saliendo a la luz. Por ejemplo, se ha caracterizado un represor floral dentro de la familia génica
de FT, TERMINAL FLOWER 1 (TFL1). Estudios de interaccion proteica indican que FT y
TFL1 compiten en el meristemo por la modulacion de la actividad de FD (Ahn et al., 2006).
Ademas, TFL1 actta controlando el desarrollo de la inflorescencia regulando la expresién de
AP1y LFY (Ratcliffe et al., 1999). Otros represores ampliamente caracterizados pertenecen a
la familia de los genes MADS box, como son los citados anteriormente, SVP, FLC y FLM. Los
cuales parecen formar heterodimeros e interactuar a nivel de proteina (Lee et al., 2007; Li et al.,
2008; Scortecci et al., 2003) para regular la expresion de FT, FD y SOC1 en distintas
condiciones de temperatura (Balasubramanian et al., 2006; Lee et al., 2007; Scortecci et al.,
2001). Otro grupo de represores que estan implicados en la represion directa de FT en las
hojas, es el grupo de proteinas que contienen uno 0 mas dominios de union a DNA del tipo
AP2. Este grupo, lo podemos dividir en dos sub-grupos: (1) proteinas con un unico dominio
AP2y (2) proteinas con dos dominios AP2. En el primer grupo, encontramos a los genes de la
familia de factores de transcripcion RAV, a la que pertenecen los genes TEMPRANILLO
(TEM1 y TEM2). En el segundo grupo, encontramos al gen APETALA2 (AP2), que da
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nombre al grupo, asi como otros cinco factores de transcripcion que se caracterizan por tener
dos dominios de union a DNA del tipo AP2, ademas de tener un sitio de reconocimiento para
el MiIRNA miR172 (Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004). Los otros 5 miembros de la familia
(los genes AP2-like) son TARGET OF EAT 1-3 (TOE1-TOE3), SCHLAFMUTZE (SMZ) y
SCHNARCHZAPFEN (SNZ) (Schmid et al., 2003). Con la excepcion de TOE3, todos ellos
reprimen la floracion. Ademas, parece existir una redundancia funcional entre ellos (Aukerman
& Sakai, 2003).

La figura 3 muestra un esquema muy simplificado de las rutas de regulacion de la floracion,
en las que hemos trabajado a lo largo de esta tesis. Ademas se han destacado algunos de los
represores que vamos a presentar en detalle en los siguientes capitulos.

Edad Calidad de laluz ~ Fotoperiodo Temperatura ambiente

| i
Baja (16°C)
[1 co

SPLY
l LD sD
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\ [ GA30XL/2
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FLOWERING LOCUS T

| |

FLORACION

Figura 3. Esquema de las rutas y genes con los que hemos trabajado a lo largo de esta tesis

Se muestran de forma simplificada las tres rutas reguladores de la floracion en las que hemos trabajado y
que se van a detallar en los capitulos 1y 2. Se han destacado algunos de los represores florales (circulos)
en los que hemos centrado nuestro estudio (miR156, phyB, SVP y los genes TEM), asi como dos de las
moléculas inductoras de la floracion, FT y las hormonas GAs, responsables de la floracion en
condiciones de LD y SD, respectivamente. Las flechas indican regulacion positiva o activacion y las
lineas acabadas en barra indican regulacion negativa o represion.

5. LOSGENESTEMPRANILLO Y RAV1

Los genes TEMPRANILLO (TEM1 y TEM2), miembros de la familia de factores de
transcripcion RAV (Related to ABI3/VP1), presentan un dominio AP2/ERF y un dominio B3
de union al DNA. Esta familia estd formada por seis miembros: RAV1, RAV1-like, RAV2
(TEM2), RAV2-like (TEM1), RAV3y RAV3-like (Riechmann & Meyerowitz, 1998).

Los primeros estudios realizados sobre RAV1 han aportado informacion sobre la secuencia
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de reconocimiento al DNA de estos factores de transcripcion (Kagaya et al, 1999), ademas de
permitir la identificacion de un dominio represor presente en cuatro de los seis miembros de la
familia (Ikeda & Ohme-Takagi, 2009).

TEMPRANILLO

Caracterizados en nuestro laboratorio, los genes TEM acttian como represores en dos rutas
de control de la floracion: la ruta del fotoperiodo (en condiciones de LD) y la ruta de las
giberelinas (en condiciones de SD), reprimiendo directamente a FT (Castillejo & Pelaz, 2008) y
a los genes de la sintesis de las GAs GA30x1/2 (Osnato et al., 2012), respectivamente. De esta
manera, integran la regulacion de dos de las rutas mas importantes de la induccion floral,
determinando cuando debe desencadenarse la floracion tanto en dia largo como en dia corto.

En LD, se ha comprobado que TEML1 se une a la region 5UTR del promotor de FT,
evitando, aln en presencia de su activador CO, que éste se active y promueva una floracion
temprana. El anélisis de expresion de FT en plantas mutantes y sobre-expresantes de TEM, han
confirmado que éste presenta una expresion alterada respecto a las plantas silvestres; las plantas
mutantes muestran mayores niveles de FT, lo que se correlaciona con un adelanto de la
floracion, mientras que las sobre-expresantes muestran niveles indetectables de FT en estricta
relacion con el tiempo de floracion extremadamente tardio de estas plantas. Ademas, TEM1 y
TEMZ2 presentan elevados niveles de expresion en etapas tempranas del desarrollo que van
decreciendo a lo largo del desarrollo de la planta, mostrando de esta manera una relacion
opuesta al incremento paulatino en la expresion de FT. Estos datos sugieren que la bajada de
niveles de TEM es necesaria para el incremento de expresion de FT, sin que los valores de su
activador CO varien sustancialmente. Estos datos, junto con los datos genéticos obtenidos han
permitido determinar que es el balance entre el activador (CO) y los represores (TEM), el
responsable de la acumulacion de FT en condiciones de fotoperiodo favorable. Ademas, al
igual que CO, los genes TEM también estan regulados por el reloj circadiano, mostrando un
pico de expresion durante la noche. El uso de plantas transgénicas (de silenciamiento o sobre-
expresion) y de mutantes ha permitido demostrar la existencia de redundancia funcional entre
ambos genes (Castillejo & Pelaz, 2008, Osnato et al., 2012).

En condiciones de SD, se ha comprobado que TEM1 es capaz de unirse al primer exén de
los genes GA3ox1 y GA30x2, responsables de la produccion de la forma activa de las
giberelinas (GA4). La produccion de GAs en condiciones de SD es esencial para asegurar la
floracion. De esta manera, los genes TEM regulan de forma directa a los enzimas que catalizan
el paso final de su biosintesis, evitando de esta manera su generacion y acumulacion. En plantas
mutantes y sobre-expresantes de TEM, se altera la expresion de los genes GA30X1/2, lo que
provoca un adelanto o retraso de la floracion, respectivamente.

Tanto TEM1 como TEM2 funcionan como represores en la hoja; sin embargo su patron
de expresion es mas generalizado. La inactivacion de TEM1 exclusivamente en el SAM da lugar
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a una floracion temprana, lo que indica que TEM1 también tiene un papel represor de la
floracion en el meristemo apical (Osnato et al., 2012).

RAV1

RAV1 es el gen de la familia RAV mas proximo en homologia de secuencia a TEM1 y
TEM2. Todos los miembros de la familia de factores de transcripcion RAV comparten la
caracteristica estructura de dos dominios, un AP2 y un B3, que fue inicialmente descrita en
RAV1 (Kagaya et al., 1999). También comparte con el resto de miembros mas cercanos
(TEM1, TEM2 y RAV1-like) un dominio en C-terminal (cuyo motivo es RLFGV) el cual
exhibe una actividad represora (lkeda & Ohme-Takagi, 2009). RAV1 ha sido descrito como un
regulador positivo de la senescencia de las hojas (Woo et al., 2010); parece ser regulado
negativamente por brasinoesteroides (una hormona vegetal que promueve la expansion y la
division celular, y con ello el crecimiento de los o6rganos) (Hu et al., 2004) y regulado
positivamente por sequia, estrés salino y estrés bidtico (Sohn et al., 2006), ademas de por frio
(Fowler & Thomashow, 2002). En relacion con la temperatura, RAV1 ha sido descrito como
un gen que actda en respuesta al frio continuado (0-4°C), al ser rapidamente inducido en
respuesta a bajas temperaturas en paralelo a CBF2 (proteina del tipo DREB1) y ZAT12
(Fowler & Thomashow, 2002), las cuales contribuyen a incrementar la tolerancia al frio.
Ademas, ZAT12 y RAV1 actlan conjuntamente y en paralelo a la ruta de los genes CBF1-3
(Fowler et al., 2005). No se ha descrito que RAVL1 intervenga en la respuesta a las bajas
temperaturas moderadas de 16°C, por lo que hemos considerado interesante su estudio en estas
condiciones, al igual que para el resto de miembros de la familia RAV, los genes TEM1 y
TEM2.

6. REGULACION DEL CRECIMIENTO Y LA FLORACION EN OTRA
PLANTA MODELO: POPULUS SP

Mecanismos similares a los anteriormente citados en Arabidopsis, son utilizados por otras
especies para monitorizar las condiciones ambientales y adaptarse a los cambios estacionales.
Asi, las plantas perennes que crecen en zonas templadas del planeta pueden adaptarse y
sobrevivir a los cambios de duracion del fotoperiodo y temperatura.

El género Populus es la planta modelo utilizada en los estudios con especies perennes. En
climas templados, las especies de Populus florecen durante la primera, cuando el fotoperiodo es
mas largo y las temperaturas incrementan. Durante el verano, las yemas florales formadas el
afio anterior se desarrollan rapidamente, mientras que la llegada de condiciones otofales, con
dias cada vez més cortos y frios, inducen la parada estacional de crecimiento y a la formacion
de yemas terminales. Seguidamente, prosigue la entrada en dormancia de las yemas como
medida de proteccion frente al frio invernal. La percepcion del fotoperiodo es esencial para
determinar el inicio de la parada estacional de crecimiento y la formacion de las yemas. Este
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Introduccién general

rasgo es adaptativo y estd regulado por un estricto control genético (revisado en Jansson &
Douglas, 2007).

Todas estas sefiales ambientales, junto con sefiales enddgenas determinan los procesos de
desarrollo de las plantas. A diferencia de las especies anuales, las especies perennes tienen una
fase juvenil que puede durar varios afios, por lo que afio a afio han de adaptarse a los cambios
estacionales, ademas de asegurar la continuidad de este periodo de crecimiento vegetativo antes
de iniciar la transicion floral.

En los ultimos afios se han dado a conocer algunos de los mecanismos que usan las plantas
perennes para percibir los cambios ambientales, asi como los mecanismos end6genos que son
responsables de controlar las transiciones de fase.

Como en Arabidopsis, el médulo CO/FT de Populus juega un importante papel regulador en
el control de la floracion, ademas de controlar la parada de crecimiento estacional y la
formacion de las yemas. Bohlenius y colaboradores describieron cémo el pico de expresion de
PtCO al final del dia determina, al igual que en Arabidopsis, que pueda o no activar a PtFT1. La
activacion de FT1 coincide con una larga duracién de fotoperiodo, mientras que la no
activacion, se produce cuando PtCO pica en oscuridad, coincidiendo con un fotoperiodo mas
corto. En estas condiciones de fotoperiodo corto, se dispara la respuesta de parada estacional,
que inducira la formacion de las yemas (Bohlenius et al., 2006).

En Populus se han descrito dos genes homélogos al FT de Arabidopsis, son los genes PtFT1
(Bohlenius et al., 2006) y PtFT2 (Hsu et al., 2006). Ademas, se ha descrito muy recientemente la
implicacion del gen RAV1 homologo de Castanea sativa (CSRAV1), en la formacion temprana
de ramas silépticas al sobre-expresarlo en chopo (P. tremula). Este tipo de rama se forma
simultdneamente con el brote principal y no a partir de yemas dormidas; su produccion
incrementa significativamente el nimero de ramas, lo que implica un incremento en la biomasa,
importante para la obtencion de biocombustibles (Moreno-Cortés et al., 2012). Segun este
reciente estudio, el gen CsSRAV1 esta estrechamente relacionado con dos genes de la familia
RAV de Populus, los genes PtRAV1y PtRAV?2, los cuales a su vez, comparten un alto grado de
similitud con los genes de Arabidopsis AtTEM1, AtTEM2 y AtRAV 1.

El capitulo 3 de esta tesis estd centrado en el estudio de caracterizacion que hemos
realizado sobre los genes PtRAV1y PtRAV2 en Populus sp.
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OBJETIVOS GENERALES

A pesar de la creciente publicacion de nuevos datos sobre la funcion de los genes
TEMPRANILLO (TEM), siguen siendo muchas las cuestiones que quedan pendientes, y
resolverlas permitiria alcanzar un conocimiento mas completo de la regulacion de la
induccion floral. En este sentido, la presente tesis doctoral ha querido contribuir a ampliar el
conocimiento en uno de los puntos menos estudiados: la regulacion de los genes TEM.
Trabajos realizados en nuestro laboratorio han permitido asignarles la funcion de represores
florales; sin embargo, poco se sabia sobre su regulacion transcripcional. La identificacion de
estos genes como nuevos represores florales en rutas tan importantes como la regulada por
el fotoperiodo o la controlada por las hormonas giberelinas sirvio de punto de partida para
que otros grupos de investigacion se interesasen por ellos y profundizasen en su estudio.
Muchos de esos trabajos han sido publicados en el transcurso de la presente tesis doctoral.
Por tanto, este trabajo se suma a otros, a la vez que abre nuevas vias de estudio de los genes
TEM en diferentes rutas de control de la floracion, tanto afectadas por factores ambientales,
como enddgenos, en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Aunque en nuestro laboratorio
esencialmente se trabaja con Arabidopsis, conscientes de la importancia del control de la
floracion en plantas con relevancia agronémica, se han iniciado estudios de los posibles
ortélogos de los genes TEM en otros modelos, como son Oryza, Prunus o Populus. Asi, una
parte de este trabajo se ha dedicado al estudio y caracterizacion de los genes TEM/RAV en
el género Populus; en colaboracién con el Dr. Ove Nilsson del Umea Plant Science Centre
(UPSC), en Suecia.

En resumen, el proposito general de esta tesis es el de profundizar en el estudio de la
funcién y regulacion de los genes TEMPRANILLO de Arabidopsis en diferentes rutas
genéticas. Paralelamente, hemos querido iniciar el estudio de la posible redundancia de
TEM1 y TEM2 con otro gen de la familia RAV (a la que pertenecen los genes TEM), que
codifica el factor de transcripcion RAV1, El segundo objetivo general de esta tesis es la
caracterizacion de los posibles genes ortélogos de TEM en el género Populus.

Para cumplir dichos objetivos generales, se ha trabajado en cuatro lineas de investigacion:

- Implicacion de los genes TEMPRANILLO en el control de las transiciones de fase

por la accion de los miRNAs miR156 y miR172: juvenilidad y floracion (Capitulo 1).
- Efecto de distintos factores ambientales en la regulacion de los genes
TEMPRANILLO: luz, temperatura e interaccion entre ambas (Capitulo 2).

- Estudio de los posibles genes ortdlogos TEM/RAV-like en el género Populus
(Capitulo 3). Manuscrito (preparado pero no publicado).

- Estudio de la posible redundancia de RAV1 como miembro més cercano dentro de
la familia RAV. Este trabajo se desarrollard en paralelo al del resto de los objetivos
planteados para los genes TEM ya descritos.
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CAPITULO 1: SENALES ENDOGENAS: miR156 y miR172
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1. Transiciones entre las distintas fases del desarrollo

Como se ha comentado en la introduccion general, las plantas atraviesan una serie de
fases a lo largo de su ciclo vital. Dos de las transiciones criticas entre las distintas etapas del
desarrollo son el paso del estado juvenil al adulto, y, posteriormente, el cambio del desarrollo
vegetativo al reproductivo. Las fases juvenil y adulta son facilmente distinguibles por
cambios graduales en la morfologia foliar (la forma de las hojas, la longitud de los peciolos y
la produccién de tricomas abaxiales son algunos de los rasgos mas destacados) (Telfer et al.,
1997). Por otra parte, el cambio del estado vegetativo al reproductivo se observa claramente
cuando la planta adquiere competencia reproductiva y se produce el alargamiento del tallo
donde se formaran las estructuras reproductoras (Fig. 4). En ese momento se produce un
cambio irreversible en la identidad del meristemo apical del tallo (SAM, por sus siglas en
inglés), el cual deja de formar hojas para formar las flores.

El control del inicio de estas transiciones es importante para garantizar el éxito
reproductivo, manteniendo una fase juvenil suficientemente larga para acumular reservas y
permitir la floracion en el momento Optimo, teniendo en cuenta tanto factores enddgenos
como ambientales.

Transicion fase

Transicion fase
juvenil-adulma

vegetutivi-reproductora

Desarrollo vegetativo Desarrollo reproductivo

Figura 4. Fases del desarrollo y sus correspondientes transiciones de fase

Durante el desarrollo ocurren una serie de cambios morfoldgicos, méas o menos visibles a simple vista.
Inicialmente, éstos ocurren en la hoja, sefialando el cambio de la fase juvenil a la adulta. Después de
un tiempo determinado tanto por factores ambientales como enddgenos, las plantas adultas alcanzan
la competencia reproductiva y pasan a la siguiente fase de desarrollo en la que producen las
estructuras reproductoras.
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Si bien estas dos transiciones estdn separadas temporalmente, estan reguladas por los
mismos factores: el fotoperiodo, la temperatura o las hormonas giberelinas (Poethig, 2003).
En las rutas genéticas que responden a estos factores actan multitud de genes que controlan
la correcta determinacion temporal de las transiciones. Estudios desarrollados en Arabidopsis
thaliana sugieren que un mismo tipo de molécula parece regular el desarrollo de la planta
segln su edad, controlando asi los cambios de la fase juvenil a la adulta y la transicion a la
floracion (Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009). Estas moléculas son los microRNAs
(miRNASs) miR156 y miR172.

2. Mecanismo de accion de los microRNAs

Los miRNAs son pequeiios RNAs no codificantes de entre 20 y 24 nt. Descritos por
primera vez en Caenorhabditis elegans son componentes clave en la regulacion post-
transcripcional de la expresion génica en eucariotas, mediante el reconocimiento de
secuencias complementarias (revisado en Voinnet, 2009).

Gen MIR

OGN
ﬂ Transcripeidn

pri-microRNA

ﬂ Procesamicnition

Er

pre-microRN A
I'rJ FOCSMCTIEY I‘! 11§
DICER « Miclen
translocacion al
ciroplasma

Ciroplazma

TITTTITTTTIITITIN
UML) 3 A 5

microRNA duples Degradacion

Formacion

complejo RISC

TITTITOIROTRIITT
microRNA maduro

{funcional)

Figura 5. Mecanismo de biogénesis de miRNAs maduros
Esquema de la biogénesis y el procesamiento de los miRNAs hasta la formacion del miRNA maduro.

Los miRNAs estan, generalmente, codificados por varios genes MIR. La biogénesis de
los miRNAs maduros (Fig. 5) se inicia con la transcripcion de los genes MIR mediante la
enzima RNA polimerasa II; el resultado es una secuencia larga y de cadena sencilla
denominada pri-miRNA. Los pri-miRNAs se pliegan formando una estructura compleja en
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la que una parte tiene forma de horquilla (denominada stem-loop o hairpin, en inglés), que se
corta mediante una enzima DICER-like (DCL) para formar la estructura conocida como pre-
miRNA, que es un precursor del miRNA maduro. Las estructuras pre-miRNA se procesan y
se cortan, quedando dos cadenas parcialmente complementarias, conocidas como duplex.
Finalmente, una de las cadenas es incorporada a los complejos de silenciamiento (RISC) para
guiar la regulacién génica mediante silenciamiento de los genes diana que contienen una
secuencia complementaria al miRNA, mientras que la otra cadena es degradada. La
regulacién predominante en plantas se produce por corte directo de los mRNAs diana
complementarios, que son posteriormente degradados. Algunos miRNAs, como el miR172,
regulan a sus genes diana mediante inhibicion de la traduccion, un mecanismo mas
generalizado en plantas de lo que se pensaba inicialmente (Bartel, 2004; Brodersen et al.,
2008; Jones-Rhoades et al., 2006).

En el caso del miRNA miR156, en Arabidopsis existen 8 genes MIR156 (MIR156A-H) y 4
genes MIR157 (MIR157A-D) que forman 5 miRNAs maduros muy similares (Tabla 1), que
se identifican de manera simplificada como miR156.

Secuencia miRNA maduro
miR156a UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
miR156b UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
miR156¢ UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
miR156d UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
miR156e UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
miR156f UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
miR156g CGACAGAAGAGAGUGAGCAC
miR156h UGACAGAAGAAAGAGAGCAC
miR157a UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
miR157b UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
miR157¢c UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
miR157d UGACAGAAGAUAGAGAGCAC

Tabla 1. Secuencias de miRNAs maduros generados de los distintos locus MIR156 y MIR157
Estan indicados en negrita los cambios nucleotidicos en las distintas especies de miR156, utilizando
miR156a como referencia.

La secuencia de miR156 maduro es complementaria a una region concreta de algunos
genes SPL (clados SPL3, SPL9 y SPL10) y esta altamente conservada, por lo que es facil
detectar otras posibles dianas mediante programas bioinformaticos de andlisis de secuencias,
como miRBase (www.mirbase.org). La figura 6 muestra la complementariedad entre las

secuencias de miR156a y SPL9, como ejemplo.

19



Capitulo 1

miR156 maduro CACGAGUGAGAGAAGACAGU
SPL9 GTGCTCTCTCTCTTCTGTCA
Chr2:17587407 , ,17589630
17558 1750%

Protein Coding Gene Hodels
AT2042200,1 (SPLI ALSPLY)

Figura 6. Secuencia de reconocimiento de SPL9 por miR156
Se destaca el sitio de union de miR156 a la region codificante de SPL9, asi como la secuencia de
reconocimiento. Fuente; TAIR www.arabidopsis.org

De miR172 se han descrito 5 genes MIR172A-E que forman 3 miRNAs maduros
distintos en Arabidopsis (Chen, 2004). Los genes MIR172A y MIR172B generan uno de ellos;
MIR172C y MIR172D forman otro; y MIR172E el tercero. Entre el miRNA maduro
generado por MIR172A/MIR172B y el generado por MIR172C/MIR172D hay un cambio
en un nucleotido, al igual que entre MIR172A/MIR172B y MIR172E. El modo de accion de
este mMiRNA es mediante silenciamiento traduccional, aunque también puede cortar a sus
mRNA diana (Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004; Schwab et al., 2006). La unién por
complementariedad se ha detectado en la region codificante, cerca de la regién 3' UTR de
algunos genes de la familia. APETALA2 (AP2-like) (Chen, 2004). A continuacion se
muestran las secuencias de los 3 miRNAs maduros (Tabla 2).

Secuencia miRNA maduro
miR172a AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
miR172b AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU
miR172c AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG
miR172d AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAG
miR172e GGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU

Tabla 2. Secuencias de los miRNAs maduros generados de los distintos locus MIR172
Estén indicados en negrita los cambios nucleotidicos en las distintas especies de miR172 utilizando la
secuencia de miR172a como referencia.

En general, la elevada complementariedad entre un miRNA y los genes a los que silencia
ya identificados permite predecir nuevas dianas por medio de herramientas bioinformaticas.

3. Funcion de miR156 y miR172 en el control de la fase juvenil y la floracion

Los miRNAs miR156 y miR172 son componentes clave en el control genético de las
transiciones antes mencionadas y tienen como genes diana por un lado, varios factores de
transcripcion SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE), regulados
por miR156, que promueven el cambio de la fase juvenil a la adulta; y, por otro, varios
miembros de la familia AP2-like, dianas de miR172, que regulan la transicién a la fase
reproductora y el desarrollo floral (Bergonzi & Albani, 2011; Fornara & Coupland, 2009;
Huijser & Schmid, 2011; Poethig, 2009; Zhu & Helliwell, 2011).
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Ambos miRNAs se expresan de forma secuencial y opuesta, y estan relacionados
mediante SPL9, en redundancia con SPL10 (Wu et al, 2009). Una disminucion progresiva de
la expresion de miR156 a lo largo del desarrollo conlleva un incremento paulatino de SPL9 y
con ello un incremento de los niveles de miR172b, que reprime post-transcripcionalmente a
los represores AP2-like, o que finalmente da lugar a un incremento en los niveles de FT y
SOC1 vy, por tanto, se promueve la floracion (Fig. 7) (Mathieu et al., 2009; Wu et al., 2009;
Yant et al., 2010).

Todo ello convierte a este modulo regulador miR156/SPL9/miR172 en una ruta clave
para determinar el momento en que han de llevarse a cabo las transiciones de fase a lo largo
del desarrollo de la planta. Debido a esta importancia funcional, la expresion de miR156,
SPLs y miR172 estd regulada por sus propios genes diana en forma de bucles de
retroalimentacion positiva 0 negativa (Wu et al., 2009), lo que parece contribuir a la
estabilidad de las transiciones de fase al amortiguar los pequefios cambios de expresion (en el
caso de retroalimentaciones negativas), o bien, amplificando un cierto efecto (en el caso de
retroalimentaciones positivas) (Martinez et al., 2008).

Desarrollo vegetativo Desarrollo reproductivo

Fase juvenil Fase adulta

Figura 7. Esquema de la distribucién temporal de factores represores y activadores
implicados en procesos relacionados con el desarrollo vegetativo y reproductivo

La transicion de la fase juvenil a la adulta y el paso del desarrollo vegetativo al reproductivo estan
controlados por multitud de represores y activadores que controlan el momento éptimo en que éstas
se han de producir. Los represores tienen un papel importante durante la fase juvenil, en el desarrollo
vegetativo, evitando un cambio de fase prematuro. En cambio, cuando las sefiales enddgenas y
ambientales son las adecuadas, su efecto represor desciende para permitir la activacién de otros genes
que seran los activadores de los genes que, finalmente, acabaran promoviendo la adquisicion de la
competencia reproductiva.

3.1 Funcién del mdédulo miR156/SPL en el control de la transicién de fase juvenil
a adultay la induccién floral

Uno de los primeros miRNAs identificados en las plantas fue miR156, descrito por
primera vez en Arabidopsis (Reinhart et al., 2002) y ampliamente representado en multitud de
especies de dicotileddneas, monocotiledéneas, musgos y helechos.

Predicciones in silico y validaciones experimentales posteriores permitieron identificar
varios genes SPL como el grupo mayoritario de genes diana silenciados por miR156; aunque
no son los Unicos, al identificarse también un gen que codifica una proteina de la familia de
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los inhibidores de la invertasa/pectin metilesterasa como diana de miR156h (Addo-Quaye et
al., 2008). Las proteinas de la familia SPL fueron inicialmente descritas en Antirrhinum majus
como SBP1y SBP2. Su nombre SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE
(SPL) hace referencia al gen SQUAMOSA de A. majus (homélogo al gen AP1 de Arabidopsis)
al que se unen (Klein et al.,1996).

Estos factores de transcripcion tienen una secuencia altamente complementaria a
miR156, con entre una y tres discordancias en su secuencia (Rhoades et al., 2002).
Actualmente se sabe que miR156 reprime la actividad de 10 de los 17 miembros de la familia
SPL en Arabidopsis, por tanto, no todos ellos estan regulados por este miRNA (Rhoades et
al., 2002). miR156 actta induciendo el corte y la degradacion de los transcritos de los SPLs
que tienen secuencias complementarias a €l. Sabiendo que miR156 es necesario para
mantener la fase juvenil, la degradacion de los genes diana SPL sugiere que estas proteinas
acttan en sentido opuesto, promoviendo la transicion a la adulta (Schwarz et al., 2008; Wu &
Poethig, 2006).

Se ha observado que el sitio de union de miR156 a los SPL esta conservado en multitud
de plantas terrestres, lo que sugiere que el médulo regulador miR156/SPL es evolutivamente
antiguo y juega un papel importante en el desarrollo de diferentes especies (Guo et al., 2008).

3.1.1 MIR156 mantiene la fase juvenil y retrasa la transicion floral

En las plantas silvestres de Arabidopsis, la expresién de miR156 es elevada al principio del
desarrollo y decae a lo largo de la fase adulta (Wang et al., 2009; Wu & Poethig, 2006),
mientras que los niveles de sus transcritos diana (SPLs) muestran un patron opuesto: son
inicialmente bajos e incrementan a lo largo de la madurez de la planta (Cardon et al.,1997;
Schwab et al., 2005; Wang et al., 2009; Wu & Poethig, 2006). Esta observacion sugiere que
miR156 actla durante los primeros estadios del desarrollo asegurando una fase juvenil
suficientemente larga; y que su control sobre los SPLs, por medio de silenciamiento génico,
retrasa la transicion a la fase adulta (Schwarz et al., 2008; Wu & Poethig, 2006; Wu et al.,
2009). De forma complementaria, los experimentos de sobre-expresion constitutiva de
miR156 (plantas 35S::MIR156) muestran que este miRNA induce la produccion de un
elevado nimero de hojas juveniles (o lo que es lo mismo, alarga la fase juvenil), lo que se
relaciona con un retraso en la aparicion de tricomas en la cara abaxial de la hoja y un retraso
mas o menos sutil en la floracion dependiendo del fotoperiodo. Las plantas cultivadas en SD
muestran un retraso evidente en la floracion, mientras que en las plantas cultivadas en LD
este efecto es mas moderado (Schwab et al., 2005; Wu & Poethig, 2006). Por el contrario, las
plantas que expresan una secuencia parcialmente complementaria a miR156, capaz de
secuestrar al miRNA endogeno (lo que se conoce como “mimicry”; en este caso, plantas
35S::MIM156), muestran el fenotipo contrario: menos hojas juveniles, o 1o que es 1o mismo,
un adelanto de la fase adulta, con aparicion temprana de tricomas en la cara abaxial de la hoja
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y una floracion avanzada en cuanto al numero de hojas aunque florecen aproximadamente a
la vez que las plantas silvestres en cuanto a dias (Franco-Zorrilla et al., 2007; Todesco et al.,
2010). Estos resultados indican que miR156 es importante para el mantenimiento de la fase
juvenil, ya que retiene a la planta en estado vegetativo y retrasa el comienzo de la fase adulta
y, con ello, la transicion floral. miR156 no so6lo es necesario sino también suficiente para el
mantenimiento de la fase juvenil (Wu et al., 2009). Se cree que constituye una ruta endogena,
autobnoma e independiente de las condiciones ambientales y que regula la floracion de
manera dependiente de la edad de la planta.

Ademaés, miR156 también regula varios caracteres relacionados con la produccion de
hojas. El denominado plastocrono, definido como el tiempo que pasa entre la formacion de
dos hojas consecutivas, también se ve alterado tanto en las plantas 35S::MIR156 como en las
35S::MIM156: la sobre-expresion de miR156 provoca un incremento en la velocidad de
produccion de hojas (o lo que es lo mismo, plastocrono corto) y, al contrario, las plantas que
silencian miR156 invierten mas tiempo en producirlas (plastocrono largo) (Wang et al., 2008).

3.1.2 Los genes SPLs promueven la fase adulta y la induccién floral

En Arabidopsis, los genes de la familia SPL se distribuyen en 7 clados, de los cuales sélo 4
son regulados por miR156: clado SPL3 (SPL3/SPL4/SPL5), clado SPL9 (SPL9/SPL15),
clado SPL10 (SPL10/SPL11/SPL2) y clado SPL13 (SPL13/SPL6) (Guo et al., 2008). El
estudio de estos genes ha sido dificultoso debido a una elevada redundancia funcional que
complica el analisis fenotipico de los mutantes simples, y a la regulacion compleja provocada
por la presencia de secuencias de reconocimiento para miR156 tanto en la zona codificante
como en la region 3' UTR (Gandikota et al., 2007). Actualmente se tiene un mayor
conocimiento de su funcion y regulacion en diferentes estadios del desarrollo, gracias al uso
de mutantes multiples y de la sobre-expresion constitutiva de versiones resistentes a la accion
de silenciamiento del miRNA (Gandikota et al., 2007; Schwarz et al., 2008; Wang et al., 2009;
Wau et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009). SPL9 y SPL15 juegan un papel clave en la transicion
de la etapa juvenil a la adulta, la regulacion de la forma de la hoja, el control del nimero de
células y tamafio de las hojas y la velocidad de produccion de hojas, y, por otro lado,
SPL3/SPL4/SPL5, ademés de controlar la iniciacion de los tricomas abaxiales también son
importantes en la transicion de la fase vegetativa a la reproductiva y el desarrollo floral
posterior (Yamaguchi et al., 2009), en el control del nimero de células y el tamafio de las
hojas (Usami et al., 2009; Wang et al., 2008; Wu & Poethig, 2006; Wu et al., 2009) pero no
afectan a la forma de la hoja ni al plastocrono.

A grandes rasgos, estos genes operan en distintas rutas, promoviendo la formacion de las
caracteristicas morfoldgicas propias de la fase adulta, y en Gltimo término, la floracion. En las
plantas silvestres, los genes SPLs muestran una expresion elevada tras la induccion floral (con
un patrén opuesto al de miR156) y su sobre-expresion acorta la fase juvenil y acelera la
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floracion (Cardon et al., 1997; Cardon et al.,, 1999; Schwarz et al., 2008; Wu & Poethig,
2006). Por ejemplo, la sobre-expresion de SPL3 acelera la produccion de tricomas en la cara
abaxial de la hoja y el incremento del numero de células y, ademas, causa una floracion
temprana (Cardon et al., 1997; Usami et al., 2009; Yu et al., 2010). Respecto a este fenotipo,
hay que destacar que si bien la sobre-expresion de las versiones de SPL3/SPL4/SPL5
resistentes a la accion de miR156 (35S::rSPL3/35S::rSPL4/35S::rSPL5) promueve una
floracion temprana, no se han observado cambios fenotipicos en el mutante sencillo spl3 (Wu
& Poethig, 2006) y, por el momento, parece que no hay disponibles lineas mutantes para
SPL4 y SPL5. La ausencia de fenotipos en los mutantes sencillos de estos y otros SPLs
podria indicar que existe una elevada redundancia funcional en los diferentes grupos (Wang
et al., 2008).

Ademas de la regulacion por la accion de miR156, se ha descrito muy recientemente que
SOCl1 y FT son reguladores de SPL3/SPL4/SPL5, mediante unién directa a sus
promotores, en respuesta a sefiales de fotoperiodo inductivo (Jung et al., 2012a). Los mismos
autores también sugieren la funcion de un moédulo SOC1/SPL como mediador en la
promocion de la floracion en condiciones no inductoras de SD, a través de la regulacion de
las hormonas GAs.

En relacion con las GAs, resultados recientes relacionan a las proteinas DELLA
(reguladores negativos de la sefializacion de las GAs) con la regulacion de SPL. Se ha
sugerido que las GAs podrian activar la accion de SPLs a través de la degradacion de las
DELLA, tanto en LD como SD. Recientemente, se ha demostrado que las DELLA
reprimen a SPL3 en la hoja 'y a SPL3/SPL4/SPL5 en el SAM, ademas de reducir los niveles
de miR172 en la hoja en LD vy regular la actividad transcripcional de SPL9 (Galvéao et al.,
2012; Yu et al., 2012). Asi, la accion de las GAs seria la sefial inductora a través de la
regulacion de los SPLs (en la hoja o en el SAM), de manera independiente del fotoperiodo.

Por su parte, SPL9/SPL15 también promueven los rasgos morfol6gicos de las hojas
adultas: incremento de tamafio y ndmero de células, formacion de tricomas abaxiales y
margenes foliares serrados (Telfer et al., 1997; Usami et al., 2009); ademas, reducen el ratio
de produccion de hojas (plastocrono alterado) y aceleran la floracion. Parece que la
promocion de tricomas abaxiales en las hojas adultas podria producirse por mediacion de
SPL9 a través de la activacion de la transcripcion de MIR172B (Wu et al., 2009), asi como de
otros genes relacionados directamente con la produccion de tricomas. Si bien los mutantes
sencillos spl9 y spll5 no muestran cambios fenotipicos significativos de retraso de la
floracion, estos si se evidencian en el doble mutante spl9 spl15; ademas, las plantas que
expresan una version de SPL9 resistente a la accion de miR156, bajo el control de su propio
promotor (pSPL9::rSPL9), muestran una ausencia completa de fase juvenil, ya que forman
Unicamente hojas adultas, y ademas las producen muy lentamente (Schwarz et al., 2008;
Usami et al., 2009; Wang et al., 2008; Wang et al., 2009; Wu & Poethig, 2006; Wu et al.,

24



Capitulo 1

2009), lo que coincide con el fenotipo observado en las plantas 35S::MIM156.

Estos dos grupos, SPL3/SPL4/SPL5 y SPL9/SPL15, comparten redundancia funcional
en la produccion de tricomas abaxiales, asi como en la promocion de la floracién y la
identidad del meristemo floral. Ademas, ambos grupos presentan un rapido incremento de su
expresion en el meristemo apical del tallo en condiciones de fotoperiodo inductor (Schmid et
al., 2003).

Estos factores de transcripcion presentan una secuencia altamente conservada, el
denominado dominio SBP (Cardon et al., 1999; Yamasaki et al., 2004) que se une a motivos
de DNA que contienen el nacleo GTAC. Esto, unido a técnicas de inmunoprecipitacion de
la cromatina (ChlIP), ha facilitado la identificacion de genes diana directos. En concreto, se ha
descrito que SPL3 promueve la transcripcion de FRUITFULL (FUL), LEAFY (LFY) y
APETALA1 (AP1) (Wang et al, 2009; Yamaguchi et al, 2009); los cuales a su vez
promueven la activacion de genes que produciran los 6rganos florales; SPL4 y SPL5, la de
SOC1, FUL, LFY, AP1y FT (Yamaguchi et al., 2009); y SPL9, la de SOC1, AP1, FUL y
AGAMOUS-LIKE 42 (AGL42) (Wang et al., 2009). Estas vias de control de genes que
promueven directamente la floracion son en parte independientes de la via de miR172, y
funcionan en parte en paralelo al médulo FT/FD en el SAM. Se ha comprobado que la
expresion en el SAM de rSPL3 es suficiente para inducir la floracion a través de SOC1y FUL
(Wang et al., 2009), y SPL9 puede activar directamente a los integradores florales en una ruta
alternativa a la de miR172/AP2.

Por tanto, SPL3 y SPL9 acttan en paralelo para activar al inductor floral FT y a los otros
integradores (SOC1 y FUL) y asegurar la floracién en respuesta al fotoperiodo (Wang et al.,
2009; Yamaguchi et al., 2009) e independientemente de él, a través de la accion de las GAs
que regulan su expresion tanto en LD como en SD (Galvéo et al., 2012; Yu et al., 2012). Por
tanto, se unen en este punto tres de las rutas mas importantes del control de la floracion: la
dependiente del fotoperiodo, la dependiente de la edad, y la de las GAs.

Como se ha comentado, existe una regulacion en forma de bucle de retroalimentacion
entre miR156, miR172 y sus genes diana. En el caso de miR156, se ha observado una
retroalimentacion negativa entre SPL9/SPL10 y miR156a. En las plantas pSPL9::rSPL9 la
expresion de miR156a es mas alta respecto a los valores silvestres en SD. La evidencia de que
miR156 (y miR172) es regulado de manera positiva por los genes a los que silencia sugiere
que la expresion de esos genes estd modulada por un bucle de retroalimentacion negativo
que estabiliza y atempera los pequefios cambios que puedan producirse en los niveles de sus
mRNA (Wu et al., 2009).
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3.2 Funcién del moédulo miR172/AP2 en el control de la transicion y el desarrollo
floral

Al contrario que miR156, miR172 promueve la floracion a través del silenciamiento de
represores florales (Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004; Jung et al., 2007; Kim et al., 2006;
Schmid et al., 2003; Schwab et al., 2005; Yant et al., 2010). Mientras el médulo miR156/SPL
incorpora sefiales enddgenas relacionadas con la edad de la planta a las rutas de control de la
floracion, miR172 actla por debajo de éste regulando negativamente a varios miembros de la
familia de factores de transcripcion AP2, la cual presenta dos dominios de union a DNA del
tipo AP2 y regula la transicion floral y el desarrollo floral (Mathieu et al., 2009; Schmid et al.,
2003; Wu et al., 2009). A través de la union directa al promotor de MIR172B, SPL9
promueve la transcripcion de este miRNA, enlazando asi la regulacion de las transiciones de
fase a través de un modulo miR156/SPL9/miR172 (Wu et al., 2009). Acorde a esta
regulacién, miR172 incrementa su expresion durante el desarrollo de manera opuesta al
decrecimiento de miR156 (Aukerman & Sakai, 2003; Jung et al., 2007; Wu et al., 2009), lo
que provoca la regulacion negativa de sus genes diana AP2, TARGET OF EAT 1/2/3
(TOE1/TOE2/TOE3), SCHLAFMUTZE (SMZ) y SCHNARCHZAPFEN (SNZ)
(Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004; Schmid et al., 2003), que actllan como represores de
FT y SOCL. Sin embargo, estos no parecen ser los Unicos genes diana de miR172, ya que
recientemente se han identificado otros genes que contienen una secuencia complementaria a
miR172, con un numero variable de disparidades (“mismatches”). Entre los nuevos genes diana
identificados hay cinco N-acetilglucosamina desacetilasas y una tirosina fosfatasa, de funcion
aun no descrita (Zheng et al., 2012). Recientemente se ha publicado que miR172 también
induce la expresion de SPL3/SPL4/SPL5 a través de sus genes diana, ya que se ha
observado un incremento en los niveles de SPL3/SPL4/SPL5 en las plantas 35S::MIR172 y
en plantas mutantes para varios de sus genes diana. Los autores sugieren que las sefiales de
miR156 y miR172 no estarian directamente interrelacionadas, sino que ambas convergerian
en la regulacion de los genes SPL (Jung et al., 2011).

En las plantas que sobre-expresan o silencian a miR156, la expresion de miR172 esta
alterada y, en las plantas silvestres, el patron de acumulacién de miR172 es complementario y
opuesto al que presenta miR156 y similar al de SPL9. Estudios de expresion y de ChlIP han
confirmado la union directa de SPL9 al promotor de MIR172B, que contiene las secuencias
SBP que reconocen las proteinas SPLs (Wu et al., 2009).

La expresion de algunas de las especies codificadas por MIR172, como miR172a,
miR172b y miR172c, es baja durante la fase juvenil y va aumentando a medida que avanza el
crecimiento de la planta, alcanzando un maximo cuando la planta llega a la fase adulta. Esto
parece promover la transicion a la fase adulta reproductiva y la transicion floral. Otras
especies, como miR172d y miR172e, tienen niveles de expresion muy bajos y no parecen
mostrar cambios significativos durante el desarrollo (Jung et al., 2007).
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Su funcionalidad se ha demostrado por los cambios observados en los niveles de
proteina de sus genes diana, por ejemplo de AP2, al limitar su acumulacion en las plantas
35S::MIR172 en comparacion con las plantas silvestres (Chen, 2004). Las plantas que
expresan constitutivamente miR172 (35S:MIR172a y 35S::MIR172b) presentan tricomas
abaxiales antes que las plantas silvestres (Wu et al., 2009; Yant et al., 2010), es decir, tienen
acortada la fase juvenil, si bien otros rasgos, como la forma de la hoja, no se ven afectados.
El efecto opuesto se ha observado en las plantas silenciadas para miR172a. La sobre-
expresion causa un fenotipo pleiotrépico, lo que sugiere que tiene un importante papel en el
control de mdltiples factores que participan en distintos aspectos del desarrollo, como el
tiempo de floracion, la identidad de los 6rganos florales y, en general, el desarrollo vegetativo
(Zhu & Helliwell, 2011). Las plantas sobre-expresantes de miR172 muestran un fenotipo de
floracion temprana, tanto en LD como en SD, lo que se corresponde con valores de
expresion de FT elevados sin que los valores de CO se vean alterados.

De manera similar a los SPLs, los genes AP2-like se expresan en diversos tejidos
(presentan especificidad espacial y temporal) y presentan redundancia funcional y efectos
pleiotrépicos. Uno de los primeros implicados en la regulacion de la floracion fue TOEL; su
sobre-expresion (en plantas toel-D) provoca un retraso en la floracion, mientras que el
mutante toel presenta el fenotipo opuesto y florece significativamente mas pronto que las
plantas silvestres. Este fenotipo es mas fuerte en el doble mutante toel toe2, lo que indica que
podrian tener una funcién redundante. Este doble mutante también presenta un adelanto de
la aparicion de tricomas abaxiales, lo que relaciona a TOEL1 y TOE2 con el mantenimiento
de caracteristicas de hoja juvenil, aunque no varia la forma de la hoja (Aukerman & Sakai,
2003; Jung et al., 2007; Wu et al., 2009). De forma similar a lo que ocurre entre miR156 y
SPL9, miR172 y TOE1 también muestran una expresion complementaria y opuesta durante
el desarrollo (Jung et al., 2007).

La sobre-expresion de SMZ y SNZ también provoca un retraso de la floracion,
especialmente en LD. Por el contrario, parece que los mutantes smz y snz no florecen antes
que las plantas silvestres, aunque si lo hacen en combinacion con mutantes toe. La
observacion de que la floracién temprana del cuadruple mutante toel toe2 smz snz seguia
siendo relativamente més tardia que la que presentan las plantas que sobre-expresan miR172
(Mathieu et al., 2009), sugeria que miR172 esta controlando la floracion también a través de
otros factores. Con el séxtuple mutante toel toe2 toe3 smz snz ap2 se consiguié el mismo
fenotipo de floracion temprana que el de las plantas 35S::MIR172 (Yant et al., 2010). AP2,
inicialmente caracterizado como regulador del desarrollo floral al controlar directamente a
genes de identidad del 6rgano floral (Bowman et al., 1989), parece que también tiene un
papel en el control de la floracion. De hecho, se ha descrito a AP2 como regulador de los
integradores florales SOC1 y FUL (Mathieu et al., 2009; Yant et al., 2010). Ademas, parece
que SMZ puede unirse directamente a la region promotora de FT , SOC1 y AP1 (Mathieu et
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al., 2009). De esta manera, los genes diana de miR172 regulan a los inductores de la
floracion.

Se ha descrito un bucle de retroalimentacion negativa entre miR172b y TOE1/TOEZ2, en
el cual miR172b reprime a los TOE a la vez que estos activan al miRNA (Wu et al., 2009).
Este efecto se ha observado en los mutantes toeltoe2, en los que el miRNA maduro y el
precursor de miR172b estaban reducidos, y en las plantas sobre-expresantes de TOEL, en las
que el precursor de miR172b presentaba niveles ligeramente mas altos. Ademas, se han
descrito otros bucles entre miR172b y AP2, ademas de una unién de AP2 a miR156e (en una
regulacion positiva); lo que al final asegura una activacion de AP2, ademas de autoactivarse a
si mismo por unién a su propio promotor, mientras que SMZ reprime a varios genes diana
de miR172 (Mathieu et al., 2009; Schwab et al., 2005; Yant et al., 2010), que a su vez
reprimen a varios SPLs (Jung et al, 2011). Todo ello evidencia la existencia de una compleja
regulacion entre todos los elementos de la ruta miR156/SPL/miR172/AP2-like que
contribuye a la estabilizacion de las transiciones del desarrollo.

3.3 Regulaciéon de miR156 y miR172

Aparte de la regulacion ya descrita de miR172b por SPL9, parece que ambos miRNAs
podrian estar regulados por factores ambientales y enddgenos.

Recientemente se ha descrito que la temperatura es un factor de regulacion para miR156
y miR172 (Kim et al., 2012; Lee et al., 2010). Como se detallard en el siguiente capitulo,
pequefias variaciones en la temperatura, como un descenso moderado de 23/22°C a 16°C es
suficiente para retrasar la floracion, y parte de esta respuesta depende de los genes de la ruta
autonoma FCA/FVE (Blazquez et al., 2003).

Un estudio reciente sefiala que la proteina FCA regula el procesamiento del pri-miR172a
e incrementa los niveles del miRNA maduro al aumentar la temperatura (Jung et al., 2012b;
Lee et al., 2010); y este cambio es capaz de inducir la floracion al reducir los represores de la
familia AP2 que regulan a FT. Ademas, en la regulacion de miR172 esta implicada la proteina
SVP, que une directamente al promotor de MIR172A para inhibir su expresion en
condiciones de baja temperatura ambiental (16°C) (Cho et al., 2012). En el caso de miR156
se ha observado la respuesta contraria, una mayor acumulacion a 16°C que a 23°C (Lee et al.,
2010). En consecuencia, los respectivos genes diana de estos miRNAs se ven afectados
indirectamente por la temperatura. En el caso de los genes SPL, fundamentalmente
SPL3/SPL5 y SPLY9, incrementan su expresion a 23°C respecto a 16°C; mientras que los
genes AP2-like presentan un incremento de expresion a 16°C, especialmente TOEL, TOE2 y
SNZ (Kim et al., 2012; Lee et al., 2010). Ademas, en condiciones favorables de fotoperiodo,
la regulacion del procesamiento de miR172 por GI promueve un incremento en sus niveles
y, con ello, un cambio de la expresion de FT independiente de CO, dirigido a través de la
represion de sus genes diana, concretamente de TOE1 (Jung et al., 2007).
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Muy recientemente, se ha sugerido que los azlcares podrian formar parte de los factores
que regulan el cambio de la fase juvenil a la adulta, modulando la expresién de miR156
(concretamente de MIR156A y MIR156C), al reprimir su acumulacién a través de la
degradacion de sus transcritos primarios y mediante represion transcripcional (Yang et al.,
2013; Yu et al., 2013). Ademas, se ha publicado el efecto de la trehalosa-6-fosfato (T6P) y de
su enzima catalizadora, la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS1) en el control de la floracion a
través de la regulacion de SPL3/SPL4/SPLS5 (en el SAM), y de FT (en las hojas), de manera
parcialmente independiente de miR156 (Wahl et al., 2013).

Sin embargo, a pesar del avance en el conocimiento de nuevos factores que regulan la
accion de miR156, se conoce poco sobre los mecanismos que determinan su disminucion a
lo largo del desarrollo.

4. Los genes TEMPRANILLO y su participacién en el control de las
transiciones durante el desarrollo

Previamente en nuestro laboratorio se identifico a los genes TEM1 y TEM2 como dos
importantes reguladores de la floracion, tanto en LD (Castillejo & Pelaz, 2008) como en SD
(Osnato et al., 2012). Como se ha detallado en la introduccion general, estos actlan
reprimiendo a dos de los factores mas importantes que promueven la floracion en
condiciones de fotoperiodo inductor y no inductor: el gen FT y las hormonas GAs a través
de los genes GA30x1/2.

Los genes TEM juegan un papel clave al retrasar la floracion ya que permiten a las
plantas adquirir las reservas necesarias para producir las flores. Incluso en condiciones
inductoras, las plantas no florecen inmediatamente después de germinar. Los genes TEM,
que se expresan a muy altos niveles al principio del desarrollo, retrasan el momento de la
floracion adn en condiciones inductoras al mantener reprimido a FT (Castillejo & Pelaz,
2008). Ahora sabemos que, ademas de los genes TEM, existe una ruta enddgena de control
de la transicion floral en respuesta a la edad: la ruta de miR156/miR172.

Las expresiones de TEM1y TEM2 caen a lo largo del desarrollo de una manera similar a
la caida de la expresion de miR156 (Wang et al., 2009), lo que podria sugerir que uno podria
estar controlando la expresion del otro a lo largo del desarrollo. Esta caida en los niveles de
TEM permite el incremento de expresion de FT, es decir permite a su activador CO, que se
mantiene practicamente constante a lo largo del desarrollo, realizar su funcion. TEM1 y
TEMZ2, al ser redundantes, actuarian evitando una floracion precoz. Ademas, el fenotipo de
floracion tardia y pérdida de dominancia apical de las plantas sobre-expresantes de miR156 y
de los mutantes spl9 spl15 es muy similar al fenotipo observado en plantas sobre-expresantes
de TEM1y de TEM2 (Fig. 8).
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Cal-0 splPsplls I55:MIR156 IS5 TEMI

Figura 8. Comparacion de los fenotipos de las plantas spl9 spll5, 35S::MIR156 y
35S::TEM1

Los paneles (a) y (b) provienen del articulo publicado por Schwarz y colaboradores, 2008. Todos los
genotipos han sido cultivados en LD. Se observa que spl9 spl15, 35S::MIR156 y 35S::TEM1 pierden la
dominancia apical y florecen tarde. (c) Foto de 35S::TEM1 después de 6 semanas.

TEM2 parece estar mas expresado en las plantas smz-D (mutante con ganancia de
funcion) en la hoja y en el meristemo apical del tallo que en el tipo silvestre, mientras que la
expresion de TEM1 no esta alterada (Mathieu et al., 2009). Por experimentos de ChlP-seq se
confirmo la unién de SMZ a TEML1 en las inflorescencias y de AP2 a TEML1 en las hojas
(Yant et al., 2010). Todos estos resultados indican conexiones entre los genes TEM y la ruta
de miR156/SPL/miR172/AP2.

Las similitudes observadas entre la funcion y la expresion de miR156 y TEM nos han
llevado a plantearnos una posible relacion entre ambos genes y a preguntarnos si TEM1 y
TEMZ2 pueden actuar como reguladores de la transicion a la fase reproductiva de manera
dependiente de la edad.

El siguiente esquema (Fig. 9) resume algunas de las interacciones entre los miRNAs
miR156 y miR172 y los factores de transcripcion SPL con sus respectivos genes diana, en el
control de la fase juvenil y la floracion mediado por la edad. Ademas, hemos incluido la
funcion de los genes TEM como reguladores de la floracion a partir de la represion de los
genes FT y GA30x1/2, en una ruta que hasta ahora se ha descrito en paralelo a la de los
miRNAs. Este capitulo va a tratar de esclarecer si ambas rutas comparten reguladores
comunes Y si los genes TEM estan implicados en la regulacién de la floracion en la misma
ruta que miR156.
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Figura 9. Esquema simplificado de las interacciones entre los distintos componentes de las
rutas de regulacién de la floracion por la edad y la accion de los genes TEMPRANILLO

La transicion del estado juvenil al adulto en Arabidopsis thaliana estd regulada por la accién
complementaria de miR156 y miR172. La expresion de miR156 durante las primeras etapas del
desarrollo permite mantener el estado juvenil de las plantas a través de la regulacién negativa de sus
genes dianas, los factores SPL. Esta represion evita que miR172 se induzca, lo que origina que los
factores AP2-like repriman, al igual que TEM, a FT para evitar una floracion temprana. A su vez,
TEM también reprime a los genes GA30x1/2 responsables de la biosintesis de las hormonas
giberelinas, que a su vez también confluyen en la regulacién de los SPLs. Cuando la planta pasa del
estado juvenil al adulto, la edad promueve la caida en los niveles de miR156, lo que permite que SPL9
se acumule e induzca a miR172. La funcion represora de miR172 sobre los represores AP2-like y la
caida en los niveles de TEM permite la activacion de FT a través de CO — no mostrado en la figura-
(o a través de las giberelinas). A su vez, la falta de TEM incrementa los niveles de GAs y con ellos la
induccidn floral, tanto en LD como en SD. EIl destacado en negrita identifica a los genes que se
expresan a altos niveles en cada uno de los estados. Las flechas indican efecto positivo o activacion, y
las lineas acabadas en barra indican represion. El grosor de cada flecha/linea indica como es de fuerte
el efecto. Para simplificar el esquema se han omitido ciertas regulaciones por retroalimentacion.
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OBJETIVOS

Partiendo de la informacion previa que teniamos sobre TEM1 y TEM2, nos planteamos
si éstos podrian estar relacionados con la ruta de control de la floracion por la edad o con la
regulacién de la transicién de la fase juvenil a la adulta, ambos procesos regulados por la
accion de miR156/miR172 y por los factores de transcripcion SPL.

Por tanto, decidimos abordar la posible relacion entre TEM vy la ruta de
miR156/SPL/miR172, partiendo de dos hipdtesis: (1) miR156/SPLs/miR172 controlan
positiva 0 negativamente a TEM o bien, al contrario, (2) TEM controla positiva 0
negativamente a miR156/SPLs/miR172. En ambos casos, hemos estudiado cada
componente por separado, analizando su relacién concreta con los TEM.

La regulacion esperada entre TEM y miR156 seria positiva, al ser ambos represores de la
floracion. Ademas, ambos se expresan durante la fase juvenil, por lo que queremos estudiar
el papel de TEM en el control de la juvenilidad (en adelante, usaremos este término para
referirnos a la duracion de la fase juvenil). Por otra parte, la relacion entre TEM y los SPLs o
miR172 seria negativa, ya que estos promueven la floracion y la transicion a la fase adulta.

Los objetivos de este capitulo, por tanto, son estudiar las posibles relaciones entre:

a) TEM y miR156
b) TEMy SPLs
c) TEMy miR172

Secundariamente, hemos introducido en el estudio a RAV1. Debido a la redundancia
funcional de TEM1 y TEM2, hemos considerado oportuno analizar si RAV1 podria estar
implicado también en estos procesos del desarrollo.
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RESULTADOS

La progresiva disminucion en la expresion de los genes TEM a lo largo del desarrollo
sugiere que debe existir una via de regulacion que controle este descenso de manera gradual.
Nuestra primera hipdtesis proponia que los genes involucrados en la ruta de control de la
floracion por la edad podrian regular a los genes TEM a lo largo del desarrollo, debido a la
coincidencia del patron de expresion entre TEM y miR156. Este miRNA u otros
componentes de la ruta podrian afectar a la expresion de TEM directa o indirectamente.
Aunque también seria posible que, al contrario, fueran los TEM quienes controlasen a estos
componentes.

Las plantas que sobre-expresan miR156 o TEM presentan fenotipos similares de
floracion tardia y pérdida de dominancia apical, mientras que las plantas 35S::MIM156, las
pSPL9::rSPL9 (resistentes a la accion de miR156) y las 35S::MIR172 presentan una floracion
temprana y un acortamiento de la fase juvenil, al igual que en los mutantes tem.

Para desvelar si los genes TEM estan en la misma ruta de control de la juvenilidad o de la
floracion que miR156/miR172 y los factores SPL vy, si es asi, como es la regulacion entre
ellos, hemos realizado diversos experimentos de analisis de secuencias, analisis de expresion y
analisis genéticos.

1. Busqueda bioinformética de secuencias de union entre miRNAs/SPLs y los
genes TEM/RAV

La descripcion de los sitios de union para miRNAs, SPLs y los factores de transcripcion
de la familia RAV ha facilitado la busqueda bioinformatica de posibles genes diana para
todos ellos, de manera que hemos analizado sus promotores, secuencias codificantes y
reguladoras en busca de sitios de union para miR156, miR172 y SPL en TEM1, TEM2 y
RAV1, y sitios de union para los factores RAV en MIR156, MIR172 y varios SPL.

1.1 Estudio de los promotores de TEM1, TEM2 y RAV

1.1.1 Prediccion de posibles sitios de unién para miRNAs

Inicialmente, analizamos las secuencias de TEM1, TEM2 y RAV1 mediante la base de
datos miRBase para detectar posibles sitios de union de miR156 y miR172 en los
promotores, regiones codificantes y regiones no traducidas (5’UTR y 3'UTR), utilizando las
secuencias conocidas de los diferentes miRNAs maduros (Tablas 1y 2). A pesar de no haber
detectado ninguna complementariedad de estos miRNAs con ninguno de los genes objeto de
estudio, si hemos encontrado otros posibles miRNAs complementarios a las secuencias de
estos genes de la familia RAV (Tabla 3). La mayoria de los miRNAs que aparecen en la
prediccibn no estan descritos ni anotados en la base de datos de TAIR
(www.arabidopsis.org). Ademas, teniendo en cuenta los valores de puntuacion (score) y los
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valores “E” obtenidos para cada miRNA analizado en los diferentes genes de la familia
RAV, no podemos afirmar que ninguno de ellos regule a estos factores de transcripcion.
Nuestro interés se centraba en identificar un posible sitio de regulacion directa de alguno
de los genes TEM/RAV por miR156 o miR172 , y con los resultados obtenidos
descartamos esa opcion. Sin embargo, no descartamos que pueda existir una regulacion

indirecta.
TEM1
MIR Secuencia miRNA maduro Score  E-valor Funcion genes diana
miR774b UGAGAUGAAGAUAUGGGUGAU 63 57 No descrito
miR776 UCUAAGUCUUCUAUUGAUGUU 72 3,2  No descrito
miR830 UAACUAUUUUGAGAAGAAGUG 68 6,8 No descrito
miR861 CCUUGGAGAAAUAUGCGUCAA 67 8,3 No descrito
miR5021 UGAGAAGAAGAAGAAGAAAA 67 6,4 No descrito
miR5025 ACUGUAUAUAUGUAAGUGACA 67 6,9  No descrito
miR5998a/b ACAGUUUGUGUUUUGUUUUGU 71 3,0  No descrito
TEM2
MIR Secuencia miRNA maduro Score  E-valor Funcion genes diana
miR396b UUCCACAGCUUUCUUGAACUU 69 56  Proliferacion celular/GRF
miR407 UUUAAAUCAUAUACUUUUGGU 68 6,8  No descrito
miR776 UCUAAGUCUUCUAUUGAUGUU 64 4,7  No descrito
miR779.2 UGAUUGGAAAUUUCGUUGACU 67 8,3  No descrito
miR828 UCUUGCUUAAAUGAGUAUUCCA 69 56  Familia MYB-TAS4
miR857 UUUUGUAUGUUGAAGGUGUAU 67 8,3  Familia Laccase
miR861 CCUUGGAGAAAUAUGCGUCAA 63 57 No descrito
miR1886 UGAGAGAAGUGAGAUGAAAUC 62 6,9  No descrito
miR2112 CGCAAAUGCGGAUAUCAAUGU 72 3,2  No descrito
RAV1
MIR Secuencia miRNA maduro Score  E-valor Funcion genes diana
miR400 UAUGAGAGUAUUAUAAGUCAC 67 7,8  Organulos/PPR
miR407 UUUAAAUCAUAUACUUUUGGU 71 3,9  No descrito
miR865 AUGAAUUUGGAUCUAAUUGAG 68 6,9  No descrito
miR1888 UAAGUUAAGAUUUGUGAAGAA 64 9,0  No descrito
miR5657 UGGACAAGGUUAGAUUUGGUG 71 2,3 No descrito
miR5998a/b ACAGUUUGUGUUUUGUUUUGU 67 8,4  No descrito

Tabla 3. Prediccion de posibles secuencias de union de miRNAs a genes de la familia RAV
Se muestran los distintos miRNAs (nombre, secuencia del miRNA maduro y funcion) que podrian
unirse por su complementariedad de secuencia a los genes de la familia RAV, TEM1, TEM2 y
RAV1. Los datos de score indican la puntuacién del alineamiento y el valor E indica la probabilidad de
gue dicha unién se produzca al azar.

1.1.2 Prediccion de posibles sitios de unién para SPLs

Los factores de transcripcion SPL presentan un dominio de union a DNA altamente
conservado, denominado dominio SBP. El dominio SBP es capaz de reconocer los motivos
de DNA que contienen el nicleo GTAC, cuya secuencia consenso es TXCGTACAA
(Cardon et al., 1999), para regular a sus genes diana. Por tanto, al igual que hemos hecho para
los miRNAs, analizamos los promotores, regiones codificantes y UTRS de los genes TEM1,
TEM2y RAV1, en busca de cajas SBP. A continuacion se muestran unicamente las regiones
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promotora 'y 5 UTR de TEM1, TEM2 y RAV1 por ser las mas ricas en secuencias GTAC
(Fig. 10).

TEM1 muestra un promotor rico en secuencias GTAC (11 en total) distribuidas a lo
largo del promotor; las regiones codificante y 3’'UTR presentan 3 y 2 cajas, respectivamente
(datos no mostrados). TEM2 presenta una zona altamente enriquecida en secuencias GTAC
en la region mas proxima al codén de iniciacion ATG; tanto la region codificante como la 3’
UTR presentan una unica caja cada una (datos no mostrados). RAV1, por su parte, presenta
menos cajas que los anteriores y mas alejadas del ATG; la region codificante tiene un total de
3 cajas, ¥ la 3'UTR solo una (datos no mostrados). Hay que destacar que Unicamente TEM1
presenta en su promotor dos cajas SBP completas (TCCGTACAA y TACGTACAA), el
resto presentan solo el nicleo GTAC.

# *
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pTEMZ i ATG
=300 = 20000 = 10HH0 +1
- 3000 - 2000 - 1K) +1

Figura 10. Analisis de posibles cajas de unién de SPL en los genes TEM1, TEM2 yRAV1

La secuencia GTAC es reconocida por los factores de transcripcién SPL. Los tridngulos indican la
posicién de los posibles sitios de union para SPL con nlcleo GTAC. Los asteriscos indican las
secuencias que coinciden con la secuencia consenso completa.

Aunque estos resultados in silico indican que podria existir una regulacion de TEM/RAV
por alguno de los factores SPL, este tipo de datos no nos indican qué SPL podria unirse.
Dada la redundancia funcional de la familia y el elevado nimero de miembros, nos
centraremos en testar Unicamente dos de los SPL mas representativos de los dos clados
implicados en la floracion y el control de la fase juvenil: SPL9 y SPL3.

En resumen, los resultados de la busqueda in silico de secuencias de reconocimiento para
miR156, miR172 y SPL en TEM/RAYV indican que, si existe una regulacion por miR156,
ésta podria ser indirecta a través de los factores de transcripcion SPL. Asi mismo, estos
resultados no sugieren que exista una regulacion directa de TEM/RAV1 por miR172.
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1.2 Estudio de las secuencias de MIR156, MIR172 y SPL

Como se ha descrito en la introduccion general, los factores de transcripcion de la familia
RAV se unen a unas secuencias conocidas de DNA, por lo que hemos buscado estas
secuencias en MIR156, varios genes SPL y MIR172. La secuencia consenso de unién a DNA
descrita para RAV1 es C(A/C/G)ACA N2-8 (C/A/T)ACCTG (Kagaya et al., 1999). Esta
secuencia parece aceptar cambios en ciertos nucleotidos, manteniendo su capacidad de union
(Osnato et al., 2012).

Hemos introducido la secuencia CVACA N2-8 XACCTG en la herramienta Fuzznuc de
EMBOSS (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/fuzznuc), la cual detecta

patrones determinados en secuencias de DNA usando algoritmos de busqueda. Después de
establecer los parametros de busqueda y obtener las posibles secuencias para cada gen de
interés, procedimos a realizar un analisis mas detallado de las secuencias, descartando
aquellos posibles patrones que se alejaban demasiado de la secuencia consenso. Hemos
aceptado entre 1y 2 “mismatches” respecto a la secuencia consenso y cierta variabilidad en la
longitud de la secuencia situada entre los sitios de union para los dominios AP2 y B3, lo que
la hace menos estricta pero incrementa el numero de falsos positivos. En cualquier caso, este
primer andlisis in silico nos facilita la busqueda de dianas directas, pero siempre es necesaria
una confirmacion experimental posterior.

Gen Secuencia posible union RAV Distancia ATG  Posicion

At1g65480 FT CAACA cagagaaac CACCTG -37 Promotor
At1g15550 GA3ox1 CCACA ctctcaca TACCTG +48 Exdn
At1g80340 GA30x2 CCACT ctcaaacc CACCTG +48 Exdn
At2g25095 MIR156a  CAAGA gaag CAAGTG +44 Stem-loop

CACCA cata ATCCTG -933 Promotor?
At2g33810 SPL3 CAACT ctc GACCTG +173 Exdn
At1g53160 SPL4 CAACALTACCTG -514 Promotor?
At3g15270 SPL5 CAACA aggttgg AGACTG +67 Exdn
At2g42200 SPL9 CCACA tcaac CACATG +1488 Exdn

CAACA acaacaa TACATG +1535 Exdn

CAACC ac CACCTG +1596 Exén
At2g28056 MIR172A  CACCA ggtctt TCTCTG +18 Exdn

CAACA aaacaaa GAACTG +1214 Intrén
At5g04275 MIR172B  CCACA cttt CACCTG -1062 Promotor?

CAACA agttc ATACTG -246 Promotor?
At3g11435 MIR172C  CAGCA aacca TTACTG -437 Promotor?

CACCAtt TIGCTG +109 -

CGGCA ccatt TTGCTG +109 -

CAACA gcgaacag TAGCTG +186 Stem-loop

CAACA ca AACCTG +332 -
At5g59505 MIR172E  CACCA aaatcatc TTGCTG +214 -

Tabla 4. Resumen de los posibles sitios de unién RAV en los genes MIR156, SPL y MIR172
Identificacion de los posibles sitios de union de proteinas de la familia RAV, acorde con la secuencia
consenso publicada para RAVL1. Se incluye la informacion de la posicion en el gen. Los sitios de union
confirmados experimentalmente en las plantas 35S: TEM1 mediante ChIP-gPCR son los de FT,
GA30x1/GA30x2. Los nucleotidos subrayados indican los cambios respecto a la secuencia consenso.
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Segln los resultados in silico, todos ellos tienen posibles dianas de union para alguno de
los miembros de la familia RAV (Tabla 4). Encontramos dos posibles sitios de unién en el
gen MIR156A, unos de ellos con tres cambios nucleotidicos, y otro mas conservado. El
andlisis de los genes SPL se ha acotado a cuatro de ellos (SPL3, SPL4, SPL5 y SPL9), por ser
los més directamente relacionados con las rutas de control de la juvenilidad y la floracion por
la edad. Para SPL3, SPL4 y SPL5 se muestran Unicamente las secuencias mas probables (las
que incluyen un menor numero de cambios), y para SPL9 se muestran las que
posteriormente se han testado mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina
seguida de PCR cuantitativa (ChIP-qPCR). En los genes MIR172 encontramos posibles sitios
de union en cuatro de los cinco genes que componen la familia, con la excepcion de
MIR172D, y una elevada presencia en MIR172C, para el cual también se ha testado la union
mediante ensayos de ChIP-gPCR.

Estos resultados sugieren que TEM/RAV podrian regular directamente a algunos de los
genes mas importantes de la ruta de la edad que controla la juvenilidad y la floracion.

2. Relacion entre TEM/RAV1y miR156

miR156 se expresa durante las primeras etapas del desarrollo para mantener la fase
juvenil y evitar una floracion precoz. TEM1y TEM2 se expresan en el mismo momento y su
descenso es necesario para permitir la floracion. Por tanto, es razonable pensar que podria
existir una regulacion positiva entre estos elementos en el control de la floracién y de la
duracion de la fase juvenil. Nuestro objetivo en este primer apartado es analizar si los TEM
estan implicados en la misma ruta que miR156, ya sea por regulacion indirecta de los TEM
por miR156, o porque sean ellos quienes induzcan a este miRNA.

2.1 Regulacion de la expresion de TEM/RAV en plantas 35S::MIR156 y
35S::MIM156

A pesar de que TEM1, TEM2 y RAV1 no tienen sitios de union para miR156,
decidimos comprobar si este miRNA regula a dichos genes de forma indirecta.

Dado que en dia corto las plantas crecen mas lentamente, con cambios de fase mas
separados en el tiempo, consideramos una buena opcidn analizar la expresion de los genes
TEM/RAV en las plantas 35S:MIR156, 35S:MIM156 y plantas silvestres en este
fotoperiodo. Para este estudio recogimos muestras regularmente a lo largo de 5 semanas, y
realizamos un analisis cuantitativo para comparar los niveles de mMRNA de TEM1, TEM2 y
RAV1 (Fig. 8).

Los resultados de dos experimentos independientes nos indican que no parece haber
cambios significativos en los niveles de expresion de TEM1 y TEM2 ni en las plantas
35S::MIR156 ni en las 35S::MIM156. En ambos casos los niveles de mMRNA de TEM1 y
TEM2 caen a lo largo del desarrollo, alcanzando sus valores minimos alrededor de la semana
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4 (dias 24-28), practicamente igual que en las plantas silvestres (dias 28-32), por lo que no
parece probable que miR156 regule de forma indirecta la transcripcién de TEM1 o TEM2
para promover su descenso a lo largo del desarrollo.
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Figura 11. Niveles de mMRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres, 35S::MIR156
y 35S::MIM156

La expresién de TEM1 (a,d) y TEM2 (b,e) no parece estar controlada por miR156 a lo largo del
desarrollo, pero RAV1 (c,f) si parece estar regulado negativamente por miR156. Las plantas han
crecido en tierra, en un fotoperiodo de dia corto a 22°C en camaras con condiciones controladas. Las
muestras se han recogido a ZT12, coincidiendo con el pico de expresion de TEM1 y TEM2. El
andlisis se ha realizado mediante RT-gPCR. Se muestran dos experimentos independientes, el RB1 (a-
c) esta representado en dias y el RB2 (d-f) esta representado en semanas; en ambos casos, las muestras
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se han recogido cada 4 dfas durante 5 semanas. Las barras de error representan la desviacion estandar
de 3 réplicas técnicas. El gen de referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.

El patrén de expresion de RAV1 en plantas silvestres es bastante homogéneo a lo largo
del desarrollo, con valores relativamente mas altos durante los dias 20-28 (lo que se
corresponde con las semanas 3-4). Otra diferencia respecto a los genes TEM es el claro
incremento que se observa en las plantas 35S:MIM156 en la mayoria de los puntos
analizados, y en sentido opuesto en las plantas 35S::MIR156, con unos valores ligeramente
mas bajos que los silvestres o similares. Por tanto, miR156 regula de forma negativa a RAV1.
Estos datos nos pueden ayudar a conjeturar, por primera vez, sobre una posible implicacion
de RAV1 en las rutas de floracion o juvenilidad mediadas por miR156.

En paralelo, analizamos la expresion de pTEM1::GUS a lo largo de 5 semanas en las
plantas 35S::MIR156, en las mismas condiciones en que se habian realizado los experimentos
de andlisis cuantitativo de la expresion anteriormente mostrados. Los resultados obtenidos
(Fig. 12) nos confirman los resultados obtenidos por RT-gPCR. A pesar de no haber
realizado una cuantificacion de la actividad GUS, no se observan diferencias apreciables que
sugieran que miR156 tenga un efecto claro sobre la expresion de TEM1, tampoco en relacion
con su distribucién espacial.

pTEMI:GUS x pTEML:GUS x

pTEMI1:GUS 355:miR156 pTEMI:GUS 355:miR150

T—

Figura 12. Ensayo de tincion histoquimica de GUS en plantas pTEM1::GUS 35S::MIR156
Las plantas fueron cultivadas en tierra, en SD, durante 5 semanas.
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2.2 Regulacién de la acumulacion de miR156 por la accion de TEM

Después de analizar los resultados anteriores, concluimos que era poco probable que
miR156 determinase la reduccion de los niveles de TEM a lo largo del desarrollo, por lo que
estudiamos la posible relacién inversa, si TEM podria controlar positivamente a miR156
como una sefial enddgena de la edad de la planta para retrasar la floracion y mantener la fase
juvenil. Para ello, utilizamos plantas 35S:: TEM1 y tem1 tem2 cultivadas durante 10 dias en LD.
Las muestras se recogieron a ZT8 y ZT18, durante el periodo de luz y oscuridad,
respectivamente, para asi estudiar el efecto de la sobre-expresion de TEM cuando
normalmente no se expresa (ZT8) o de la falta de TEM cuando deberia expresarse (ZT18).
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Figura 13. Analisis de la acumulacién de miR156 en plantas silvestres, teml tem2 vy
35S:: TEM1

Las plantas se cultivaron en tierra durante 10 dias, en LD, y se recogieron a ZT8 y ZT18. Las plantas
silvestres (WT) son Col-0. (a, b) Andlisis mediante Northern blot utilizando una sonda complementaria
a miR156. Se utilizé el SnRNA U6 como control de la cantidad de RNA total de cada muestra. Los
numeros bajo los blots indican el cambio en el nivel de miR156 respecto al tipo silvestre, después de
normalizar los niveles utilizando los valores del sSnRNA U6. (c) Anélisis mediante RT-gPCR. Los
valores se normalizaron utilizando el rRNA 5S como control. Las barras de error muestran la
desviacion estdndar de 3 réplicas técnicas. Se muestran los resultados de un experimento
representativo de al menos dos experimentos independientes.

Los andlisis de los niveles de miR156 se realizaron inicialmente mediante RT-gPCR y
posteriormente se comprobaron por Northern blot. Estos experimentos fueron realizados en
colaboracion con la Dra. Paula Suarez Lopez, de nuestro grupo.

Los resultados obtenidos muestran claramente que la expresion de miR156 esta
incrementada en las plantas 35S::TEM1, respecto a los valores de las plantas silvestres, tanto
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a ZT8 como a ZT18 (Fig. 10a,c). En el doble mutante tem1 tem2 podemos observar una ligera
reduccion del nivel de miR156 (Fig. 10b,c).

Estos datos confirman que existe una regulacion positiva de miR156 por TEM1, sin
embargo no aclara si la regulacion es directa o indirecta. Para ello, estamos trabajando en la
realizacion de un experimento de ChIP-gPCR que confirme la union de TEM1 a MIR156a
en las regiones con posibles sitios de unién RAV mostrados en la tabla 4.

Hay que sefialar una diferencia experimental entre los experimentos mostrados en este
apartado con respecto a los del apartado anterior (2.1). En el primer caso hemos trabajado en
SD (para favorecer la deteccion de cambios a lo largo de un periodo de desarrollo méas
prolongado en el tiempo), mientras que la cuantificacion de los cambios de miR156 en las
plantas mutantes o sobre-expresantes de TEM se ha realizado en LD. En ambos
fotoperiodos actian miR156 y TEM, y ya que otros componentes de la ruta de la la edad
convergen con reguladores de la ruta del fotoperiodo, como miR172, decidimos explorar
ambas condiciones experimentales.

3. Relacion entre TEM/RAV1y SPL

Después de comprobar que TEM1, TEM2 y RAV1 tienen cajas SBP en sus promotores
y secuencias codificantes, y que SPL9 tiene varios posibles sitios de union para los factores
RAV procedimos a testar una posible interaccion entre ellos.

Primeramente, analizamos la acumulacion de mRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en las
plantas pSPL9:rSPL9, spl9 spll5 y 35S:rSPL3 en SD. A continuacién, analizamos la
expresion de SPL9 en las plantas tem1 tem2 y 35S::TEM1 en LD.

3.1 Regulacion de la expresion de TEM/RAYV por SPLs

En las plantas silvestres, SPL9 empieza acumularse a partir de la semana 3-4,
coincidiendo con una disminucion de los niveles de miR156, en SD (Wang et al., 2009), igual
que ocurre con SPL3, también en SD (Wu & Poethig, 2006). Las plantas pSPL9::rSPL9 son
resistentes a la accion de este miRNA y, por tanto, pueden expresar SPL9 en momentos del
desarrollo en que éste estaria silenciado en las plantas silvestres, por ejemplo, durante las
etapas tempranas. Las plantas 35S::rSPL3 presentan una expresién constitutiva de una
version de SPL3 también resistente a la accion de miR156 (Wang et al., 2003; Wu et al.,
2009).

Para analizar la expresion de nuestros genes de interés en estos genotipos, se cultivaron
plantas durante dos semanas en SD, y se recogieron muestras a ZT12. Como control
positivo se analizo la expresion de SOC1, gen diana directo de SPL9 (Wang et al., 2009). Los
resultados obtenidos nos confirman que la activacion prematura de SPL9 en etapas
tempranas del desarrollo conlleva una activacion de SOC1 (Fig. 14). Observamos un
incremento de un 60% en las plantas pSPL9:rSPL9, aunque no se observa un cambio
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destacable en las plantas spl9 spl15 ni en las 35S::rSPL3. Los datos de expresion de nuestros
genes de interés en las plantas pSPL9:rSPL9 nos indican que parece haber un ligero
incremento de TEM1 (aproximadamente un 30%) y un claro incremento de RAV1
(aproximadamente un 90%), pero sin cambios significativos en TEM2 (Fig. 14). En cuanto a
las plantas spl9 spl15 y 35S::rSPL.3 apenas se observan cambios destacables en TEM/RAV 1.
Por tanto, no podemos concluir con seguridad que SPL9 (ni SPL3) regule a ninguno de los
genes TEM/RAYV en las plantas WT.
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Figura 14. Niveles de mMRNA de TEM1, TEM2, RAV1 y SOC1 en plantas silvestres,
pSPL9::rSPLY, spl9 spl15 y 35S::SPL3

Las plantas han crecido en tierra durante 2 semanas, en un fotoperiodo de SD a 22°C. Las muestras se
han recogido a ZT12, coincidiendo con el pico de expresion de TEM1 y TEM2. EIl anélisis se ha
realizado mediante RT-gPCR. Se muestran dos experimentos independientes (RB1 y RB2). Las barras
de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. EI gen de referencia utilizado ha
sido Ubiquitina 10.

3.2 Regulacion de la expresion de SPL9 por TEM

Por otro lado, analizamos la expresion de SPL9 en las plantas silvestres a lo largo de las
24 horas y a lo largo del desarrollo entre los dias 6 a 16 y en las plantas teml tem2 y
35S::TEML1, en LD (Fig. 15).

En las plantas tem1 tem2, el mRNA de SPL9 esta claramente incrementado, en torno al
doble que en las plantas silvestres (Col-0). Por el contrario, en las plantas 35S:TEM1 y
35S::TEM2, SPL9 muestra una clara disminucion de sus niveles de mRNA, mayor del 50%,
en ambos experimentos (Fig. 15a). Estos resultados han sido obtenidos en colaboracién con
otro miembro del grupo, el Dr. Luis Matias-Hernandez.
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Los datos obtenidos en el andlisis realizado a lo largo de 24 horas en las plantas
silvestres y el doble mutante teml tem2 (Fig. 15b), confirman el resultado anterior de la
induccion de la expresion de SPL9 por la falta de los represores TEM. Como se puede ver,
los niveles de SPL9 son mayores en las plantas teml tem2 que en las silvestres en
practicamente todos los puntos analizados, especialmente durante las primeras horas de la
mafiana, alrededor de las Ultimas horas de la tarde y en la transicion de la luz a la oscuridad.
En cuanto a su expresion a lo largo del desarrollo en las plantas silvestres (Fig. 15c), SPL9
alcanza su nivel maximo coincidiendo con los niveles minimos de TEM1 y TEM2 en LD
(dias 12-14), lo que sugiere que la caida en los niveles de TEM podria ser necesaria para
promover la activacion de SPL9 en la etapa adulta.
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Figura 15. Niveles de mRNA de SPL9 en plantas silvestres, teml ttm2 y sobre-expresantes de
TEM1yTEM?2

Las plantas fueron cultivadas en LD (a) Expresion a dia 11; las muestras fueron recogidas a ZT18. Se
muestran dos experimentos independientes (RB1 y RB2) (b) Expresion a lo largo de 24 horas de
plantas silvestres y tem1 tem2 de 9 dias; las muestras se recogieron cada 4 horas, y se afiadid el punto
extra de ZT18. La barra superior indica el periodo nocturno. (c) Expresion a lo largo del desarrollo,
entre los dias 6 y 16; las muestras se recogieron cada 2 dias a ZT18. El anélisis se ha realizado
mediante RT-qPCR.. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. El
gen de referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.

En conjunto, todos estos datos sugieren que TEM1 y TEM2 controlan los niveles de
mRNA de SPL9 y lo reprimen en etapas tempranas del desarrollo, evitando asi un cambio de
fase prematuro. Ademas, la caida en los niveles de TEM a lo largo del desarrollo podria ser
necesaria para que se produzca la induccion de SPLO9.
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Después de comprobar que SPL9 tiene posibles sitios de union para TEM/RAV (Tabla
4) y que ademas tiene afectada su expresion en las plantas sobre-expresantes y mutantes de
TEM (Fig. 15), analizamos si la regulacion de SPL9 por estos factores de transcripcion es
directa o indirecta, mediante ensayos de ChIP-gPCR (Fig. 16a). La secuencia de SPL9
contiene 3 posibles sitios de unién para proteinas de la familia RAV. Todos los sitios se
encuentran en la region codificante, cercana a la region 3'UTR (Fig. 16b) y estan bastante
conservados respecto a la secuencia consenso de union de RAV1 previamente publicada
(Kagaya et al., 1999).
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Figura 16. Andlisis de la unién de TEM1 a SPL9 mediante ChIP-gPCR

(a) Resultados de dos experimentos independientes (RB1 y RB2) que muestran el enriquecimiento de
la cromatina en la fraccion que contiene los posibles sitios de unién para RAV, observado en la
cromatina de las plantas 35S:: TEM1-HA inmunoprecipitada con un anticuerpo anti-HA, respecto a
las plantas control (35S::TEM1-HA sin anticuerpo (No Ab) y plantas silvestres, con y sin anticuerpo).
(b) Esquema de la regidn codificante de SPL9, en la que se detallan las posiciones (triangulos 1, 2 y 3)
y las secuencias de los sitios de union para RAV testados mediante el ensayo de ChIP-qPCR; las
flechas indican la posicién de los oligonucle6tidos usados para la amplificaciéon mediante gPCR. Las
plantas silvestres Col-0 (WT) y 35S::TEML1 fueron cultivadas en tierra, en LD durante 11 dias. Las
muestras se han recogido a ZT18. Las barras de error representan la desviacién estandar de 3 réplicas
técnicas.

Para este experimento de ChIP se cultivaron plantas silvestres Col-0 y 35S:TEM1
durante 11 dias en tierra, en LD. Este momento del desarrollo nos parecié adecuado para
testar la posible represion directa de SPL9 por TEM1 en etapas tempranas. Se usaron plantas
que sobre-expresan la proteina TEM1 fusionada a un epitopo HA (35S: TEM1-3xHA) y un
anticuerpo anti-HA para inmunoprecipitar TEM1. Los experimentos de ChIP han sido
realizados en colaboracion con el Dr. Luis Matias-Hernandez.
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Los resultados de dos experimentos independientes indican que existe un
enriquecimiento significativo de la region de SPL9 donde se encuentran los posibles sitios de
union para proteinas de la familia RAV (Fig. 16), lo que sugiere que TEM1 se une a ellos
directamente para reprimir la expresion de SPL9 (Fig. 15a).

Por tanto podemos concluir que TEM1 reprime a SPL9 y lo hace de manera directa en
LD y etapas tempranas del desarrollo.

4. Relacion entre TEM/RAV1y miR172

Como hemos descrito anteriormente, SPL9 induce la expresion de miR172b, y TEM
parece regular negativamente a SPL9, por lo que esperamos que al menos haya un efecto
indirecto de TEM sobre miR172, debido a la regulacion de SPL9 por los TEM. Por otra
parte, aunque los genes TEM no presentan secuencias de union para miR172, esto no
excluye que este miRNA pueda regularlos indirectamente.

4.1 Regulacion de la expresion de TEM/RAYV en plantas 35S::MIM172

Analizamos los niveles de mMRNA de TEM1 y TEM2 en plantas 35S:MIM172 en
condiciones de LD, donde muestran un fenotipo muy claro de floracion tardia, cultivadas
durante 10 dias. Decidimos recoger las muestras a ZT10, momento en que los genes TEM
muestran niveles bajos de expresion (aunque detectables por RT-gPCR) y RAV1 niveles
altos, para comprobar si en este momento la expresion de TEM era mas alta, y la de RAV1
mas baja, en las plantas 35S::MIM172 respecto a las silvestres, tal y como esperariamos si
miR172 controlase sus niveles de expresion. Como controles positivos, analizamos la
expresion de CO y FT, ya que los niveles de FT son mas bajos en plantas 35S::MIM172
respecto al tipo silvestre, con independencia de los valores de expresién de CO (Jung et al.,
2007) (Fig. 17a). Los resultados obtenidos para TEM1 y TEM2 sugieren que éstos no estan
afectados por el silenciamiento de miR172; los niveles de sus mRNAs son muy similares a los
que presentan las plantas silvestres y no parece que el cambio sea significativo (Fig. 17b). Sin
embargo, RAV1 si muestra un cambio méas evidente, con una reduccion de su expresion
respecto a su valor silvestre. Si bien es cierto que la mayoria de los genes diana de miR172 no
presentan cambios de acumulacion de sus transcritos en plantas 35S::MIR172, debido a que
su silenciamiento ocurre principalmente por bloqueo de la traduccion, también es cierto que
ninguno de los TEM/RAYV presenta dianas para este miRNA, por lo que no es probable que
estén directamente regulados por el miRNA.

En conclusion, no parece que miR172 regule transcripcionalmente los niveles de mMRNA
de TEML1 ni de TEMZ2, pero si parece regular de manera indirecta y positiva los de RAV1.
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Figura 17. Niveles de mRNA de los genes CO/FT y TEM/RAYV en plantas silvestres y
35S::MIM172

Andlisis de expresion de (a) CO, FT y (b) TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres (Col-0) y
35S::MIM172, cultivadas en placa con medio MS 1% en condiciones de LD durante 10 dias y
recogidas a ZT10. Se muestran los resultados de un experimento. El analisis se ha realizado mediante
RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. El gen de
referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.

4.2 Regulacion de la acumulacion de miR172 por la accion de TEM

Partiendo de las mismas muestras utilizadas en el experimento de analisis de expresion de
los niveles de miR156 (Fig. 10), se analizaron los niveles de miR172 siguiendo el mismo
procedimiento, es decir su cuantificacion mediante dos métodos independientes, RT-qPCR y
Northern blot (Fig. 18).
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Figura 18. Figura 1. Acumulacion de miR172 en plantas silvestres, tem1 tem2 y 35S::TEM1
(a) Andlisis mediante Northern blot. Se utilizé el SnRNA U6 como control de la cantidad de RNA total
de cada muestra. (b) Analisis mediante RT-gPCR. Los valores se normalizaron utilizando el rRNA 5S
como control. Las barras de error muestran la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. Se muestran
los resultados de un experimento representativo de dos experimentos independientes. Las plantas se
cultivaron en tierra durante 10 dias y se recogieron a ZT8 y ZT18. Las plantas silvestres (WT) son
Col-0.
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La expresiobn de miR172 es considerablemente mas baja en plantas 35S::TEM1,
reduciendo sus niveles practicamente a la mitad (Fig. 18a,c). Ademas, podemos observar un
claro incremento del nivel de miR172 en las plantas doble mutantes teml tem2, entre 2-3
veces superior (Fig. 18b). Comparando este incremento con los valores obtenidos en las
plantas pSPL9::rSPL9, vemos que el efecto sobre los niveles de miR172 es muy similar. En
ambos casos, el efecto es muy claro a ZT8 y ZT18. Estos datos confirman una regulacién
negativa de TEM1 sobre miR172.

Para establecer si la relacion es directa o indirecta, hemos realizado un experimento de
ChIP-gPCR en las mismas condiciones en que hemos realizado los experimentos de
expresion, es decir en plantas de 10 dias, recogidas a ZT18. Los resultados obtenidos en dos
resultados independientes confirman la unién directa de TEM1 a MIR172C en las regiones
identificadas con posibles sitios de union RAV (Tabla 4), con un claro enriquecimiento de
TEM1yno de TEM2 a MIR172C (Fig. 19).
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Figura 19. Analisis de la unién de TEM1y TEM2 a MIR172C mediante ChlP-gPCR

Se muestran dos experimentos independientes del enriquecimiento de la fraccion de cromatina que
contiene los posibles sitios de union para RAV, observado en plantas 35S: TEM1-HA y 35S: TEM2-
HA con anticuerpo anti-HA respecto a las plantas control (35S::TEM1-HA y 35S:: TEM2-HA sin
anticuerpo (No Ab), y plantas silvestres, con y sin anticuerpo). Las plantas silvestres son Col-0. Las
plantas WT, 35S:TEM-HA y 35S::TEM2-HA han sido cultivadas en tierra, en condiciones de LD
durante 10 dias. Las muestras se han recogido a ZT18. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 2 réplicas técnicas.

Tomando en conjunto todos los experimentos de analisis de expresion realizados, 10s
datos obtenidos sugieren que TEM1 podria activar, probablemente de manera indirecta, la
expresion de miR156, y reprimir directamente a SPL9 y miR172 para regular a los diferentes
puntos de control del tiempo de floracion mediado por la edad.
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5. Estudios fenotipicos de tiempo de floracion, duracion de las fases juvenil y
adulta y velocidad de produccion de hojas

Para comprobar si los cambios de expresion observados en las distintas plantas mutantes
y sobre-expresantes con los que hemos trabajado tienen relevancia bioldgica y relacion con
los procesos que nos hemos planteado estudiar, realizamos diversos analisis fenotipicos. En
concreto, hemos analizado el tiempo de floracién, la duracion de las fases juvenil y adulta (a
través de la medida de la aparicion de tricomas abaxiales) y otro caracter que también esta
regulado por los mismos factores que forman parte de la ruta de la floracion mediada por la
edad: la velocidad de produccion de hojas. La tabla 11 resume los fenotipos observados.

Los andlisis de tiempo de floracion y de juvenilidad (nimero de hojas jévenes/numero
hojas adultas) se han realizado en las mismas plantas, lo que nos ha permitido efectuar un
seguimiento del desarrollo de las distintas fases en los mismos individuos. Ambos analisis
nos han aportado informacién complementaria que nos ha permitido realizar comparaciones
entre plantas mutantes y sobre-expresantes de TEM/RAYV Yy los datos publicados de plantas
alteradas en la ruta de la edad. Como se ha comentado en la introduccién, las plantas
35S::MIR156, spl9 spl15 y 35S:MIM172 florecen tarde y tienen la fase juvenil extendida
respecto a las plantas silvestres, es decir producen mas hojas juveniles antes de florecer.
Ademas, las plantas 35S::MIR156 y spl9 spl15 tienen una velocidad de produccion de hojas
mas réapida que las plantas silvestres (Franco-Zorrilla et al., 2007; Mathieu et al., 2009;
Schwarz et al., 2008; Wu & Poethig, 2006; Wu et al., 2009).

Los analisis de tiempo de floracion y duracion de las fases de desarrollo se han efectuado
en condiciones de SD y LD, mientras que la velocidad de produccion de hojas se ha
cuantificado Unicamente en condiciones de SD.

5.1 Tiempo de floracién

Los datos de andlisis del tiempo de floracién obtenidos en condiciones de SD se han
determinado teniendo en cuenta tanto el nimero de hojas como el nimero de dias (Tabla 5).

Los resultados indican que todos los mutantes tem (sencillos y doble mutante tem1 tem2)
florecen temprano en comparacion con las plantas silvestres (Tabla 5, Osnato et al., 2012).

Los datos obtenidos para el mutante ravl sugieren que podria ser ligeramente temprano
en numero de hojas, pero no en cuanto al numero de dias. Sin embargo, otros datos
obtenidos en el laboratorio recientemente, muestran una menor diferencia respecto a las
plantas WT (datos no mostrados), por lo que no esta claro que tengan afectado el tiempo de
floracion. Por su parte, las plantas 35S::TEM1 no florecieron después de 3 meses en SD.
Estas plantas siguen normalmente sin florecer pasados 5 meses en estas condiciones (Osnato
etal., 2012).
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Genotipo Tiempo de floracién Tiempo de floraciéon
Fenotipo  Totalesa+ SDb  Fenotipo  Diasc+ SD Semanasd

Experimento 1

Col-0 WT 64,6 +4,1 WT 624+21 8-9
teml-1tem2-2  Temprano 18,8 + 3,7 Temprano 29,8 + 3,9 4-5
ravl-1 Temprano 559+ 17 Temprano 57,1+18 8-9
35S TEM1 Tardio NVe Tardio NQ -
35S:MIR156  Tardio 105,2 + 6,3 Tardio 81,2+39 11-12
35S:MIM156 Temprano 54,9 +5;3 Tardio 744+29 10-11
pSPL9:rSPL9 Temprano 53,3+ 3,2 Tardio 772+33 11-12
spl9-2spl15-2  Tardio 75723 Tardio 723+21 10-11
Experimento 2

Col-0 WT 709+ 39 WT 66,7+ 19 9-10
tem1-1 Temprano 61,9+ 4,6 Temprano 63,0 + 3,8 9
teml-1tem2-2  Temprano 29,6 + 6,0 Temprano 37,3+ 28 5-6
ravl-1 Temprano 62,6 = 3,0 WT 654 +21 9-10
35S TEM1 Tardio NV Tardio NQ -
35S:MIR156  Tardio 103,3+3,9 Tardio 84,6 £53 12-13
35S:MIM156 Temprano 57,477 Tardio 76,2+ 4,6 10-11
pSPL9:rSPL9 Temprano 553+138 Tardio 780+5,6 11-12
spl9-2spl15-2 Tardio 832+59 Tardio 76,2+ 42 10-11
35S:MIM172 Tardio 825+34 Tardio 80,0+ 3,0 11-12
Experimento 3

Col-0 WT 734+£30 WT 69,5+21 9-10
tem1-1 Temprano 61,8+ 6,4 Temprano 58,1 + 3,0 8-9
tem2-2 Temprano 551+44 Temprano 52,6 +2,9 7-8
teml-1tem2-2  Temprano 36,556 Temprano 41,7+44 5-6
Experimento 4

Col-0 WT 66,0 £ 4,4 WT 649+10 9-10
tem1-1 Temprano 56,7 £5,3 Temprano 55,7 £ 4.2 7-8
tem2-2 Temprano 41,4+ 39 Temprano 50,0 + 2,3 7-8
tem1-1tem2-2 Temprano 31,0+ 3,6 Temprano 381+21 5-6

Tabla 5. Analisis del tiempo de floracién en condiciones de SD

Se muestra el nimero total de hojas (TLN) y el namero de dias que tarda en verse el botén floral a
simple vista. Se muestran 4 experimentos independientes. @Totales: NUmero de hojas totales, PSD:
Desviacion estandar, cDias: es visible el botdn floral a simple vista, ¢ W: Semanas; ¢ NV: No visible
después de 3 meses, f NQ: No cuantificable. WT (wild-type) plantas silvestres. EI nimero de plantas
analizadas en cada experimento varia entre 10 y 15 plantas por genotipo. La significacion estadistica
de estos datos se ha realizado mediante andlisis de la varianza de una via (ANOVA) y el test de
comparaciones multiples de Bonferri; la significacion obtenida en cada comparacion se muestra en el
anexo (Anexo — Tabla 5).

Comparando estos fenotipos con los de las plantas 35S:MIR156, 35S::MIM156,
pSPL9::rSPLY, spl9 spl15 y 35S::MIM172 observamos que las plantas 35S::TEM1 son las mas
tardias tanto en nimero de hojas como en nudmero de dias. Las plantas 35S::MIR156, spl9
spl15 y 35S::MIM172 florecen con 75-100 hojas totales y después de 70-80 dias, por lo que
son tardias en cuanto al numero de hojas y de dias respecto a las plantas silvestres, que
florecen con alrededor de 65-70 hojas totales y alrededor de 60-65 dias. Por otra parte, las
méas tempranas en florecer son las plantas teml tem2 (20-30 hojas totales y 30-40 dias),
seguidas de tem2 (40-55 hojas totales y alrededor de los 50 dias), tempranas tanto en nimero
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de hojas como en numero de dias. Seguidamente florecen las plantas 35S::MIM156 y
pSPL9::rSPLY9, tempranas en hojas (55-60 hojas totales), pero tardias en dias (74-78 dias)
debido a que éstas tienen afectada la velocidad de produccién de hojas. Es decir, acaban
produciendo menos hojas, pero las producen mas lentamente, con lo que se retrasa el
momento del holting. Estas plantas (35S:MIM156 y pSPL9::rSPL9) tienen unos valores de
numero de hojas totales muy similares a la de los mutantes sencillos tem1 y ravl. El analisis
estadistico nos indica que no hay diferencia entre estos genotipos, florecen practicamente
con el mismo numero de hojas, aunque si hay diferencia en el nimero de dias debido a la
afectacion en la velocidad de produccion de hojas.

La falta de TEM1 produce el mismo fenotipo que las plantas deficientes en miR156 y
aquellas que muestran altos niveles de SPL9. Es decir, podria indicar que no tener TEM1
produce el mismo efecto que sobre-expresar SPL9 en el control de la floracion.

Las plantas 35S::TEM1 presentan un desarrollo mucho mas lento y una evidente
afectacion en el tamafio de las hojas, al contrario de lo que ocurre en las plantas tem1 tem2
que parecen mostrar unos limbos foliares mas expandidos y un crecimiento algo mayor que
el de las plantas silvestres que han crecido 32 dias en SD (Fig. 20). Ademas, si nos fijamos en
el estado de desarrollo de las plantas 35S::MIM156, pSPL9::rSPL9 y tem1-1, que comparten el
mismo fenotipo de tiempo de floracion, podemos ver que el estado de desarrollo es
diferente, debido a que tanto 35S::MIM156 como pSPL9::rSPL9 producen hojas lentamente.
Este rasgo diferencial nos separaria la posible funcion redundante de TEM1 y miR156, en la
represion de SPL9, unicamente como responsable del control del tiempo de floracion y no
de otros rasgos propios de estas plantas, como la velocidad de produccion de hojas.

Figura 20. Fenotipo de los genotipos estudiados cultivados en condiciones de SD
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Se ha introducido el triple mutante tem1-1 tem2-2 rav1-1 pero debido a que aln estamos en un estado
preliminar de su caracterizacion no vamos a entrar a detallar los resultados obtenidos hasta el
momento con estas plantas. Se muestran plantas con la misma edad cronoldgica, después de 32 dias
de cultivo en condiciones de SD.

El anélisis del tiempo de floracion en condiciones de LD (Tabla 6) se ha restringido al
andlisis de las plantas mutantes tem1, ttm2 y tem1 tem2. Todos ellos son significativamente mas
tempranos en hojas y en dias que las plantas silvestres, de acuerdo con los datos publicados
previamente (Castillejo & Pelaz, 2008; Osnato et al., 2012).

Genotipo Tiempo de floracién Tiempo de floracién
Fenotipo Roseta + SD2  Caulinares+ SD  Fenotipo  Dias = SD

Experimento 1

Col-0 WT 121+09 28+04 WT 196 £0,8
tem1-1 Temprano 10,4 +0,8 2,705 Temprano 18,4 £ 0,6
tem2-2 Temprano 92+13 30+0,6 Temprano 151+1.2
tem1-1tem2-2 Temprano 6,9+0,7 25x05 Temprano 142 +0,8
Experimento 2

Col-0 WT 123+11 22 +04 WT 173+0,7
tem1-1 Temprano 10,8 +0,8 26+05 Temprano 155+05
tem2-2 Temprano 83+11 31x05 Temprano 139+10
tem1-1tem2-2 Temprano 70+0,9 25+05 Temprano 128 +0,7

Tabla 6. Analisis del tiempo de floracién en condiciones de LD

Se muestra el nimero de hojas de roseta (Roseta) y el numero de hojas caulinares (Caulinares),
ademas del numero de dias (Dias) que tarda en verse el boton floral a simple vista. Se muestran 2
experimentos independientes. 2 SD: desviacion estandar. WT (wild-type) indica el fenotipo de las
plantas silvestres. ElI nimero de plantas analizadas en cada experimento varia entre 10 y 15 por
genotipo. La significacion estadistica de estos datos se ha realizado mediante andlisis de la varianza de
una via (ANOVA) y el test de comparaciones multiples de Bonferri; la significacion obtenida en cada
comparacion se muestra en el anexo (Anexo — Tabla 6).

5.2 Duracién de la fase juvenil: juvenilidad

Las mismas plantas usadas para los analisis de floracion han servido para cuantificar la
duracion de la fase juvenil y la duracion de la fase adulta, en condiciones de SD (Tabla 7) y
en LD (Tabla 8). Para realizar esta cuantificacion se ha usando como marcador del inicio de
la fase adulta la aparicion de tricomas en la parte abaxial de las hojas. Se consideran hojas
juveniles las que no presentan tricomas abaxiales, y hojas adultas todas aquellas hojas de
roseta que si los tienen. De acuerdo con los resultados publicados por otros laboratorios, las
plantas 35S::MIM156 y pSPL9::rSPL9 no presentan etapa juvenil, ya que se observan
tricomas en la parte abaxial de todas las hojas que forman a partir de la primera. En cambio,
las plantas 35S::MIR156 presentan una etapa juvenil extendida muy acusada, con tricomas
abaxiales visibles cuando practicamente se han formado % partes de las hojas totales que se
producen antes de florecer. En el caso de las plantas spl9 spl15 y 35S::MIM172 el fenotipo no
es tan extremo aunque también presentan una etapa juvenil extendida (Schwarz et al., 2008;
Wang et al., 2009; Wu et al., 2009).
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Cuando analizamos nuestros genotipos de interés en condiciones de SD (Tabla 7),
observamos que las plantas doble mutantes teml tem2 presentan un acortamiento de la fase
juvenil, ya que forman los primeros tricomas un par de hojas antes que las plantas silvestres,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa en todos los experimentos realizados. Sin
embargo, los mutantes sencillos tem1, tem2 y ravl muestran una duracion de la fase juvenil
muy similar a la de las plantas silvestres, por lo que no tienen afectada la duracion de la fase
juvenil. Por otra parte, las plantas 35S::TEM1 no llegan a formar tricomas abaxiales, y como
veiamos anteriormente, tampoco florecen en condiciones de SD, por lo que podemos
considerar que todas las hojas que forman, son juveniles y las plantas no pasan al estado
adulto.

Genotipo Nuamero total hojas jévenes?2 Nuamero total hojas adultasP
Fase juvenil Promedio £ SDc¢ Fase adulta Promedio + SD
Experimento 1

Col-0 WT 9,3+0,7 WT 46,4 + 3,2
tem1-1tem2-2  Acortada 72+0,7 Acortada 82+29
ravl-1 WT 100+ 1,0 Acortada 381+23
35S:TEM1  Extendida  NQe NQe NV
35S::MIR156  Extendida 738+29 Acortada 26,7 +6,4
35S::MIM156 Acortada 0+0 WT 46,7 +54
pSPL9::rSPL9  Acortada 0£0 WT 459+21
spl9-2spl15-2 Extendida 140+0,7 Extendida 522+18
Experimento 2

Col-0 WT 11,712 WT 505+29
tem1-1 WT 136+13 Acortada 409 +5,1
tem1-1tem2-2  Acortada 99+12 Acortada 15,6 + 3,9
ravl-1 WT 119+0,9 Acortada 423+28
35S:TEM1  Extendida  NQe NQe NV
35S:MIR156  Extendida 72,7+6,9 Acortada 256 +£5,3
35S::MIM156 Acortada 0+0 WT 479+6,5
pSPL9::rSPL9 Acortada 0£0 WT 46,1+ 14
spl9-2spl15-2  WT 143 +0,9 Extendida 60,0 £5,1
35S:MIM172 Extendida 151+1 Extendida 58,4 + 3,3
Experimento 3

Col-0 WT 12,0+0,9 WT 51,7+25
tem1-1 WT 128+1.2 Acortada 42,78+ 4,3
tem2-2 WT 111+15 Acortada 358+24
tem1-1tem2-2  Acortada 10,8 +£ 0,7 Acortada 221+54
Experimento 4

Col-0 WT 106 +1,3 WT 46,4+ 35
tem1-1 WT 104+1,1 Acortada 41,3+39
tem2-2 WT 100+15 Acortada 232+32
tem1-1tem2-2  Acortada 95+0,9 Acortada 169+28

Tabla 7. Analisis de juvenilidad en condiciones de SD

a Se consideran jévenes las hojas de roseta que no presentan tricomas abaxiales (exceptuando los
cotiledones).  Se consideran adultas las hojas de roseta que presentan tricomas abaxiales; la primera
hoja en la que son visibles a simple vista los tricomas se ha considerado primera hoja adulta. ¢ SD:
Desviacion estandar eNQ: No cuantificable. f NV: No visible. La significacion estadistica de estos
datos se ha realizado mediante anélisis de la varianza de una via (ANOVA) y el test de comparaciones
multiples de Bonferri; la significacion obtenida en cada comparacion se muestra en el anexo (Anexo —
Tabla 7).
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Respecto a la duracion de la fase adulta, las plantas 35S:MIM156 y pSPL9::rSPL9
muestran una fase adulta practicamente igual a la de las plantas silvestres. Las plantas
35S::MIR156 muestran una fase adulta mas corta que las plantas silvestres, ya que la mayor
parte de hojas producidas han sido juveniles. Las Unicas plantas que mantienen una extension
de ambas fases, juvenil y adulta, son las spl9 spl15 y 35S:MIM172. Por su parte, los mutantes
sencillos tem1, tem2, y ravl presentan una etapa adulta acortada, con una diferencia respecto a
las plantas silvestres estadisticamente significativa. El caso del doble mutante tem1 tem2 es
maés acusado, produciendo entre 30 y 40 hojas adultas menos que las plantas silvestres debido
a que florecen de manera temprana.

Resumiendo, estos datos nos indican que en SD los mutantes sencillos tem1, tem2, ravl no
presentan cambios en la duracion de la fase juvenil, pero si muestran un acortamiento de la
fase adulta; mientras que tem1 tem2 presenta un acortamiento en ambas fases.

En condiciones de LD (Tabla 8), unicamente se han analizado los mutantes sencillos
teml y tem2, y el doble mutante tem1 tem2, en comparacion con las plantas silvestres. En este
caso, al igual que en condiciones de SD, las plantas teml tem2 tienen acortadas las dos fases
de desarrollo. En cambio los mutantes sencillos sélo presentan un acortamiento de la fase
adulta y no de la juvenil, coincidiendo con los datos obtenidos en condiciones de SD.

Genotipo Nuamero total hojas jévenes?2 Numero total hojas adultasP
Fase juvenil Promedio £ SD¢ Fase adulta Promedio + SD
Experimento 1

Col-0 WT 55+0,5 WT 6,6 £0,9
tem1-1 WT 6,6 £0,7 Acortada 3,708
tem2-2 WT 6,2+0,8 Acortada 29+10
tem1-1tem2-2  Acortada 48+0,6 Acortada 21+05
Experimento 2

Col-0 WT 56=+0,7 WT 6,7+0,8
tem1-1 WT 6,6 +£0,8 Acortada 41+05
tem2-2 WT 57+11 Acortada 2,7+0,6
tem1-1tem2-2  Acortada 48+0,8 Acortada 21+04

Tabla 8. Analisis de juvenilidad en condiciones de LD

aSe consideran hojas jévenes todas las hojas de roseta que no presentan tricomas abaxiales
(exceptuando los cotiledones).  Se consideran hojas adultas todas las hojas de roseta que presentan
tricomas abaxiales; la primera hoja en la que son visibles a simple vista los tricomas se ha
considerado como la primera hoja adulta. ¢ SD: Desviacién estandar. La significacion estadistica de
estos datos se ha realizado mediante andlisis de la varianza de una via (ANOVA) y el test de
comparaciones multiples de Bonferri; la significacion obtenida en cada comparacion se muestra en el
anexo (Anexo — Tabla 8).

En paralelo a estos experimentos hemos analizado si ademéas de formar los tricomas
antes en relacion al namero de hojas, éstos también se forman antes en el tiempo, en relacion
al nimero de dias.

La tabla 9 muestra el momento de aparicion de la primera hoja adulta, segun el namero
de dias transcurridos hasta que se observa la aparicién de los primeros tricomas abaxiales.
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Analizando en detalle cuando se produce esta primera hoja adulta, observamos que en las
plantas tem1 tem2 se forma antes no solo en cuanto al nimero de hojas, sino también en
cuanto al numero de dias.

Genotipo 1 hojaadulta 12 hoja adulta Duracion Boton floral
(rango hojas) (rango dias) fase juvenil (rango dias)

Experimento 1

Col-0 10-12 24-28 WT 60-64

tem1-1tem2-2 7-9 16-20 Acortada 24-36

ravi-1 10-13 24-28 WT 56-60

35S:TEM1 NVa NQb Extendida NQ

Experimento 2

Col-0 11-14 28-32 WT 65-70

tem1-1tem2-2 9-12 20-24 Acortada 32-40

ravi-1 11-14 28-32 WT 60-68

35S:TEM1 NV NQ Extendida NQ

Tabla 9. Andlisis de la produccién de la 12 hoja adulta en condiciones de SD

Este célculo se ha realizado a partir de la deteccion de la aparicidn de los primeros tricomas en la cara
abaxial del limbo foliar. Abn = No visible después de 3 meses, PNQ = No cuantificable. El nimero de
plantas analizadas en cada experimento varia entre 10 y 15 plantas.

En conjunto todos estos experimentos indican que el doble mutante teml tem2 tiene
acortada la fase juvenil en condiciones de LD y SD, pero no los mutantes sencillos, por lo
que son redundantes en el control de la duracion de la fase juvenil. En cambio, todos ellos,
tanto los mutantes sencillos como el doble mutante tienen acortada la duracion de la fase
adulta.

5.3 Velocidad de produccion hojas

El numero de hojas producidas por unidad de tiempo (hojas/dias) define el ratio de
produccion de hojas (RLP, por sus siglas en inglés), el cuél es inverso al plastocrono, que
mide el tiempo entre el inicio de dos hojas consecutivas (dias/hojas) (revisado en Lamoreaux
etal., 1978).

El fenotipo observado en las plantas tem mutantes y TEM sobre-expresantes cultivadas
en condiciones de SD, sugeria que éstas podian tener el ratio de produccion de hojas
afectado, igual que otros genotipos de la ruta de miRNAs. Un primer anélisis de un pequefio
numero de plantas cultivadas en condiciones de SD durante 24 dias sugeria que las plantas
mutantes producian hojas ligeramente mas rapido que las plantas silvestres, mientras que las
sobre-expresantes por el contrario, las producian muy lentamente; ademas de tener afectados
otros fenotipos relacionados con el desarrollo (Fig. 21).
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Figura 21. Fenotipo de plantas Col-0, tem1 tem2 y 35S:: TEM1 a dia 24 en condiciones de SD
Los nimeros indican las hojas producidas durante un periodo de 24 dias en condiciones de cultivo en
tierra en SD. El hilo rojo marca la primera hoja producida.

Para estudiar en mas detalle si los mutantes tem y sobre-expresantes TEM tienen alterada
la produccién de hojas, analizamos a lo largo del desarrollo la aparicion de nuevas hojas.
Realizamos un seguimiento, desde el dia 8 y a lo largo de varias semanas, de una serie de
genotipos de la ruta de miRNAs afectados en el ratio de produccion de hojas (Fig. 22). Se
muestra unicamente el resultado de los dias 8 a 28 para remarcar qué ocurre durante las
primeras etapas del desarrollo; posteriormente se observa una reduccion de la velocidad de
produccion de hojas a medida que nos acercamos al momento de la floracion (datos no
mostrados). La representacion grafica muestra el nimero de hojas producido en un
momento del desarrollo determinado (nim. hojas/dias). La pendiente de esta grafica nos
indica la velocidad con la que se producen nuevas hojas; cuanto mayor es la pendiente, mas
rapido se producen.

Los resultados obtenidos confirman que las plantas 35S::MIR156 producen hojas muy
rapidamente, es decir tienen un plastocrono corto al invertir poco tiempo en producir una
nueva hoja. Por el contrario, las plantas 35S::MIM156 tardan mas tiempo en producir nuevas
hojas, igual que las plantas pSPL9::rSPL9. Las plantas spl9 spl15 presentan un fenotipo mas
moderado en la velocidad en que producen hojas nuevas, siendo ligeramente méas rapido que
en las plantas silvestres (Schwarz et al., 2008; Wang et al., 2008; Wu et al., 2009). Por su
parte, 35:MIM172 no parece tener este rasgo afectado y produce hojas practicamente al
mismo ritmo que las plantas silvestres.

Si comparamos estos ratios con los obtenidos en las plantas teml tem2 observamos que
teml tem2 producen hojas significativamente mas rapido que las plantas silvestres. Los
mutantes sencillos analizados teml y ravl parecen también ligeramente mas rapidos
produciendo hojas, aunque en el caso de ravl una de las muestras analizadas (RB2) presenta
diferencias estadisticamente significativas respecto a las plantas Col-0, pero no la otra; por lo
que tenemos que confirmar estos resultados con una nueva réplica, igual que ocurre en con
el mutante sencillo tem1 del cual s6lo tenemos datos de una muestra bioldgica. Sin embargo,
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hay que destacar que en ambas muestras (RB1 y RB2), la velocidad de produccion de hojas
de los mutantes sencillos ravl es muy similar a las de las plantas spl9 spl15. Por el contrario,
las plantas 35S:TEM1 son significativamente mas lentas que las plantas silvestres
produciendo hojas nuevas, con valores similares a los de las plantas 35S:MIM156 o
pSPL9::rSPLY9, aunque sin llegar a un ratio tan bajo. Ademas, estas plantas presentan una
elevada tasa de mortalidad, por lo que el andlisis de la primera muestra biologica (RB1)
incluye un namero muy bajo de plantas analizadas (5 plantas), lo que no impide que la
diferencia sea significativa.
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Figura 22. Anélisis de la velocidad de produccién de hojas en condiciones de SD

El ratio de produccion de hojas de roseta, cuantificado como el nimero de hojas producidas en un
tiempo determinado, indica la velocidad con la que se producen las hojas. Se han analizado dos
muestras bioldgicas, RB1 (a-b) y RB2 (c-d). En la RB1 se han analizado entre 5 y 12 plantas por
genotipo; en la RB2 se han analizado entre 8 y 21 plantas. Las barras de error muestran la desviacion
estandar de las muestras bioldgicas analizadas por cada punto. Los asteriscos muestran la significacion
estadistica (p>0,05) de cada genotipo respecto al valor de las plantas silvestres (Col-0). Test t-Student)
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS, No significativo (p>0,05).
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En resumen, las plantas tem1 tem2 y 35S:: TEM1 tienen claramente afectada la produccion
de hojas. tem1 tem2 con una produccion acelerada respecto a las plantas silvestres, en un
rango intermedio entre las plantas 35S::MIR156 y las spl9 spl15; mientras que 35S::TEM1 son
considerablemente mas lentas, y similares a las plantas 35S::MIM156 y pSPL9::rSPL9. Esta
comparacion nos indica que la regulacion de la velocidad de produccion de hojas es contraria
a la que hemos descrito para la regulacion del tiempo de floracion, ya que 35S::TEM1 se
comportaria igual que 35S::MIM156 y pSPL9::SPL9, de manera distinta a lo que ocurre en el
control del tiempo de floracion.

6. Confirmacion genética de la relacion entre la ruta de miRNAsy TEM

Para acabar de establecer el modo de regulacion de los diferentes componentes de la ruta
de miRNAs, se han realizado una serie de cruces que nos permitiran esclarecer la relacion
entre sus distintos componentes. Actualmente, estamos trabajando en la seleccion de las
plantas homocigoticas de los cruces que se muestran en la tabla 10. Se detalla en ella el
estadio de seleccion en que se encuentran. Todas estas combinaciones genéticas seran Utiles
para determinar si los efectos de TEM1y TEM2 en la expresion de miR156, SPL9 y miR172
son importantes para la regulacion del tiempo de floracion y el mantenimiento de la fase
juvenil o de la velocidad de produccion de hojas.

Genotipos Generacién
Hembra Macho F1 F2 F3 Seleccion
pTEM1:GUS 35S:MIR156 v v 4 Basta (ppt)
tem1-1 35S:MIR156 Vv v 4 Basta (ppt)
tem1-1tem2-2 35S:MIR156 v°  En proceso - Basta (ppt)
teml-1tem2-2  35S:MIM156 v°  En proceso - Basta (ppt)
teml-1tem2-2 ~ pSPL9rSPL9 v°  En proceso - Basta (ppt)
tem1-1tem2-2 spl9-2spl15-2  v* En proceso - Genotipado lineas SALK
teml-1tem2-2  35S:MIM172 v°  En proceso - Basta (ppt)
35S::TEM1 35S:MIR156 v°  En proceso - Basta (ppt) + GFP semilla
35S::TEM1 35S:MIM156 v°  En proceso - Basta (ppt) + GFP semilla
35S::TEM1 pSPL9:ISPL9 v°  En proceso - Basta (ppt) + GFP semilla
35S::TEM1 spl9-2spl15-2 v En proceso - GFP semilla + genotipado
35S::TEM1 35S:MIM172 v En proceso - Basta (ppt) + GFP semilla

Tabla 10. Resumen de cruzamientos realizados para establecer las interacciones génicas

Se incluyen en esta tabla los genotipos parentales y el estado actual de la generacién de las
distintas lineas filiales. Ademas del método de seleccion para obtener las diferentes lineas
homozigotas.

Actualmente ya disponemos de plantas homozigotas del cruce realizado entre teml y
35S::MIR156. Como ya sabemos, las plantas 35S:MIR156 florecen tardiamente, en
condiciones de LD y SD, sin embargo cuando las cruzamos con el mutante sencillo tem1, que
es temprano en ambas condiciones de fotoperiodo, obtenemos una reduccion en el tiempo
de floracién que coincide con el tiempo de floracion que muestra el mutante teml en las
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condiciones analizadas de LD (Fig. 23). Es decir, la falta de TEM1 provoca un adelanto de la
floracion en las plantas sobre-expresantes de miR156, reduciendo el nimero de hojas
producidas y el numero de dias que estas plantas tardan en florecer.
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Figura 23. Tiempo de floracion del cruzamiento teml 35S::MIR156 y los respectivos
parentales en condiciones de LD

Se muestra (a) el namero de hojas de roseta y el nimero de hojas caulinares, y (b) el nimero de dias
que tarda en verse el boton floral a simple vista. Se muestra el resultado de la descendencia de dos
plantas homozigotas (#31 y #32). Se han analizado 14-15 plantas por genotipo. Las barras de error
indican la desviacion estandar de las muestras bioldgicas analizadas.

El fenotipo de floracion temprana observado (Fig. 24) nos indica que TEM1 debe ser
necesario para la regulacion del tiempo de floracion via miR156. Queda por establecer si
también estas plantas tienen ligeramente adelantado el cambio de fase juvenil-a-adulto, a
partir de la cuantificacion de la produccion de tricomas abaxiales, alin por determinar.

ferd -1 355:MIR156  355-MIRI506 feml-1 Col-0

Figura 24. Fenotipo de las plantas teml 35S::MIR156 y los respectivos parentales en
condiciones de LD
Las plantas se cultivaron en tierra. Se muestran 3 plantas representativas de cada linea.
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DISCUSION

La cascada de regulacion temporal de miR156, SPL9 y miR172 permite el mantenimiento
de una fase juvenil suficientemente larga, debido a los altos niveles de miR156 al principio
del desarrollo, y la transicion a la fase adulta e inicio de la floracion por acumulacion
progresiva de SPL9 y miR172, que inducen a promotores de la floracion e inhiben a
represores, respectivamente (revisado en Fornara & Coupland, 2009; Huijser & Schmid,
2011; Zhu & Helliwell, 2011). Por otro lado, los genes TEMPRANILLO se expresan en
etapas tempranas del desarrollo y su disminucion, también progresiva, permite la activacion
de los inductores de la floracion, el gen FT (Castillejo & Pelaz, 2008) y los genes de
biogénesis de las GAs GA30x1/2 (Osnato et al., 2012). La similitud en el patréon de
expresion temporal de miR156 y TEM1/TEM2 y los fenotipos causados por su sobre-
expresion y pérdida de funcién (Fig. 8) sugerian la posibilidad de que los genes TEM
estuvieran en la misma ruta que miR156. El conjunto de datos obtenidos en los
experimentos realizados en esta tesis indica que existe una relacién entre TEM y los distintos
componentes que actuan en esta ruta de regulacion de la floracion y la juvenilidad,
controlada por miR156, SPL9 y miR172.

1. TEML1 regula positivamente a miR156 y éste requiere a TEML1 para regular el
tiempo de floracion

Los anélisis de prediccién in silico realizados apuntaban a que los genes TEM/RAV
podrian regular la expresion de miR156, SPL9 y miR172, al detectarse varios sitios de union
para las proteinas RAV en las secuencias promotoras y codificantes de MIR156A, SPL9 (y
otros SPL relacionados con floracion). MIR172A-C y MIR172E (Tabla 4). Por otra parte, el
andlisis de las secuencias de TEM1, TEM2 y RAV1 nos indicaba que ninguno de estos genes
parecia estar directamente regulado por la accion de miRNAs, incluidos miR156 y miR172.

Los resultados obtenidos en los analisis de expresion realizados coincidian con esta
posible falta de regulacién mediada por los citados miRNAs. Cambios en miR156 no afectan
a los niveles de MRNA de TEM1 ni de TEM2 a lo largo del desarrollo en SD, ya que no
hemos obtenido una diferencia destacable en los valores de TEM1 o TEM2 entre las plantas
silvestres y las plantas sobre-expresantes o mimicry de miR156 (Fig. 11), asi como tampoco
hemos observado diferencias significativas en el ensayo histoquimico de GUS entre las
plantas pTEM1::GUS y las 35S:MIR156 pTEM1:GUS (Fig. 12). Sin embargo, el cruce
realizado entre las plantas teml y 35S::MIR156 indica que miR156 requiere a TEM1 para el
control de la floracion mediada por la edad, ya que las plantas tem1 35S::MIR156 presentan el
mismo fenotipo de floracion temprana que los mutantes sencillos tem1 en LD (Fig. 23 y 24).
Este inesperado resultado sugiere que miR156 podria regular los niveles o la actividad de la
proteina TEM1, aunque no por corte directo de su mRNA.
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Ademas, el analisis de la acumulacion de miR156 en las plantas 35S:TEM1 y tem1 tem2
en LD (Fig. 13) nos indica que TEM parece regular positivamente a miR156, al obtenerse un
notable incremento en las plantas 35S::TEM1 y un descenso muy ligero en las plantas teml
tem2. En estas Gltimas, el cambio observado es de una magnitud similar al efecto de miR156
en miR172 (Fig. 18; Wu et al., 2009), lo que sugiere que este pequefio cambio podria ser
relevante. Actualmente estamos trabajando en la comprobacion experimental de una posible
union de TEM1 a MIR156A, cuyo promotor tiene un posible sitio de union bastante
conservado para proteinas de la familia RAV (CACCA-N4-ATCCTG) (Tabla 4). Sin
embargo, por lo que sabemos hasta ahora, las proteinas RAV actian como reguladores
negativos de la expresion genica (Ikeda & Ohme-Takagi, 2009; Kagaya et al., 1999), por lo
que parece mas probable que TEM1 y TEM2 actuen reprimiendo a algun represor de
miR156, es decir, de forma indirecta. Alternativamente, TEM1 y TEM2 podrian regular a
algun factor implicado en la biogénesis de los mMiIRNAs o en las rutas de silenciamiento de
RNA.

De confirmarse la regulacion proteica de TEM1 por miR156 y la regulacion directa o
indirecta de miR156 por TEM1, podriamos hablar de un bucle de retroalimentacion positivo,
directo o indirecto, entre estos dos represores de la floracién, lo que aseguraria un estricto
control de la ésta. Por otro lado, la regulacion de los diferentes componentes implicados en
la ruta miR156-SPL-miR172-AP2 incluye varios bucles de retroalimentacion positiva y
negativa (Mathieu et al., 2009; Schwab et al., 2005; Wang et al., 2009; Wu et al., 2009; Yant et
al., 2010), por lo que es posible que los genes TEM también estén implicados en este tipo de
regulacién. Esta posibilidad la sugieren dos hechos: que los genes TEM también afectan a la
expresion de otros componentes por debajo de miR156, como SPL9 y miR172, que a su vez
afectan a miR156, y que el efecto de los genes TEM en miR156 (Fig. 13) es mucho menor
que en SPL9 (Fig. 15) o miR172 (Fig. 18). Por tanto, no podemos descartar que el efecto en
la expresiobn de miR156 sea indirecto a través de la regulacion de alguno de estos
componentes.

Hasta ahora se conocian pocos detalles de la regulacion de miR156. Muy recientemente
se ha postulado la funcién de la trehalosa como reguladora de este miRNA (Wahl et al.,
2013), aunque queda por determinar qué componente determina su caida a lo largo del
desarrollo. Esta tesis propone que los genes TEM podrian estar implicados en esta
regulacion temporal, al regular positivamente los niveles de miR156, directa o
indirectamente. La disminucion progresiva de TEM a lo largo del desarrollo conllevaria una
induccion progresivamente mas débil de miR156.
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2. TEM reprime directamente, y probablemente también de forma indirecta, la
expresion de SPL9

SPLJY, junto con SPL15, promueve los rasgos morfologicos de las hojas adultas (Telfer et
al., 1997; Usami et al., 2009); ademas, reduce la velocidad de produccién de hojas y acelera la
floracion a través de la activacion de la transcripcion de MIR172B (Wu et al., 2009) e,
independientemente, a traves de la activacion de SOC1, AP1, FUL y AGL42 (Wang et al.,
2009).

Hemos demostrado que TEM reprime la expresion de SPL9 en LD (Fig. 15), a través de
la union directa a su DNA (Fig. 16), en fases tempranas del desarrollo en LD, lo que coincide
con la accion represora de miR156 sobre SPL9. Esto sugiere que miR156 y TEM tienen el
mismo efecto sobre SPL9 en el control de la floracion y que podrian actuar en parte en
paralelo, ademés de regularse mutuamente de manera positiva. Ademas, ya que TEM regula
la acumulacion de miR156 (Fig. 13), y éste reprime a SPL9, TEM estaria también actuando
de manera indirecta sobre la regulacion de SPL9, a través de miR156.

Probablemente la caida en los niveles de TEM sea necesaria para la activacion de SPL9,
igual que lo es la reduccion de miR156 con la edad. Un experimento que podria confirmar si
TEM regula temporalmente a SPL9 seria un seguimiento de la expresion de SPL9 a lo largo
del desarrollo en plantas silvestres, plantas 35S::TEM, de forma que podriamos determinar si
se produce 0 no su activacion, y plantas tem1 tem2 para demostrar si la ausencia de TEM
permite una acumulacion mas temprana.

La expresion de SPL9 en las plantas silvestres se centra en las hojas, en el apice del tallo,
en los primordios foliares y en las flores jovenes (Schmid et al., 2005). Se ha detectado su
expresion en plantulas enteras y primordios foliares a partir de las 3 semanas y un incremento
con la edad de la planta, en experimentos de expresion in situ y RT-gPCR (Wang et al., 2009;
Wau et al.,, 2009) y mediante ensayos de GUS en plantas pSPL9::GUS en SD (Yang et al.,
2011). Por tanto, también seria posible que TEM regulase los niveles de mMRNA de SPL9 en
SD. Ademas, TEM actla también en el SAM (Osnato et al., 2012) por lo que no descartamos
que pudiera reprimir a éste y otros SPL en varios tejidos.

Por otra parte, aunque las plantas pSPL9::rSPL9 muestran un ligero incremento en el
nivel de mMRNA de TEML1 (Fig. 14), las plantas spl9 spl15 no tienen alterada la expresion de
este gen, por lo que no podemos concluir que SPL9 regule la expresion de TEM1. El efecto
observado en las plantas sobre-expresantes podria ser un artefacto de la propia sobre-
expresion y no una regulacion real; sin embargo, tampoco podemos descartar que la falta de
cambio en las plantas spl9 spl15 pueda ser debida al momento del desarrollo escogido para
realizar el experimento. En las plantas silvestres, SPL9 no se expresa en periodos tempranos
del desarrollo, por tanto su falta de expresion en ese momento (en plantas spl9 spl15) no
comportaria un efecto en la regulacion de sus dianas, como se puede observar en la
expresion de SOC1 (Fig. 14).
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El andlisis in silico de los promotores de TEM1, TEM2 y RAV1 sugeria la posibilidad de
que algun SPL regulase la expresion de estos genes, al haber multiples sitios de unién SBP en
sus promotores (Fig. 10), especialmente en el promotor de TEM1. Como hemos comentado
en la introduccion, la familia de factores de transcripcion SPL es bastante amplia y muestra
una elevada redundancia funcional (Cardon et al., 1999; Rhoades et al., 2002). Ademas los
sitios de union no determinan necesariamente una afinidad especifica por un factor u otro,
por lo que no podemos saber cual/es podriaZn unirse al DNA de los genes TEM/RAV, ni
en quée momento del desarrollo o tejido podrian hacerlo. Nuestros resultados no descartan,
por tanto, que otros SPLs puedan regular a TEM1 0 a TEM2.

3. TEM reprime directamente, y probablemente también de forma indirecta, la
expresion de MIR172C

La expresion de miR172 es mas alta en LD que en SD, donde silencia a los represores
florales AP2-like, que reprimen directamente al inductor floral FT de forma independiente de
CO, en una ruta alternativa a la induccion de la floracion por el fotoperiodo (Jung et al.,
2007). No hemos observado ninguna regulacion de los niveles de mMRNA de TEM por parte
de miR172, lo que no descarta que pueda haber una regulacién post-transcripcional (Fig. 17).
Sin embargo, si hemos comprobado que TEM1 y TEM2 reprimen a MIR172, tal y como
demuestran los resultados obtenidos por RT-gPCR y Northern blot en plantas 35S: TEM1 y
tem1 tem2 (Fig. 18), y que TEM1 lo hace directamente (Fig. 19) al unirse a los sitios RAV
presentes en la secuencia de MIR172C. Actualmente estamos trabajando en la comprobacion
experimental de la posible unién directa a otros genes MIR172 que también presentan sitios
de unién RAV (Tabla 4). Ademas, como en el caso de SPL9, MIR172 también esta
controlado de manera indirecta por TEM; al regular a SPL9, el efecto de los TEM en
miR172 también puede estar mediado en parte por SPLO.

De manera indirecta, la represion que ejerce TEM1 sobre MIR172C afectaria a la
expresion de los represores florales de la familia AP2 que estan regulados por este miRNA,
es decir, se des-reprimirian estos reguladores negativos de la floracidn que, junto a los TEM,
bloguearian la activacion no sélo de FT, sino también de SOC1, AP1y FUL. Ademas, parece
probable que existan bucles de retroalimentacion entre los genes TEM vy los genes AP2-like,
ya que se ha observado la union de SMZ y AP2 a TEM1 en inflorescencias y hojas,
respectivamente (Yant et al., 2010), asi como un incremento de expresion de TEM2 en
plantas smz-D (dominante negativo de SMZ) (Mathieu et al., 2009).

En resumen, nuestros resultados sugieren que los genes TEM juegan un papel en la
regulacion de la floracion a traves de la ruta de la edad, mediante el control del proceso en
distintos puntos de la ruta genética, controlando directa e indirectamente a SPL9 y miR172c,
y estableciendo un bucle de regulacion positiva con miR156.
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Figura 25. Esquema de la regulacion de los distintos componentes de la ruta de la edad por
TEMly TEM2

Los genes TEM actdan sobre miR156, SPL9 y miR172. En el caso de miR156, activan la expresion de
manera directa o indirecta (flecha discontinua verde), con una posible regulacion adicional de TEM1
(quizas de la proteina) por miR156, (flecha discontinua azul). TEM1 y TEM2 reprimen de manera
directa y probablemente también indirecta a SPL9 (linea roja). Ademas, reprimen de manera directa y
probablemente también indirecta a miR172 (linea roja). Esta regulacién de la expresion es coherente
con los efectos de todos estos genes en la floracion y en la duracion de la etapa juvenil.

4. TEM1y TEM2 regulan el tiempo de floracion a través de la ruta de miR156,
SPL9y miR172

El doble mutante tem1 tem2 florece claramente mas temprano que cualquiera del resto de
los genotipos analizados en SD (Tabla 5). Al ser un represor directo de la sintesis de GAs
activas, mediante la represion de GA3ox1/2, su ausencia provoca una clara aceleracion de la
floracion y las plantas tem1 tem2 florecen con menos hojas y tardan menos tiempo en florecer
que las plantas silvestres y el resto de genotipos estudiados. El fenotipo de floracion
temprana de tem1 tem2 se correlaciona también con los cambios en la expresion de miR156,
SPL9 y miR172 que ocurren en estas plantas. En concreto, el represor miR156 tiene
disminuida su expresion en las plantas tem1 tem2 (Fig. 13), mientras que los activadores SPL9
y miR172 tienen aumentada considerablemente su expresion (Fig. 15y 18). De esta manera
es esperable que la reduccion de miR156 y el incremento de SPL9 y miR172 observado en
las plantas teml tem2 provoquen un adelanto de la floracion, considerablemente méas
pronunciado que en las plantas de floracion temprana 35S:MIM156 y pSPL9::rSPL9
analizadas, probablemente debido a la accion directa de los genes TEM sobre los genes
GA30x1/2 en condiciones de SD (Osnato et al., 2012). Ademas, hemos observado el efecto
opuesto en las plantas 35S:: TEML1. Es decir, nuestros resultados sugieren que en el fenotipo
tardio de las plantas 35S:: TEM1 esta implicado el incremento de la expresion de miR156 y la
reduccion de SPL9 y miR172, de acuerdo con el fenotipo de floracion de las plantas
35S::MIR156, spl9 spll5 y 35S::MIM172, todas ellas tardias (Franco-Zorrilla et al., 2007;
Schwab et al., 2005; Schwarz et al., 2008).

A la regulacion directa de SPL9 y MIR172C podria sumarse un posible efecto de
regulacién indirecta causado por los multiples bucles de retroalimentacion que regulan a
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miR156, SPL9 y miR172 (Wu et al, 2009). El bucle de retroalimentacion positivo entre
miR156 y TEM1 generaria una reduccion de los niveles de SPL9 y miR172, mientras que la
accion directa de TEM1 sobre SPL9 comporta una reduccion de miR172.

Es destacable también que las plantas tem1, 35S::MIM156 y pSPL9::rSPL9 florecen con
un namero de hojas muy similar (Tabla 5). Es decir, las plantas que no tienen tem1 florecen
en el mismo estadio de desarrollo que las plantas que tienen reducidos los niveles de miR156
(35S::MIM156), las cuales, a su vez, muestran un incremento de SPL (Franco-Zorrilla, 2007)
y florecen de forma parecida a las plantas pSPL9::rSPL9 (Tabla 5). Esto es congruente con
los datos de expresion obtenidos. Ademas, el resultado del analisis del tiempo de floracion de
las plantas tem1 35S::MIR156, realizado en condiciones de LD (Fig. 23), sugiere que TEM1
seria necesario para el fenotipo de floracion tardia de las plantas 35S::MIR156. Es decir,
miR156 necesita a TEM1 para controlar el tiempo de floracion y el déficit de TEM1 provoca
que miR156 no sea funcional. Esto apoya la conclusion de que al menos TEML1 actla en la
ruta de regulacion de la floracion por la edad.

Por tanto, TEM1 y TEM2 no estarian actuando Gnicamente sobre FT y GA30x1/2, sino
que también estarian controlando, directa e indirectamente, la ruta de control de la floracion
mediada por miR156, SPL9 y miR172, que regula no sélo a FT, sino también a toda una serie
de activadores, como otros SPL, SOC1, FUL, LFY, AP1, GAs, etc. (Galvdo et al., 2012;
Wang et al., 2009; Wu & Poethig, 2006; Yamaguchi et al., 2009; Yu et al., 2012). Por tanto, el
tiempo de floracion de las plantas teml tem2 es consecuencia de la afectacion de toda una
serie de reguladores de la floracion, aparte de FT y de la acumulacion de GAs. Este sistema
complejo de regulacion en red, y no Gnicamente en cascada, confiere una robustez al sistema
de control del tiempo de floracién; asegurando de este modo que ésta no se produce
demasiado pronto, cuando la planta ain es joven y tiene pocas reservas acumuladas. De este
modo se crean una serie de rutas de regulacion interconectadas, en las cuales TEM estaria
actuando de forma directa sobre FT y las GAs y de manera indirecta a través de la ruta de la
edad de miR156-SPL9-miR172. A su vez, las GAs regulan positivamente a SPL9 (Yu et al.,
2012), con lo que la represion de éstas por TEM también reforzaria la regulacién negativa
que estos ejercen directamente sobre SPL9 (Fig. 25).

Finalmente, la reciente publicacion del interactoma de las proteinas TOPLESS (TPL) y
TPL-related (TPR) ha permitido identificar a una serie de proteinas que interaccionan con
ellas, entre las cuales se encuentran algunas implicadas en la represion de FT, entre ellas
TEM1, AP2, TOE1l y AGL15. Ademés se ha observado la interaccion de la familia de
TPL/TPR con miembros de la familia AP2, entre ellos AP2, TEM1, TOEl y TOE2
(Causier, et al., 2012). Estos datos sugieren que TEM1 podria formar parte de un complejo
en el que también estarian TOE y AP2.
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5. TEM1y TEMZ2 controlan la duracion de la fase juvenil y de la fase adulta

miR156 es necesario para asegurar el mantenimiento de la fase juvenil a través de la
represion de SPL9 y otros SPL (Rhoades et al., 2002; Schwarz et al., 2008; Wang et al., 2009;
Wu & Poethig, 2006). Las plantas deficientes en miR156 (35S::MIM156) no presentan fase
juvenil, ni tampoco las plantas pSPL9::rSPL9. El nivel de expresion de los factores SPL se
relaciona con el inicio de la formacién de tricomas abaxiales en las hojas, uno de los rasgos
fenotipicos més evidentes del paso a la fase adulta (Wu & Poethig, 2006; Wu et al., 2009). De
acuerdo con los resultados de expresion de SPL9 en las plantas tem1 tem2 (Fig. 15), TEM1y
TEMZ2 reprimen a SPL9, aunque el efecto no seria tan significativo como el que ejerce
miR156 sobre SPLY al inicio del desarrollo, ya que en las plantas tem1 tem2 observamos una
fase juvenil significativamente mas corta que en las plantas silvestres, pero no anulada como
en las plantas 35S::MIM156 (Tabla 7), en las que la expresion de SPL9 es elevada. Esto
podria deberse a la redundancia funcional de los factores SPL, ya que la aparicion de
tricomas abaxiales también estd controlada por otros SPL, como SPL3/SPL4/SPL5, que son
silenciados por miR156 (Cardon et al., 1999; Schwarz et al., 2008; Wang et al., 2008, Wu &
Poethig, 2006; Yu et al., 2010). Por el momento no sabemos si TEM1 y TEM2 también
reprimen a otros SPL, pero si que son redundantes en la represion de SPL9 y que es
necesaria la falta de ambos para que la fase juvenil se vea reducida, ya que en los mutantes
sencillos tem1 y tem2 no se han observado diferencias en la duracion de esta fase respecto al
tipo silvestre Col-0.

Por otra parte, las plantas que sobre-expresan TEM1 o TEM2 no presentan tricomas
abaxiales en LD ni SD, y parecen florecer sin estos tricomas al menos en LD (Tabla 9). Estos
resultados nos indican que su fase juvenil esta largamente extendida, de manera mas acusada
que en las plantas 35S::MIR156, las cuales si acaban formando tricomas abaxiales antes de
florecer (Wu et al., 2009). Podriamos considerar que la sobre-expresion de TEM1 mantiene a
la planta en un estado de permanente juvenilidad que, sin embargo, le permite florecer en LD
sin pasar a la etapa vegetativa adulta.

Aparte de los factores SPL, el control de la aparicion de tricomas en la parte abaxial de
las hojas esta también regulado por las hormonas giberelinas (Chien & Sussex, 1996; Poethig,
2003). En los mutantes deficientes en GA se observa un retraso en la aparicion de tricomas
abaxiales (Telfer et al., 1997). La ausencia de tricomas en las hojas de las plantas 35S:: TEM1
coincide con una reduccién de la sintesis de GA por represion directa de los genes de su
biogénesis, GA30x1 y GA3ox2 (Osnato et al., 2012). Por tanto, parece factible que TEM
pueda regular la aparicion de rasgos relacionados con la fase adulta a dos niveles:
reprimiendo de manera directa a SPL9 y reprimiendo de manera directa a GA30x1/2,
manteniendo asi la duracion de la fase juvenil, en paralelo a la accion de miR156. Sin
embargo, el efecto de los genes TEM parece ser menos importante en la etapa juvenil que la
accion de miR156 y SPL9, ya que en las plantas 35S::MIM156 y pSPL9::rSPL9 no existe la
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fase juvenil, mientras que las plantas tem1 tem2 forman entre 7 y 10 hojas juveniles en SD y
entre 4 y 5 en LD (Tablas 7, 8). Por otra parte, la duracion de la fase adulta también esta
acortada en todos los mutantes tem/rav analizados, tanto en los mutantes sencillos como en el
doble teml tem2. En el caso del doble mutante, el acortamiento de la fase adulta es muy
acusado, lo que provoca un adelanto de la floracion en SD y LD (Tablas 5,6); en cambio en
las plantas 35S::MIM156 y pSPL9::rSPL9 la fase adulta no parece acortada y es similar a la
silvestre. En conjunto, estos datos sugieren que miR156 y SPL9 tienen un efecto mas
importante que TEM en el control de la duracion de la fase juvenil, mientras que TEM1 y
TEMZ2 afectan marcadamente a la duracion de la fase adulta y en menor medida a la fase
juvenil.

6. RAV1y su implicacién en la ruta de miR156/miR172

Adicionalmente, hemos incluido el estudio de la posible regulacion e implicacion de
RAV1 en el control de la ruta de regulacion de la floracion por la edad. Si bien no teniamos
informacion previa que nos indicara que RAV1 podia estar relacionado con esta ruta,
consideramos interesante analizar su posible participacion en el control de la floracion, ya
que es el gen mas préximo filogenéticamente a TEM1y TEM2.

La regulacién de RAV1 merece una consideracion aparte, ya que su expresion en las
plantas silvestres a lo largo del desarrollo no se reduce como ocurre con TEM1 y TEM2.
Ademas, al contrario de lo esperado para TEM1 y TEM2, los valores de expresion de
RAV1 obtenidos en las plantas 35S::MIM156 indican una regulacion negativa de RAV1 por
miR156, mientras que SPL9 y miR172 parecen regular positivamente su expresion. Estos
cambios cuadran con la regulacion secuencial de miR156, SPL9 y miR172. Es decir, en las
plantas 35S::MIM156, en las que los niveles de SPL9 y miR172b estan incrementados (Wu et
al., 2009), la expresion de RAV1 también esta incrementada a lo largo de todo el periodo de
desarrollo analizado (Fig. 11). Las plantas pSPL9::rSPL9 también muestran una regulacion
positiva de RAV1 (Fig. 14), y por ultimo, en las plantas 35S::MIM172, los niveles de RAV1
son mas bajos que en las plantas silvestres (Fig. 17). Todos estos resultados nos indican que
miR156 es un regulador negativo de RAV 1, probablemente a través de SPL9 y miR172, que
actuarian como reguladores positivos.

A pesar de poder situar a RAV1 en la ruta de miR156/SPL9/miR172, ain no sabemos
qué funcion realiza en ella. Recientemente se ha descrito la implicacion de miR156 y miR172
en los procesos de vernalizacion en Cardamine flexuosa (Zhuo et al., 2013) y Arabis alpina
(Bergonzi et al., 2013), por lo que podria ser interesante saber si RAV1, también involucrado
en respuestas al frio (Fowler et al., 2005; Kagaya et al., 1999) podria estar implicado en esta
ruta en respuesta a estas condiciones en Arabidopsis thaliana.

En relacién al control del tiempo de floracion y a la duracién de las fases juvenil y adulta,
el mutante ravl parece florecer con un nimero de hojas ligeramente inferior al de las plantas
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silvestres en SD (Tabla 5); y, al igual que ocurre con los mutantes tem, el mutante ravl
presenta una fase adulta mas corta, pero sin diferencias en la duracién de la fase juvenil
respecto a las plantas silvestres, en SD (Tabla 7). Estos datos sugieren que la funcion de
RAV1 seria similar a la de TEM, aunque los datos de expresion indican lo contrario. Por
tanto, son necesarios mas experimentos para determinar si estos genes son redundantes o no
en estos procesos.

7. TEM1y RAV1 regulan negativamente la velocidad de iniciacion de las hojas

Los fenotipos de tiempo de floracion y de duracién de la fase juvenil observados en las
plantas sobre-expresantes y mutantes de los genes TEM son coherentes con los fenotipos y
cambios de expresion esperados para los distintos genes de la ruta de control de la floracién
por la edad, MIR156/SPL9/MIR172. Ademas, un estudio fenotipico mas detallado de esas
mismas plantas indica que hay otros procesos en los que los genes TEM podrian estar
también relacionados con la regulacion de MIR156/SPL9/MIR172, como es la velocidad de
produccion de las hojas.

Se ha descrito que las plantas 35S::MIR156, al igual que las spl9 spl15, presentan una
velocidad de produccién de hojas elevada (plastocrono corto), al contrario de lo que ocurre
en las plantas 35S::MIM156 y pSPL9::rSPL9, que producen hojas lentamente (plastocrono
largo) (Schwarz et al., 2008; Wang et al., 2008; Wu et al., 2009). Es decir, miR156 acelera la
produccion de hojas y SPL9 la desacelera. EI seguimiento de la produccion de hojas muestra
que las plantas 35S::TEM1 se comportan igual que las 35S:MIM156 y pSPL9::rSPL9 en
cuanto a la lentitud en la formacidn de las hojas; por otra parte, el doble mutante tem1 tem2 es
significativamente mas rapido formando nuevas hojas que las plantas silvestres, aunque
menos que otros genotipos, como 35S::MIR156 (Fig. 22). Es decir, TEML1 es un regulador
negativo de la velocidad de produccion de hojas, igual que SPL9 y SPL15 (Schwab et al.,
2008). Estos fenotipos de las plantas 35S:: TEM1 y tem1 tem2 no concuerdan con su efecto en
miR156 y SPL9. Sin embargo, este hecho podria explicarse por la relacion entre la duracién
del plastocrono y la velocidad de division celular: un plastocrono corto (produccién rapida
de hojas) se asocia a una division celular acelerada (Kawakatsu et al., 2006). Las plantas
35S::TEM1 son significativamente mas pequefias que el resto de los genotipos estudiados,
mientras que las tem1 tem2 presentan un limbo foliar mas extendido que las plantas silvestres
en SD (Fig. 20 y 21). Aunque no hemos cuantificado la velocidad de division celular o el
tamafio celular, el fenotipo sugiere que podrian estar afectados. Si asi fuera, explicaria el
plastocrono corto (produccion rapida de hojas) observado en las plantas tem1 tem2 (Fig. 22).

De esta manera, los mutantes y sobre-expresantes de TEM podrian tener afectada la
produccion de hojas de forma independiente de la accion de miR156 y SPL9, por accion de
otros reguladores que actuasen en la divisibn o tamafio/expansion celular, como las
hormonas citoquininas, conocidas reguladoras de la division y diferenciacion celular
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(revisado en Barton, 2010), o las auxinas (Perrot-Rechenmann, 2010). En este sentido, el
fenotipo de las plantas 35S:TEM1 también podria relacionarse con la falta de auxinas y
giberelinas en el SAM, ya que presentan una clara pérdida de dominancia apical (Fig. 8)
(revisado en Domagalska & Leyser, 2011; Lohmann et al., 2010).

Por su parte, el mutante ravl produce hojas ligeramente mas deprisa que las plantas
silvestres (Fig. 22), lo que concuerda con el fenotipo previamente publicado de las plantas
que sobre-expresan RAV1 que producen hojas mas lentamente (Hu et al., 2004). Sin
embargo, parace que la produccién de hojas muestra valores silvestres en las plantas con una
reduccion parcial en los niveles de RAV1 (RAV1-U, under-regulated) (Hsu et al., 2004), por lo
que seria necesario eliminar por completo su efecto para detectar el fenotipo de velocidad de
produccion de hojas observado en el mutante nulo ravl. Este fenotipo coincide con los de las
plantas 35S::MIM156 y pSPL9::rSPL9, que muestran un incremento en los niveles de RAV1
(Fig. 11 y 14) y producen hojas lentamente (Fig. 22), al igual que las 35S::RAV1 (Hu et al.,
2004); mientras que las plantas 35S::MIM172, que expresan menos RAV1 (Fig. 17),
producen hojas ligeramente mas rapido que las plantas silvestres (Fig. 22).

Como cierre de este capitulo, la tabla 11 muestra un resumen de los diferentes fenotipos
observados en el conjunto de las plantas con las que hemos trabajado.

Genotipo Fenotipos Produccidn de hojas
Floracion Juvenilidad Ratio produccion hojas  Plastocrono
Col-0 WT WT WT WT
tem1-1 Temprano WT Ligeramente rapida Corto
tem2-2 Temprano WT - -
tem1 tem2 Temprano Fase juvenil acortada Répida Corto
ravl-1 Temprano? WT Ligeramente rapida Corto
35S TEM1 Tardio Fase juvenil extendida Lenta Largo
35S::MIR156 Tardio Fase juvenil extendida Répida Corto
35S::MIM156 Temprano Fase juvenil acortada Lenta Largo
pSPL9::rSPL9 Temprano Fase juvenil acortada Lenta Largo
spl9 spl15 Tardio Fase juvenil extendida Ligeramente réapida Corto
35S::MIM172 Tardio Fase juvenil extendida Ligeramente réapida Corto

Tabla 11. Resumen de los fenotipos observados a lo largo de este capitulo
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CONCLUSIONES

10.

11.

TEML1 regula positivamente, aunque de forma débil, los niveles de miR156 en LD.
Podria existir un bucle de retroalimentacion positivo entre TEM1 y miR156 en el
que TEM1 parece regular la expresion de miR156 de manera directa o indirecta, y
una posible regulacion post-transcripcional de TEM1 por miR156.

Los resultados del tiempo de floracion del cruce realizado entre las plantas teml y
35S::MIR156 indican que miR156 requiere a TEM1 para regular el tiempo de
floracion, ya que las plantas teml 35S:MIR156 presentan un fenotipo de floracion
temprana similar al del mutante sencillo ttm1 en LD.

No hemos observado cambios en los niveles de mMRNA de TEM1 o TEM2 en las
plantas sobre-expresantes o mimicry de miR156 en SD a lo largo del desarrollo, lo que
sugiere que miR156 no regula esos niveles..

TEM1 y TEM2 reprimen, mediante union directa, la expresion de SPL9, en LD. De
esta manera, controlan a SPL9 en paralelo a la funcion que ejerce miR156.

TEM1 y TEM2 reprimen la expresion de MIR172C, aunque sélo hemos observado
union directa de TEML, en LD. Esta regulacion asegura un control indirecto de
otros componentes de la ruta, como los represores AP2 y, a través de los bucles de
retroalimentacion, de SPL9 y miR156.

Ademas de regular directamente a SPL9 y miR172, TEM1 y TEM2 los regulan
probablemente también de forma indirecta a través de su efecto en miR156.

miR156 afecta a los niveles de mMRNA de RAV1 en SD, reduciéndolos. Ademas, la
sobre-expresion de SPL9 los aumenta y el déficit de miR172 los reduce.

La regulacion que ejercen los genes TEM sobre miR56, SPL9 y miR172, y el hecho
de que TEM1 sea necesario para el efecto de 35S::miR156 en la floracion, demuestra
que los genes TEM juegan un papel clave en la regulacion de la floracion a través de
la ruta de la edad, controlando el proceso en distintos puntos de la ruta genética.

Los genes TEM1 y TEM2 regulan la duracion de las fases juvenil y adulta,
probablemente a través de su efecto en los niveles de SPL9.

TEM1 y TEM2 regulan la velocidad de produccion de las hojas de manera
independiente de la accion de miR156 y SPL9. Sin embargo, el efecto de RAV1 si
podria depender de éstos.

RAV1 parece tener un ligero efecto en el tiempo de floracion en SD a 22°C aunque
son necesarios experimentos adicionales para determinar su implicacion.
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ANEXOS

Anélisis de la varianza (ANOVA de 1-via) y test para comparaciones multiples de Bonferroni,
intervalo de confianza del 95% (p<0,05). Los asteriscos indican la significacion estadistica: * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001, ns, No significativo (p>0,05). NC= no concluyente con los datos obtenidos

en las réplicas biolégicas analizadas

Tabla 5. Andlisis del tiempo de floracion en condiciones de SD

RB1 RB2 RB1+RB2
Comparacion TOTAL HOJAS  Significacion  p-valor  Significacion  p-valor Resumen
Col-0 vs. tem1tem2 Si %k <00001 S % <0,0001 Si
Col-0 vs. ravl Si % <00001 S ok 0,0024 Si
Col-0 vs. 35S::MIR156 Si **x <0001 Si **x < 0,0001 Si
Col-0 vs. 35S:MIM156 Si **x <0001 Si **x < ,0001 Si
Col-0 vs. pSPL9::rSPL9 Si **x <0001 Si **x < 0,0001 Si
Col-0 vs. spl9spl15 Si %k <0,0001 Si %k <0,0001 Si
tem1tem?2 vs. ravl Si % <00001 S % <0,0001 Si
tem1tem?2 vs. 35S:MIR156 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem?2 vs. 35S:MIM156 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem2 vs. pSPL9::rSPL9 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem?2 vs. spl9spl15 Si % <0,0001 S % <0,0001 Si
ravl vs. 355:MIR156 Si % <00001 S % <0,0001 Si
ravl vs. 35S::MIM156 No ns >0,9999 No ns 0,3341 NO
ravl vs. pSPL9::rSPL9 No ns >0,9999 Si * 0,0123 NO
ravl vs. spl9spl15 Si % <0,0001 S % <0,0001 Si
35S::MIR156 vs. 35S::MIM156 Si okk <0,0001 Si okk < 0,0001 Si
35S:MIR156 vs. pSPL9::rSPL9 Si ***  <0,0001 Si ** < 0,0001 Si
355::MIR156 vs. spl9spl15 Si **x <0001 Si **x < (,0001 Si
35S::MIM156 vs. pSPL9::rSPL9 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
35S::MIM156 vs. spl9spl15 Si **x <0001 Si **x < ,0001 Si
PSPL9:rSPL9 vs. spl9spl15 Si **x <0001 Si **x < ,0001 Si
Col-0 vs. tem1 Si * 0,0048
Col-0 vs. 35S:MIM172 Si okk < 0,0001
tem1 vs. tem1tem2 Si *kk < 0,0001
tem1 vs. ravl No ns > (0,9999
tem1 vs. 35S::MIR156 Si Fkk < 0,0001
tem1 vs. 35S::MIM156 No ns > 0,9999
tem1 vs. pSPL9::rSPL9 No ns 0,1638
tem1 vs. spl9spl15 Si *** < 0,0001
tem1 vs. 35S::MIM172 Si okk < 0,0001
tem1tem?2 vs. 35S:MIM172 Si okk < 0,0001
ravl vs. 35S:MIM172 Si okk < 0,0001
35S::MIR156 vs. 35S:MIM172 Si okk < 0,0001
35S::MIM156 vs. 35S::MIM172 Si okk < 0,0001
PSPL9::rSPL9 vs. 355:MIM172 Si *** < 0,0001
spl9spl15 vs. 35S::MIM172 No ns > 0,9999

RB3 RB4 RB3+RB4
Col-0 vs. teml Si ***  <(0,0001 S Hoxx 0,0001 Si
Col-0 vs. tem2 Si % <00001 S % <0,0001 Si
Col-0 vs. tem1 tem? Si % <00001 S % <0,0001 Si
tem1 vs. tem?2 Si o 0,0097  Si % <0,0001 Si
tem1 vs. temd tem2 Si ok <00001 S % <0,0001 Si
tem2 vs. temd tem2 Si % <00001 S % <0,0001 Si
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Tabla 5. Continuacion.

RB1 RB2 RB1+RB2
Comparacion DIAS Significacion  p-valor  Significacién  p-valor Resumen
Col-0 vs. tem1tem2 Si ok <00001 S k< (0,0001 Si
Col-0 vs. ravl Si * 0,0025 No ns > 0,9999 NC
Col-0 vs. 35S::MIR156 Si **x <0001 Si **x < 0,0001 Si
Col-0 vs. 35S:MIM156 Si **x <0001 Si **x < (,0001 Si
Col-0 vs. pSPL9::rSPL9 Si **x <0001 Si **x < ,0001 Si
Col-0 vs. spl9spl15 Si %k <0,0001 Si %k < 0,0001 Si
tem1tem?2 vs. ravl Si K <00001 S % <0,0001 Si
tem1tem?2 vs. 35S:MIR156 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem?2 vs. 35S:MIM156 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem2 vs. pSPL9::rSPL9 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem2 vs. spl9spl15 Si %k <0,0001 Si %k < 0,0001 Si
ravl vs. 355:MIR156 Si % <00001 S % <0,0001 Si
ravl vs. 355:MIM156 Si **%  <00001 S % <0,0001 Si
ravl vs. pSPL9::rSPL9 Si *x  <00001 Si *x < 0,0001 Si
ravl vs. spl9spl15 Si % <0,0001 S % <0,0001 Si
35S::MIR156 vs. 35S::MIM156 Si okk 0,0002 Si okk 0,0005 Si
35S::MIR156 vs. pSPL9::rSPL9 No ns 0,0935 Si * 0,0187 NO
355::MIR156 vs. spl9spl15 Si ook <0,0001 Si ok 0,0005 Si
35S::MIM156 vs. pSPL9::rSPL9 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
35S::MIM156 vs. spl9spl15 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
pSPL9::rSPLY vs. spl9spl15 Si *x 0,0062 No ns > 0,9999 NC
Col-0 vs. tem1 No ns > 0,9999
Col-0 vs. 355:MIM172 Si okk < 0,0001
tem1 vs. tem1tem2 Si *kk < 0,0001
tem1 vs. ravl No ns > 0,9999
tem1 vs. 35S:MIR156 Si okk < 0,0001
tem1 vs. 35S::MIM156 Si okk < 0,0001
tem1 vs. pSPL9::rSPL9 Si *** < 0,0001
tem1 vs. spl9spl15 Si *** < 0,0001
tem1 vs. 35S::MIM172 Si okk < 0,0001
tem1tem2 vs. 35S:MIM172 Si okk < 0,0001
ravl vs. 35S:MIM172 Si falahal < 0,0001
35S::MIR156 vs. 35S::MIM172 No ns 0,3003
35S::MIM156 vs. 35S:MIM172 No ns 0,4935
pSPL9::rSPL9 vs. 35S::MIM172 No ns > (0,9999
spl9spl15 vs. 35S::MIM172 No ns 0,4935

RB3 RB4 RB3+RB4
Col-0 vs. tem1 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 NC (*)
Col-0 vs. tem2 Si % <00001 S % <0,0001 Si
Col-0 vs. tem1tem2 Si ko <00001 S % <0,0001 Si
tem1 vs. tem?2 Si ok 0,0004  Si ok 0,0001 Si
tem1 vs. tem1tem?2 Si % <00001 S % <0,0001 Si
tem2 vs. tem1tem?2 Si ok <00001 S % <0,0001 Si
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Tabla 6. Andlisis del tiempo de floracion en condiciones de LD.

RB1 RB2 RB1+RB2
Comparacion ROSETA Significacion p-valor  Significacion p-valor Resumen
Col-0 vs. tem1 Si % <00001 S ok 0,0038 Sl
Col-0 vs. tem?2 Si % <0000 S ok < 0,0001 Si
Col-0 vs. tem1tem2 Si % <0000 S Hohk < 0,0001 Si
temZ vs. tem?2 Si * 00120  Si Hohk < 0,0001 Si
tem1 vs. tem1tem2 Si K <00001 S o < 0,0001 Si
tem?2 vs. tem1tem2 Si % <00001 Si o 0,0095 Si
Comparacion DIAS

Col-0 vs. tem1 Si o 0,0052 Si o < 0,0001 Si
Col-0 vs. tem2 Si ok <00001 S o < 0,0001 Si
Col-0 vs. tem1tem2 Si ok <00001 S o < 0,0001 Si
tem1 vs. tem2 Si ok <00001 S o < 0,0001 Si
tem1 vs. tem1tem2 Si ko <00001 S o < 0,0001 Si
tem2 vs. tem1tem2 No ns 0,0507 Si *k 0,0045 NC

76



Capitulo 1

Tabla 7. Juvenilidad en condiciones de SD.

RB1 RB2 RB1+RB2
Comparacion JUVENILES Significacion  p-valor  Significaciébn  p-valor  Resumen
Col-0 vs. tem1tem2 Si *k 0,0023 Si *x 0,0012 Si
Col-0 vs. ravl No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
Col-0 vs. 35S::MIR156 Si b <0,0001 Si b < 0,0001 Si
Col-0 vs. 35S::MIM156 Si b <0,0001 Si b < 0,0001 Si
Col-0 vs. pSPL9::rSPL9 Si b <0,0001 Si b < 0,0001 Si
Col-0 vs. spl9spl15 Si Frk <0,0001 No ns 0,1752 NC
tem1tem2 vs. ravl Si ok <0,0001 No ns 0,3636 NC
tem1tem?2 vs. 35S:MIR156 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem?2 vs. 35S:MIM156 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem2 vs. pSPL9::rSPL9 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
tem1tem2 vs. spl9spl15 Si %k <0,0001 Si % < 0,0001 Si
ravl vs. 35S:MIR156 Si % <0,0001 S % <0,0001 Si
ravl vs. 35S:MIM156 Si *x  <00001 Si *x <0,0001 Si
ravl vs. pSPL9::rSPL9 Si *x  <00001 Si *x < 0,0001 Si
ravl vs. spl9spl15 Si ok <0,0001 No ns 0,1546 NC
35S::MIR156 vs. 35S:MIM156 Si Frk <0,0001 Si Frk < 0,0001 Si
35S:MIR156 vs. pSPL9::rSPL9 Si ***  <0,0001 Si *** < 0,0001 Si
35S::MIR156 vs. spl9spl15 Si xkk <0,0001 Si xkk < 0,0001 Si
35S::MIM156 vs. pSPL9::rSPL9 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
35S::MIM156 vs. spl9spl15 Si b <0,0001 Si b < 0,0001 Si
PSPL9::rSPLY vs. spl9spl15 Si xkk <0,0001 Si b < 0,0001 Si
Col-0 vs. teml No ns > 0,9999
Col-0 vs. 355:MIM172 Si o 0,0025
tem1 vs. tem1tem2 Si * 0,0021
tem1 vs. ravl No ns > 0,9999
tem1 vs. 35S::MIR156 Si Frk < 0,0001
tem1 vs. 35S::MIM156 Si *rk < 0,0001
tem1 vs. pSPL9::rSPL9 Si *** < 0,0001
tem21 vs. spl9spl15 No ns > 0,9999
tem1 vs. 35S:MIM172 No ns > 0,9999
tem1tem2 vs. 35S:MIM172 Si Frk < 0,0001
ravl vs. 35S:MIM172 Si *x 0,0012
35S::MIR156 vs. 35S:MIM172 Si *rk < 0,0001
35S::MIM156 vs. 35S:MIM172 Si Frk < 0,0001
PSPL9::rSPL9 vs. 355:MIM172 Si ** < 0,0001
spl9spl15 vs. 35S::MIM172 No ns > 0,9999

RB3 RB4 RB3+RB4
Col-0 vs. ttm1 No ns 0,6102 No ns > 0,9999 NO
Col-0 vs. ttm2 No ns 0,3058 No ns > 0,9999 NO
Col-0 vs. tem1tem?2 Si ** 0,0027  Si * 0,0354 Si
tem1 vs. tem2 Si o 0,0030 No ns > 0,9999 NC
tem1 vs. tem1tem2 Si Tk 0,0007 No ns 0,6887 NC
tem2 vs. tem1tem2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NC
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Tabla 7. Continuacion.

RB1 RB2 RB1+RB2
Comparacion ADULTAS Significacion p-valor  Significacion  p-valor Resumen
Col-0 vs. tem1tem?2 Si k<0000 ST e <0,0001 Si
Col-0 vs. ravl Si ko <00001 S o 0,0004 Si
Col-0 vs. 35S::MIR156 Si **x <0001 Si *Rxx < (,0001 Si
Col-0 vs. 35S:MIM156 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
Col-0 vs. pSPL9::rSPL9 No ns >0,9999 No ns 0,8175 NO
Col-0 vs. spl9spl15 Si * 0,0108  Si ok 0,0001 Si
tem1tem?2 vs. ravl Si ko <00001 ST e <0,0001 Si
tem1tem2 vs. 35S::MIR156 Si *kk <0,0001 Si *Rxk < (0,0001 Si
tem1tem?2 vs. 35S:MIM156 Si ok <0,0001 Si *exxk < (0001 Si
tem1tem2 vs. pSPL9::rSPL9 Si ok <0,0001 Si *ekk < (0001 Si
tem1tem2 vs. spl9spl15 Si ko <00001 Si e <0,0001 Si
ravl vs. 355:MIR156 Si ko <00001 ST e <0,0001 Si
ravl vs. 35S:MIM156 Si okk <0,0001 No ns 0,0695 NC
ravl vs. pSPL9::rSPL9 Si ok 0,0002  No ns > (0,9999 NC
ravl vs. spl9spl15 Si <0001 ST e <0,0001 Si
355::MIR156 vs. 355:MIM156 Si **x <0001 Si *Rxx <0001 Si
35S:MIR156 vs. pSPL9::rSPL9 Si ***  <0,0001 Si *Frk < 00,0001 Si
35S::MIR156 vs. spl9spl15 Si **x <0001 Si *Rxx <0001 Si
35S::MIM156 vs. pSPL9::rSPL9 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
35S::MIM156 vs. spl9spl15 Si * 0,0255 Si *Rxx < (0,0001 Si
PSPL9:rSPL9 vs. spl9spl15 Si o 0,0038 Si *Rxx < (0001 Si
Col-0 vs. tem1 Si ok 0,0002
Col-0 vs. 35S:MIM172 Si okk 0,0006
tem1 vs. tem1tem2 Si *xk < (0,0001
tem1 vs. ravl No ns > 0,9999
tem1 vs. 35S:MIR156 Si *eek < 0,0001
tem1 vs. 35S::MIM156 Si * 0,0271
tem1 vs. pSPL9::rSPL9 No ns 0,3973
tem1 vs. spl9spl15 Si *Rrxk < 0,0001
tem1 vs. 35S::MIM172 Si *eek < 0,0001
tem1tem?2 vs. 35S:MIM172 Si *eek < 0,0001
ravl vs. 35S:MIM172 Si *eek < 0,0001
35S::MIR156 vs. 355:MIM172 Si *eek < 0,0001
35S::MIM156 vs. 35S::MIM172 Si *eek < 0,0001
PSPL9::rSPL9 vs. 355:MIM172 Si *Ak < 0,0001
spl9spl15 vs. 35S::MIM172 No ns > 0,9999

RB3 RB4 RB3+RB4
Col-0 vs. tem1 Si % <00001 S o 0,0075 SI
Col-0 vs. tem2 Si ok <00001 S % <0,0001 Si
Col-0 vs. tem1tem2 Si % <00001 S % <0,0001 Si
tem1 vs. tem?2 Si ok 0,0002  Si % <0,0001 Si
tem1 vs. tem1tem?2 Si ok <00001 S % <0,0001 Si
tem2 vs. tem1tem?2 Si % <00001 S o 0,0010 Si
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Tabla 8. Juvenilidad en condiciones de LD.

RB1 RB2 RB1+RB2
Comparacion JUVENILES Significacion  p-valor  Significaciébn  p-valor  Resumen
Col-0 vs. tem1 Si okk 0,0002  No ns 0,0513 NC
Col-0 vs. tem2 Si * 0,0201  No ns > 0,9999 NO
Col-0 vs. tem1tem?2 Si * 0,0391 S * 0,020 Si
tem1 vs. tem2 No ns 0,6822 No ns 0,0584 NO
temd vs. tem1tem?2 Si ko <00001 S *x < 0,0001 Si
tem2 vs. tem1tem2 Si ok <0,0001 No ns 0,1442 NC
RB3 RB4 TODAS
Col-0 vs. tem1 No ns 0,6102 No ns > 0,9999 NO
Col-0 vs. tem2 No ns 0,3058 No ns > 0,9999 NO
Col-0 vs. tem1tem?2 Si ** 0,0027 Si * 0,0354 Si
tem1 vs. tem2 Si o 0,0030 No ns > 0,9999 NO
tem1 vs. tem1tem2 Si ok 0,0007  No ns 0,6887 Si
tem2 vs. tem1tem2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
RB1 RB2 RB1+RB2
Comparacion ADULTAS Significacion  p-valor  Significacion  p-valor  Resumen
Col-0 vs. teml Si ***  <0,0001 S *** <(0,0001 Si
Col-0 vs. tem2 Si % <0,0001 S k< (0,0001 Si
Col-0 vs. tem1tem?2 Si %k <00001 Si % <0,0001 Si
tem1 vs. tem2 No ns 0,0914 Si ok < 0,0001 NC
temd vs. tem1tem?2 Si % <0000 Sf % <0,0001 Si
tem2 vs. temltem?2 No ns 0,0789 No ns 0,2411 NO
RB3 RB4 TODAS
Col-0 vs. tem1 Si % <0000 S % 0,0075 Si
Col-0 vs. tem2 Si % <0000 S % <0,0001 Si
Col-0 vs. tem1tem?2 Si %k <00001 Si % <0,0001 Si
temd vs. tem?2 Si ok 0,0002  Si % <0,0001 Si
temd vs. tem1tem?2 Si %k <00001 Si **% < 0,0001 Si
tem2 vs. tem1tem2 Si ok <0,0001 Si * 0,0010 NC
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CAPITULO 2: SENALES AMBIENTALES: LUZy TEMPERATURA
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INTRODUCCION

Las plantas perciben los cambios ambientales marcados por las estaciones y responden
iniciando los diferentes programas de desarrollo. La luz y la temperatura determinan mdltiples
respuestas fisioldgicas y genéticas tanto diurnas como estacionales. Aparte de las respuestas diarias a
los cambios de luz y temperatura, existen procesos bioldgicos, como la floracion, que requieren una
regulacion a largo plazo. La induccion floral es un proceso de desarrollo regulado estacionalmente
en climas templados, en el que tanto la luz como la temperatura tienen un importante papel en su
control. En la planta anual Arabidopsis thaliana, el incremento de la duracion de los dias y un
incremento moderado de la temperatura ambiental promueven la floracion. Estas sefiales externas
se unen a las sefiales internas (hormonas, azlcares, etc.) que, en conjunto, determinan cuando es el
momento Optimo para que se produzca la floracion.

La luz y la temperatura son dos de las sefiales externas mejor estudiadas como reguladoras de
las diferentes rutas genéticas que estan implicadas en la floracion en A. thaliana. Ambas sefiales
estan estrechamente conectadas, ya que el incremento de las horas de luz conlleva un incremento
de la temperatura, lo que favorece la floracion. Sera interesante conocer qué puede ocurrir con las
pautas de floracion si los efectos del cambio climatico alteran estos parametros ambientales. Pero
hasta entonces, la experimentacion controlada, modificando una u otra condicion (la luz o la

temperatura) nos permite comprender las diferentes vias del sistema.

1. RUTA DE LA LUZ COMO REGULADORA DE LA FLORACION

La calidad, cantidad y direccién de la luz y el fotoperiodo forman un paquete de informacién
que las plantas integran como informacién espacial, temporal y estacional para modular multiples
respuestas fisioldgicas, desde la germinacion a la floracion, pasando por la arquitectura de la planta
(longitud de los peciolos, elongacién del tallo, etc.). La medicion de todos estos parametros permite
a las plantas regular multitud de procesos del desarrollo a lo largo de su ciclo vital, entre ellos el
inicio de la reproduccion (Franklin & Whitelam, 2005).

Como se ha descrito en la introduccion general, las plantas perciben las sefiales luminicas a
través de los fotorreceptores. Existen varios tipos de fotorreceptores segln la longitud de onda a la
que absorben. Nos centraremos en el papel de los fitocromos, especialmente del fitocromo B
(phyB), como reguladores de la floracion. Sin embargo, no son los Unicos fotorreceptores
implicados en el control del tiempo de floracidn.

1.1 Percepcion de la luz por los fotorreceptores: fitocromos

En Arabidopsis, los fitocromos conforman una familia de fotorreceptores de cinco miembros:
phyA, phyB, phyC, phyD y phyE, los cuales perciben la luz roja y la luz roja lejana (Mathews &
Sharrock, 1997). La caracterizacién de estos 5 tipos de fitocromo ha permitido determinar que
phyB y phyD comparten un 80% de identidad de secuencia aminoacidica y son méas parecidos a
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phyE que phyA y phyC. Por ello, se considera dentro de un mismo grupo a phyB, phyD y phyE
(Goosey et al., 1997; Sharrock & Quail, 1989). Otra diferencia entre los distintos fitocromos es que
phyA pertenece al grupo de los fitocromos de tipo | (fotolabiles), mientras que phyB-E son del tipo
Il (fotoestables). La fotolabilidad de phyA sugiere que éste intervendria en las transiciones de
oscuridad a luz, como los ciclos noche-dia, y en condiciones de sombra, cuando las plantas crecen
bajo cobertura vegetal y el ambiente se enriquece en luz roja lejana; mientras que los fitocromos
fotoestables participan en los procesos de desarrollo en los que las plantas crecen en condiciones de
luz (revisado en Neff et al., 2000; Smith, 2000). Se ha determinado que phyA y phyB tienen una
expresion ubicua y estan presentes en practicamente todos los tejidos (epidermis, meséfilo y tejido
vascular de las hojas) y durante todos los momentos del desarrollo (Somers & Quail, 1995).

Todos los tipos de fitocromo se sintetizan en una forma inactiva (Pr) capaz de absorber,
mayoritariamente, luz roja y se localizan en el citosol de la célula. Cuando las células captan la luz
roja (R), los fitocromos se convierten a la forma activa (Pfr), en un proceso denominado
fotoconversion. En su forma activa, los fitocromos absorben luz roja lejana (FR, del inglés far red) y
son translocados al nicleo, lo que permite su interaccion con los elementos que inician la
transduccion de la sefial (revisado en Nagatani, 2004) (Fig. 26), y con ello la regulaciéon de
numerosos genes implicados en multitud de procesos del desarrollo, entre ellos la floracion (Devlin
et al., 2003; Tepperman et al., 2004).

Figura 26. La luz controla la localizacion subcelular de los fitocromos

En el citoplasma celular, la luz roja convierte a los fitocromos de su forma inactiva (Pr) a activa (Pfr), la
cual se transloca al nlcleo, donde se acumula y modula la expresion génica. Extraido de la pagina web
del grupo del Dr. C. Fankhauser, www.unil.ch

En condiciones de luz natural, los fitocromos monitorizan los cambios en la calidad de la luz
que perciben, lo que podemos expresar mediante el ratio R/FR (porcentaje de luz roja/luz roja
lejana), el cual representa la cantidad total de fitocromo en su forma activa (Pfr)/inactiva (Pr).
Cuando las plantas crecen bajo cobertura vegetal, la luz que reciben viene reflejada de la superficie
de otras plantas. Eso provoca que el ratio entre luz roja y luz roja lejana (R/FR) esté desplazado
hacia el rojo lejano (R<FR), los fitocromos detectan ese cambio en la calidad de la luz que recibe la
planta, y se activan una serie de respuestas como el alargamiento de tallos y peciolos y, si las
condiciones son persistentes, el adelanto de la floracion, entre otros (Fig. 27) Cuando las plantas
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deficientes en phyB crecen en condiciones de luz blanca (con un ratio R>FR), presentan esas
mismas caracteristicas (algo atenuadas), en lo que se han descrito como respuestas de sindrome de
huida de la sombra constitutivas (revisado en Franklin & Whitelam, 2005).

Figura 27. La luz roja lejana induce la floracion y otras respuestas de crecimiento en sombra
Fenotipos de floracion plantas cultivadas en condiciones de luz roja (izquierda) o luz roja lejana
(derecha). El desplazamiento del ratio R/FR hacia el rojo lejano (R<FR) induce las respuestas a
condiciones de sombra, entre otras la induccién temprana de la floracion. Extraido de (Franklin &
Whitelam, 2005).

1.2 Ruta de la calidad de la luz y floracién

Los mdltiples estudios sobre los componentes implicados en respuestas a la calidad de la luz
han generado una gran cantidad de informacion centrada en las etapas tempranas del desarrollo
(germinacion y elongacion del hipocotilo), sin embargo el conocimiento sobre los genes implicados
en la regulacion de la induccion de la floracion es més reducido.

En condiciones de R<FR, en las cuales se activan las respuestas mediadas por phyA y se
reprimen las mediadas por phyB-phyE (R. a Sharrock & Quiail, 1989), se ha observado una variedad
de respuestas fotomorfogeénicas, entre las cuales se encuentra una aceleracion de la floracion. En el
aspecto molecular, se ha observado un incremento en la expresion y actividad de CO durante las
primeras horas de la mafiana y en las Ultimas horas del dia. En estas condiciones de bajo R/FR, la
actividad de PHYB esta reducida, por lo que CO es estable durante la mafiana y puede activar a FT
aln en condiciones poco favorables de SD, y adelantar la floracion (Cerdan & Chory, 2003).

El concepto de ruta de la calidad de la luz (definida por la proporcion R:FR), como ruta
independiente del control de la floracion, fue propuesta a partir del descubrimiento de los cambios
de expresion de dos integradores florales, LFY y FT en plantas phyB (Blazquez & Weigel, 1999;
Halliday et al., 2003). Parece que esta ruta de phyB controla los niveles de FT de manera
independiente de CO (Béckstrom et al., 2007; Cerdan & Chory, 2003; Ifiigo et al., 2012).

El fitocromo phyB se caracteriza por ser un represor de la floracion tanto en condiciones de
LD como de SD, al contrario que phyA, que acelera la floracion Gnicamente en LD (revisado en
Franklin & Quail, 2010). Ambos tipos de fitocromo integran la informacién del fotoperiodo y de la
calidad de la luz que reciben y la transducen al reloj circadiano, para regular la expresion de CO
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(Suérez-Lopez et al., 2001; Valverde et al., 2004; Yanovsky & Kay, 2002). Como ya sabemos, CO es
un componente esencial de la ruta del fotoperiodo al activar a FT y SOC1 para promover la
floracién en condiciones de LD (Samach et al., 2000; Yanovsky & Kay, 2002). La activacion
transcripcional de FT por CO parece ocurrir especificamente en el tejido vascular de las hojas,
donde se expresan ambos (An et al., 2004; Takada & Goto, 2003). Experimentos con lineas de
“enhancer trap” phyB-GFP han revelado que phyB regula desde el mesoéfilo la expresion de FT en el
tejido vascular, mientras que no lo hace desde el tejido vascular. Este resultado sugiere que es
necesaria una sefializacion entre tejidos, desde el mesofilo hasta el sistema vascular, para que se
produzca la regulacion de la floracion a través de phyB (Endo et al., 2005). En resumen, la luz no
solo regula las respuestas dependientes del reloj circadiano (y por tanto del fotoperiodo), sino que
también las modula aquellas que dependen de la calidad y cantidad que las plantas reciben en un

ambiente determinado.

1.3 Componentes de la sefializacion mediada por phyB

Estudios genéticos, bioquimicos y moleculares han permitido identificar reguladores positivos y
negativos en la ruta de sefializacion de los fitocromos. Existen componentes especificos de la
sefializacién mediada por phyA (desencadenada por luz roja lejana) o por phyB (desencadenada por
luz roja); sin embargo algunos de ellos son comunes para ambos. Asi, las sefiales luminicas que
perciben los fitocromos son integradas y transducidas a través de varios tipos de factores de
interaccion directos, como la conocida familia de reguladores transcripcionales PHYTOCHROME
INTERACTING FACTORS (PIFs) y los recientemente descritos VASCULAR PLANT ONE-
ZING FINGER 1 y 2 (VOZ1 y VOZ2) (Yasui et al, 2012), y otros indirectos como
ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) (Oyama, Shimura, & Okada, 1997) (Fig. 28), ademés de
GIGANTEA (Gl), EARLY FLOWERING 3 (ELF3), cuya regulacion estd mediada por COP1
(revisado recientemente en (Lau & Deng, 2012), y PHYTOCHROME AND FLOWERING
TIME1L (PFT1), que actia como regulador positivo de la floracion por debajo de phyB (Cerdan &
Chory, 2003) y forma parte del complejo multiproteico Mediator (subunidad MEDZ25), el cual
promueve la floracion a través de mecanismos dependientes e independientes de CO (Béckstrom et
al., 2007; Ifiigo et al., 2012).
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Figura 28. Modelo simplificado de la sefalizacion de la ruta de la luz

Se muestran las interacciones de los fotorreceptores phyA, phyB, cryl y cry2 con las proteinas a las que
regulan directa (lineas sélida) o indirectamente (lineas discontinuas). Centrandonos en la regulacion
mediada por phyB, ésta es directa sobre los factores de transcripcion PIF y VOZ e indirecta sobre HY5.
Modelo modificado, extraido de Lau & Deng, 2010.

1.3.1 Phytochrome Interacting Factors (PIF): PIF4y PIF5

Los PIFs fueron los primeros factores con interaccion directa con los fitocromos en
describirse. Estos factores de transcripcion conforman una extensa familia del tipo bHLH (basic
helix-loop-helix), se unen directamente a la forma activa de los fitocromos y son capaces de controlar
la expresion de diversos genes regulados por la luz, de manera directa e indirecta para actuar como
inhibidores de la fotomorfogénesis (Pablo Leivar et al., 2008). Algunos de los miembros maés
conocidos son PIF1, PIF3, PIF4, PIF5 y, mas recientemente, PIF7. Otro miembro bHLH, que no
pertenece al sub-grupo de los PIFs, es LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1 (HFR1), el cual
también estd implicado en la sefializacibn mediada por fitocromos, aunque no interacciona
directamente con ellos (revisado en Castillon et al., 2007).

Sin entrar a detallar las interacciones concretas entre todos ellos, si hay que destacar que
muestran una afinidad diferenciada en su union con las formas activas de los fitocromos. PIF1y
PIF3 muestran una mayor afinidad de union con phyA y phyB, mientras que PIF4, PIF5 y PIF6 se
unen Unicamente con phyB (Hug et al., 2004; Khanna et al., 2004).

Una caracteristica comun a todos los PIFs es su union a las regiones promotoras del DNA en
una secuencia conocida como E-box (CANNTG). Hay diferentes tipos de E-box, y se ha
establecido la preferencia de los PIFs por unirse a un motivo particular denominado G-box
(CACGTG) (Martinez-Garcia et al., 2000). Muy recientemente se ha descrito una secuencia G-box
modificada, denominada PBE-box (CACATG), la cual parecen reconocer PIF1, PIF3 y PIF4
(Zhang et al., 2013).

La regulacion de los PIFs esta ligada al tipo de funcion que desarrollan. La interaccion con los
fitocromos en su forma activa se produce durante el periodo de luz; en ese momento, la unién phy-

PIF promueve la degradacion de los PIF. Es decir, su actividad esta reducida en condiciones de luz
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de manera dependiente del fitocromo (Fig. 29). Dicha degradacion se produce a través del sistema
ubiquitina-proteosoma 26S, lo que indica que su funcién se desarrolla durante el periodo nocturno,
cuando se ha comprobado que se acumulan en el nicleo (Shen et al., 2005). Ademas, parece existir
una regulacién mutua entre phyB y PIF (en un bucle de retroalimentacién negativo) después de una
exposicion prolongada a luz roja, de manera que los PIFs también pueden actuar modulando la
abundancia de phyB, por ello mutantes pif4 y pif5 muestran niveles mas altos de phyB (Jang et al.,
2010; Leivar et al., 2008). Por otra parte, COP1 (complejo COP1/DET/FUS), otro regulador
negativo de la sefial luminica, es importante para su estabilidad en la oscuridad (Bauer et al., 2004),
probablemente porque promueve la degradacion de los fitocromos (Jang et al., 2010; Seo et al.,
2004).
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Figura 29. Mecanismo de regulacion de phyB sobre los factores PIF en condiciones de luz

Los fitocromos son sintetizados en su forma inactiva (Pr), la cual se activa por efecto de la luz roja y se
convierte en la forma activa (Pfr), la cual se acumula en el nucleo. En condiciones de luz, los fitocromos
interactian con los factores de transcripcién PIF promoviendo su degradacion proteolitica en el
proteosoma. Extraido de la pagina web del grupo del Dr. C. Fankhauser, www.unil.ch

Aparte de la degradacién mediada por los fitocromos, los PIFs también estan regulados por el
reloj circadiano, la temperatura, otros bHLH como HFR1 y por la ruta de sefalizacion de las
hormonas giberelinas (GAs), con las proteinas DELLA actuando como moduladores negativos de
la actividad de las proteinas PIF (revisado en Leivar & Quail, 2011).

Este tipo de regulacion dependiente de la luz esta relacionada con las funciones biolégicas que
desempefian los PIFs, al promover respuestas escotomorfogénicas, como reguladores negativos de
la fotomorfogénesis. El desarrollo escotomorfogénico se caracteriza por un crecimiento rapido del
hipocotilo, unos cotiledones pequefios, sin pigmentos, cerrados y plegados sobre si mismos
formando un gancho apical. Todo ello confiere a las plantulas una apariencia etiolada. Es decir, los
PIFs controlan principalmente los procesos que tienen que ver con las primeras fases de exposicion
a la luz después de la germinacion, como la elongacién del hipocotilo, expansién de los cotiledones,
gravitropismo en oscuridad y biosintesis de clorofila y antocianinas (revisado en Josse & Halliday,
2008).
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El estudio de los mutantes sencillos ha permitido establecer que, aunque comparten una
secuencia muy similar, desarrollan distintas funciones bioldgicas, en algunos casos solapantes
(revisado en (Castillon et al., 2007; Leivar & Quiail, 2011).

Nuestro interés se ha centrado en PIF4 y PIF5, los cuales han sido implicados ademas en el
control de la floracién (Fujimori et al., 2004; Kumar et al., 2012). Inicialmente, se describié que la
sobre-expresion de PIF5 (PIL6) tiene un claro efecto en la floracion, al florecer incluso mas
temprano que los mutantes phyB en condiciones de LD y SD a 22°C (Fig. 30) (Fujimori et al., 2004).
Sin embargo, no se han detectado diferencias significativas respecto a las plantas silvestres en los
mutantes sencillos pifl, pif3, pif4 y pif5 ni en el cuadruple mutante pifQ (pifl pif3 pif4 pif5) cuando son
cultivados en condiciones de LD (Shin et al., 2009).

Figura 30. Fenotipo de floracion temprana de las plantas 35S::PIF5

Las plantas sobre-expresantes PIF5 (PIL6-0x) presentan un fenotipo de floracion temprana en
condiciones de cultivo de luz blanca, en LD y SD a 22°C. Ademas presentan un fenotipo de arquitectura
de la planta muy similar al de las plantas phyB mutantes. Extraido de Fujimori et al., 2004.

Recientemente se ha descrito la implicacion de PIF4 en la induccion de la floracion en
condiciones de SD vy alta temperatura ambiental (28°C), al inducir a FT independientemente de CO
(Kumar et al., 2012). Anteriormente ya se habia identificado a PIF4 como mediador de las
adaptaciones de la arquitectura de la planta a las altas temperaturas, pero se habia descartado su
implicacion en la regulacion del tiempo de floracion al cultivar plantas silvestres y mutantes pif4 a
22°C y transferirlas a 28°C en condiciones de luz continua (Koini et al., 2009). Probablemente, la
diferencia entre ambos estudios se basan en las condiciones de cultivo, ya que en condiciones de luz
continua, los PIF no pueden acumularse. Ademas, mediante estudios de variacién natural en el
locus de PIF4, se ha asociado la variacion natural en este locus con variaciones cuantitativas del
tiempo de floracidn en poblaciones naturales (Brock et al., 2010).

De interés para nuestro estudio es la reciente publicacion de un trabajo donde se ha combinado
la inmunoprecipitacion de la cromatina con la secuenciacion masiva (ChIP-seq) para identificar
sitios de union de PIF4 y PIF5 para asi detectar nuevos genes diana directos de estos factores de
transcripcion en condiciones de R<FR (Hornitschek et al., 2012). En este trabajo se ha identificado
un posible sitio de unién en la secuencia codificante de TEM2, aunque la unién no ha sido testada
por otros métodos.

87



Capitulo 2

1.3.2 Vascular One-Zinc finger (VOZ)

Las proteinas VOZ han sido recientemente implicadas en el control de la floracion al
interaccionar con phyB y regular positivamente la expresion de FT y negativamente la de FLC (y de
otros reguladores de FLC) de manera indirecta (Celesnik et al., 2013; Yasui et al., 2012).

Los factores de transcripcion VOZ pertenecen a un subgrupo de proteinas NAC y presentan
dos dominios, el dominio A y el dominio B. Este Gltimo, también denominado dominio VOZ que
se sitUa en la region C-terminal, contiene un motivo Zinc-Finger y una region bésica, y es el dominio
con capacidad de unién al DNA, ademas de ser el que permite la dimerizacion de VOZ2,
facilitando asi la unién al DNA. Ambas proteinas comparten una similitud en la secuencia
aminoacidica del 53% (Mitsuda et al., 2004).

El andlisis de los promotores de VOZ1 y VOZ2 fusionados a GUS ha permitido visualizar su
expresion mayoritariamente en el sistema vascular de varios tejidos, especialmente en el floema
(VOZ1) y en el mesofilo (VOZ2), ademas de otros tejidos como raices y anteras (Mitsuda et al.,
2004; Yasui et al., 2012). La degradacion de las proteinas VOZ se produce mediante el sistema de
ubiquitina-proteosoma 26S (Nakai et al., 2013), aunque la estabilidad de la proteina VOZ2 en el
nicleo también parece estar modulada por la luz de manera dependiente de phyB, con quien parece
interaccionar en el citoplasma en condiciones de R<FR (Yasui et al., 2012).

Los estudios in vitro de la proteina VOZ2 han permitido describir el sitio de unién por
reconocimiento de la secuencia palindromica GCGT-N7-ACGC; parece que VOZ1 podria unirse
al mismo motivo pero no se ha testado experimentalmente (Mitsuda et al., 2004). Aunque este
motivo parecia no admitir mutaciones en la secuencia palindrémica, pero si en la secuencia variable
central, recientemente se han identificado las secuencias subdptimas de union GCGT-N7-ACGT y
GCGT-N8-ACGC (Celesnik et al., 2013).

En relacion con su funcion como inductores de la floracion, el doble mutante voz1 voz2 retrasa
considerablemente la floracion en hojas y dias en condiciones de LD pero solo es ligeramente
tardio en dias y no en hojas en SD; mientras que los mutantes sencillos no parecen presentar
ningln fenotipo evidente en ninguno de los dos fotoperiodos (Celesnik et al., 2013; Yasui et al.,
2012). Ademas, el doble mutante voz1 voz2 es capaz de suprimir el efecto de floracion temprana de
las plantas phyB, al reducir los niveles de FT sin afectar practicamente a los niveles de CO. Sin
embargo no es capaz de suprimir otros fenotipos relacionados con la falta de phyB (Fig. 31) (Yasui
et al., 2012). En relacion con FLC, las plantas voz1 voz2 presentan una mayor expresion de FLC en
comparacion con las plantas silvestres en condiciones de LD 22°C, lo que podria provocar el
descenso en la expresion de FT. Sin embargo, ninguno de los dos presenta la secuencia
palindrémica que reconocen los VOZ por lo que su regulacién parece ser indirecta.
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Figura 31. Fenotipo de floracién tardia de los mutantes voz en LD

Los mutantes voz presentan un fenotipo de floracion tardia en condiciones de LD. El cruzamiento del
doble mutante voz con plantas deficientes en phyB provoca un retraso de la floracién que indica que las
proteinas VOZ estan controladas por phyB y promueven la floracion. Extraido de Yasui et al., 2012,

2. RUTA DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL

La temperatura es otra de las sefiales ambientales que las plantas usan para determinar el
momento de la induccion floral. Esta afecta a las plantas de dos formas: (1) las bajas temperaturas
(0-4°C) son necesarias para las plantas que requieren un periodo de frio para florecer en la siguiente
temporada favorable (este periodo se conoce como vernalizacion) (revisado en Kim et al., 2009), y
(2) las temperaturas moderadas que experimentan a lo largo de su desarrollo también regulan los
cambios de fase del desarrollo, como la floracion, ademas de otros procesos del desarrollo
(Penfield, 2008).

Por tanto, ademas de la regulacién por el fotoperiodo, el momento de inicio de la floracion esta
controlado por la temperatura a la que crecen las plantas: las altas temperaturas (asociadas a los
periodos con méas horas de luz, como la primavera) promueven la floracién, mientras que las bajas
temperaturas (asociadas a un fotoperiodo corto, como el otofio) son capaces de retrasarla. El
estudio del control por la temperatura en Arabidopsis ha permitido testar situaciones combinadas de
fotoperiodo y temperatura. Es decir, condiciones de fotoperiodo favorable (dias largos) y
temperaturas bajas (16°C) y condiciones de fotoperiodo no favorable (dias cortos) y altas
temperaturas (27°C). Cada vez tenemos maés datos sobre cuéles son los mecanismos moleculares
que desencadenan el inicio de la floracién, como consecuencia de la plasticidad de las plantas para
adaptarse a cambios de temperatura que no se correlacionan con un cambio en el fotoperiodo. El
conocimiento acumulado sobre los mecanismos que controlan la floracién a baja temperatura
contrasta con los pocos, aunque crecientes, datos que tenemos acerca de la floracion a altas
temperaturas.

A pesar de que cada vez se conocen mas datos sobre la percepcién y efecto de la temperatura
sobre la fisiologia y desarrollo de las plantas, sigue siendo poco conocido el mecanismo mediante el
cual las plantas detectan diferencias moderadas en la temperatura. Se cree que el mecanismo de
regulacion podria ser epigenético (Turck & Coupland, 2011), al haberse detectado cambios de
conformacién en la cromatina por efecto de la temperatura y conocerse el papel de la histona
H2A.Z para detectar los cambios en la temperatura ambiental (Kumar & Wigge, 2010).
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Los cribados genéticos han permitido identificar algunos mutantes que no parecen estar
afectados por cambios en la temperatura (es decir, son insensibles a la temperatura). Los genes
correspondientes responden al incremento o descenso de la temperatura para activar o reprimir a
las moléculas capaces de inducir la floracién. Entre estos reguladores se conoce bien la funcién de
los factores de transcripcion de la familia MADS-box SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) y
FLOWERING LOCUS C (FLC), y la de los genes de la via autonoma FCA/FVE, todos ellos
actuando a temperaturas moderadamente bajas de 16°C (Blazquez et al., 2003; Lee et al., 2007).
Ademas, cada vez se tienen mas datos sobre la implicacion de algunos miRNAs en el control de la
floracién mediada por las bajas temperaturas a través del modulo regulador formado por miR156 y
SPL3 (Kim et al.,, 2012). Actuando a altas temperaturas, se ha descrito el rol de FLOWERING
LOCUS M (FLM) (otro gen de la familia MADS-box) y el de PIF4 (Balasubramanian et al., 2006;
Kumar et al., 2012).

Finalmente, todas estas sefiales acaban regulando a los inductores florales, siendo el principal
de ellos FT. De esta forma, el tiempo de floracion se correlaciona inversamente con los niveles de
FT y estos se correlacionan positivamente con la temperatura, de manera que las temperaturas altas
promueven un incremento en los niveles de FT, y con ello, un adelanto de la floracién; mientras
que las temperaturas bajas reducen los niveles de FT y provocan un retraso de la floracion. En
ambas condiciones, los cambios en los niveles de FT no responden a cambios en los niveles de CO,
que permanecen inalterados en las distintas temperaturas. Por ello, es muy tentador pensar que la
temperatura pueda controlar los niveles de TEM y que esto resulte en la variacion de los niveles de
FT pese a no verse afectados los de CO.

2.1 Regulacion de la floracién por bajas temperaturas en condiciones favorables de
fotoperiodo (LD y 16°C)

Uno de los primeros trabajos sobre el estudio de la temperatura ambiental (16°C frente a 23°C,
en condiciones de LD) se centra en el efecto de la baja temperatura en una serie de mutantes de las
rutas del fotoperiodo, las giberelinas y la via autbnoma. Entre los mutantes estudiados se observé
que las plantas que tenian afectados los genes de la via auténoma (FCA y FVE) no respondian a las
bajas temperaturas y florecian con el mismo nimero de hojas a 16°C y a 23°C. Esta observacién
indica que la floracion de estos mutantes es insensible a la temperatura y que, por tanto, los genes
correspondientes son necesarios para percibir los cambios de temperatura o responder a ellos. Se
pudo establecer que el retraso en la floracion a 16°C era debido a la baja actividad de phyA a esta
temperatura (Blazquez et al., 2003). Otros estudios también apuntaban a la implicacion de otros
fotorreceptores en las respuestas a la temperatura, como la pérdida del fenotipo de floracion
temprana de los mutantes de fitocromo B (phyB) a 16°C (Halliday et al., 2003). Por ello se abrieron
nuevas preguntas relacionadas con la percepcion de la temperatura por parte de los fotorreceptores
y con la integracion de ambas sefiales externas, luz y temperatura. La interaccion de estas rutas se

discutira mas adelante.
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Finalmente, el efecto de la baja temperatura acaba repercutiendo en la expresién de los
integradores florales FT y SOC1, ademas de sobre TSF, que son los que lanzan la floracion
(Blazquez et al., 2003; Lee et al., 2007).

2.1.1 Inductores florales a 16°C: genes de la familia de FT

Al analizar la expresion de CO, FT y SOC1 a lo largo de 24 horas en plantas silvestres a 16°C y
23°C, se observd que FT y SOC1 presentan unos valores de expresion muy bajos a bajas
temperaturas, mientras que la expresion de CO no desciende (por lo que no parece ser responsable
de la baja activacion de FT y SOC1 a 16°C). Ademas, al analizar el tiempo de floracion de las
plantas 35S::FT se observd que florecian practicamente igual a 16°C y a 23°C. Sin embargo, el
mutante ft-1 todavia sentia la temperatura, por lo que FT no puede ser el Gnico gen que integre la
respuesta de la temperatura (Blazquez et al., 2003). Los mismos autores observaron que un gen de
la misma familia de FT, TWIN SISTER OF FT (TSF), se comporta de manera opuesta a éste, e
incrementa su nivel de expresion a 16°C respecto a 23°C. TSF es un gen de la familia de FT, con el
que comparte una alta identidad de secuencia y similares funciones bioquimicas, al interactuar con
los mismos factores de transcripcion bZIP (Jang et al., 2009). Comparten ademas activador, ya que
CO regula a ambos genes en condiciones de LD, y patron de expresion diurno, picando ambos en
la transicién dia-noche, a ZT16 (Yamaguchi et al., 2005). Su sobre-expresion causa una floracién
temprana, al igual que la de FT (Kobayashi et al., 1999), aunque el mutante tsf-1 no florece
tardiamente pero si aumenta el fenotipo de floracion tardia de ft-10; el doble mutante ft-10 tsf-1 es
ademas insensible al fotoperiodo (Yamaguchi et al., 2005). Todo ello indica que ambos genes tienen
una funcién redundante, aunque FT parece dominante sobre TSF. Su expresion espacial tampoco
es completamente solapante, ya que TSF se expresa en el tejido vascular del hipocotilo y en los
peciolos, en la parte basal de los cotiledones y en el SAM en plantulas jovenes; posteriormente en el
desarrollo, su patron de expresién es mas similar (Yamaguchi et al., 2005). Tampoco se ha
comprobado si forma parte de la sefial movil inductora de la floracion.

La creacion de todas las combinaciones posibles de mutantes de los genes de la familia de FT
(FT, TSF, MOTHER OF FT —MFT-, BROTHER OF FT -BFT-, ARABIDOPSIS THALIANA
CENTRORADIALIS HOMOLOGUE -ATC-y TERMINAL FLOWER 1 - TFL1-) ha permitido
estudiar su respuesta a cambios en la temperatura ambiental (Kim et al., 2013). En condiciones de
LD a 16°C, los resultados de tiempo de floracion indican que son FT, TSFy TFL1 los que juegan
un papel principal en las respuestas a una reduccion de la temperatura (Kim et al., 2013; Strasser et
al., 2009). Pero en el caso de TFL1, éste tiene un efecto antagonista al de FT al ser un represor de la
floracién (Kobayashi et al., 1999).

2.1.2 Represores florales a 16°C: SVP

Se han descrito maltiples represores que actlian en respuesta a las bajas temperaturas (16°C),
entre ellos los factores de transcripcion MADS-box SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP),
FLOWERING LOCUS C (FLC) y FLOWERING LOCUS M (FLM); la ubiquitina ligasa E3
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HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES (HOS1); EARLY
FLOWERING 3 (ELF3); o el miRNA miR156 (Balasubramanian et al., 2006; Edwards et al., 2006;
J. H. Lee et al., 2007, 2012; Strasser et al., 2009).

En esta tesis nos centraremos en el estudio de la relacién entre TEM y SVP, por lo que a
continuacion describimos ampliamente su funcion como regulador de la floracion.

SVP es un conocido represor de la floracion que actla en respuesta a bajas temperaturas
moderadas y que pertenece a la familia de factores de transcripcion MADS-box. Uno de los
primeros estudios de la funcion represora de SVP a bajas temperaturas identificaba a FT como uno
sus genes diana (Lee et al., 2007); posteriormente se ha comprobado que también regula de manera
directa a SOC1 (Lee et al., 2008) y TSF (Jang et al., 2009) a través de la union a los sitios tipo CArG
(Lee et al., 2007). La expresién de todos estos genes estd incrementada en los mutantes svp, lo que
provoca un adelanto de la floracién tanto en condiciones de LD como de SD (Jang et al., 2009).
Durante la fase vegetativa, la expresion de SVVP se concentra en las hojas y en el meristemo apical;
una vez tiene lugar la floracion, su expresion incrementa en el primordio floral (Hartmann et al.,
2000). Este patron de expresion sugiere que desempefia funciones antes y después de la floracion.
En cuanto a sus genes diana, SVP reprime la transcripcion de SOC1 en el meristemo apical del
tallo, de manera independiente de FT o TSF, mientras que regula la expresion de estos ultimos en la
hoja (Jang et al., 2009; Li et al., 2008).

SVP esta regulado transcripcionalmente por la accion de las giberelinas y por los genes de la via
autonoma FCA/FVE, que reprimen su expresion (Blazquez et al., 2003; Lee et al., 2007); sin
embargo no estd afectado en mutantes de la via del fotoperiodo ni por tratamientos de
vernalizacion (Li et al., 2008). Su expresion en plantas silvestres cultivadas a 23°C o 16°C es
practicamente igual (Lee et al., 2007). A nivel de proteina, SVP esta regulado por varios elementos
del reloj circadiano como LHY y CCAL (Fujiwara et al., 2008), posiblemente a través de la
interaccion con ELF3 (Yoshida et al., 2009). Ademés, se ha descrito su interaccion con FLC, otro
importante represor de la familia MADS-box , el cual estd implicado en la regulacion de la floracion
via la integracién de la ruta de la vernalizacién y la ruta autonoma (mediante regulacion negativa de
FCA/FVE) (Michaels & Amasino, 1999). Al estudiar la relacion entre SVP y FLC en condiciones
de bajas temperaturas ambientales de 16°C, se observd que FLC podria requerir a SVP para
reprimir la floracién (Lee et al., 2007), formando un complejo represor al interaccionar in vivo
durante las fases iniciales del desarrollo vegetativo (Fujiwara et al., 2008; Li et al., 2008).

Los mutantes svp muestran el mismo fenotipo de floracién temprana a 22°C y a 16°C,
produciendo un nimero de hojas practicamente idéntico (Fig. 32), lo que confirma la insensibilidad
de estos mutantes a los cambios de temperatura, y la funcién de SVP como represor a ambas
temperaturas. Esto sugiere, también, que su efecto represor es mas importante a 16°C que a 22°C,
ya que la diferencia entre el tiempo de floracion del tipo silvestre y de svp es mucho mayor a 16°C
que a 22°C (Lee et al., 2007).
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Figura 32. Fenotipo de floracién temprana de los mutantes svp a 16°C y 23°C

El cultivo de plantas silvestres (Col-0) y mutantes svp en condiciones de LD a 16°C y 23°C muestra que
las plantas mutante son insensibles a los cambios de temperatura floreciendo tempranamente en ambas
condiciones ambientales y con un nimero casi idéntico de hojas. Extraido de Lee et al., 2007.

Finalmente, también muy recientemente se ha descrito la interaccion entre SVP y los genes
TEM1 y TEM2 en condiciones de LD a 22°C (Tao et al., 2012). Por su importancia para nuestro
trabajo, vamos a detallar los resultados obtenidos en el trabajo de Tao y colaboradores. Mediante
ensayos de ChlIP-chip y andlisis de las secuencias enriquecidas se identificaron nuevas secuencias de
union especificas tanto para SVP como para SOC1 (ambos son factores de transcripcion MADS-
box), identificAndose a genes con dominio AP2 como genes diana comunes para ambos. Los genes
TEM, como ya se ha explicado anteriormente, tienen un dominio AP2 y un dominio B3, y
resultaron ser dianas de SVP y de SOC1. Los resultados muestran que SOC1 se une
preferentemente a TEM1 y RAV1, mientras SVP lo hace a TEM1 y TEM2. Los andlisis de
expresion cuantitativa durante el periodo inicial del desarrollo (dias 7 a 11) confirmaron que en las
plantas svp-41, TEM1 y TEM2 muestran niveles reducidos de expresion, mientras que en plantas
35S::SVP, sus niveles son mas altos. Analizando en detalle los valores relativos de TEM1y TEM2
en las plantas svp-41 y 35S::SVP, los datos mostrados parecen indicar que el mayor cambio se
produce en TEM2. Los mismos experimentos realizados en plantas deficientes o sobre-expresantes
para SOC1 muestran los resultados inversos, con un cambio més significativo también para TEM2.

2.2 Regulacién de la floracién por altas temperaturas en condiciones desfavorables
de fotoperiodo (SD y 27°C)

El segundo tipo de respuesta a los cambios de temperatura ambiental se ha descrito para
temperaturas moderadamente altas (27°C) combinadas con un fotoperiodo no inductivo (SD). Las
altas temperaturas parecen compensar las condiciones desfavorables de fotoperiodo y actdan como
una fuerte sefial en el desarrollo. En relacién con la induccion floral, se ha comprobado que un
ligero incremento de 3-5°C provoca una potente induccion de la floracion en ausencia de

condiciones fotoperiddicas favorables (Fig. 33) (revisado recientemente en Wigge, 2013).
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Figura 33. Las altas temperaturas inducen la floracion
Fenotipo de floracidn de plantas silvestres cultivadas en condiciones de SD a 23°C (izquierda) o 27°C
(derecha). Extraido de Balasubramanian et al., 2006.

En estas condiciones de SD y 27°C, la floracién se promueve a través de la activacion de FT
por una via independiente de CO (Balasubramanian et al., 2006), en la que, segln estudios
recientes, PIF4 parece ser el principal inductor (Kumar et al., 2012).

La induccién térmica de FT que se produce en SD al aumentar de 23°C a 27°C es un
incremento de 10 veces. El mutante nulo ft-10 muestra una completa insensibilidad a estos cambios
de temperatura, lo que indica que la induccién floral temprana a altas temperaturas estd mediada
por FT aln en condiciones desfavorables de fotoperiodo.

Uno de los represores relacionados con la respuestas a altas temperaturas es FLM, cercano en
términos de secuencia a FLC y que funciona independientemente de las vias autbnoma y de la
vernalizacion, pero que interactla con la ruta del fotoperiodo (Scortecci et al., 2003) y con el gen de
la familia AP2, SMZ, el cual parece requerir a FLM para reprimir a FT (Mathieu et al., 2009). En
condiciones de alta temperatura, ésta parece ser responsable de suprimir su efecto represor,
modulando su actividad y promoviendo una floracién temprana (Balasubramanian et al., 2006).

3. INTEGRACION DE LAS RUTAS DE LUZ y TEMPERATURA

La arquitectura de las plantas se encuentra afectada por la luz y por la temperatura. Por un lado,
la calidad de la luz que incide sobre la superficie de las plantas determina respuestas
fotomorfogénicas relacionadas con la elongacion del hipocotilo, la expansion de los cotiledones, la
extension de los peciolos, la reduccion de la expansién de la Iamina foliar o el momento en que se
inicia la floracién (revisado en Casal, 2012). Por otra parte, las plantas cultivadas en las mismas
condiciones de luminicas, pero a distintas temperaturas, presentan diferentes cambios
morfolégicos, como la reduccion y compactacion en el tamafio de la roseta, cuando se cultivan a
16°C, frente al fenotipo tipico de plantas cultivadas en ambientes con sombra cuando se cultivan a
altas temperaturas de 27°C/28°C: peciolos alargados y un area foliar reducida, ademas de tener
alterado el tiempo de floracidn respecto a las plantas silvestres cultivadas en condiciones estandar
de 22°C (Fig. 34) (revisado en Franklin, 2009).

Aungue hemos presentado ambas rutas de forma separada, la importancia de la integracion de
ambas sefiales es esencial para el desarrollo de las plantas. Las rutas del control de la floracion no
son independientes, al contrario, son redes donde los diferentes nodos (los genes) interaccionan y
son modulados segun una multitud de estimulos, tanto ambientales como enddgenos. Cada vez mas
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se tiene en cuenta la interaccion entre las diferentes rutas de sefializacion y su efecto a nivel
molecular, para estudiar procesos como la germinacién, la arquitectura de la planta, la tolerancia al

frio y, como no, la floracion (Franklin, 2009).

Figura 34. La arquitectura de las plantas esta modula por la temperatura ambiental

Plantas silvestres cultivadas bajo el mismo fotoperiodo pero a distintas temperaturas muestran rasgos
morfoldgicos muy diferenciados entre los que podemos destacar el tamafio y arquitectura de la roseta y
el momento en que se induce la floracion. Extraido de la revision de Franklin, 2009.

La plasticidad de las plantas para adaptarse a ambientes cambiantes requiere una integracion de
los multiples estimulos ambientales, entre los cuales la luz y la temperatura son dos de los mas
importantes. En Arabidopsis, la regulacion del tiempo de floracion por la interaccion de las sefiales
luminicas (fotoperiodo y calidad de luz) y térmicas permite a las plantas tener un mayor
conocimiento del entorno y adaptar su respuesta reproductiva.

3.1 phyB y bajas temperaturas

La integracién de las sefiales de luz y temperatura en el control de la floracion se demostré por
primera vez al estudiar el fenotipo de tiempo de floracion de distintos mutantes de fitocromos y
criptocromos a 22/23°C y 16°C (Blazquez et al., 2003; Halliday et al., 2003). Se observd que la
disminucion de la temperatura hasta los 16°C suprime completamente el fenotipo de floracién
temprana de las plantas deficientes en fitocromo B, phyB (Fig. 35).

Figura 35. La baja temperatura ambiental suprime el efecto de floracion temprana de los
mutantes phyB

Pérdida del fenotipo de floracion temprana de plantas phyB mutantes cultivadas en condiciones de SD a
16°C. Extraido de la revision de (Heggie & Halliday, 2005).

Sin embargo, la respuesta de floracién temprana de plantas silvestres cultivadas en condiciones
de R<FR a 16°C seguia manteniéndose, lo que indica que otros fitocromos juegan un papel
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importante en la represion de la floracién a bajas temperaturas. Se considera que phyB tiene un rol
menor como represor de la floracion a bajas temperaturas, ya que su accidn represora es
dependiente de la temperatura y estd compensada por otros fitocromos, como phyD y phyE, con
los cuales establece una interaccion sinérgica. Por tanto, la funcion represora de phyB en el control
de la floracién es dependiente de la temperatura, lo que indica que la temperatura afecta a las
respuestas a la luz (Halliday et al., 2003; Halliday & Whitelam, 2003). Se sabe ademas que esta ruta
de control de la floraciéon de “sensibilidad térmica” es independiente de FLC y de CO, represor y
activador de FT, respectivamente (Halliday et al., 2003).

3.2 PIF4 y altas temperaturas

PIF4 fue inicialmente descrito como regulador negativo de la inhibicion de la elongacién del
hipocotilo por phyB (Hug & Quail, 2002), y muy recientemente se ha descubierto su papel como
activador directo de FT a causa de la induccion térmica (Kumar et al., 2012). Ademas, PIF4 parece
actuar como un importante regulador de los cambios morfolégicos inducidos por las altas
temperaturas que, ademas de adelantar la floracién, también afectan a diversos aspectos de la
arquitectura de la planta, produciendo fenotipos similares a los de las plantas que crecen en
condiciones de sombra. Asi, el mutante pif4, pero no los mutantes pifl, pif3 o pif5, pierde el
alargamiento del hipocotilo y la hiponastia de las hojas que presentan las plantas silvestres cuando
se transfieren de 22°C a 28°C (Koini et al., 2009).

El tiempo de floracion de las plantas pif4-101 cultivadas en condiciones de fotoperiodo
desfavorable a 27°C es practicamente el mismo que a 22°C, es decir en ambas temperaturas
muestran un evidente retraso de la floracién, produciendo practicamente el mismo ndmero de
hojas. En cambio, en plantas silvestres Col-0 cultivadas a 27°C hay un evidente adelanto de la
floracién que se correlaciona con un alto nivel de expresion de FT. La regulacion de FT via PIF4 se
produce a través de la union directa de la proteina al promotor de FT en condiciones de SD a 27°C,
pero no a 22°C. Al analizar la expresion de PIF4 en un rango creciente de temperaturas (12°C a
27°C) se observ6 que aumenta gradualmente con el incremento de temperatura y es a 27°C cuando
alcanza su méaxima expresion y cuando se une al inductor floral FT (Kumar et al., 2012). La unién
de PIF4 a FT parece estar modulada por la temperatura a través de la accion de los nucleosomas
H2A.Z que, a su vez, se une al promotor de FT en los mismos sitios que PIF4, por lo que es la
temperatura la que determina que se una uno u otro factor; PIF4 lo hace a altas temperaturas,
cuando su expresién es mayor, y H2A.Z ocupa su sitio en el promotor mayoritariamente en
condiciones de baja temperatura (17°C) (Kumar et al., 2012).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este capitulo es profundizar en el estudio de la funcion y regulacién de
los genes TEMPRANILLO por dos de los factores ambientales mas importantes para el control de
la floracion: la luz y la temperatura. Analizaremos el efecto sobre TEM de algunos de los
componentes mas importantes que actdan en la regulacion de cada una de estas rutas y
estudiaremos la regulacion integrada de TEM en diferentes condiciones de luz y temperatura.

Los objetivos especificos que nos hemos propuesto alcanzar se enumeran a continuacion:
= Caracterizacion de la regulacion mediada por la LUZ. Nos proponemos:

1. Caracterizar la posible regulacion de TEM1, TEM2 y RAV1 por los fitocromos, centrada

en el efecto de phyB, mediante:
a. Analisis de la expresion temporal de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas deficientes
en phyB.
b. Analisis del patron de expresion espacial de TEM1 en plantas phyB.
c. Andlisis genético de la relacion entre TEM y phyB
2. ldentificacion de los posibles genes reguladores directos que actlan en la ruta de regulacion
de phyB, mediante:
a. Andlisis de la expresion in silico de los promotores de TEM1, TEM2 y RAV1
b. Ensayo de hibrido sencillo en levaduras
* Caracterizacion del efecto de los cambios moderados de la TEMPERATURA. Nos
proponemos:
% Caracterizar la posible regulacion de TEM1, TEM2 y RAV1 por cambios en la
temperatura ambiental en condiciones de LD a 16°C y 22°C, mediante:
a. Andlisis de la expresion temporal de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas cultivadas
en las condiciones experimentales mencionadas
b. Caracterizacion de la interaccion de TEM1 y TEM2 con el represor SVP a bajas
temperaturas ambientales mediante analisis de expresion y cruzamientos entre los
mutantes svp, teml y tem2.
% Caracterizar la posible regulacion de TEM1, TEM2 y RAV1 por cambios en la
temperatura ambiental en condiciones de SD a 27°C y 22°C, mediante:
a. Andlisis de la expresion temporal de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas cultivadas
en las condiciones experimentales mencionadas
b. Andlisis de la expresion espacial de TEM1 en plantas pTEM1::GUS en altas
temperaturas.
x  Estudio de la implicacion de TEM en el control de la floracién, por medio de la integracién
de las rutas de LUZ y TEMPERATURA, mediante el andlisis de plantas phyB mutantes
cultivadas a 16°C o 27°C.
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RESULTADOS
|. EFECTO DE LA REGULACION POR LA LUZ

Basandonos en la extensa literatura que relaciona la accion de phyB con la regulacién de la
floracién por efecto en la expresion de FT (revisado en Franklin & Quail, 2010; Matsoukas et al.,
2012), decidimos analizar la implicacion de los genes TEM en esa regulacion. Para establecer el
efecto de la luz en los genes TEM y determinar si estos afectan a la regulacion de la floracion por la
luz procedimos a realizar una serie de experimentos de analisis fenotipico, genético y de expresién
en condiciones de LD y SD a 22°C.

1. PAPEL DE LOS FITOCROMOS EN LA REGULACION DE TEM/RAV

Las plantas deficientes en fitocromo phyB (phyB) presentan un fenotipo similar al de las plantas
que crecen en condiciones de sombra: hipocotilo y peciolos alargados, menor cantidad de
pigmentos (clorofila), limbo foliar més estrecho, dominancia apical mas pronunciada y un adelanto
de la floracion respecto a las plantas silvestres cultivadas en las mismas condiciones (revisado en
Franklin & Quiail, 2010) (Fig. 36).

Cil-1 Juleld-2 Cinl L0 fulipH- 4

Figura 36. Fenotipo del mutante phyB-9 en condiciones de LD y SD a 22°C

Plantas silvestres y deficientes en phyB en condiciones de LD (panel izquierdo) y SD (panel derecho).
phyB actia retrasando la floracion, por lo que los mutantes phyB florecen temprano en ambas
condiciones, aunque lo hacen con un mayor nimero de hojas en SD que en LD.

En condiciones de cultivo estandar de laboratorio, luz blanca y LD o SD a 22°C, los mutantes
phyB producen menos hojas de roseta que las plantas silvestres Col-0 antes de florecer, en ambos
fotoperiodos (Fig. 37a y 38a). Como ya se ha descrito en la introduccién, este adelanto en la
floracién esta relacionado con unos niveles de mMRNA de FT mas altos en las plantas phyB (Halliday
et al., 2003).
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Sabiendo que los genes TEM son represores directos de FT (Castillejo & Pelaz, 2008) quisimos
ver si el incremento en la expresion de FT y el consiguiente adelanto de la floracion en las plantas
phyB estaban relacionados con cambios en los niveles de mMRNA de TEM. Inicialmente realizamos
experimentos de cuantificacion de TEM1, TEM2 y RAV1 en condiciones de LD a 22°C, en plantas
silvestres y mutantes phyB de 9 dias (Fig. 37); elegimos un momento inicial del desarrollo porque es
cuando los TEM presentan una mayor expresién, como hemos visto en el capitulo anterior. Los
resultados obtenidos nos indican que existe una ligera reduccién en los niveles de mMRNA de los
represores TEM1 y TEM2 (Fig. 37c), de una magnitud similar al incremento de FT (Fig. 37b). Sin
embargo, al contrario de lo que ocurre con TEM, parece que RAV1 incrementa sus niveles en

plantas phyB.
a) (B 1,40 (] 1,40
J ll.'l.tiE:"J 1||' ﬁ' i |||.'|r.|:'l 1 1
1h 1,20 ’ 1,20
4 B 1.4 21
g £ 3
21 E E
E 3 OB 7 080 1 |.
€ 1 b= < ]
: ] — D) 2 il
£ B =
2 f = =
E" FANTT] & 40
A
y .20 241
i i L]
Caol B FT TEM1 TEM2 RAW1
®Rosern = Canlinares B Col-0 ® pbyB B Cal0 ® phyl

Figura 37. Tiempo de floracion y niveles de mMRNA de FT y TEM/RAV1 en plantas mutantes
phyB en LD

(a) Tiempo de floracion de plantas silvestres Col-0 y mutantes phyB-9 en LD a 22°C. (b-c) Analisis de los
niveles de mRNA de (b) FT y (c) TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas Col-0 y phyB-9 de 9 dias, recogidas a
ZT18 y cultivadas en placas de MS1%. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. El gen de
referencia utilizado es la Ubiquitina 10. Las barras de error en (a) representan la desviacién estandar de
dos muestras biolégicas independientes. Las barras de error en (b-c) representan la desviacion estandar
de 3 réplicas técnicas. Los asteriscos muestran la significacién estadistica (p>0,05) de la diferencia entre
phyB-9 y las plantas silvestres (Col-0) (Test t-Student ***p<0.001).

Debido a que la diferencia en el tiempo de floracion entre plantas silvestres y plantas deficientes
en phyB es més acusada en SD que en LD, decidimos repetir la misma cuantificacion, tanto del
tiempo de floraciobn como de la expresion de FT y TEM en condiciones de fotoperiodo no
inductivo (SD) para comprobar si el efecto de phyB en TEM también se incrementaba en estas
condiciones. Igual que en el caso anterior, nos interesaba cuantificar la expresion de TEM en un
momento del desarrollo en que muestran una expresién alta, por ello, utilizamos plantas cultivadas
durante 2 semanas en SD a 22°C (Fig. 38). Los resultados del tiempo de floracién nos indican,
como ya esperabamos, que las plantas phyB florecen con una gran diferencia respecto a Col-0 en
condiciones de SD, y que este adelanto es debido a la activacion del inductor FT. En relacién con
los TEM, podemos observar que TEM1 muestra un reduccion mas pronunciada en su nivel de
mRNA que TEM2 (Fig. 38c,d). Ademaés, si comparamos los niveles en SD con los obtenidos
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anteriormente en LD, podemos ver que la falta de phyB tiene un efecto mayor en TEM1 en SD que

en LD y practicamente el mismo en TEM2.
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Figura 38. Tiempo de floracion y niveles de mMRNA de FT y TEM/RAV1 en plantas mutantes
phyB en SD

(a) Tiempo de floracion de plantas silvestres Col-0 y mutantes phyB-9 en SD a 22°C. (b-d) Analisis de los
niveles de mMRNA de (b) FT, (c) TEM1y (d) TEM2 en plantas Col-0 y phyB-9 de 2 semanas, recogidas a
ZT12 y cultivadas en placas de MS1%. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. El gen de
referencia utilizado es la Ubiquitina 10. Las barras de error en (a) representan la desviacion estandar de
dos muestras bioldgicas independientes. Las barras de error en (b-d) representan la desviacion estandar
de 3 réplicas técnicas. Los asteriscos muestran la significacién estadistica (p>0,05) de la diferencia entre
phyB-9 y las plantas silvestres (Col-0) (Test t-Student ***p<0.001).

Estos datos sugieren que phyB podria ser un activador de TEM, y que la reduccion en los
niveles de TEM1 y TEM2 en las plantas mutantes phyB podria promover la des-represién de FT y,
por tanto, contribuir al adelanto de la floracién. Ademas, parece que esta regulacion se produce en
ambos fotoperiodos, aunque parece mayor en SD, al menos en el caso de TEM1.

Ya que el efecto detectado es mas evidente en SD, la mayoria de los experimentos que
mostraremos en los siguientes apartados se han realizado en estas condiciones experimentales.

1.1 Efecto de otros fitocromos y de la sombra simuladaen TEM y RAV1

Seguidamente comprobamos si la regulacion positiva de phyB sobre TEM también se da en el
resto de fitocromos. Sabiendo que existe redundancia entre phyB, phyD, phyE y también phyC en
SD (Franklin et al., 2003; Monte et al., 2003), analizamos la expresion de FT, TEM1, TEM2 y
RAV1 en plantas mutantes para estos fitocromos (phyB, phyD y phyC), y también en mutantes phyA,
aunque su participacion en la regulacion de la floracion s6lo estd descrita en condiciones de LD
(Mockler et al., 2003; Monte et al., 2003). Al no disponer de semillas de plantas phyE no pudimos
testar su implicacién. Estos analisis se realizaron con plantas cultivadas durante dos semanas en
condiciones de SD a 22°C (Fig. 39).

100



Capitulo 2

FT TEMI1
i 1]
#
= (NLE]
2 -
E g JE 1800
s B
= & 0460
T ¥
i‘: i ; 040
1
o =
Col-0) / Al pil lI|'.‘!.l"1'f piyld Cel-l) lI|‘.n’.lr 4 "nH ."n"q.( "l."m'J
TEM2 RAVI
1,20 1 B
1.6k T
1.0 "
- ; 140
% e E 1.20
% 060 i 0 1,00 : 1 :
= " __s (%]
T T
% 040 :E (]
i
020
)
LY [TL1]
Lol Pl J'.'ll':ll.'ll! _."!\."-';.{" Jqu.r? ol HiA il i mld

Figura 39. Niveles de mRNA de FT, TEM1, TEM2 y RAV1 en mutantes de distintos

fitocromos en SD
Anélisis de los niveles de mMRNA de FT, TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres Col-0 y mutantes

phyA-211, phyB-9, phyC-2 y phyD-SD1-4 en SD a 22°C cultivadas durante 2 semanas en placas de MS1% y
recogidas a ZT12. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-gPCR. El gen de referencia utilizado es
la Ubiquitina 10. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas.

Los resultados obtenidos nos indican que phyA no tiene un papel destacable en la regulacion
de los niveles de FT en estas condiciones, al mostrar las plantas phyA unos valores similares a los de
las plantas silvestres Col-0. En cambio, en los mutantes phyB, phyC y phyD si se observa un cambio
evidente en los niveles de FT, que aumentan en comparacién con el nivel de las plantas silvestres, o
que indica que estos tres fitocromos son redundantes en el control de la floracion a través de la
regulacion de FT (Monte et al., 2003). Al analizar la expresion de nuestros genes de interés en las
mismas plantas, confirmamos la reduccién de los niveles de TEM1 en las plantas phyB, de alrededor
de un 40-45% respecto al tipo silvestre, y de TEM2, de alrededor de un 30-35%. Ademas, igual que
ocurre en condiciones de LD, RAV1 esta regulado positivamente en las plantas phyB. En el resto
de mutantes, con excepcion de phyD, no se observan cambios evidentes de expresién, por lo que
parece que estos fitocromos no actlan de manera redundante sobre la expresion de TEM/RAV1
en SD. En el caso de phyD, existe una ligera reduccion de TEM1 pero no se observan cambios
significativos ni en TEM2 ni en RAV 1.

Ya que el efecto mas importante en los genes TEM/RAV1 es el del fitocromo phyB, en
condiciones de SD, decidimos continuar nuestros estudios con este mutante.
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En paralelo, decidimos explorar una condicion experimental, denominada sombra simulada, en
la cual se reproduce el efecto de déficit de phyB en las plantas silvestres. Como se ha comentado en
la introduccion, cuando el ratio entre la luz roja y la luz roja lejana esta desplazado hacia esta Gltima
(R<FR), el equilibrio entre la forma activa e inactiva de phyB se desplaza hacia la forma inactiva,
mientras que el de phyA lo hace hacia la activa. Es decir, la luz roja lejana promueve la inactivacion
de phyB y promueve las respuestas dependientes de phyA (revisado en Casal, 2012).

Nos planteamos si el efecto sobre TEM/RAV en estas condiciones de “déficit natural” de
phyB podria ser el mismo que el observado en las plantas mutantes phyB. Para ello, realizamos un
primer experimento en luz blanca y luz blanca suplementada con FR y analizamos la expresion de
CO, FT, TEM1 y TEM2 en plantas silvestres Col-0. Todas las semillas fueron cultivadas durante 2
dias en condiciones de luz blanca continua (LL) para facilitar su germinacién; pasado ese tiempo,
una parte se transfirié a LL suplementada con luz FR (LL+FR), y el resto se dejé como control en
LL. Los dos grupos estuvieron en estas condiciones durante 7 dias més. Finalmente, las muestras se
recogieron cuando las plantas tenian 9 dias. Los resultados obtenidos en estas condiciones (Fig. 40)
nos confirman que FT estd claramente activado, de manera independiente de la regulacién
transcripcional de CO, en luz suplementada con FR, mientras que TEM1 y TEM2 reducen sus
niveles de mMRNA en una proporcion muy similar a la observada en condiciones de SD en plantas
phyB, con un mayor efecto en la expresion de TEM1. Por tanto, TEM1y TEM2 también responden

a condiciones de sombra simulada.
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Figura 40. Niveles de mMRNA de CO, FT, TEM1 y TEM2 en sombra simulada

Anélisis de los niveles de mMRNA de (a) CO, FT y (b) TEM1, TEM2 en plantas silvestres Col-0 en
condiciones de luz continua (LL) o luz continua enriquecida con FR (LL+FR), cultivadas en placa con
MS1% durante 9 dias. La cuantificacién se ha realizado mediante RT-gPCR. El gen de referencia
utilizado es la Ubiquitina 10. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas
técnicas.

Cultivando las plantas menos dias en LL, con un entrenamiento previo en LD para evitar
perder el efecto regulador del reloj circadiano (que se mantiene aproximadamente unos 3 dias),
obtuvimos resultados similares. En este experimento, las plantulas germinaron y crecieron en LD a
22°C durante 6 dias. Al inicio del dia 7, todas las plantas se pasaron a LL durante 24h de manera
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que todas se sincronizaran en un fotoperiodo de luz continda. El dia 8, a ZT18, las plantas control
se mantuvieron en condiciones de LL y el resto pasaron a LL+ FR, donde se cultivaron durante 3
dias mas (dias 9 a 11). El dia 8, a ZT19 (ZT18 + 1 hora), se establecié el punto inicial de recogida
de las muestras. De manera que las plantas tratadas con el suplemento de FR se recogieron 1 hora
después que las plantas control (lo que equivale a un tratamiento de 1 hora de FR). Por tanto, el
punto del dia 8 muestra los resultados del tratamiento de 1 h de FR. El resto de dias, todas las
muestras (LL y LL+FR) se recogieron en el punto ZT18 (calculado a partir de los dias iniciales de
crecimiento en LD), de manera que coincidiera con el pico de expresion de TEM1 en condiciones
de LD. Por tanto, los datos del dia 9 equivalen a un dia completo de tratamiento de LL + FR o LL
sin FR, y asi sucesivamente el resto de dias.

Los resultados obtenidos (Fig. 41) indican que FT incrementa notablemente su nivel de mRNA
a partir del primer dia completo de tratamiento de LL+FR (dia 9 en adelante), alcanzando su
maximo entre los dias 10 y 11 de crecimiento. Los niveles del mMRNA de TEM1 muestran un ligero
descenso después de 1 hora de tratamiento con FR (dia 8), pero no posteriormente. Por otra parte,
TEM2 muestra un ligero incremento de expresion, poco significativo, 1 hora después del
tratamiento con FR (dia 8), y un marcado descenso en el resto de puntos analizados. Por Gltimo,
RAV1 muestra la esperada expresion opuesta, al incrementar su abundancia en todos los puntos
analizados en condiciones de LL+FR.
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Figura 41. Niveles de mRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en sombra simulada a lo largo del
desarrollo

Anélisis de los niveles de mRNA de (a) FT, (b) TEM1, (c) TEM2 y (d) RAV1 en plantas silvestres Col-0
en condiciones de luz continua (LL) o luz continua enriquecida con FR (LL+FR), cultivadas en placa
con MS1%. Las plantulas germinaron y crecieron en LD durante 6 dias y el 72 pasaron a luz continua. El
dia 8 unas placas continuaron en LL y otra pasaron a LL+FR. El punto del dia 8 (punto 0) se recogio6 en
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las plantas control (LL) a ZT18 y en las plantas tratadas con FR, 1 hora después del inicio del
tratamiento. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. El gen de referencia utilizado es la
Ubiquitina 10. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas.

Conjuntamente, todos estos resultados muestran que en plantas deficientes en phyB, en LD o
SD, TEM1 reduce claramente su expresién, lo que indica que phyB es un regulador positivo de
TEML1. Ademas, la comparacion de los cambios de expresién en plantas phyB en condiciones de SD
y LD sugiere que la accion de phyB sobre TEM1 podria ser mas importante en SD. En cambio, el
efecto sobre TEM2 parece ser menor en las plantas phyB y mayor en condiciones de sombra
simulada, bien por déficit de phyB o por activacion de las respuestas dependientes de phyA. El
claro aumento de la expresion de RAV1, tanto en plantas deficientes en phyB como en el
tratamiento de sombra simulada, nos indica que phyB seria un represor de la expresién de RAV1.

1.2 Regulacién temporal de los niveles de TEM/RAYV en plantas deficientes en
phyB

Para confirmar que los cambios de TEM/RAV 1 observados en los mutantes phyB no se deben
a un cambio en el pico de expresién de estos genes (ya que las anteriores muestras se habian
recogido en el pico de TEM1 a ZT12 en SD) (Fig. 38 y 39), decidimos realizar experimentos de
analisis de la expresion a lo largo de 24 horas. Para ello, cultivamos plantas Col-0 y mutantes phyB
durante 2 semanas en condiciones de SD a 22°C. Ademaés, decidimos realizar los andlisis de
cuantificacion de los niveles de mRNA en las mismas condiciones en las que analizamos el tiempo
de floracion de esas plantas, por lo que cultivamos las plantas en sustrato de tierra y no en placa. De
esta manera también se elimina cualquier posible efecto de la sacarosa sobre la expresion de estos
genes.

En el primer andlisis de expresion realizado decidimos ser exhaustivos y recogimos muestras
cada 2 horas (Fig. 42); al comprobar que no perdiamos excesiva informacion, en el segundo
experimento decidimos recoger las muestras cada 4 horas (Fig. 43). Se muestran ambos por
separado y se incluye la cuantificacion del nivel de cambio observado en las plantas phyB para cada
uno de los genes estudiados, respecto al valor obtenido en las plantas silvestres Col-0.
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Figura 42. Niveles de mRNA de FT, TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres y mutantes
phyB, en SD (primer experimento)

Expresion a lo largo de 24 horas de FT, TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres (gris oscuro) y
phyB-9 (gris claro) cultivadas durante 2 semanas en tierra en SD a 22°C. (a) Niveles de expresion relativa
al gen de referencia Ubiquitina 10. (b) Niveles de cambio de los valores de cada gen en plantas phyB-9
respecto a Col-0 (calculo del 2-*“ct). Las muestras se recogieron cada 2 horas. El anélisis se ha realizado
mediante RT-gPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas.
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Los datos obtenidos en el primer experimento (Fig. 42) nos confirman el claro aumento de FT
en las plantas phyB, en practicamente todos los puntos analizados, y la reduccion de los niveles de
TEM1 durante las primeras horas del periodo nocturno (ZT10 a ZT14) y las primeras de la mafiana
(ZT24/ZT0-ZT2), periodo que coincide con la transicion oscuridad-luz. Este resultado valida los
resultados obtenidos anteriormente y confirma que la reduccién de TEM1 alrededor del pico (a
ZT12) es de aproximadamente un 40-50%. En este caso, los valores obtenidos para TEM2
muestran una reduccion mucho mas sutil durante el periodo nocturno, que en cambio es mas
evidente durante todos los puntos diurnos recogidos. Es decir, TEM2 podria estar regulado por
phyB Unicamente durante las horas de luz. Por ultimo, también podemos confirmar que RAV1
presenta una regulacion opuestaa TEM1y TEM2, al mostrar unos valores mas altos en phyB que en
las plantas silvestres durante el periodo nocturno.
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Figura 43. Niveles de mMRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres y mutantes phyB,
en SD (segundo experimento)

Confirmacion de los valores de mMRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 a lo largo de 24 horas en plantas
silvestres (gris oscuro) y phyB-9 (gris claro) cultivadas durante 2 semanas en tierra en SD a 22°C Las
muestras se han recogido cada 4 horas. (a) Niveles de expresion relativa al gen de referencia Ubiquitina
10. (b) Niveles de cambio de los valores de cada gen en plantas phyB-9 respecto a Col-0 (célculo del 2-
f¢ct), El andlisis se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 réplicas técnicas.
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El andlisis del segundo experimento (Fig. 43) confirma la reduccion de los niveles de TEM1
durante el periodo nocturno, TEM2 durante la mayoria de puntos analizados, y especialmente
durante el periodo diurno aunque es un momento en que su expresion en las plantas silvestres es
baja, por lo que no podemos saber si la reduccion en las plantas phyB es biolégicamente
significativa. Finalmente, volvemos a observar un incremento de RAV1, en todos los puntos
analizados.

También es interesante destacar las coincidencias y diferencias en los patrones de expresion de
TEM1/TEM2 y RAV1 en las plantas silvestres (comparacion de los valores de Col-0 entre la Fig.
42y 43). Los primeros muestran unos niveles de expresion bajos durante las horas de luz con picos
nocturnos de mRNA; TEM1 tiene dos picos de expresién, uno durante las primeras horas de la
noche (ZT10-12) y otro a Gltima hora de la noche (ZT20-22) y TEM2 s6lo uno muy claro a Gltima
hora del periodo nocturno (ZT22) en estas condiciones de crecimiento; mientras que RAV1 va
incrementando su nivel de mMRNA durante el periodo de luz hasta alcanzar su maximo en la
transicion luz-oscuridad (ZT8), y parece coincidir con TEM1y TEM2 en el pico de Gltima hora de
la noche (ZT20-22). Ademés, los niveles relativos de mRNA de TEM1 y RAV1 son bastante
similares, mientras que TEM2 muestra unos niveles mas altos.

Para estudiar si el efecto del déficit de phyB tiene un efecto a largo plazo en los genes
TEM/RAYV y FT, cuantificamos la expresion de estos genes a lo largo del desarrollo. Cultivamos
plantas Col-0 y mutantes phyB en SD a 22°C durante 32 dias y recogimos muestras entre los dias 20
y 32, cada 4 dias. Este periodo coincide con la caida de los niveles de expresion de TEM, tal y como
hemos visto en el capitulo anterior.

Los resultados obtenidos en el anélisis de los niveles de FT (Fig. 44) indican que en las plantas
deficientes en phyB tienen niveles mucho més altos de FT que las plantas silvestres en todos los
puntos analizados, y que parecen descender a partir del dia 20, cuando probablemente ya se ha

producido la induccion.
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Figura 44. Andlisis de los niveles de mRNA de FT a lo largo del desarrollo en plantas silvestres
y phyB, en SD

Anélisis de los niveles de mRNA de FT en plantas silvestres Col-0 y mutantes phyB-9 cultivadas en tierra,
en SD a 22°C. Las muestras se han recogido a la misma hora del dia, ZT12. El anélisis se ha realizado
mediante RT-gPCR. Se muestran dos experimentos independientes (RB1 y RB2). Las muestras se han
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recogido cada 4 dias durante los dias 20 a 32. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3
réplicas técnicas. El gen de referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.

Al comparar este dato con los valores obtenidos para TEM1 en las mismas condiciones
experimentales (Fig. 45a-d), podemos observar que su expresion en plantas phyB parece mantener
una disminucion del 40-50% bastante constante durante el periodo analizado, mostrando ademas
una tendencia muy similar entre las plantas Col-0 y phyB. Sin embargo, los niveles que presentan las
plantas phyB en practicamente todos los puntos analizados son menores que el punto minimo al que
llega en las plantas Col-0, alcanzando el mismo valor relativo (0 menor) de TEM1 a dia 20 en los
mutantes phyB que a dia 28-32 en las plantas silvestres, lo que podria ser suficiente para permitir la
induccion de FT en las plantas phyB.

Los resultados obtenidos en el anélisis de RAV1 en las plantas phyB (Fig. 45e-h) reiteran el
aumento de la expresion ya observado en estos mutantes y muestran que el déficit de phyB aumenta
claramente la expresién de RAV1 alrededor de las 4 semanas, de manera opuesta a lo que ocurre
con los genes TEM. Una vez maés, este comportamiento opuesto en la expresion de los genes
TEM1/TEM2 y RAV1 nos sugiere que su funcion no debe ser redundante en el control de la

floracion en estas condiciones.
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Figura 45. Niveles de mMRNA de TEM1 y RAV1 alo largo del desarrollo en plantas silvestres y
phyB, en SD

Andlisis de los niveles de mRNA de (a-d) TEM1 y (e-h) RAV1 en las mismas plantas silvestres Col-0
(gris oscuro) y mutantes phyB-9 (gris claro) que en la figura anterior. Las gréaficas (a-b, e-f) representan
los valores del experimento RB1 y (c-d, g-h), los del RB2. El andlisis se ha realizado mediante RT-qPCR.
Los paneles de la izquierda representan el nivel relativo a Ubiquitina 10, y los de la derecha, el nivel de
cambio de los valores de phyB respecto a Col-0 analizados mediante el método 2-2“ct.
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1.3 Regulacién espacial de los niveles de TEM1 en plantas deficientes en phyB

Cruzamos las plantas pTEM1::GUS con las plantas phyB y realizamos ensayos de deteccion
histoquimica de la proteina GUS para determinar si phyB afecta al patron espacial de expresion de
TEM1 a lo largo del desarrollo (Fig. 46). Para comparar estos resultados con los de expresion
cuantitativa, recogimos las muestras durante las semanas 2 a 4 en las mismas condiciones que los
experimentos anteriormente mostrados. Se muestran 3 réplicas biolGgicas independientes recogidas
después de dos semanas en SD a 22°C para cada uno de los genotipos pTEM1::GUS y phyB
pTEM1:GUS (Fig. 46a-f) Para simplificar la figura, se muestra Gnicamente una muestra biol6gica
representativa correspondientes a las semanas 3 (Fig. 46g,h) y 4 (Fig. 46i,)).
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Figura 46. Ensayo de tincion histoquimica de GUS en plantas pTEM1::GUS y phyB
pTEM1::GUS a lo largo del desarrollo, en SD

Las plantas fueron cultivadas en tierra, en condiciones de SD, durante 4 semanas. Las muestras se
recogieron en las semanas 2, 3y 4. Se muestran 3 réplicas bioldgicas de las plantas recogidas a 2 semanas
(a, f) y una muestra representativa de cada genotipo, las semanas 3 (g,h) y 4 (i,j) para simplificar la figura.
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Como se puede observar, estos resultados nos confirman la reduccién en los niveles de mMRNA
de TEM1 obtenidos anteriormente y detallan que TEM1 parece mas reducido a partir de la tercera
semana en las plantas phyB llegando a practicamente no detectarse expresion en la cuarta semana.
Durante ese periodo, en las plantas phyB pTEM1::GUS se reduce drasticamente la expresion en el
meséfilo y el tejido vascular (venas secundarias) de las plantas control pTEM1:GUS,
restringiéndose a la zona de los hidatodos. Esta reduccion parece deberse a una regulacién
transcripcional de TEM1 en los mutantes phyB.

En conjunto, todos estos datos nos indican que phyB es un regulador positivo de TEM1 y
parece regular, de manera indirecta, sus niveles de transcripcion a lo largo del dia y a lo largo del
desarrollo, probablemente actuando en el meséfilo.

1.4 Regulacién del tiempo de floracion por los mutantes phyB y tem

Para comprobar si el efecto de phyB en la floracion se debe en parte a la falta de los represores
TEM1 y TEMZ2, decidimos cruzar mutantes phyB con el doble mutante teml tem2, obteniendo las
combinaciones de mutantes dobles correspondientes, phyB teml y phyB tem2, asi como el triple
mutante phyB tem1 tem2. Ademas, cruzamos plantas phyB con las sobre-expresantes de TEML1, para
obtener plantas phyB 35S::TEM1, aunque este Gltimo cruce estd en fase de seleccién de semillas en
la generacion F2. Con los dobles y el triple mutante obtenidos, procedimos a realizar un analisis de
los fenotipos de tiempo de floracién en LD y SD a 22°C.

Antes de analizar en detalle los datos cuantitativos obtenidos, si nos fijamos en la arquitectura
de las plantas podemos ver claramente que las plantas que tienen un fondo phyB mutante mantienen
caracteristicas fenotipicas similares al mutante phyB, con una clara elongacion de peciolos e
hipocotilo (no cuantificada), tanto en condiciones de SD (Fig. 47) como en LD (Fig. 48). En el caso
de phyB tem2 estos rasgos estan incluso mas acentuados que en el mutante phyB, lo que sugiere que
la pérdida de TEM2 acentla las respuestas a la sombra.

Col-(1 teme [-Tterm2-2 plyB-2 by B-Ster -1 Py B-Stem2-2 plyB-Ftenm |- tem2-2

Figura 47. Fenotipos de floracion en plantas de 26 dias cultivadas en SD a 22°C

En relacion al tiempo de floracion en condiciones de SD (Tabla 12), el triple mutante phyB tem1
tem2 es el que florece mas temprano, al producir entre 5y 8 hojas de roseta e invertir entre 20 y 24
dias en hacerlo, datos que son estadisticamente significativas respecto al resto de genotipos
analizados. Seguidamente, florecen las plantas phyB, phyB tem2, tem1 tem2 y phyB tem1, que producen
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un nimero promedio de hojas totales muy similar, situandose entre las 18 y 25 hojas; todos ellos
florecen tempranamente respecto a las plantas silvestres Col-0. Debido a la alta desviacion estandar
detectada entre las plantas phyB tem1, phyB tem2 y tem1 tem2 los datos indican que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre estos genotipos y las plantas phyB. La cuantificacion del nimero
de dias que tardan las plantas en florecer nos indica que este grupo de cuatro genotipos florece
entre los 33 y los 44 dias, en promedio. Comparados con las plantas silvestres, todas ellas presentan
una floracion temprana, tanto en el nimero de hojas producidas como en el nimero de dias que

tardan en florecer.

Genotipo Tiempo de floracion
Rosetaz +SDe  CaulinarP+ SD Totalesc+ SD Diasd + SD Semanas

Experimento 1

Col-0 582%29 71+16 652 +31 685+21 9-10
phyB-9 160+19 38x0,6 198+15 39616 5-6
tem1-1tem2-2 198 +4,6 35%+0,9 233+5.2 36,0+ 3,0 5-6
phyB-9tem1-1 214 +35 37+x05 251+35 411+ 34 5-6
phyB-9tem2-2 178+ 3,0 44 +£05 222+31 444+ 57 6-7
phyB-9tem1-1tem2-2 85+15 31+06 116+17 240+0,9 3-4
Experimento 2

Col-0 584%25 8309 66,7 £2,3 675+ 31 9-10
phyB-9 154+24 2,7+£07 181+26 37834 5-6
tem1-1tem2-2 196 +6,3 32+07 22864 335*x43 4-5
phyB-9tem2-2 16,8+54 23+09 192 +6,0 40,4+ 7,7 5-6
phyB-9tem1-1tem2-2 55+1,0 24+05 79+12 206 £2,3 2-3

Tabla 12. Tiempo de floracion de las combinaciones mutantes phyB, tem1 y tem2, SD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (2 Roseta), nimero de hojas caulinares (b Caulinar) y nimero de
hojas totales (¢ Totales), ademas del nimero de dias que tarda en verse el botdn floral a simple vista (¢
Dias). ¢ SD: Desviacion estandar. Se muestran 2 experimentos independientes. Los datos de las plantas
phyB tem1 del segundo experimento no se han tenido en cuenta al estar esas plantas afectadas por estrés
durante el crecimiento. ElI nimero de plantas analizadas en cada experimento varia entre 8 y 19 por
genotipo/experimento. Los datos se han analizado mediante analisis de la varianza (ANOVA de 1 via) y
el test para comparaciones mdltiples de Bonferroni. Los datos del andlisis estadistico estan en el anexo
(Anexo - Tabla 12).

En conjunto, estos datos del tiempo de floracion nos indican que existe un efecto aditivo entre
phyB y tem1 tem2, ya que el triple mutante es claramente mas temprano que los mutantes parentales,
al reducirse el nimero de hojas y de dias a practicamente la mitad.

Respecto a los dobles mutantes es dificil concluir si las diferencias entre sus tiempos de
floracién son bioldgicamente significativas, ya que estadisticamente no podemos afirmar que
existan diferencias entre los datos obtenidos. Lo que si podemos concluir es que todos ellos
florecen con practicamente la mitad de hojas y en la mitad de dias que las plantas silvestres.

Cuando analizamos los fenotipos de todas estas plantas en condiciones de LD (Fig. 48),
podemos ver un comportamiento muy similar al observado en SD. Las combinaciones de dobles y
triples mutantes con fondo phyB presentan un fenotipo tipico de respuestas a la sombra, mas
acusado en las plantas phyB tem2.
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Figura 48. Fenotipos de floracion en plantas de 20 dias cultivadas en LD a 22°C
Las puntas de flecha sefialan las flores formadas en el tallo principal en aquellos fenotipos en los que es
dificil diferenciarla.

El andlisis del tiempo de floraciéon en LD (Tabla 13) también coincide con los datos obtenidos
en SD. El triple mutante phyB tem1 tem2 florece en primer lugar, con un reducido nimero de hojas.
Seguidamente, florecen tem1 tem2 y phyB tem1 con préacticamente el mismo ndmero de hojas y phyB y
phyB tem2, los cuales tampoco presentan una diferencia estadisticamente significativa entre si. Todos
ellos florecen significativamente mas pronto que las plantas silvestres Col-0. Analizando el nimero
de dias, el triple phyB tem1 tem2 es mas temprano que el mutante sencillo phyB, y que las plantas
silvestres; sin embargo no es mas temprano que el doble teml tem2, cuya diferencia no es
estadisticamente significativa. Esto sugiere que el adelanto de la floracion en el tiempo depende de
la ausencia de TEM1y TEM2.

Genotipo Tiempo de floracion
Rosetaz = SDe  Caulinarb+=SD Totalesc+ SD Diasd =+ SD

Experimento 1

Col-0 10,4 +0,5 25+05 13,1+0,8 19,1+0,8
phyB-9 73x10 22+04 97x12 18,7+ 0,7
tem1-1tem2-2 57+x05 30x05 8810 128+0,4
phyB-9tem1-1 6,3+1,6 24+05 88+19 150+0,8
phyB-9tem2-2 80x16 3,0%+0,0 110+1,6 166 +1,1
phyB-9tem1-1tem2-2 38+04 21+0,3 6,0+0/4 12,0+0,8
Experimento 2

Col-0 112+11 2,7+05 138+1,3 203+16
phyB-9 8,3+0,7 26+05 109+11 193+11
tem1-1tem2-2 6,2+0,5 26+05 8,9+0,6 136+05
phyB-9tem1-1 51+10 23+05 74+x11 153+ 0,6
phyB-9tem2-2 8,1+05 2,7+05 10,7 0,7 17,714
phyB-9tem1-1tem2-2 45+0,7 21+05 6,5+0,8 13,1+0,9

Tabla 13. Tiempo de floracion de las combinaciones mutantes phyB, tem1 y tem2, LD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (2 Roseta), nimero de hojas caulinares (b Caulinar) y nimero de
hojas totales (¢ Totales), ademas del nimero de dias que tarda en verse el botén floral a simple vista (¢
Dias). ¢ SD: Desviacidn estandar. Se muestran 2 experimentos independientes. EI nimero de plantas
analizadas en cada experimento varia entre 8 y 20 por genotipo/experimento. Los datos se han
analizado mediante anélisis de la varianza (ANOVA de 1-via) y el test para comparaciones multiples de
Bonferroni. Los datos del anélisis estadistico estan en el anexo (Anexo — Tabla 13).
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En conjunto, los datos de floracion nos indican que phyB y TEM tienen un efecto parcialmente
independiente sobre el control de la floracion, actuando también sobre otros genes implicados en el
control de la floracién.

2. REGULADORES EN LA RUTA DE LOS FITOCROMOS: PIFsy VOZ

Después de comprobar que TEM1 y TEM2 estan controlados positivamente por phyB, o por
respuestas dependientes de sombra simulada donde phyB y phyA son los fitocromos dominantes, y
que, por el contrario, RAV1 estd controlado negativamente, nuestra siguiente pregunta se centrd en
estudiar algunos de los genes que actan en la ruta de los fitocromos que pudieran controlar su
expresion.

La sefial luminica captada por los fitocromos se transduce a través de una serie de factores que
activan, reprimen o degradan a las proteinas responsables de promover las respuestas a las
diferentes condiciones de luz (cantidad, calidad, intensidad, etc.) u oscuridad.

Entre esos factores nos hemos interesado por dos de ellos, regulados directamente por los
fitocromos: los factores de transcripcion PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS (PIFs) y
VASCULAR PLANT ONE- ZINC FINGER (VOZ). La relacién de phyB con estos componentes
se puede resumir brevemente en que ambos estan regulados de forma negativa a través de
interacciones proteicas con phyB en el nucleo (Castillon et al., 2007; Yasui et al., 2012).
Recordemos que phyB es un regulador negativo de la floracion, por lo que regulard negativamente a
los factores que actien como inductores florales, o positivamente a los represores florales, como ya
hemos mostrado para TEM1y TEM2.

Como ya hemos visto, los mutantes phyB tienen una floracion temprana debido a unos altos
niveles de FT. Aunque ni los mutantes pif sencillos ni el cuadruple pifQ parecen presentar fenotipos
de floracion en condiciones de LD (Shin et al., 2009), la sobre-expresion de PIF5 (35S::PIF5) en
LD y SD a 22°C (Fujimori et al., 2004), y la de PIF4 (35S::PIF4) en condiciones de alta temperatura
(27°C) (Kumar et al., 2012) provocan una floracion temprana. En el caso de los factores VOZ
recientemente se ha descrito su papel como promotores de la floracion activando de manera
indirecta a FT en condiciones de LD (Yasui et al., 2012).

Por todo ello nos propusimos estudiar en detalle la expresion de FT, TEM y RAV1 en estos
genotipos y analizar sus tiempos de floracion en condiciones de LD y SD para comprobar si alguno
de estos factores podia actuar como transductor de la informacion percibida por el fitocromo para
controlar la floracion a través de la modulacion de los niveles de transcripcion de los TEM.

2.1 Phytochrome Interacting Factors (PIF)

Nos pareci6 relevante estudiar la posible implicacion de los factores PIF en la regulacion del
tiempo de floracion, centrandonos en PIF5 por estar descrita su implicacion en la promocién de la
floracién en plantas sobre-expresantes, en condiciones de LD y SD (Fujimori et al., 2004). Nos
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interesd estudiar en detalle si en condiciones de SD, éste y otros factores PIF podrian actuar en la
regulacion del tiempo de floracion, aunque no parecen hacerlo en condiciones de LD (Shin et al.,
2009). Posteriormente, durante el transcurso de este estudio se ha detectado un posible sitio de
union de PIF5 a TEM2 mediante analisis de ChlIP-seq, lo que nos sugeria que podria existir cierta
relacion entre los PIF y TEM (Hornitschek et al., 2012).

Por todo ello, analizamos la expresiéon de FT, TEM1, TEM2 y RAV1 en las plantas mutantes
pif4, pif5, pifdpif5 y las sobre-expresantes 35S::PIF4 y 35S::PIF5 cultivadas en SD a 22°C durante 3
semanas. No observamos cambios en los niveles de mMRNA de FT en las plantas pif4, pif5 ni pif4pif5
(Fig 49a). A pesar de que la grafica muestra un cierto cambio de expresion en los niveles de mMRNA,
éste no es significativo, tal y como indican las barras de error. Si analizamos en detalle los datos de
Ct obtenidos en la cuantificacion realizada mediante RT-qPCR (Fig. 49¢), podemos comprobar que
apenas varian y que estamos en una zona de dificil cuantificacion, al obtener unos Ct préximos al
que presenta el control negativo. Con unos Ct tan altos, la probabilidad de introducir errores
técnicos es mayor. En cambio, observamos un incremento de expresion muy claro en las plantas
35S::PIF5, cuyos altos niveles de FT (Fig. 49b) se correlacionarian con la floracion temprana
observada (Fujimori et al., 2004). Por otra parte, aunque las plantas 35S::PIF4 muestran unos
niveles de FT mas altos que las plantas silvestres, éste cambio es mucho menor que en las plantas
sobre-expresantes de PIF5.
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Figura 49. Niveles de mMRNA de FT en plantas mutantes y sobre-expresantes de PIF4 y PIF5
Andlisis de los niveles de mMRNA de FT en las plantas silvestres Col-0, mutantes pif4-101, pif5-1 y pif4-101
pif5-1 (a) y sobre-expresantes 35S::PIF4 y 35S::PIF5 (b) cultivadas durante 3 semanas en SD a 22°C y
recogidas a ZT12. (c) Valores de Ct que representan el ciclo de amplificacion en gPCR cuantitativa.
NTC representa el control negativo. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-gPCR. Las barras de
error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. EI gen de referencia utilizado ha sido
Ubiquitina 10.
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El analisis de los genes TEM/RAYV en las mismas muestras, muestra que el nivel de cambio de
TEM1, TEM2 y RAV1 es muy pequefio y no significativo (Fig. 50). Unicamente en TEM1 parece
haber un cierto efecto en las plantas pif4 pif5, con una expresion ligeramente incrementada respecto
a los valores de las plantas control Col-0 (Fig. 50a). Sin embargo, este cambio no parece
correlacionarse con un descenso en los valores de FT en estas plantas.

La cuantificacion de los niveles de mRNA de TEM/RAVL1 en las plantas 35S::PIF4 y
35S::PIF5 (Fig. 50b,d,f) nos indica que la sobre-expresion de PIF4 tiene un efecto poco
significativo, con un ligero descenso en los niveles de TEM2 pero sin efecto en TEM1 o RAV1.
Por el contrario, 35S::PIF5 si reduce ligeramente los niveles de TEM1 y TEM2, lo que podria
relacionarse con el incremento en los valores de FT observados (Fig. 49b), e incrementa los niveles
de RAV1 en una magnitud parecida al efecto observado para TEM1, pero en sentido inverso.
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Figura 50. Niveles de mMRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en las plantas mutantes y sobre-
expresantes de PIF4y PIF5

Anélisis de los niveles de mRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres Col-0 y (a) plantas
mutantes sencillos pif4-101, pif5-1 y el doble pif4-101 pif5-1; (b) plantas sobre-expresantes 35S::PIF4 y
35S::PIF5. Todas ellas han sido cultivadas durante 3 semanas en condiciones de SD 22°C y recogidas a
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ZT12. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la
desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. El gen de referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.

Para finalizar estos estudios de expresion, nos propusimos realizar un estudio mas detallado de
la expresion de TEM1y TEM2 en el cuddruple mutante pifQ, sabiendo que la funcién de los PIF es
redundante en algunos procesos, y a lo largo de 24 horas, por si se producia un cambio en otro
momento del dia que no estuviéramos detectando al recoger una Unica muestra. Para ello
cultivamos plantas silvestres Col-0 y pifQ en SD durante 3 semanas (para una mejor deteccion de
los niveles de FT) y recogimos muestras en los puntos ZT4 (punto central del periodo de luz), ZT7
(antes de la transicion luz-oscuridad), ZT12 (pico de expresion de TEM1) y ZT23 (ultima hora de la
noche, momento de acumulacion de las proteinas PIFs) (Fig. 51).
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Figura 51. Niveles de mMRNA de FT, TEM1 y TEM2 en las plantas pifQ

Anélisis de los niveles de transcrito de (a) FT, (b) TEM1 y (c) TEM2 en plantas silvestres Col-0 (gris
oscuro) y cuadruple mutante pifQ (gris claro) cultivadas en placa 0,5MS- en condiciones de SD durante 3
semanas. El andlisis se ha realizado mediante RT-gPCR. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 réplicas técnicas. El gen de referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.

Los resultados obtenidos mediante RT-gPCR nos confirman que en las plantas pifQ hay una
clara reduccion de los niveles de mMRNA de FT, lo que tendria sentido segin el cambio esperado, ya
que si el cuadruple mutante pifQ tuviera un efecto en floracion seria en este sentido. Sin embargo,
este cambio no va acompariado de un incremento en los niveles de TEM1 o TEM2. De manera que
podemos concluir que los PIFs no parecen regular la transcripcion de los genes TEM en estas
condiciones, ya que Unicamente hemos observado un cierto efecto cuando se sobre-expresa PIF5,
pero no en los mutantes.

La importancia de los cambios observados mediante cuantificacién de los niveles de mRNA
podria no tener relevancia biol6gica, como ocurre en LD. Por ello, realizamos experimentos de
analisis del tiempo de floracion de aquellos genotipos que han mostrado cambios relevantes en la
expresion de FT y TEM1 o TEM2. En concreto, nos hemos centrado en las plantas 35S::PIF5 y las
plantas pifQ y hemos analizado su floracién en SD (Tabla 14) y LD a 22°C (Tabla 15) y la hemos

comparado con la de tem1 tem2.
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Genotipo Tiempo de floracion
Rosetaz = SDe  CaulinarP+£ SD  Totalesc+ SD Diasd =+ SD

Experimento 1

Col-0 588%29 71x16 652 +31 685+21
tem1-1tem2-2 19846 3609 233%5.2 36,0+ 3,0
35S::PIF5 315+25 39+07 354+29 68,2+ 17
pifQ 54,6 £ 6,7 82+13 62,8+ 7,6 NQ
Experimento 2

Col-0 584%25 8309 66,7 = 2,3 675+31
tem1-1tem2-2 196 +6,3 32+0,7 22864 33543
35S::PIF5 303x19 3909 342+23 58,7+ 3,0

Tabla 14. Tiempo de floracion de plantas mutantes y sobre-expresantes de PIFs, SD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (2 Roseta), nimero de hojas caulinares (b Caulinar) y nimero de
hojas totales (¢ Totales) ademas del nimero de dias que tarda en verse el boton floral a simple vista (¢
Dias). ¢ SD: Desviacidn estandar. Se muestran 2 experimentos independientes. EI nimero de plantas
analizadas en cada experimento varia entre 9y 13 por genotipo/experimento. La significacion estadistica
realizada mediante analisis de la varianza ANOVA-1 via y el posterior test de comparaciones multiples
de Bonferroni. se encuentran en el anexo (Anexo — Tabla 14).

Genotipo Tiempo de floracion
Rosetaz + SDe Caulinart+ SD  Totalesc+ SD Diasd + SD

Experimento 1

Col-0 10405 25x05 13,1+0,8 191+08
tem1-1tem2-2 57x05 3005 8810 128+04
35S::PIF5 46 +05 23x05 69+0,8 14,7 +0,6
pifQ 10,8 +0,9 24+05 132+12 18,6 £ 0,7
Experimento 2

Col-0 112+11 27+05 139+13 20,3+16
tem1-1tem2-2 6,205 2605 89+0,6 13605
35S::PIF5 54+08 1,7+05 71+11 143+05

Tabla 15. Tiempo de floracion de plantas mutantes y sobre-expresantes de PIFs, LD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (2 Roseta), nimero de hojas caulinares (b Caulinar) y namero de
hojas totales (¢ Totales), ademas del nimero de dias que tarda en verse el botdn floral a simple vista (¢
Dias). ¢ SD: Desviacidn estandar. Se muestran 2 experimentos independientes. EI nimero de plantas
analizadas en cada experimento varia entre 7 y 12 por genotipo/experimento. La significacion estadistica
realizada mediante analisis de la varianza ANOVA-1 via y el posterior test de comparaciones multiples
de Bonferroni, se encuentran en el anexo (Anexo — Tabla 15).

En las condiciones de SD en las que hemos realizado los experimentos de expresion, las plantas
pifQ no muestran cambios significativos en el tiempo de floracion, como ya apuntaban Shin y
colaboradores (2009), en condiciones de LD. Por tanto, el cambio en los niveles de FT detectado
no tiene relevancia bioldgica, ya que no es capaz de adelantar la floracion de estas plantas. Se ha
propuesto que FT induciria la floracién una vez superado un determinado umbral que fluctda entre
un nivel minimo y un méximo, de manera que los cambios observados podrian situarse en un rango
que no conlleva cambios fenotipicos (Kardailsky et al., 1999). Las plantas 35S::PIF5 muestran un
adelanto del tiempo de floracion (Fujimori et al., 2004), lo que podria correlacionarse con el
incremento en los niveles de FT y un posible descenso en los niveles de TEM1 vy, sobretodo, de
TEM2 observados (Fig. 50). La floracion de en estas condiciones no es tan temprana como la de
tem1 tem2 ni como la de phyB (Tabla 15).
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En condiciones de LD, pifQ tampoco muestra cambios en el tiempo de floracion respecto a las
plantas silvestres, y 35S::PIF5 adelanta su floracion llegando a florecer incluso mas temprano que
tem1 tem2 (analizando el nimero de hojas de roseta no hay diferencia estadisticamente significativa,
pero si la hay si tenemos en cuenta el nimero de hojas totales) (Fig. 52; Tabla 15). Esto indica que
la floracion de las plantas 35S::PIF5 se adelanta incluso més en condiciones de fotoperiodo
favorable .

Col- ISNePIFS  tenel-Titem2-2

Figura 52. Fenotipo de las plantas 35S::PIF5 comparado con el doble mutante tem1 tem?2
Fenotipo de floracion de las plantas (de izquierda a derecha) control Col-0, 35S::PIF5 y tem1 tem2
cultivadas durante 20 dias en LD a 22°C

En conjunto, todos estos datos nos indican que el fenotipo de floracién temprana de las plantas
35S::PIF5 se correlaciona con unos altos niveles de FT, y descenso de TEM, especialmente TEM2,
en condiciones de SD a 22°C. Sin embargo, ni los mutantes sencillos pif5, ni el cuddruple pifQ
muestran cambios en el tiempo de floracion ni en los valores de FT o TEM, lo que indica que no
estan implicados en el control del tiempo de floracion en estas condiciones.

2.2 ldentificacion de posibles proteinas reguladoras de TEM1

Una parte importante de esta tesis se ha centrado en identificar qué rutas y qué factores regulan
la expresion de TEM1y TEM2 (y secundariamente, RAV1), por lo que nos planteamos realizar, en
paralelo al resto de experimentos, un ensayo de hibrido sencillo en levadura (Y1H) e identificar las
proteinas que interactian de manera directa en condiciones de cultivo estandar de fotoperiodo y
temperatura (LD a 22°C).

Para decidir qué fragmento se utilizaba en el Y1H, realizamos un estudio bioinformaético de los
promotores de TEM1, TEM2 y RAV1. Este estudio in silico nos ha permitido saber que vamos por
el buen camino al relacionar estos genes con factores que regulan la expresion génica mediante
respuestas dependientes de los fotorreceptores. La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos
al analizar las 3 kb més préximas al coddn de iniciacion ATG de cada uno de estos 3 genes
mediante la base de datos AGRIS (http://arabidopsis.med.ohio-state.edu) de la Universidad de

Ohio (Tabla 16). Se muestran unicamente los elementos relacionados con la regulacion por la luz.
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En el caso de TEM1, hemos localizado diferentes elementos relacionados con la regulacion por
fitocromos y otros factores. Se han localizado abundantes cajas GATA (I-box) presentes en los
promotores reprimidos por phyA (Tepperman et al., 2001) dos secuencias SORLREP, presentes en
los promotores que son reprimidos por luz, y un posible sitio de unién para los factores de
transcripcion VOZ (Mitsuda et al., 2004), muy similar a las secuencias sub-Optimas de union
publicadas recientemente para estos factores (Celesnik et al., 2013), y que presenta un Unico cambio
respecto a la secuencia consenso).

El promotor de TEM2 también presenta multitud de cajas GATA y dos elementos de
represion SORLREP. Ademas se ha localizado un elemento Z-box identificado como uno de los
sitios de union de HY5 (el otro elemento al que se une son las G-box) (Yadav et al., 2002), y un
sitio para MYB4, regulador negativo de las respuestas a la luz UV-B (Jin et al., 2000). Respecto a su
posible regulacién por PIF, también se ha localizado un posible sitio G-box alternativo,
denominado PBE-box, al que parece unirse PIF1, PIF3y PIF4 (Zhang et al., 2013).

Por ultimo, el promotor de RAV1 contiene multitud de secuencias GATA, dos G-box, que
reconocen (entre otros) los factores PIFs, y relacionadas con genes que estan inducidos por la luz u
hormonas y, una secuencia SORLIP, presente en los genes inducidos por la luz.

Asi, los genes TEM/RAYV tienen en sus promotores una buena representacién de secuencias
clasificadas como elementos de respuesta a la luz. TEM1 y TEM2 tienen promotores ricos en
secuencias para represores, lo que se podria relacionar con el pico de expresion nocturno que
presentan ambos. En cambio, RAV1 tiene secuencias de reconocimiento para factores implicados
en la induccion por la luz, que podrian controlar su pico de expresidn durante las horas de luz.

Con esta informacion, se clonaron varios fragmentos de los promotores de TEM1y TEM2 en
vectores pHISi-1. Para simplificar el escrutinio, se decidié empezar con dos regiones parcialmente
solapantes del promotor de TEM1 (pTEMI1-fragmento 1 y pTEMI1-fragmento 2), de
aproximadamente 700 nt cada una, de manera que abarcamos los 1400 nt mas cercanos al ATG
(Fig. 53).

Fragmento 2
J Fragmento 1

5 TEM1 — 3
-1399 711 -688 1

ATG
pTEM1

Figura 53. Esquema de la distribucién de los fragmentos utilizados para el ensayo de Y1H en el
promotor de TEM1

Se muestra la situacion en el promotor de TEM1 de los dos fragmentos (“Fragmento 1” y “Fragmento
2™ clonados para la realizacion del ensayo de hibrido sencillo en levadura (Y1H). Ademas se detalla su
posicién ligeramente solapante, para cubrir un total de, aproximadamente, 1400 pb.
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Nombre Descripcion Consenso Encontrada Localizacién

pTEM1

ACE Elemento de respuesta a la luz azul y UV GACACGTAGA ACACGTATA -472

Box Il (GT-1) Elemento comun asociado con promotores regulados por la luz GGTTAA GGTTAA -1137

GATA (I-box) Elemento comun compartido por los genes regulados por la luz (fitocromos), GATAAG GATAA/GATAAG -2780/-2711/-2481/
sobre-representado en los genes reprimidos por phyA -2468/-2192/-1573/

-1389/

SORLIP1 Sobre-representado en los promotores inducidos por la luz AGCCAC AGCCAC -1506

SORLREP2 Sobre-representado en los promotores reprimidos por la luz ATAAAACGT TAAAAC -354

SORLREP3 Sobre-representado en los promotores reprimidos por la luz TGTATATAT TGTATATAT -100

T-Box Mutaciones en la caja T-Box provocan una reduccion de la transcripcion de los ACTTTG ACTTTG -1613
genes activados por la luz

VOZ Sitio de unién de factores VOZ, activadores de la floracion mediada por phyB GCGT(N7)ACGC GCGT(NG)ACGT -1286

bzIP Sitio de unidn de factores bZIP, implicados en sefializacion de luz y desarrollo ACTCAT ACTCAT -2504/-1934/-767
floral, entre otros

pTEM2

GATA (I-box) Elemento comun compartido por los genes regulados por la luz (fitocromos), GATAAG GATAA/GATAAG -2804/-2288/-2064
sobre-representado en los genes reprimidos por phyA -1870/-1551/-1192

-1067/-1007/

MYB4 Relacionado con respuestas a luz UV-B A(A/C)C(A/T)A(A/C)C  AACAAAC -414

SORLREP1 Sobre-representado en promotores reprimidos por luz TATACTAGT TATACTAGT -726

SORLREP3 Sobre-representado en promotores reprimidos por luz TGTATATAT TGTATATAT -149

PBE-box Sitio alternativo de union de los factores PIF, G-box modificada CACATG CACATG -1715

Z-box Implicado en la regulacion inducida por luz. Relacionado con HY5 y COP1 ATACGTGT ATACGTGT -2054

bzIP Sitio de unidn de factores bZIP, implicados en sefializacion de luz y desarrollo ACTCAT ACTCAT -742
floral, entre otros

PRAV1

ACE Elemento con respuesta a luz azul y UV GACACGTAGA ACACGTATA -95

GATA (I-box) Elemento comun compartido por todos los genes regulados por luz, mediado GATAAG GATAA/GATAAG -2467/-1588/-1358
por la ruta de fitocromos; sobre-representado en genes reprimidos por phyA -1039/-912/

G-box Elemento con respuesta a induccién por luz u hormonas CACGTG CACGTG -2111/-583

SORLIP5 Secuencia sobre-representada en promotores inducidos por luz GAGTGAG GAGTGA -797

Tabla 16. Analisis in silico de los elementos localizados en los promotores de TEM1, TEM2 y RAV1
Se han analizado las 3 kb mas cercanas al codén de iniciacibn ATG, mediante la base de datos AGRIS. En las secuencias encontradas en los promotores, el subrayado
indica la identidad con la secuencia consenso correspondiente.
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Las construcciones que contenian estos fragmentos de pTEM1 se usaron como “cebo”
contra una genoteca de cDNA de planta completa cultivada en condiciones estandar de
laboratorio, y clonada en un vector pGADT7-rec. Los resultados obtenidos después de la

secuenciacion de 108 clones, se detallan en las siguientes tablas (Tabla 17).

Fragmento 1

ID Gen Nombre Secuencias
AT1G22300  14-3-3-like protein GF14 Epsilon (GRF10) 2
AT1G23480  Putative mannan synthase3/Cellulose synthase-likeA3 (CSLA3) 2
AT1G25490  Enhanced ethylene response 1 (EER1 0 RCN1) 1
AT1G43170  60s ribosomal protein L3-1 22
AT1G43310  Nucleotide-sugar transporter family protein 1
AT1G61790  Oligosaccaryl transferase subunit 3/6 (OST3/6) 1
AT1G63980 D111/G-patch domain-containing protein 2
AT1G65390  Phloem protein 2-like A5 (PP2-A5) 2
AT3G09870  SAUR-like auxin-responsive protein 1
AT3G12960  Seed maturation protein 1 (SMP1) 1
AT4G15030  Unknown protein 1
AT5G33370  GDSL-like lipase/Acylhydrolase superfamily protein 1
AT5G42020  Luminal binding protein (BIP2) 4
AT5G53460 NADH-dependent glutamate synthase 1 (GLT1) 1
AT5G61820  Hypothetical protein 1
Artefactos/No se obtuvo secuencia 9
Fragmento 2
ID Gen Nombre Secuencias
AT1G14250 GDA1/CD39 nucleoside phosphatase family protein 1
AT1G17720  Protein phosphatase 2 (2A), regulatory subunit B beta isoform 1
AT1G18740  Hypothetical protein 1
AT1G23660  Unknown protein 1
AT1G24822  Unknown protein 1
AT1G42480  Unknown protein 1
AT1G43170  60s ribosomal protein L3-1 29
AT1G65390  Phloem protein 2-like A5 (PP2-A5) 4
AT1G51690  Protein phosphatase 2 (2A), regulatory subunit B alpha isoform 2
AT2G42400  Vascular plant one zing finger protein 2 (VOZ2) 2
AT2G46070  Map kinase protein (MAPK12) 1
AT3G11690  Unknown protein 1
AT3G12960  Unknown protein 2
AT3G13570  SC35-like splicing factor 30A SCL30A 1
AT3G27810  MYB domain protein 3 (MYB21) 1
AT5G19820  Embryo defective 2734 1
AT5G41740  Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) 1
AT5G42020  Luminal binding protein (BIP2) 1
AT5G42530  Unknown protein 1
AT5G43750 NAD(P)H dehydrogenase 18 (NDH18) 1
AT1G51690  Protein Phophatase 2A regulatory subunit B, alpha isoform 1
AT5G53460  NADH-dependent glutamate synthase 1 (GLT1) 1
Artefactos/No se obtuvo secuencia 2

Tabla 17. Proteinas obtenidas en el ensayo de hibrido sencillo en levadura (Y1H) realizado
con dos regiones del promotor de TEM1

Se muestran las proteinas detectadas en cada fragmento. (a) El fragmento 1 es el mas cercano al ATG,
y esta comprendido entre -1 y -711 nt. (b) El fragmento 2 es parcialmente solapante con el 1y esta
comprendido entre -688 y -1399 nt. Se indica el nimero de veces que se ha detectado la proteina
después de la secuenciacion.
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Aparte de la gran mayoria de proteinas ribosdmicas detectadas, las cuales se encuentran
frecuentemente en este tipo de analisis, y una proporcion de proteinas no descritas, también
hemos encontrado algunas proteinas muy interesantes que estan implicadas en procesos de
desarrollo; como son el factor 14-3-3 GF14 y la proteina VOZ2.

El factor 14-3-3 GF14 Epsilon GRF10 (At1g22300) estd implicado en el desarrollo de la
semilla (Swatek et al., 2011) y en la modulacion de la sefial de brasinoesteroides mediante su
interaccién con BZR1 (Ryu et al., 2007). Ademas, pertenece a la familia de las proteinas 14-3-3
implicadas en el control de la floracion en arroz (revisado en Taoka et al., 2013).

El factor de transcripcion VOZ2, junto con VOZ1, ha sido recientemente descrito como
regulador de la floracion por activacion de FT y represién de FLC, y mediante la interaccion
directa con phyB (Yasui et al., 2012). El analisis in silico ya apuntaba a una posible regulacion de
TEM1 por VOZ, y los resultados del ensayo de Y1H nos han confirmado que la secuencia a la
cual se une VOZ2 est a -1268 nt del inicio de la transcripcion. Ya que la activacioén de FT por
VOZ es indirecta, TEM1 podria ser el elemento que llevase la informacion de VOZ hasta el
activador de la floracién FT.

2.3 Vascular One- Zinc finger (VOZ)

VOZ1 y VOZ2 interaccionan de forma redundante para promover la floracién. Segin los
datos publicados hasta el momento, las plantas mutantes voz1 voz2 tienen una floracion tardia en
LD (en hojas y dias), pero ninguno de los mutantes sencillos presenta diferencias en la floracion
respecto a las plantas silvestres. Por el contrario, el analisis en SD muestra que el doble mutante
es ligeramente tardio en dias pero no en hojas (Yasui et al., 2012), por lo que no podemos
considerar que afecte al tiempo de floracion en estas condiciones.

Para investigar si los genes TEM pueden estar regulados por VOZ, como sugerian nuestros
resultados del andlisis in silico y del hibrido sencillo, nos propusimos analizar su expresion en
plantas deficientes y sobre-expresantes de VOZ1y VOZ2 en condiciones de LD y SD.

Nuestros andlisis de expresion y de tiempo de floracién se han realizado con el alelo de
VOZ1 voz1-2 (linea de T-DNA WISC-498-492010) publicado por Yasui y colaboradores (2012),
denominado en este trabajo voz1-1. También hemos trabajado con dos lineas mutantes voz2, una
de las cuales también coincide con la ya publicada, denominada voz2-1 (linea de T-DNA
SALK 021718, Yasui et al., 2012), denominado aqui voz2-2; ademas, contamos con un segundo
alelo denominado voz2-1 (linea de T-DNA SALK_42715), no publicado. El doble mutante con el
que hemos trabajo estd formado por los alelos voz1-1 voz2-1. Todos estos mutantes han sido
cedidos por el Dr. Paco Maduefio, con quien hemos establecido una colaboracién, por lo que
hemos mantenido la nomenclatura de uso de su laboratorio.

Para confirmar, en nuestras condiciones experimentales, el tiempo de floracion observado
previamente por otros grupos cultivamos estos mutantes en LD (Tabla 18) y SD (Tabla 19) a
22°C y cuantificamos el nimero de hojas y dias hasta la floracion.
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Tiempo de floracion Sign Sign
Roseta2+SDe Caulinb+SD Totaless+SD Total Diasd+SD Dias

Experimento 1

Col-0 112+08 22+ 04 133+08 - 178+04 -
voz2-1 (+) 120+0,0 3,0+00 150+ 0,0 NQ 20,0+00 NQ
voz2-2 115+07 23+07 137+10 ns 192+19 *

voz1-1 voz2-1 200+13 39+07 239+17 il 300+172 ekl
Experimento 2

Col-0 12,3+ 0,65 30+06 153+ 05 - 20,710 -
vozl-1 129+1,20 34+05 163+1,0 ns 21014 ns
voz2-1 127 +117 29+04 155+13 ns 212+18 ns
v0z2-2 131+119 29+04 161+14 ns 21015 ns

voz1-1 voz2-1 251+ 3,76 6,9+05 320+4,0 Fokx 354 +37 Fkk
Tabla 18. Tiempo de floracion de los mutantes voz en LD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (2 Roseta), nimero de hojas caulinares (° Caulin) y nimero de
hojas totales (¢ Totales) ademas del nimero de dias que tarda en verse el boton floral a simple vista (¢
Dias). ¢ SD: Desviacion estandar. Se muestran 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican
la significacion estadistica (sign.) en comparacion con el genotipo silvestre Col-0 (WT) y las lineas
mutantes estudiadas (Test t-Student) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS, No significativo (p>0,05),
NQ, No cuantificado. Un problema en la germinacion de las semillas voz1-1 no permitié realizar el
analisis en el primer experimento. (+) El insuficiente nimero de plantas analizado (debido a la
deficiente germinacion de las semillas) no nos permite realizar el analisis estadistico. Para el resto de
genotipos se han utilizado entre 12 y 24 plantas por genotipo/experimento.

Los datos obtenidos en condiciones de fotoperiodo favorable (Tabla 18) confirman los datos
publicados (Celesnik et al 2013; Yasui et al., 2012). Los mutantes sencillos no presentan un
fenotipo de tiempo de floracion alterado, pero si el doble mutante voz1 voz2, que florece tarde en
numero de hojas y dias respecto a las plantas control. Los resultados obtenidos en condiciones de
fotoperiodo no inductivo (Tabla 19) también confirman los datos publicados (Yasui et al., 2012),
al no observarse diferencias significativas entre los diferentes mutantes respecto a las plantas
control en el nimero de hojas, aunque si en el niamero de dias en las plantas voz1 voz2, lo que
podria indicar que estas plantas tienen afectada la velocidad de produccion de hojas. Ademas, en
nuestras condiciones de crecimiento hemos observado una afectacién en el crecimiento de este
doble mutante, con un evidente retraso en el crecimiento respecto a los mutantes sencillos y las

plantas silvestres (Fig. 54).

Figura 54. Fenotipo de los mutantes sencillos y doble mutante voz1-1voz2-1 en SD a 22°C
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(a) Col-0, voz1-1, voz2-1, voz2-2 y voz1-1 voz2-2 (panel arriba derecha) cultivadas durante 28 dias en SD
a22°C. (b) Col-0y voz1-1 voz2-1 una vez han florecido en SD a 22°C, alrededor de los 80 dias.

Tiempo de floracion Sign Sign
Rosetaz+SDe  Caulinb£SD Totaless+SD Total Diasd+SD Dias

Experimento 1

Col-0 56,2+ 49 69+17 63,1 +6,3 - 66,2 + 3,7 -
vozl-1 (+) NQ NQ NQ - NQ -
voz2-1 60,8 +6,9 71+x14 67,8 +6,9 NS 71,7+69 NS
v0z2-2 59,4 £ 76 76 0,7 67,0+ 8,0 NS 67,6 £6,0 NS
v0z1-1 voz2-1 50,8 £ 6,9 6,7+11 575+7,0 NS 84,4+ 88 Fkx
Experimento 2

Col-0 581+48 83+10 66,4 + 4,7 - NQ -
vozl-1 61,6 + 3,8 7010 68,6 + 4,6 NS NQ -
voz2-1 54,0 £ 4,4 79+12 61,9+ 46 NS NQ -
v0z2-2 572+5]1 76+14 64,8 +5,0 NS NQ -
voz1-1 voz2-1 585+ 8,8 7,3+09 65,8 £ 9,0 NS NQ -

Tabla 19. Tiempo de floracién de los mutantes voz en SD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (¢ Roseta), hojas caulinares (b Caulin) y hojas totales (¢
Totales), ademas del nimero de dias que tarda en verse el boton floral a simple vista (¢ Dias). € SD:
Desviacion estdndar. Se muestran 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican la
significacion estadistica (sign.) en comparacién con el genotipo silvestre Col-0 (WT) (Test t-Student)
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, NS, No significativo (p>0,05), NQ No cuantificado. (+) Un
problema en la germinacion de las semillas voz1-1 no permitié realizar el analisis en el primer
experimento. Para el resto de genotipos se han utilizado entre 11 y 17 plantas por
genotipo/experimento.

Finalmente, al disponer de semillas sobre-expresantes de VOZ1 (35S::V0OZ1) decidimos
analizar su tiempo de floracion en LD (Tabla 20) y SD (Tabla 21). Si la sobre-expresion de
VOZ1 tuviera un efecto sobre la floracion, esperariamos que las plantas 35S::VVOZ1 florecieran
temprano. Sin embargo, en ambas condiciones experimentales (fotoperiodo inductivo y no
inductivo) observamos que estas plantas florecen practicamente con el mismo nimero de hojas y
dias que las plantas control Col-0. Unicamente se aprecia un cambio estadisticamente
significativo en LD en el segundo experimento, que no puede relacionarse con un exceso de
VOZ1 ya que esperariamos el fenotipo contrario.

Tiempo de floracion Sign Sign
Rosetaa+SDe  CaulinP+SD  Totalesc+SD Total Dias¢+SD Dias

Experimento 1

Col-0 129+08 30x05 159+0,8 - 179+08 -
355:vV0Z1 131+10 33+08 164+ 16 NS 187+18 NS
Experimento 2

Col-0 118+08 2,7%x0,53 14608 - 220x08 -
355:vV0Zz1 151+22 3,2+0,54 182+24 il 242 +272 *

Tabla 20. Tiempo de floracion de 35S::VOZ1 en LD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (2 Roseta), nimero de hojas caulinares (° Caulin) y nimero de
hojas totales (¢ Totales) ademas del nimero de dias que tarda en verse el boton floral a simple vista (¢
Dias). ¢ SD: Desviacion estandar. Se muestran 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican
la significacion estadistica (sign.) en comparacién con el genotipo silvestre Col-0 (WT). (Test t-
Student) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS, No significativo (p>0,05). Se han utilizado entre 8 y 20
plantas por genotipo/experimento.
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Tiempo de floracion Sign Sign
Rosetaa+SDe  CaulinP+SD  Totalesc+SD Total Dias?*SD Dias

Experimento 1

Col-0 571+31 74+x11 645+29 - 685+44
35S8:vV0Z1 585+49 6,610 65,1 £5.2 NS 756 8,5 *
Experimento 2

Col-0 581+48 8309 66,4 £ 4,7 - NQ -
355:V0Z1 60,4 £ 34 85x1]1 69,0+ 35 NS NQ -

Tabla 21. Tiempo de floracién de 35S::VOZ1 en SD a 22°C

Se muestra el nimero de hojas de roseta (2 Roseta), nimero de hojas caulinares (° Caulin) y nimero de
hojas totales (¢ Totales) ademas del nimero de dias que tarda en verse el boton floral a simple vista (¢
Dias). ¢ SD: Desviacion estandar. Se muestran 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican
la significacion estadistica (sign.) en comparacién con el genotipo silvestre Col-0 (WT). (Test t-
Student) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0.001; NS, No significativo (p>0,05), NQ, No cuantificado. Se
han utilizado entre 8 y 20 plantas por genotipo/experimento.

En resumen, parece que el efecto en el control del tiempo de floracion de los factores de
transcripcion VOZ depende de manera redundante de ambos factores, VOZ1 y VOZ2, y
Unicamente se produce en condiciones de fotoperiodo favorable. Los datos publicados
relacionan el retraso en el tiempo de floraciébn con unos valores de FT significativamente
reducidos en las plantas vozl voz2, en LD; mientras que en condiciones no inductoras, la
expresion de FT no parece sufrir un cambio evidente, lo que concuerda con la falta de fenotipo
en esas condiciones (Yasui et al., 2012). Por el momento no se conoce la via de regulacion de FT
y FLC por VOZ; se supone que no es directa ya que ninguno de los dos genes tiene sitios de
unién para estos factores.

Como hemos mostrado anteriormente, el promotor de TEM1 tiene un posible sitio de unién
para VOZ2, el cual difiere de la secuencia consenso en el nimero de nucleétidos centrales (se
reduce en un nucleétido) y en el nucleétido final del palindromo. Este cambio del nucleétido
final (de “C” a “T”) ha sido recientemente aceptado como un sitio de unién sub-6ptimo al que
puede unirse VOZ2 (Celesnik et al., 2013) y VOZ2 se une a TEM1 por ensayos de Y1H (Tabla
6). Esto sugiere que TEM1 podria mediar VOZ y FT si VOZ reprimiera la expresion de TEM en
LD.

Como la expresion de TEM1y TEM2 decae con el tiempo (con un minimo entre los dias 12-
14 en LD), y suponiendo que VOZ reprimiera la expresion de TEM1 o TEM2, decidimos
recoger muestras a lo largo del desarrollo por si la expresion de TEM se veia afectada en un
momento més tardio, es decir, para comprobar si la falta de VOZ era capaz de mantener a las
plantas durante mas tiempo sin florecer a causa de unos mayores niveles de mRNA de TEM; lo
cual tendria sentido si consideramos que el doble mutante vozl voz2 florece muy tarde. Para
comprobarlo, cultivamos los mutantes sencillos y el doble mutante de VOZ1 y VOZ2 en LD a
22°C, y analizamos la expresion de FT, TEM1 y TEM2 mediante RT-gPCR en plantas de 12, 14
y 16 dias (Fig. 55).
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Los valores de mRNA de TEM1 (Fig. 55b) y TEM2 (Fig. 55c) estan ligeramente
incrementados en el doble mutante a dia 12, lo que justificaria que los niveles de FT sean bajos en
ese momento, y que no aumenten a dia 12 como ocurre en las plantas silvestres (Fig. 55a). Sin
embargo, no justificaria que los niveles de FT sigan manteniéndose considerablemente més bajos
que en las plantas silvestres hasta después del dia 16, lo que sugiere que o bien otros represores
deben estar reprimiendo a FT en etapas posteriores, o bien algin activador de FT esta también
reprimido.

Estamos finalizando la confirmacion de estos resultados en otro experimento en el que
hemos sembrado todos los mutantes (en el experimento anterior las semillas voz1-1 no
germinaron), y que hemos recogido en un momento mas temprano del desarrollo (9 dias) para

comprobar si la ausencia de VOZ en etapas tempranas provoca un mayor incremento en TEM.
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Figura 55. Niveles de mMRNA de TEM1 y TEM2 en los mutantes voz en LD a 22°C

Andlisis de los niveles de transcrito de (a) FT, (b) TEM1 y (c) TEM2 en plantas silvestres Col-0 y en
los mutantes voz2-1, voz2-2 y voz1-1 voz2-1 cultivados en tierra en LD durante 16 dias. Las muestras se
han recogido a ZT18 los dias 12, 14 y 16. El anélisis se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de

error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. El gen de referencia utilizado ha sido
Ubiquitina 10.
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Por otro lado, estamos realizando cruces para obtener el cuddruple mutante teml tem2 vozl
voz2 que puede confirmar si el papel de VOZ en el control de la floracion tiene lugar a través del
control de la expresion de TEM.

Il. EFECTO DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL

Para establecer el efecto de la temperatura sobre la regulacion de los genes TEMPRANILLO
procedimos a realizar una serie de experimentos de analisis fenotipico, genético y de expresién a
temperaturas de 16°C, 22°C y 27°C, en condiciones favorables (LD, 16°C y 22°C) y no favorables
(SD, 22°C y 27°C) de fotoperiodo (Fig. 31). Basdndonos en trabajos previos que muestran un
claro efecto de la temperatura en el tiempo de floracion debido a cambios en la expresion de FT
(Blazquez et al., 2003; Balasubramanian et al., 2006) en dichas condiciones experimentales,
decidimos analizar si esta respuesta era consecuencia de la afectacién de los niveles de expresion

de TEM por la temperatura.

{a) Dia Largo (LI} {h) MMa Corto (S10)

16C 2 rC irc

Figura 56. Fenotipo de floracion a 16°C, 22°C o 27°C y fotoperiodos de LD o SD.

(@) Un descenso moderado de las temperaturas de 22°C a 16°C provoca un retraso en la floracion en
LD, mientras que (b) un ligero incremento de 22°C a 27°C promueve un adelanto en SD. Las
fotografias muestran plantas silvestres Col-0 cultivadas en las condiciones arriba descritas durante 40
dias en LD (a) y 63 dias en SD (b). La punta de flecha sefiala la inflorescencia.

% FUNCION DE TEMPRANILLO EN LA RESPUESTA DE LA

FLORACION A TEMPERATURAS BAJAS (LD a 16°C)

Las plantas cultivadas en condiciones favorables de fotoperiodo (LD) pero a baja
temperatura (16°C) florecen més tarde que las cultivadas en condiciones estandar (22°C) debido a
la reduccion de la expresion del inductor de la floracion, FT. En estas condiciones, el activador
CO no muestra cambios de expresion, por lo que la regulacion de FT parece ser independiente
de éste (Blazquez et al., 2003). La figura 56 muestra la expresion de CO y FT en plantas silvestres
cultivadas en condiciones de LD a 16°C o 22°C, al igual que hicieron Blazquez y colaboradores
(2003). Observamos cémo CO practicamente no varia su expresion al reducir la temperatura
ambiental de 22°C a 16°C, mientras que la expresién de FT sufre un claro descenso. Este cambio
estd relacionado con un retraso en la floracion (Fig. 57).
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Por tanto, y sabiendo que los genes TEM son represores directos de FT a 22°C (Castillejo &
Pelaz, 2008), quisimos ver si la reduccion de la expresion de FT y el consiguiente retraso en la
floracion, era consecuencia de cambios en la expresién de TEM. Estos podrian estar implicados
en la represién de FT evitando que pueda ser activado a bajas temperaturas.
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Figura 57. Niveles de mMRNA de COy FT en LD a 22°C y 16°C

Niveles de mMRNA a lo largo de 24 h de los genes (a) CO y (b) FT, en plantas silvestres Col-0 de 9 dias
cultivadas en condiciones de LD a 16°C o 22°C. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR.
Las barras de error representan el la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. La barra negra superior
indica el periodo nocturno.

1. EFECTO DE LA TEMPERATURA BAJA SOBRE TEM/RAV

1.1 Regulacion de la expresién de TEM/RAYV a lo largo de 24 horas

Para establecer si el descenso en los niveles de expresion de FT y el retraso de la floracién a
16°C era consecuencia de la regulacion de TEM, analizamos la expresion de TEM1, TEM2 y
RAV1, en condiciones de LD a 22°C y a 16°C. Para ello, cultivamos plantas silvestres Col-0
durante 9 dias y recogimos las muestras cada 4 horas durante 24h, excepto en el periodo
nocturno, donde se afiadioé un punto extra de recogida a ZT18, ya que es ahi, aproximadamente,
donde se produce el pico de acumulacion de TEM1y TEM2 en LD (observado al realizar una
recogida de muestras cada 2 horas; en el anexo, figura S-1).

La figura 58 muestra los resultados obtenidos en dos experimentos independientes. Como se
puede observar en los graficos a-c, la abundancia de mRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en
condiciones de 16°C se incrementa muy ligeramente (visible a ZT18) respecto a la obtenida en
condiciones de 22°C. Sin embargo, no podemos concluir que el cambio sea bioldgicamente
significativo, ya que el segundo experimento (Fig. 58d-f) no muestra ese incremento en plantas
que han sido cultivadas en las mismas condiciones de temperatura, pero en otra cdmara de
cultivo diferente (no descartamos que pueda existir un efecto por una diferencia en la calidad de
la luz entre las cdmarast). Por tanto, no parece claro que en plantas de 9 dias se produzca un

1 Es importante tener en cuenta en qué camara de crecimiento se han realizado los experimentos de
expresion, para poder correlacionar esos resultados con los de los anélisis de tiempo de floracién.

128



Capitulo 2

incremento de los niveles de mMRNA de TEM que explique el descenso en los valores de FT a
16°C. Tampoco parece claro que RAV1 esté afectado en plantas cultivadas a 16°C durante 9
dias.
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Figura 58. Niveles de mRNA de los genes TEM1, TEM2 y RAV1 a 16°C y 22°C

Andlisis de los niveles de mMRNA a lo largo de 24 h, en plantas silvestres Col-0 de 9 dias cultivadas en
condiciones de LD a 16°C o LD a 22°C, usando la misma camara para no alterar otras condiciones
experimentales. Las gréaficas (a-c) muestran los resultados obtenidos al cultivar las plantas en un
fitotron determinado [F3], y las gréficas (d-f) muestran los resultados en otro fitotron [F2]. Entre estas
cédmaras de cultivo podria existir alguna ligera diferencia en la calidad de la luz, por lo que los dos
experimentos no pueden considerarse estrictamente réplicas biolégicas. La cuantificacion se ha
realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacién estandar de 3 réplicas
técnicas. La barra negra superior indica el periodo nocturno. El color rojo indica temperatura alta
(22°C) y el azul, temperatura baja (16°C).

Estas graficas también muestran el patron de mRNA de RAV1 a lo largo de 24 horas, no

descrito hasta el momento. Como se puede observar, existe una clara diferencia entre los
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patrones de expresion de TEM1, TEM2 y RAVL1. Los genes TEM presentan un claro pico
nocturno a ZT18, mientras que el pico de mayor amplitud de RAV1 se produce durante el
periodo de luz, a ZT8, seguido de otro pico nocturno, también a ZT18. En el caso de TEM1
parece existir un pequefio incremento por la tarde (ZT8-12), si bien su amplitud es muy pequefia;
y en el caso de TEM2, parece claro que se produce un descenso paulatino durante las horas de
luz, mostrando su maximo de expresién a lo largo del periodo nocturno (ZT18-24). Esto nos
indica que la regulacion de los genes de la familia RAV puede ser diferente, aunque sus funciones
sean redundantes (en el caso de TEM1 y TEM2), y que RAV1 podria tener un papel mas
importante en el periodo de luzy TEM1y TEM2 en el de oscuridad. Experimentos realizados en
nuestro laboratorio muestran que la proteina TEM1 se detecta durante las horas de oscuridad,
pero no durante el periodo diurno, en condiciones de LD, imitando el patrén de oscilacion del
MRNA (Osnato et al., 2012).

Las plantas cultivadas a 22°C crecen méas rapido que las cultivadas a 16°C (producen méas
hojas en el mismo tiempo), por lo que la edad cronoldgica no coincide con la edad fisiolégica, y
podrian no encontrarse en el mismo momento del desarrollo. Para observar qué ocurre en
estadios de desarrollo similares comparamos la expresion de TEM1 y TEM2 en plantas de 8 dias
cultivadas a 22°C y plantas de 15 dias cultivadas a 16°C. En ese momento, las plantas tienen el
mismo numero de hojas (2 cotiledones, 2 hojas bien desarrolladas y los primordios visibles de las
hojas 3y 4). Se muestra la oscilacion a lo largo de 24 horas de los transcritos de TEM1y TEM2 a
22°C y a 16°C en estas plantas (Fig. 59). TEM1 presenta un claro pico a ZT18 en ambas
temperaturas, y un ligero incremento de los niveles diurnos en el caso de las plantas cultivadas a
16°C, que no parece significativo. La oscilacion de TEM2 a 22°C y 16°C muestra un pico que se
inicia a ZT18 y se prolonga a lo largo de todo el periodo nocturno y primeras horas del periodo
diurno, en plantas cultivadas a 16°C respecto a las plantas cultivadas a 22°C. Comparando los
niveles obtenidos en ambas condiciones, podemos observar que al comparar plantas con edades
fisioldgicas similares no hay un claro incremento en los niveles de mMRNA de estos genes por el
efecto de las bajas temperaturas. Esto nos indica que, efectivamente, el mismo estado de
desarrollo se alcanza mucho mas tarde a 16°C (15 dias) respecto a 22°C (8 dias).
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Figura 59. Niveles de mMRNA de TEM1 y TEM2 en plantas de 8 y 15 dias a 22°C o0 16°C
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Niveles de mRNA a lo largo de 24 h, en plantas silvestres Col-0 de 8 dias cultivadas en LD a 22°C
(rojo), y en plantas de 15 dias cultivadas en LD a 16°C (azul). (a) Expresion de TEM1 a 22°C (rojo) y
16°C (azul). (b) Expresion de TEM2 a 22°C (rojo) y 16°C (azul). La cuantificacion se ha realizado
mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. La
barra negra superior indica el periodo nocturno.

1.2 Regulacion de la expresion de TEM/RAYV a lo largo del desarrollo

Dado que los niveles de expresion de TEM1 y TEM2 disminuyen a lo largo del desarrollo,
llegando a su minimo en el momento de la induccién floral alrededor de los 12 dias en LD y los
28-32 en SD (Castillejo & Pelaz 2008, Osnato et al., 2012), decidimos analizar si las bajas
temperaturas afectan a TEM en otro momento del desarrollo, y no en las etapas iniciales,
controlando de esta manera la induccion tardia de FT. Podria ocurrir que TEM presentara unos
niveles altos durante las etapas iniciales del desarrollo (a 22°C y 16°C), que se siguieran
manteniendo altos durante mas tiempo a 16°C. Es decir, que mantengan una fase juvenil mas
larga para asegurar el éxito de la reproduccién en condiciones no favorables de baja temperatura.
Como ya hemos comentado, las plantas silvestres cultivadas a 16°C florecen mas tarde que las
cultivadas a 22°C, no s6lo en cuanto a nimero de hojas se refiere, sino también en nimero de
dias (Tabla 24). Por lo tanto, analizamos la expresion de TEM1 y TEM2 a lo largo del desarrollo
en plantas silvestres a ambas temperaturas. Para las plantas cultivadas a 22°C se recogieron
muestras cada dos dias, entre los dias 6 y 16, mientras que para las plantas cultivadas a 16°C se
recogieron cada 4 dias (dia 8 a 36) (Fig. 60). Para simplificar, se han representado los datos por
semanas (semana 1 a 5) en el caso de las plantas cultivadas a 16°C.
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Figura 60. Niveles de mMRNA de TEM1y TEM2 a lo largo del desarrollo a 16°C o 22°C
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Niveles de mRNA a lo largo del desarrollo en plantas silvestres Col-0 cultivadas (a) a 22°C durante 16
dias o (b) a 16°C durante 5 semanas (dias 8 a 36), respectivamente. (a) Expresion de TEM1 y TEM2
en plantas cultivadas a 22°C y (b-c) en dos experimentos independientes de plantas cultivadas a 16°C
en dos camaras de cultivo diferentes [F3; F2]. Las plantas de los paneles a y b fueron cultivadas en la
misma camara [F3], por lo que podemos correlacionar los niveles de mRNA obtenidos. En todos los
casos, las muestras se recogieron a la misma hora, durante el periodo nocturno (ZT18). La
cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 réplicas técnicas. Los tonos rojos indican temperatura alta (22°C) y los azules, baja
(16°C).

La expresion de TEM1 y TEM2 que hemos obtenido a 22°C confirma que ésta va
decreciendo con la edad de la planta (Castillejo & Pelaz, 2008) hasta que alcanza unos valores
minimos alrededor del dia 12 (Fig. 60a). Por otra parte, los datos obtenidos para las plantas
cultivadas a 16°C (Fig. 60b,c) muestran que los valores minimos de TEM1 y TEM2 se alcanzan
entre las semanas 3 y 4 (20-28 dias), dependiendo de la camara de cultivo; es decir, al menos una
semana mas tarde que a 22°C.

Si comparamos los valores de expresion relativa de TEM1 y TEM2 a 22°C y 16°C, vemos
que son muy similares durante las etapas iniciales del desarrollo, es decir, no se observan niveles
mas altos en plantas cultivadas a 16°C que a 22°C, como ya hemos comprobado en el
experimento mostrado en la figura 59. La figura 36a muestra en detalle esta comparacion, entre
las plantas de 8 dias a 22°C y las plantas de 16 dias cultivadas a 16°C, lo que aproximadamente las
sita en la misma edad fisioldgica (con un ndmero de hojas similar). Esta comparacion nos
confirma que la expresion en este momento del desarrollo es similar y que no hay un incremento
en los niveles de TEM causados por la temperatura en etapas tempranas. Sin embargo, al
comparar los niveles de TEM en el momento en que su expresién ha alcanzado su minimo a
22°C (12 dias) con la expresion que presentan las plantas de esa misma edad cultivadas a 16°C, si
observamos mayores niveles de mMRNA de los genes TEM a 16°C (Fig. 61b). Es decir, en plantas
de la misma edad cronoldgica (12 dias), la expresion de TEM a 16°C llega a su nivel minimo méas
tarde.

De esta manera, un descenso moderado de la temperatura mantiene elevada la expresion de
los genes TEM controlando que no se produzca una caida precoz y evitando asi que la floracién
se induzca cuando la planta todavia no tiene el estado fisiol6gico éptimo para hacerlo.
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Figura 61. Expresién de TEM1 y TEM2 comparada segun la edad cronologica (12 dias) o
fisioldgica (8 dias y 16 dias) a 22°C y 16°C

Comparacion de los niveles de mRNA de las plantas silvestres cultivadas a 22°C y a 16°C. El panel a)
muestra la comparacion a una edad fisiologica aproximada (8 dias a 22°C y 16 dias a 16°C); el panel
(b) muestra la comparacion a la misma edad cronolégica (12 dias). La cuantificacién se ha realizado
mediante el método AACt a partir de los datos de las graficas (a) y (b) de la Fig. 5, utilizando los
valores a 22°C como referencia.

1.3 Regulacion del tiempo de floracion de los mutante tem/rav

Hemos visto que la expresidn de los genes TEM esta afectada a temperaturas bajas, pero
queriamos averiguar como afectan estos cambios al tiempo de floracion y si TEM1y TEM2 son
también reguladores de esta respuesta. Para ello examinamos inicialmente el tiempo de floracion
de los mutantes tem1, tem2, tem1 tem2 y, debido a su conocida funcién a bajas temperaturas (4°C),
también el de ravl-1 (Fowler et al., 2005; Fowler & Thomashow, 2002), tanto a 22°C como a
16°C (Tabla 22).

Tiempo de floracion (Hojas + SDd)

Genotipo Rosetaz  Caulinares®  Totaless  Fenotipo  Signific.  valor p
LD22

Col-0 114+08 2505 138+11 WT - -
tem1-1 99+05 24+05 12,2+0,8 Temprano *hk <0,0001
tem2-2 81+0,7 2305 104+11 Temprano Fkx <0,0001
tem1-1 tem2-2 6,1 +0,5 28+08 86+09 Temprano *hk <0,0001
ravl-1 112+0,7 2505 13,7+0,7 WT NS >0,9999
LD16

Col-0 209+17 3707 24721 WT - -
tem1-1 189 +5.22 32+10 221+6,0 WT NS 0,755
tem2-2 153+0,9 2,705 18,0+ 1,3 Temprano Fhk 0,0008
tem1-1 tem2-2 147+12 26x05 172+16 Temprano *hk <0,0001
ravl-1 214+15 4,0+0,6 25420 WT NS >0,9999

Tabla 22. Tiempo de floracion de los mutantes tem1, tem2 y ravl cultivados a 22°C o 16°C
aRoseta: NUmero de hojas de roseta, PCaulinares: Nimero de hojas caulinares, cTotales: NiUmero de
hojas totales, 4SD: Desviacion estandar. LD22: condiciones de dia largo y 22°C, LD16: condiciones de
dia largo y 16°C. Los asteriscos indican la significacion estadistica (signific.) en comparacion entre el
genotipo silvestre Col-0 (WT) y las lineas mutantes estudiadas (Test t-Student) *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, NS, No significativo (p>0,05). Se han analizado entre 7 y 14 plantas por genotipo y
experimento.
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Como esperabamos, las plantas silvestres florecen con un mayor nimero de hojas totales a
16°C que a 22°C (24,7 y 13,8 hojas totales, respectivamente). En cuanto a los mutantes, tanto los
mutantes sencillos tem1, ttm2 y ravl como el doble mutante teml tem2 siguen respondiendo a la
temperatura y florecen considerablemente mas tarde a 16°C que a 22°C. En condiciones de baja
temperatura, el mutante sencillo ttm2 y el doble teml tem2 siguen mostrando una floracion
temprana (18,0 y 17,2 hojas totales, respectivamente) respecto a las plantas silvestres cultivadas a
esa misma temperatura (24,7 hojas); en cambio, parece que el mutante sencillo tem1 (22,1 hojas
totales) no florece significativamente mas temprano que las plantas silvestres, quizas debido a la
gran variabilidad presentada en este experimento.

Por otra parte, el mutante ravl no presenta diferencias en el nimero de hojas respecto a las
plantas silvestres ni a 22°C ni a 16°C (13,7 frente a 13,8 hojas a 22°C; 25,4 frente a 24,7 a 16°C),
por lo que RAV1 no parece implicado en la regulacion del tiempo de floracion en estas
condiciones. Si se ha descrito que la expresion de RAV1 responde a temperaturas de 4°C
(Fowler et al., 2005; Fowler & Thomashow, 2002) pero no parece responder al descenso
moderado de la temperatura (Fig. 58¢,f). Sin embargo, si parece responder a la ausencia de TEM1
y TEM2, ya que en el doble mutante teml tem2, los niveles de mMRNA de RAV1 estan
incrementados tanto a 22°C como a 16°C (Fig. 62). Por tanto, el nivel de expresion es
independiente de la temperatura pero dependiente de TEM. Estos resultados, junto con los
experimentos de tiempo de floracion, indican que RAV1 no esta implicado en la regulacion de la
floracién en redundancia con TEM.
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Figura 62. Niveles de mRNA de RAV1 alo largo de 24 horas a 16°C o 22°C

Niveles de MRNA de RAV1 a lo largo de 24 h a (a) 22°C y (b) 16°C en plantas silvestres Col-0 y
doble mutante tem1 tem2 de 9 dias cultivadas en condiciones de LD a 22°C o 16°C. La cuantificacion
se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estdndar de 3
réplicas técnicas. La barra negra superior indica el periodo nocturno.

2. COMPARACION DEL EFECTO DE TEM Y SVP EN LA FLORACION

Hemos observado que la expresién de los genes TEM1 y TEM2 es sensible a una
disminucion moderada de la temperatura (apartado 1.2), y que los mutantes siguen sintiendo la
temperatura, al producir mas hojas antes de florecer cuando crecen a 16°C que a 22°C (apartado
1.3). Como se ha comentado en la introduccion, los cambios fenotipicos provocados por una
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baja temperatura ambiental estan mediados por una serie de genes bien conocidos, entre ellos
SVP/FLC. Estos dltimos, al igual que TEM, son represores directos de FT, y tienen un
importante papel en su regulacién a 16°C, siendo los mutantes del gen SVP précticamente
insensibles a la disminucion de la temperatura ambiental (Lee et al., 2007).

Sabiendo que la respuesta a la temperatura esta mediada por SVP y que la expresion de TEM
estd afectada por los cambios en la temperatura ambiental, exploramos la posibilidad de que
exista una relacion jerarquica entre ellos.

Para establecer una comparacion entre el tiempo de floracion de plantas mutantes en los
genes TEM1/TEM2 y SVVP, analizamos el fenotipo de los mutantes tem1 tem2 y svp-41, respecto a
plantas silvestres Col-0 cultivadas en la misma cdmara de crecimiento [F2], a 22°C y a 16°C. La
tabla 23 muestra los resultados obtenidos en dos experimentos independientes.

Tiempo de floracion Tiempo de floracion
(Hojas £ aSD) (Dias £ asSD)

Genotipo Totales Sign. Fenotipo Dias Sign.  Fenotipo
LD22
Experimento 1
Col-0 18,3+ 0,7 *** WT 225+05 ok WT
tem1-1 tem2-2 90+1,0 NS Temprano 13,107 *xx Temprano
svp-41 92+04 Temprano 155=+0,7 Fhk Temprano
Experimento 2
Col-0 149+0,7 *** WT 2190+0,9  *** WT
tem1-1 tem2-2 8,1+0,7 NS Temprano 14,12+0,8 NS Temprano
svp-41 85+05 Temprano 1450+ 0,5 Temprano
LD16
Experimento 1
Col-0 338+£23 *Fx* WT 372+09 ok WT
tem1-1 tem2-2 147+08 ** Temprano 222+04 Hkk Temprano
svp-41 103x14 **  Temprano 20,7x15 Hhk Temprano
Experimento 2
Col-0 32017 *x* WT 345+14 ok WT
tem1-1 tem2-2 144+09 **  Temprano 20,3+05 falala Temprano
svp-41 99+05 *** Temprano 18405 Fhk Temprano

Tabla 23. Tiempo de floracion de los mutantes tem1, tem2 y svp-41 cultivados a 22°C o 16°C
Totales: NUmero de hojas totales. Dias: Dias transcurridos desde la siembra hasta que es visible el
botdn floral a simple vista. SD: Desviacion estandar. LD22: dia largo y 22°C, LD16: dia largo y 16°C.
Se han analizado entre 10 y 18 plantas por genotipo y experimento. Los asteriscos indican la
significacion estadistica (sign.), comparacion entre el genotipo silvestre Col-0 y las lineas mutantes
estudiadas y de las lineas mutantes estudiadas entre ellas (ANOVA 1-via) *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, NS, No significativo (p>0,05). El anexo-Tabla 23 muestra en mayor detalle el analisis
estadistico (ANOVA 1-via y test de comparaciones multiples de Bonferroni) y la significacion
estadistica obtenida en las distintas comparaciones entre genotipos y condiciones experimentales.

Los datos obtenidos sefialan que el doble mutante tem1 tem2 florece con menos hojas que las
plantas silvestres, tanto a 22°C como a 16°C, con una diferencia promedio de unas 8 hojas menos
a 22°C, y 18 hojas menos a 16°C, respecto a las plantas Col-0. Sin embargo, al comparar el doble
mutante a 22°C y a 16°C, vemos que florece con un promedio de 6 hojas mas a 16°C respecto a
como lo hace a 22°C, lo que confirma los datos anteriores que indicaban que percibe el descenso
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de temperatura y florece con mas hojas (Tabla 22). Si observamos la respuesta de svp-41 vemos
que éste también florece temprano respecto a las plantas silvestres con, aproximadamente, el
mismo nimero de hojas a 22°C y a 16°C, acorde con los resultados publicados por (Lee et al.,
2007) para los alelos svp-31 y svp-32. Sin embargo, si parece existir una diferencia en el nimero de
dias, debido a que las plantas producen hojas mas despacio a 16°C que a 22°C. Finalmente, al
comparar teml tem2 y svp a 22°C vemos que florecen de forma muy similar (sin diferencia
significativa en el nimero de hojas ni en el de dias), aunque si se observan diferencias al
cultivarlos a 16°C, donde tem1 tem2 florece maés tarde (diferencia estadistica significativa), con un
promedio de 4 hojas mas que svp-41 a esa misma temperatura.

Esta coincidencia en el tiempo de floracién entre los mutantes tem y svp a 22°C podria sugerir
que ambos estan relacionados, como se ha publicado muy recientemente (Tao et al., 2012). Para

estudiar més a fondo esta posible relacion los analizamos conjuntamente.

2.1 Efecto de TEM sobre SVP

En primer lugar decidimos analizar el promotor y la secuencia génica de SVP en busca de
sitios de unién para RAV, cuya secuencia consenso es C(A/C/G)ACA-N2,8-(C/A/T)ACCTG.
De los posibles sitios encontrados (no mostrados), uno de ellos presenta una alta homologia de
secuencia con el consenso, con dos cambios nucleotidicos (CACCA-N7- CACGTG); este sitio se
encuentra en el promotor a unos 2600 nucleo6tidos del codén ATG de iniciacion de la traduccion
(-2661 nt). El resto de sitios presentan una homologia més baja. A pesar de no mostrar una alta
homologia de secuencia, decidimos testar uno de los sitios més cercanos al ATG, ya que por
experimentos previos de ChlP (Castillejo & Pelaz, 2008; Osnato et al., 2012), parece que TEM1
se une a las regiones 5’UTR o exones préximos al ATG. En este caso, encontramos el primer
posible sitio de union (CGATA-N5-AACATG) a 900 nucleotidos por debajo del ATG (+909
nt). Para confirmar experimentalmente esta union, se realizé un andlisis de ChlP-qPCR utilizando
las plantas 35S: TEM1, que llevan un epitopo HA fusionado a TEM1 (este experimento fue
realizado por el Dr. Luis Matias, en nuestro laboratorio). El resultado obtenido confirmé la unién
de TEM1 a SVP en plantas de 11 dias (resultados no mostrados). Sin embargo, a pesar de que
TEML1 parece unirse directamente a SVVP antes de la induccion floral, éste no provoca cambios
en los niveles de expresion de SVP (Fig. 63). La abundancia de mRNA de SVP es la misma en
plantas silvestres y en el doble mutante tem1 tem2 a 9 dias cultivadas a 22°C o 16°C, lo que indica
que TEM no parece regular la expresion de SVP a dichas temperaturas. Por tanto, al menos a
nivel de transcripcién, TEM no parece regular a SVP aunque se une a su secuencia.
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Figura 63. Niveles de mRNA de SVP en mutantes tem1 tem2 a 22°C y 16°C

(@) Nivel de mRNA de SVP a lo largo de 24 horas en plantas silvestres Col-0 y doble mutante tem1
tem2 a 9 dias en LD a 22°C o (b) a 16°C. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. Las
barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. La barra negra superior indica
el periodo nocturno.

2.2 Efecto de SVP sobre TEM1y TEM2

El andlisis in silico de los promotores de TEM1, TEM2 y RAV1 nos indica que los tres genes
presentan posibles sitios de regulacion por factores de transcripcién relacionados con la respuesta
al frio, como los sitios ABRE-like (ABA-responsive element-like) (cuya secuencia consenso es
(C/G/T)ACGTG(G/T)(A/C)) presentes en todos ellos, o los sitios LTRE (Low Temperature
Response) (ACCGACA), presentes ademan en RAV1 (no mostrado).

Ademas de los sitios de unidn de proteinas de respuesta al frio, tanto el promotor de TEM1
como el de TEM2 presentan varios sitios de union para los factores de transcripcion de la familia
MADS (SVP, SOC1, FLC, etc.), denominados cajas CArG. Este dato nos parecio relevante al
sugerir una posible regulacion directa de TEM1 y TEM2 por algin gen de la familia MADS-hox;
por ello centramos nuestro andlisis en identificar las posibles cajas CArG (Fig. 64) que se
encuentran en la region mas cercana al codon de iniciacion ATG de TEM1y TEM2 (de -1500 a
0 pb). Esta parte del andlisis, asi como los experimentos de ChIP-gPCR (Fig. 65) para testar esas
uniones, se han realizado en el laboratorio del Dr. Ji Hoon Ahn como parte de un proyecto de
colaboracién que ha surgido a raiz de los resultados generados en esta tesis.

Observamos que las regiones promotoras de ambos genes contienen una elevada cantidad de
posibles sitios de unién de proteinas MADS, 5 en el promotor de TEM1 y 6 en el de TEMZ2; en
las regiones 3' UTR, 2 en cada uno de los genes, y por ultimo la secuencia codificante, que

contiene un Unico sitio en cada uno de ellos.
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Figura 64. Andlisis de los dominios MADS en los promotores de TEM1y TEM2

Esquema de la region codificante de TEM1y TEM2. Los asteriscos sefialan la localizacion de las cajas
CArG encontradas en TEM1y TEM2. 1y I, regiones con cajas CArG usadas en los experimentos de
ChIP-gPCR. NC, region utilizada como control negativo en los experimentos de ChlP-qPCR. Los
rectangulos negros indican las regiones codificantes.

Estos resultados van en la misma direccion que los publicados recientemente por Tao y
colaboradores (2012), que demuestran la alta frecuencia de union de SVP y SOC1 a genes de la
familia AP2, que incluye la subfamilia RAV (con un solo dominio AP2). Centrandonos en SVP,
los autores describieron la unién directa de SVP a TEM1 y TEM2 mediante experimentos de
ChIP-chip en plantas 35S::SVP de 9 dias a 23°C.

En este caso, se han usado plantas pSVP::SVP:HA en un fondo mutante svp-32 cultivadas
durante 9 dias a 23°C y a 16°C. El andlisis de ChIP-gPCR llevado a cabo por el grupo del Dr.
Ahn en el marco de este proyecto ha confirmado y ampliado estos resultados, al demostrar
experimentalmente que SVP es capaz de unirse a los promotores de TEM1y TEM2 a 23°C, pero
Unicamente al de TEM2 a 16°C (Fig. 65). Es decir, SVP podria regular de forma directa la
expresion de TEM1y TEM2 a 22/23°C al unirse a las regiones promotoras de estos genes, ricas
en cajas de unién para los factores de transcripcion MADS; vy, lo que resulta méas interesante,
también podria regular directamente a TEM2, pero no a TEM1, en condiciones de 16°C. Parece
que a 23°C la union es similar en las dos regiones analizadas, | y Il, de ambos promotores;
aungue a 16°C parece mas fuerte en la region | de pTEM2 que en la Il. En general, la union a
TEM2 parece més fuerte que a TEM1

[ p3 FPeS 1 PeHLA (en ap-32) 23°C
._.*-1-| PeSTPHA (en mp-32) 16%C

Nivel de camibsi
1 i i G L |

TEM? TEM2

Figura 65. Analisis de la unién de SVP a TEM1 y TEM2 mediante ChlP-qPCR a 23°C y 16°C

Enriquecimiento de la fraccion de cromatina de dos regiones ricas en cajas CArG, posibles sitios de
union para SVP, observado en plantas de 9 dias pSVP::SVP:HA en fondo mutante svp-32 respecto a
una region control. Las barras de error indican la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas.
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En paralelo a los experimentos de ChIP-qPCR, también hemos realizado experimentos de
expresion de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres Col-0 y plantas svp-41 de 9 dias
cultivadas a 22°C o 16°C (Fig. 66). Los resultados obtenidos a 22°C (Fig. 66a-c) en las plantas svp-
41 indican que los niveles de transcrito de TEM1 estan ligeramente reducidos (27%) en su pico
nocturno (ZT18), los de TEM2 lo estadn entre un 50% y un 60% (practicamente en todos los
puntos analizados), y los de RAV1, también reducidos de manera muy ligera en su pico nocturno
(ZT18). Es decir, que SVP actla regulando positivamente a TEM, y parece tener un mayor
efecto sobre TEM2 a 22°C. El experimento equivalente en condiciones de crecimiento de 16°C
(Fig. 66d-f) muestra que en las plantas svp-41, la abundancia de TEM2 también estd
considerablemente reducida (un 35-45%), aunque no lo estan ni la de TEM1 ni la de RAV1.
Estos datos estan en clara correlacion con los experimentos de ChIP-gPCR, en los que
observabamos que SVP se une a TEM2 a 16°C y 22°C mientras que a TEM1 solo a 22°C.
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Figura 66. Niveles de mMRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en mutantes svp a 16°C y 22°C

139



Capitulo 2

Nivel de mRNA de TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas silvestres Col-0 y en el mutante svp-41 a lo
largo de 24 horas, cultivadas durante 9 dias en LD a 22°C o 16°C en la misma cadmara de crecimiento
[F2]. El color rojo (a-c) indica 22°C; el color azul (d-f) indica 16°C. La cuantificacion se ha realizado
mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. La
barra negra superior indica el periodo nocturno.

Ademas, estos resultados confirman los experimentos publicados recientemente por Tao y
colaboradores (2012), en los cuales analizan la expresion de TEM1y TEM2 a 7, 9 y 11 dias en
plantas Col-0, svp-41 y 35S::SVP a 23°C. En ellas, el cambio més pronunciado se produce en las
plantas 35S::SVP, con un claro y significativo incremento tanto de TEM1 como de TEM2; por
su parte, las plantas svp-41 presentan una ligera pero significativa reduccién en los niveles de
TEM1y TEM2. Tanto para las sobre-expresantes como para las mutantes, el mayor cambio se da
en el nivel de TEM2. Todo ello confirma y valida los resultados obtenidos en nuestras
condiciones. En conjunto, podemos concluir que SVP regula parte de la expresion de TEM2
tanto a 22°C como a 16°C, por tanto, de manera independiente de la temperatura; y la de TEM1
s6lo a 22°C y, por tanto, de forma dependiente de la temperatura.

2.3 Andlisis de la interaccion genética entre svp y tem

Los resultados anteriores sugieren que TEM1 y TEM2 podrian estar actuando en parte por
debajo de SVP a 22°C y, en el caso de TEM2, también a 16°C, aunque parte de la expresion de
los genes TEM no dependa de SVP.

Para acabar de establecer la relacién entre SVP y TEM se realizaron una serie de cruces entre
los mutantes teml, tem2 y svp-41 para obtener los dobles y triple mutantes. Estas plantas se
cultivaron a 22°C o a 16°C y se realizaron anélisis del tiempo de floracion. Al tratarse de
represores de FT, todas las plantas (mutantes sencillos, dobles y el triple) mostraron fenotipos de
floracion temprana tanto a 22°C (Fig. 67) como a 16°C (Fig. 68).

Figura 67. Fenotipo de floracion de los mutantes tem y svp en condiciones de LD a 22°C
Fenotipos de floracion de las combinaciones de mutantes sencillos, dobles y triple tem1, tem2 y svp-41,
en condiciones de cultivo de LD a 22°C después de 24 dias de cultivo.
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Los datos del tiempo de floracion de estos genotipos indican que a 22°C (Tabla 24) cuando
se elimina el efecto de TEM1, TEM2 o de ambos en un fondo mutante svp-41, el tiempo de
floracién es préacticamente el mismo que el del mutante sencillo svp-41 o que el del doble mutante
tem1 tem2, y menor al que presentan los mutantes sencillos tem1 y tem2. La diferencia en el tiempo
de floracion de las distintas combinaciones de mutantes es minima, y no son estadisticamente
significativas, al florecer con practicamente el mismo nimero de hojas (entre 6 y 7 hojas de
roseta) y similar nimero de dias (12 a 15) en los dos experimentos realizados.

Estos datos, junto con los datos mostrados anteriormente de ChIP-gPCR y de expresién,
sugieren que a 22°C TEM1 y TEM2 actlan esencialmente por debajo de SVP; y que no parece
existir un efecto aditivo, lo que indica que TEM1/TEM?2 y SVP actlan en la misma ruta genética
para reprimir la floracién. Es decir, el efecto represor de SVP en la floracidn estd mediado por
TEM1y TEM2.

LD22 Tiempo de floracion Tiempo de floracion
(Hojas £ 4SD) (Dias £ SD)

Experimento 1 aRoseta  PCaulinares  cTotales Fenotipo ¢Dias Fenotipo
Col-0 121+09 28+04 149+11 WT 196 £0,8 WT
tem1-1 10,4 +0,8 2,7+05 13,1+09 Temprano 184+0,6  Temprano
tem2-2 92+13 3,0+0,6 122+16 Temprano 151+12 Temprano
tem1-1tem2-2 6,9+ 0,7 25+05 94+10 Temprano 142+08  Temprano
svp-41 71+07 3,1+05 10,2+10 Temprano 135%+05 Temprano
svp-41tem1-1 73+0,9 2,705 99+09 Temprano 157+08 Temprano
svp-41tem2-2 59+0,3 26+05 8605 Temprano 129+06  Temprano

svp-41tem1-1tem2-2 6,4+ 0,6 25+05 89+06 Temprano 146+06 Temprano

Experimento 2

Col-0 123+11 22+04 145+172 WT 17,3+0,7 WT

tem1-1 10,8 +0,8 26+05 134+12 Temprano 155%+05 Temprano
tem2-2 83+11 3,1+05 114+14 Temprano 139+10 Temprano
tem1-1tem2-2 70+09 25+05 95+10 Temprano 128+ 0,7 Temprano
svp-41 76+05 32x04 10,7+0,6 Temprano 13,3+05 Temprano
svp-41tem1-1 8,2+0,8 34+05 11,7+0,8 Temprano 132+0,7 Temprano
svp-41tem2-2 6,1 +0,6 3,1+05 9,2+0,8 Temprano 129+0,7 Temprano

svp-41tem1-1tem2-2 6,4+ 0,6 33x0,5 9,7+x0,7 Temprano 126+09 Temprano

Tabla 24. Tiempo de floracidn de las combinaciones del mutante svp-41 con los mutantes tem
en LD a 22°C

aRoseta: NUmero de hojas de roseta, bCaulinares: NUmero de hojas caulinares, cTotales: NiUmero de
hojas totales, 4SD: Desviacion estandar. ¢Dias: Dias transcurridos desde la siembra hasta que es
visible el botdn floral a simple vista. En cada uno de los experimentos se ha trabajado con entre 10-
20 plantas de cada genotipo. El fenotipo descrito se refiere a cada genotipo mutante respecto a las
plantas silvestres Col-0.

Los mismos genotipos a 16°C tienen un comportamiento similar pero no idéntico. A 16°C
las plantas florecen antes si esta presente la mutacion svp-41 que cuando solo se mutan los genes
TEM anulédndose totalmente la floracién tardia producida por las bajas temperaturas (Fig. 68).
Las combinaciones de mutantes tem en fondo mutante svp florecen préacticamente con el mismo
numero de hojas (sin mostrar diferencias significativas entre ellos), sin embargo el doble mutante

teml tem2 florece ligeramente maés tarde, igual que los mutantes sencillos tem. En cuanto al
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namero de dias, se sigue aproximadamente la misma correlacién, siendo las plantas que florecen
mas temprano todas las combinaciones que portan el mutante svp-41, ya sea sencillo o en doble o
triple combinacion con teml y/o tem2 (Tabla 25).

Figura 68. Fenotipo de floracion de los mutantes tem y svp en condiciones de LD a 16°C
Las plantas fueron cultivadas en condiciones de LD a 16°C. La fotografia se hizo después de 32 dias.

LD16 Tiempo de floracion Tiempo de floracion
(Hojas £ aSD) (Dias £ SD)

Experimento 1 Roseta  Caulinares  Totales Fenotipo Dias Fenotipo
Col-0 202+14 57x10 259+21 WT 303+1,7 WT
tem1-1 16,3+1,1 45+0,6 208+14 Temprano 254+13 Temprano
tem2-2 132+27 49+12 18,1+3,7 Temprano 22,3+18 Temprano
tem1-1tem2-2 115+10 38+04 153+11 Temprano 199+12 Temprano
svp-41 8,1+0,7 3,3+05 11,4+10 Temprano 17,7+0,8 Temprano
svp-41tem1-1 8,3+0,5 36+05 119+0,6 Temprano 187x15 Temprano
svp-41tem2-2 6,4 +05 29+05 92+0,7 Temprano 17,9+05 Temprano

svp-41tem1-1tem2-2 6,9+0,7 31+05 101+x09 Temprano 179+05 Temprano

Experimento 2

Col-0 186 +1,3 49+10 235+14 WT 290+16 WT

tem1-1 144+14 3,1+08 175+17 Temprano 246+18 Temprano
tem2-2 13,3+19 42+10 175+26 Temprano 233+18 Temprano
tem1-1tem2-2 99+11 29+07 128+ 17 Temprano 185%+21 Temprano
svp-41 6,7+ 0,6 29+05 96+0,7 Temprano 162+0,6 Temprano
svp-41tem1-1 74+08 29+04 10,2+0,8 Temprano 16,3+0,7 Temprano
svp-41tem2-2 6,2+ 0,7 26+05 8,9+09 Temprano 16,3+ 0,7 Temprano

svp-41tem1-1tem2-2 6,1 +0,7 2,7+05 8,9+0,8 Temprano 16,1 +05 Temprano

Tabla 25. Tiempo de floracion de las combinaciones del mutante svp-41 con los mutantes
tem en LD a 16°C

aRoseta: NUmero de hojas de roseta, PCaulinares: NUmero de hojas caulinares, cTotales: NUmero de
hojas totales, 4SD: Desviacion estandar. ¢Dias: Dias transcurridos desde la siembra hasta que es visible
el botén floral a simple vista. En cada uno de los experimentos se ha trabajado con entre 12-14
plantas de cada genotipo. El fenotipo descrito se refiere a cada genotipo mutante respecto a las
plantas silvestres Col-0.
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SVP juega, por tanto, un papel mayoritario en el control de la floracién a 16°C, controlando
ademés a TEM2, como vefamos en los resultados de expresién mostrados anteriormente (Fig.
66b,e). Pese a todo hay un ligero adelanto de la floracion en el triple mutante que podria reflejar
una funcién de SVP independiente de TEM en el control del tiempo de floracion. El andlisis
global de los datos indica que cuando se elimina la accion de SVP, sea en un fondo mutante tem1,
tem2 o teml tem2, la floracién es mas temprana (con una diferencia sutil, pero estadisticamente
significativa) que la de los mutantes tem correspondientes, lo que indica un efecto ligeramente
aditivo y sugiere que SVP y los TEM actian parcialmente de forma independiente. En cambio,
las combinaciones de svp con los mutantes tem no son mas tempranas que svp, lo que sugiere que
también actdan en parte en la misma ruta.

En conclusion, parece que a 16°C SVP reprime la floracion en parte a través de TEM y en
parte a través de otro(s) gen(es), lo que explica que los mutantes svp florezcan més temprano que
tem1 tem2.

3. EFECTO DE LOS TEM SOBRE LOS ACTIVADORES FLORALESFT Y
TSF

FT es el promotor principal de la floraciéon en condiciones inductoras de LD. Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos al analizar la expresion de TEM (represores directos de FT),
decidimos estudiar en detalle los niveles de FT a ambas temperaturas ambientales, 16°C y 22°C.
Como esperabamos, y sabiamos por experimentos previos (Castillejo & Pelaz, 2008), la expresion
de FT a 22°C se comporta de manera opuesta a la de TEM, incrementando a lo largo del
desarrollo, hasta alcanzar su méaximo aproximadamente entre los dias 10-14 (Fig. 69a). Por otra
parte, a 16°C, hemos detectado un pequefio incremento alrededor de la semana 4 (Fig. 69b); sin
embargo el nivel alcanzado es considerablemente mas bajo que en plantas cultivadas a 22°C. Al
observar unos niveles tan bajos de FT a 16°C en el momento de la induccion floral, nos
planteamos que pudiera haber otro promotor de la floracion a 16°C aparte de FT. Uno de los
homadlogos mas cercanos a FT es TWIN SISTER OF FT (TSF), el cual muestra similitudes de
expresion y regulacién con FT (Kobayashi et al., 1999; Yamaguchi et al., 2005); ademas, y mas
relevante para nosotros en este punto, se le ha implicado en el control de la floracion a 16°C
(Jang et al., 2009; Lee et al., 2007, 2012). Por ello analizamos la expresion de TSF en las mismas
condiciones a lo largo del desarrollo. Si comparamos los niveles de mMRNA méaximos de TSF a
22°C (Fig. 69a) y a 16°C (Fig. 69b) vemos que son similares; los picos maximos se presentan, al
igual que para FT, entre los dias 10 y 14 a 22°C, y en la semana 4 a 16°C, y al comparar los niveles
de FT y TSF a 22°C observamos que los de FT son mucho més altos, doblando los de TSF; sin
embargo, ocurre lo contrario a 16°C, cuando TSF presenta un nivel mayor que el de FT (Fig.
69b).
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Figura 69. Niveles de mMRNA de FT y TSF alo largo del desarrollo a 22°C y a 16°C

Se muestran los niveles de mMRNA a lo largo del desarrollo de FT y TSF en condiciones de LD a (a)
22°C y (b) 16°C. El andlisis se ha realizado mediante RT-gPCR en las mismas muestras en las que
anteriormente se ha analizado la expresion de TEM1y TEM2 (ver Fig. 5).

El papel represor de TEM a 22°C quedd demostrado al obtener una expresion de FT es més
alta en las plantas tem1 tem2 que en las plantas silvestres (Castillejo & Pelaz, 2008). Ahora hemos
visto que ocurre lo mismo a 16°C; en las plantas tem1 tem2, los niveles de transcrito de FT se
triplican respecto a los de las plantas silvestres en el pico de expresién a ZT16 (Fig. 70). Asi a
16°C en ausencia de los represores TEM1y TEM2, FT muestra unos valores muy similares a los
de las plantas silvestres cultivadas a 22°C, alrededor del dia 12 cuando se produce la induccion
floral (Fig. 69a). Ademas, hemos observado el mismo efecto sobre la expresién de TSF, que
aumenta drasticamente cuando se eliminan los genes TEM (Fig. 70b). De manera que, en
ausencia de TEM, FT y TSF aumentan sus niveles y podrian inducir la floracién prematuramente.

1 FT (h TSF

14 1.4
- 12 L. =
1 [ Z 1 =~
-1 1) ' i [ I l"'i
E “ B 12 5
g 8 . 2 :
& i £ 09
= G = -
g 5 T g
= 4 . / S— - T
£ . £
r AR -“"'\-\-..:_ St E"‘"—..\_\_\_\_‘_‘ Z 03

L 1k

0 4 g 12 16 18 20 M 0 3 g 12 16 18 20 M4
ZT {Horas) ET {Horas)

=== ol == peimi ] tem2 =={al0 *temil tem?

Figura 70. Niveles de mMRNA de FT y TSF en plantas tem1 tem2 a 16°C
Nivel de mRNA a lo largo de 24 h de los genes (a) FT y (b) TSF, en plantas silvestres Col-0 y doble
mutante tem1 tem2 de 9 dias cultivadas en condiciones de LD a 16°C. La cuantificacién se ha realizado

mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. La
barra negra superior indica el periodo nocturno.
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Sabiendo que tanto TEM1/TEM2 como SVP son represores directos de FT, nos planteamos
comparar su efecto sobre la expresion de FT utilizando plantas silvestres Col-0 y plantas
mutantes tem1 tem2 y svp-41 a 9 dias (Fig. 71).
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Figura 71. Niveles de mMRNA de FT en plantas tem1 tem2 y svp-41 a 22°C

Niveles de MRNA de FT en plantas silvestres Col-0, doble mutante tem1 tem2 y mutante svp-41, de 9
dias a 22°C, recogidas a ZT16. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de
error representan la desviacion estandar de 3 réplicas. Se muestran dos experimentos independientes.

Los resultados obtenidos indican que tanto en el doble mutante teml tem2 como en las
plantas svp-41, la expresién de FT estd incrementada con respecto a las plantas silvestres, en

relacién directa con el tiempo de floracion temprana de los mutantes en LD a 22°C (Tabla 24).

Efecto de la temperatura sobre la expresion de FT en mutantes tem1 tem2 y svp a 22°C y 16°C

Un experimento mas amplio, analizando la expresién de FT a lo largo de 24 horas en plantas
Col-0, tem1 tem2 y svp-41 de 9 dias cultivadas a 22°C o a 16°C, confirma que ambos mutantes
presentan niveles de mMRNA de FT maés altos, pero también aparecen diferencias entre los niveles
alcanzados en las plantas tem1 tem2 y svp a 22°C y a 16°C (Fig. 72). A 22°C, el doble mutante
presenta una mayor expresion de FT, mientras que a 16°C es el mutante svp quien parece
controlar mayoritariamente los niveles de FT.
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Figura 72. Niveles de mMRNA de FT en mutantes svp y tem1 tem2 a 22°C y 16°C
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Niveles de mMRNA a lo largo de 24 horas de FT en (a) plantas Col-0, tem1 tem2 y svp-41 a 22°C y (b)
plantas Col-0, tem1 tem2 y svp-41 a 16°C, en plantas de 9 dias. Cultivadas a 22°C o a 16°C. La
cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 réplicas técnicas. La barra negra superior indica el periodo nocturno.

Un analisis detallado de la expresién de FT en estos genotipos nos permitié comprobar que,
efectivamente, el nivel maximo de su mRNA en las plantas teml tem2 cultivadas a 16°C es
practicamente el mismo que el de las plantas silvestres cultivadas a 22°C (Fig 73a). Este dato se
correlaciona con el tiempo de floracion que muestra el doble mutante teml tem2 a 16°C, el cual
florece con practicamente el mismo nimero de hojas totales (alrededor de 14,5 hojas promedio)
que las plantas silvestres Col-0 cultivadas a 22°C (alrededor de 15,5 hojas promedio) (Tablas 13 a
15). Es decir, al eliminar los represores TEM1 y TEM2 en condiciones de baja temperatura, FT
recupera los valores de expresién que alcanza normalmente a 22°C, y que son los que inducen la
floracién a esa temperatura.
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Figura73. Comparacion de la expresion de FT en plantas svp y tem1 tem2 a 16°C y 22°C
Niveles de mRNA a lo largo de 24 horas de FT en (a) plantas Col-0 a 22°C y tem1 tem2 a 16°C; (b)
plantas Col-0 a 22°C y svp-41 a 16°C; (c) plantas teml tem2 a 22°C y 16°C; (d) plantas svp-41 a 22°C y
16°C; (a-d) Todas ellas son plantas de 9 dias. En rojo, cultivadas a 22°C y en azul a 16°C. La
cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 réplicas técnicas. La barra negra superior indica el periodo nocturno. La comparacién se
ha realizado utilizando los mismos datos que para la figura 17.
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De la misma manera, si comparamos los niveles alcanzados en las plantas svp-41 cultivadas a
16°C vemos que FT sobrepasa los valores que alcanzan las plantas silvestres cultivadas a 22°C
(Fig. 73b); es decir, al eliminar SVP en condiciones de baja temperatura las plantas svp-41
deberian florecer antes que las Col-0 a 22°C. De nuevo, vemos que efectivamente el incremento
de FT en plantas svp-41 a 16°C se correlaciona con una floracién més temprana que en las plantas
silvestres a 22°C (10 vs 14 hojas totales promedio, respectivamente) (Tablas 13 a 15). Al
comparar la expresion de FT en plantas tem1 tem2 cultivadas a 22°C o 16°C y en plantas svp-41
también cultivadas a 22°C o 16°C, observamos que en las plantas tem1 tem2 los niveles de FT a
22°C superan a los alcanzados a 16°C (Fig. 73c) pero en plantas svp-41 cultivadas a 22°C o 16°C
FT muestra unos valores muy similares (Fig. 73d). En ambos casos se relaciona directamente con
el tiempo de floracion observado anteriormente (Tablas 13, 15-16). Las plantas tem1 tem2 florecen
mas tarde a 16°C (14,5 hojas totales promedio) que a 22°C (9 hojas totales promedio) y las svp-41,
insensibles a los cambios de temperatura, florecen précticamente a la vez a 22°C y a 16°C (10,5
hojas totales promedio).

En conjunto estos datos nos indican que a 22°C, TEM1/TEM2 son mejores represores de
FT que SVP; y sugieren que SVP podria ser mejor represor que TEM a 16°C.

% FUNCION DE TEMPRANILLO EN LA RESPUESTA DE LA

FLORACION A TEMPERATURAS ALTAS (SD a 27°C)

Las plantas silvestres Col-0 que crecen a altas temperaturas ambientales de 27°C florecen
antes que las cultivadas a 22°C aunque las condiciones de fotoperiodo no sean favorables
(condiciones de SD). Un ligero ascenso de la temperatura de 23°C a 25-27°C provoca un
incremento en los niveles de FT que induce el adelanto de la floracién. Este incremento no
depende de cambios en su activador CO (Balasubramanian et al., 2006) que no es funcional en
condiciones de SD. El hecho de que no se observen cambios en los niveles de expresion de CO
en SD a 27°C que justifiquen el incremento de la expresion de FT (Fig. 74) nos llevé a estudiar si
la regulacion de FT en estas condiciones también podria ser debida a cambios en la regulacién de
TEM, tal y como hemos visto que ocurre en condiciones de baja temperatura ambiental.
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Figura 74. Niveles de mMRNA de CO y FT a22°Cy 27°C en SD
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Nivel de mRNA a lo largo de 24 h de los genes (a) CO y (b) FT, en plantas silvestres Col-0 de 2
semanas cultivadas en condiciones de SD a 22°C (azul) y 27°C(rojo). La cuantificacion se ha realizado
mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. La
barra negra superior indica el periodo nocturno.

1. EFECTO DE LA TEMPERATURA ALTA SOBRE TEM

1.1 Regulacion temporal y espacial de los niveles de TEM

Hemos analizado la expresion a lo largo de 24 horas y a lo largo del desarrollo de TEM1 y
TEM2 en plantas silvestres cultivadas en condiciones de fotoperiodo desfavorable de SD a 22°C
y 27°C. En condiciones de alta temperatura esperariamos una reduccion en los niveles de TEM
correlacionada con el adelanto del tiempo de floracion de las plantas cultivadas a 27°C.

Los primeros experimentos de expresion a lo largo de 24 horas los realizamos en condiciones
de cultivo in vitro, en placas con medio MS1, en plantas de 2 semanas (Fig. 75). Los niveles de
MRNA de TEM1 y de TEM2 en las plantas cultivadas en SD a 22°C presentan un pico a ZT12
en ambos casos, para los dos experimentos independientes mostrados, y TEM2 ademas muestra
otro pico al final de la noche (ZT20-24). Cuando estudiamos la expresion de estos genes en
plantas cultivadas en SD a 27°C, no observamos cambios en sus niveles de expresién respecto a
los obtenidos a 22°C.
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Figura 75. Niveles de mMRNA de TEM1y TEM2 a 22°C y 27°C en SD

Nivel de mRNA a lo largo de 24 h de los genes (a) TEM1 vy (b) TEM2, en plantas silvestres Col-0 de
2 semanas cultivadas en condiciones de SD a 22°C (azul) y 27°C (rojo). La cuantificacion se ha
realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacién estandar de 3 réplicas
técnicas. Se muestran los resultados de dos experimentos independientes (RB1 y RB2) realizados a
22°C 0 a 27°C (excepto para TEM2, donde falta analizar la 22 réplica biologica). La barra negra
superior indica el periodo nocturno.

Sin embargo, al repetir el experimento en condiciones de cultivo en tierra (eliminando asi el
efecto de la sacarosa de las placas MS1), si observamos algunas diferencias de expresion entre las
plantas cultivadas a 27°C y 22°C (Fig. 76). En estas condiciones, al cuantificar la expresion de
TEM1 y TEM2 a lo largo del desarrollo podemos observar que TEM1 parece presentar unos
niveles de mMRNA mas bajos a 27°C que a 22°C, durante las semanas 2 y 3, igualandose los
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valores en la semana 4. Por su parte, el mMRNA de TEM2 no muestra cambios significativos a
27°C respecto a 22°C; debido a la variabilidad entre los experimentos realizados a 22°C, la
diferencia promedio no fue significativa.

En conjunto estos resultados nos indican que una alta temperatura ambiental no parece
afectar a la expresion de TEM2 pero si a la de TEM1, reduciendo su expresién y, ademas, que
ésta también podria depender del efecto de otros factores como el azlcar.
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Figura 76. Niveles de mMRNA de TEM1 y TEM? a lo largo del desarrollo a 22°C y 27°C en SD
Nivel de mMRNA a lo largo del desarrollo de los genes (a) TEM1 y (b) TEM2, en las semanas 2, 3y 4
a ZT12, en plantas silvestres Col-0 cultivadas en condiciones de SD a 22°C (azul) y 27°C (rojo). La
cuantificacion se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 réplicas técnicas. Se muestran dos experimentos independientes (RB1 y RB2) realizados
a22°C y uno (RB1) a 27°C.

Para confirmar el efecto de las altas temperaturas sobre TEMZ1, cultivamos plantas
pTEML1::GUS a 22°C y 27°C durante 3 semanas en tierra (en las mismas condiciones en las que
realizamos los experimentos de expresién mostrados en la figura 76). Se realizé una tincién
histoquimica GUS para detectar la expresion de TEM1 a 22°C a 2 semanas (Fig. 77a-c) y a 3
semanas (Fig. 77g-i) y a 27°C, a dos semanas (Fig. 77d-f) y a 3 semanas (Fig. 77j-l). Los
resultados indican que la expresién de GUS en plantas pTEM1::GUS cultivadas a 27°C esta
reducida respecto a la que muestran las plantas cultivadas a 22°C durante el periodo analizado. La
expresion de pTEM1::GUS a 22°C se localiza en el mesofilo y las venas secundarias de hojas y
cotiledones, con una expresién mas intensa en las hojas jévenes (la expresion en las adultas va
decreciendo con la edad de la planta) y en los hidatodos. En cambio, en condiciones de 27°C las
plantas muestran una expresion claramente mas reducida y tenue, concentrada en los hidatodos y
bordes distales de las hojas. Esta reduccion visible mediante la deteccién de GUS coincide con
los datos de expresion de TEM1 obtenidos mediante cuantificacion por RT-gPCR (Fig. 76). Por
lo tanto, la expresién de TEM1 es menor a 27°C que a 22°C, lo que indica que las temperaturas
altas reprimen a este gen.
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2 semanas

()

Figura 77. Ensayo de tincion histoquimica de GUS en plantas pTEM1::GUS a 22°C y 27°C
Patron de expresion de GUS detectado mediante tincion histoquimica GUS, en plantas con promotor
de TEML1 fusionado al gen de la B-glucuronidasa (GUS). Se muestra la expresion a 2 semanas (a-f) de
plantas cultivadas a 22°C (a-c) y a 27°C (d-f); y a 3 semanas (g-1) de plantas cultivadas a 22°C (g-i) y a
27°C (j-1). Se muestras 3 réplicas bioldgicas para cada condicién experimental.

1.2. Regulacion temporal de FT

Para poder correlacionar, aunque de forma indirecta, la floracion temprana de las plantas
cultivadas a 27°C con la baja expresiobn de TEM1 observada durante las semanas 2 y 3,
analizamos la expresion de FT en estas mismas condiciones (Fig. 78). Si TEM1 presenta unos
valores bajos de expresion durante las primeras semanas del desarrollo (semanas 2 y 3), es de
esperar que FT presente unos valores altos a 27°C (debido a una induccion independiente de CO)
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en etapas prematuras. La cuantificacion del mRNA de FT en las mismas plantas donde se han
cuantificado TEM1 y TEMZ2, indica que FT se induce a 27°C, coincidiendo con valores bajos de
TEMLI. Es decir, la expresién de TEM1 y FT es inversa, lo que sugiere que también a 27°C es
necesaria una baja expresion de TEM1 que permita la induccién de FT.
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Figura 78. Niveles de mRNA de FT a lo largo del desarrollo a 22°C y 27°C

Nivel de MRNA de FT a lo largo del desarrollo de analizada en las semanas 2, 3y 4, a ZT12, en
plantas silvestres Col-0 cultivadas en condiciones de SD a 22°C (azul) y 27°C (rojo). La cuantificacion
se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estdndar de 3

réplicas técnicas. Se muestran dos experimentos independientes (RB1 y RB2) realizados a 22°C y uno
a 27°C.

2. EFECTO DE TEM1Y TEM2 EN LA FLORACION

Como ya sabemos, las plantas silvestres Col-0 cultivadas a 27°C producen menos hojas antes
de florecer que a 22°C. Debido a que las temperaturas altas reducen la expresion de TEMI,
analizamos el efecto de los genes TEM en el tiempo de floracion a 27°C. Fijandonos en los
fenotipos, antes de entrar a analizar de forma cuantitativa el tiempo de floracion, vemos que en
condiciones de cultivo de SD a 22°C ni las plantas silvestres Col-0 ni los mutantes tem1 y tem2
han florecido a 28 dias (Fig. 79a) Sin embargo, los mutantes tem1, tem2 y teml tem2, ya lo han
hecho el dia 26 en SD a 27°C, y florecen antes que las plantas silvestres Col-0 (Fig. 79b).
Tampoco se adelanta la floracion de las plantas 35S::TEM1 cultivadas a 27°C respecto a las
mismas plantas cultivadas a 22°C, ya que en ninguno de los dos casos florecen antes de los 3
meses después del inicio del experimento.
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Figura 79. Fenotipo de floracién de mutantes tem y 35S;; TEM1 a 22°C y 27°C
Fenotipo de floracién en condiciones de (a) SD a 22°C después de 28 dias de la siembray (b) SD a
27°C después de 26 dias de la siembra, de las plantas Col-0, tem1, tem2, tem1 tem2 y 35S:: TEML1.

La cuantificacion del tiempo de floracion a 27°C (Tabla 26) indica que el doble mutante tem1
tem2 es el primero en florecer (con aproximadamente 6,8 hojas totales y alrededor de 16,6 dias),
seguido de los mutantes sencillos tem1 y tem2, que florecen esencialmente con el mismo nimero
de hojas de roseta (entre 6 y 8, aproximadamente). Estos nimeros son considerablemente mas
bajos que el de los mismos genotipos cultivados en SD a 22°C (datos presentados en la Tabla 5,
capitulo 1 - miRNA). A 22°C observamos que, a pesar de ser tempranos, los mutantes tem
florecen més tarde que a 27°C. Es decir, sienten el incremento de la temperatura y adelantan la
floracién. Por su parte, las plantas silvestres Col-0 florecen con aproximadamente 29,7 hojas
totales, mientras que a 22°C producen entre 60 y 70 hojas totales, e invierten un elevado nimero
de dias en florecer en nuestras condiciones experimentales, practicamente el mismo nimero de
dias que en condiciones de SD a 22°C (entre 8 y 9 semanas).

Estos datos indican que los mutantes tem son sensibles a la temperatura alta (como ocurria en
el caso de bajas temperaturas de 16°C), ya que florecen antes que las plantas silvestres a 27°C, y
ademas sugieren que podrian estar des-regulando a otros factores inductores de la floracion y
sensibles a la temperatura, ya que las plantas tem1 tem2 en SD a 27°C florecen incluso antes que
las mismas plantas cultivadas en condiciones de LD a 22°C (Tablas 13 y 15).
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27°C Tiempo de floracion Tiempo de floracion
(Hojas £2aSD ) (Dias £SD)
Genotipo Roseta Caulinares Totales  Fenotipo Dias Semanas Fenotipo
Experimento 1
Col-0 269+43 49+08 31,7+49 WT 64,0+ 3,1 8-9 WT
tem1-1 68+08 19+06 87x10 Temprano 285+14 4-5 Temprano
tem2-2 68+09 26+06 94x10 Temprano 20,7x15 3-4 Temprano
tem1-1tem2-2 47+07 20+04 67+06 Temprano 16,8+0,7 2-3 Temprano
Experimento 2
Col-0 27,7+53 37+16 315+6,7 WT 64,1 +59 8-9 WT
tem1-1 6,8 +0,7 21+05 90+08 Temprano 26,717 3-4 Temprano
tem2-2 8,7+0,9 28+0,7 115+08 Temprano 250%20 3-4 Temprano
tem1-1tem2-2 45+0,8 21+04 66+09 Temprano 16,1+10 2-3 Temprano
Experimento 3
Col-0 231+32 27+09 259+30 WT 62,9+ 38 8-9 WT
tem1-1 6,4+1,0 2,2+05 8612 Temprano 254+17 3-4 Temprano
tem2-2 6,708 28+05 95+09 Temprano 223+14 3-4 Temprano
teml-1tem2-2 46+0,7 23+x05 69+07 Temprano 16,9+0,6 2-3 Temprano
22°C
Experimento 1
Col-0 557+38 8910 646+4,1 WT 62,4+21 8-9 WT
tem1-1tem2-2 153+34 35+08 188+3,7 Temprano 298+ 39 4-5 Temprano
Experimento 2
Col-0 622+41 8705 709x40 WT 66,7 £ 1,9 9-10 WT
tem1-1 545+52 74+11 619+46 Temprano 63,0+38 9 Temprano
tem1-1tem2-2 255+51 41+11 296+60 Temprano 37,3+28 5-6 Temprano
Experimento 3
Col-0 63,727 97+10 734x30 WT 695+ 21 9-10 WT
tem1-1 55552 62+16 61,8+64 Temprano 581+3,0 8-9 Temprano
tem2-2 469+36 82x12 551+44 Temprano 52,6+3,0 7-8 Temprano
tem1-1tem2-2 329+55 36+x05 365x56 Temprano 41,7+44 5-6 Temprano
Experimento 4
Col-0 571+42 89+09 660+44 WT 649+10 9-10 WT
tem1-1 51,7+46 50x08 56,753 Temprano 557 +42 7-8 Temprano
tem2-2 332+40 82+09 414+40 Temprano 50,0+2,3 7-8 Temprano
tem1-1 tem2-2 264+35 46+x05 31,0+x36 Temprano 381+21 5-6 Temprano

Tabla 26. Tiempo de floracion de los mutantes tem1, tem2 y tem1 tem2 a 22°C y 27°C en SD

Roseta: NUmero de hojas de roseta. Caulinares: NUmero de hojas caulinares. Totales: NUmero de
hojas totales. Dias: Dias transcurridos desde la siembra hasta que es visible el boton floral a simple
vista. SD: Desviacion estandar. Se han analizado entre 7 y 20 plantas por genotipo y experimento. El
anexo-Tabla 26 muestra el andlisis estadistico (ANOVA 1-via y test de comparaciones multiples de
Bonferroni) y la significacion estadistica obtenida en las distintas comparaciones entre genotipos y
condiciones experimentales.
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I1l. INTEGRACION DE LAS RUTAS DE LA LUZ Y LA
TEMPERATURA

1. REGULACION DE TEM EN PLANTAS MUTANTES phyB CULTIVADAS A
16°C

Sabiendo que los genes TEM estan implicados en respuestas a la luz y la temperatura, y
basdndonos en los estudios previos sobre la regulacion de la floracion por la temperatura en los
mutantes phyB (Halliday et al., 2003) nos parecié interesante unir ambas vias y estudiar la
transcripcion de TEM a bajas y altas temperaturas ambientales en diversos mutantes afectados en
las respuestas a la luz.

Los mutantes phyB pierden el fenotipo de floracion temprana cuando crecen en condiciones
de bajas temperaturas ambientales de 16°C en LD o SD (Fig. 80) debido a la reduccién en los
niveles de mMRNA de FT (Halliday et al., 2003).
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Figura 80. Fenotipos de floracion del mutante phyB en LD a 22°C y 16°C

(a) Fenotipo de floracién de Col-0 y del mutante phyB-9 cultivados en LD a 16°C. La punta de flecha
sefiala la incipiente flor producida en el mutante, dias después de que la planta control haya florecido. (b-
¢) Tiempo de floracion de plantas silvestres Col-0 y mutantes phyB-9 cultivadas en LD a 22°C (rojo) o
16°C (azul).

Asi, a 16°C phyB produce aproximadamente el mismo nimero de hojas que las plantas
silvestres cultivadas en esas mismas condiciones y también florece significativamente més tarde
que a 22°C en relacion al numero de dias. La pérdida del fenotipo de floracion temprana nos
indica que las plantas deficientes en phyB perciben la baja temperatura y responden a ella
retrasando su floracidn, igual que lo hacen las plantas silvestres.

En las plantas phyB cultivadas a 22°C el nivel de FT es mayor que en las plantas control
cultivadas a 22°C, mientras que la baja temperatura, 16°C, actda reduciendo su nivel de mMRNA en
phyB y en el tipo silvestre. Los niveles de expresion de TEM en plantas phyB cultivadas a 22°C o a
16°C en condiciones de LD sugieren que podria existir una implicacién de los TEM en el control
de la floracion en estas condiciones (Fig. 81). De esta manera, el descenso de temperatura a 16°C
parece compensar la disminucion en la expresion de TEM1 y TEM2 que observabamos en las
plantas phyB a 22°C. Comparando los niveles de ambos TEM en plantas Col-0 y phyB cultivadas a
16°C podemos ver que los mutantes muestran valores silvestres (més altos a 16°C que a 22°C), lo
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que podria explicar el fenotipo de retraso de la floracién que presenta phyB a 16°C. Esto sugiere
que TEM podria integrar la informacion de ambas rutas para controlar la floracién.

En el caso de RAV1, los niveles en el mutante phyB incrementan ligeramente, como ya
habiamos visto anteriormente; parece que la temperatura baja se sumaria a este efecto, por lo que
a 16°C, los mutantes phyB presentan unos niveles considerablemente mas altos de RAV1 que las

plantas silvestres cultivadas en las mismas condiciones.

TEMI1
1,40 3,50
1,20 300
'E 1080 %:ju
Ell_hll E 20
o u
2 o = 1,50
B B
# 040 - ﬁ ]
n S0
004 0
Ceal-ih pinB Caalid B Ceall) folds Cealh P8
2 [ a 167
TEM2 RAV1
3 (M) RN
3 £ 7.0
L k
= B
L 200 z
E E 500 -
;‘: 150 _i 4,080
'-‘E 1,00 B 3
£ i I . 'j': 2
11,50
I 1,in .
] TTL] -
ol hinB ol il Lol B a0l pigl
iy | [y X 167

Figura 81. Niveles de mRNA de FT, TEM y RAV en plantas silvestres y phyB en LD a 22°C
y 16°C

Andlisis de los niveles de mMRNA de FT, TEM1, TEM2 y RAV1 en plantas Col-0 y phyB-9 cultivadas
en LD a 22°C o 16°C y recogidas a ZT18. La cuantificacion se ha realizado mediante RT-gPCR. El
gen de referencia utilizado es la Ubiquitina 10. Los valores se han representado en referencia al valor
de Col-0 a 22°C. Las barras de error representan la desviacion estindar de 3 réplicas técnicas.

La repeticion de este experimento en fotoperiodo no inductivo a 22°C y 16°C ha reportado
resultados similares aunque no idénticos (Fig. 82). En estas condiciones de SD, el déficit de phyB
tampoco es suficiente para incrementar los niveles de mRNA de FT a 16°C lo suficiente para
adelantar la floracion. Los niveles de FT son muy bajos tanto en las plantas silvestres como en
phyB. Por su parte, TEM1 presenta valores mas altos en las plantas phyB cultivadas a 16°C que en
las mismas plantas cultivadas a 22°C, igual que veiamos en condiciones de LD (Fig. 81). Sin
embargo, parece que el efecto de la temperatura en fotoperiodo desfavorable no es tan
importante como en condiciones de LD, ya que los valores de TEM1 obtenidos en plantas Col-0
a 22°C y 16°C son muy similares. Es decir, parece que el efecto de la baja temperatura sobre
TEML1 podria ser dependiente del fotoperiodo en plantas silvestres. Por ultimo, los resultados de
cuantificacion de los niveles de TEM2 muestran la misma tendencia que en condiciones de
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fotoperiodo favorable (Fig. 81), lo que sugiere que su regulacion por la temperatura podia ser
independiente del fotoperiodo.
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Figura 82. Niveles de mRNA de FT, TEM1 y TEM2 en plantas silvestres y phyB en SD a
22°C y 16°C

Andlisis de los niveles de mMRNA de FT, TEM1 y TEM2 en plantas Col-0 y phyB-9 cultivadas en SD a
22°C 0 16°C y recogidas a 2 semanas a ZT18. La cuantificacién se ha realizado mediante RT-qPCR.
El gen de referencia utilizado es la Ubiquitina 10. Los valores se han representado en referencia al
valor de Col-0 a 22°C. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 replicas técnicas.

2. RELACION DE phyBy TEM A ALTAS TEMPERATURAS (SD y 27°C)

Para continuar el estudio de la funcion de TEM1y TEM2 en la integracién de las rutas de la
luz y la temperatura, realizamos experimentos con los mutantes phyB y tem1 tem2 en condiciones
de alta temperatura y fotoperiodo desfavorable (SD a 27°C).

El fenotipo de las plantas cultivadas a altas temperaturas es muy similar al de las plantas que
crecen en condiciones de sombra (R<FR). Las plantas silvestres Col-0 cultivadas a 27°C tienen
un hipocotilo y peciolos mas largos que cuando crecen a 22°C (Gray et al., 1998); el mutante phyB
muestra una respuesta mucho mas acentuada a las altas temperaturas, con un fenotipo de
arquitectura de la planta similar al de las plantas sobre-expresantes de PIF4 cultivadas a altas
temperaturas (Koini et al., 2009). Como veriamos anteriormente, el doble mutante tem1 tem2
florece con un reducido nimero de hojas y muestra otros fenotipos relacionados con la respuesta
a la sombra cuando se cultiva a altas temperaturas (Fig. 83).

Figura 83. Fenotipo de plantas cultivadas en SD a 27°C durante 26 dias
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Respecto a las diferencias en el tiempo de floracion entre los mutantes a ambas temperaturas
(Fig. 84), las plantas tem1 tem2 florecen con un nimero de hojas ligeramente superior al de las
plantas phyB en condiciones de SD a 22°C (23 frente a 18,7 hojas totales en promedio, siendo la
diferencia estadisticamente significativa) pero lo hacen con menos hojas cuando crecen a 27°C
(6,8 frente a 8,3 hojas totales en promedio, siendo la diferencia estadisticamente significativa). En
cuanto al tiempo de floracién medido como el nimero de dias que tarda en verse el botén floral,
el doble mutante tem1 tem2 es el que florece en menos dias en ambas temperaturas, con un
promedio de 16,9 dias en SD a 27°C.
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Figura 84. Tiempo de floracion de phyB y temltem2 en SD a 22°C y 27°C

(a) Se muestra el nimero de hojas de roseta y el de hojas caulinares, y (b) el nimero de dias que tarda
en verse el botén floral a simple vista. Se muestra el promedio de dos experimentos. Las barras de
error representan la desviacion estandar de las muestras bioldgicas. EI nimero de plantas analizadas
en cada experimento varia entre 9 y 20 por genotipo/experimento. Se indica Unicamente la
significacion estadistica entre los mutantes phyB y el doble tem1 tem2. (Test t-Student) ***p<0,001.

Relacionando estos datos de tiempo de floracion con los niveles de FT, vemos que estos
estan considerablemente incrementados en las plantas tem1 tem2 cuando se cultivan a 27°C, en las
que también se produce un incremento del mMRNA de GA3ox1; ambos cambios son mucho
mayores que los que se producen en las plantas phyB, lo que explicaria que el doble mutante sean
mas temprano que phyB a 27°C (Fig. 85).
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Figura 85. Niveles de MRNA de FT y GA30x1 en phyB y tem1 tem2 en SD a 27°C

Andlisis de los niveles de transcrito de FT y GA3ox1 en plantas silvestres Col-0 y en el doble mutante
tem1 tem2 cultivadas en tierra en SD a 27°C durante 16 dias. El analisis se ha realizado mediante RT-
gPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. El gen de
referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.

Al estudiar la expresion de TEM a lo largo del desarrollo en plantas WT y phyB cultivadas a
27°C observamos que los niveles de TEM1 y de TEM2 estan reducidos en el mutante, como
ocurre a 22°C, y esto se correlaciona con el incremento en los niveles de FT (Fig. 86). Esta des-
represion de FT, junto con la activacién por parte de CO, en los mutantes phyB, provoca el
adelanto de la floracién.
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Figura 86. Niveles de mRNA de FT, TEM1 y TEM2 en phyB a lo largo del desarrollo en SD
a27°C

Andlisis de los niveles de mMRNA de (a) FT, (b) TEM1 y (c) TEM2 en plantas silvestres Col-0 (gris
oscuro) y mutantes phyB-9 (gris claro) cultivadas en tierra en SD a 27°C durante los tiempos indicados.
De acuerdo con los datos de floracién que teniamos, phyB florece alrededor de unos 28-30 dias, con lo
que la Gltima muestra esta recogida aproximadamente cuando el botén floral es visible a simple vista.
El anélisis se ha realizado mediante RT-qPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar
de 3 réplicas técnicas. El gen de referencia utilizado ha sido Ubiquitina 10.
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DISCUSION

I. LOS GENES TEM ESTAN REGULADOS POR LA CASCADA DE
SENALIZACION DE LA LUZ

El déficit o inactivacion de phyB en plantas mutantes o plantas silvestres que crecen en
condiciones de sombra prolongada desencadena una cascada de cambios en multitud de
moléculas al encontrarse phyB, junto con los otros fotorreceptores, entre las primeras moléculas
en reaccionar a la exposicion a la luz. Dos de las respuestas mejor estudiadas en estas condiciones
son la elongacion del hipocotilo y el adelanto de la floracién.

1. phyB REGULA POSITIVAMENTE LA EXPRESION DE TEM1 Y AMBOS
CONTROLAN LA FLORACION DE MANERA PARCIALMENTE
INDEPENDIENTE

La reduccidn de los niveles de TEM1 en plantas phyB, cultivadas en LD y SD (Fig. 37 y 38),
confirma que éste esta regulado por la cascada de sefializacion de la luz, independientemente del
fotoperiodo. A pesar de que el cambio detectado para TEM1 en phyB estd comprendido entre el
20% vy el 50% respecto a las plantas silvestres, la reproducibilidad de estos resultados nos
confirma que el cambio es significativo y sugiere la existencia de otras vias de regulacion de la
transcripcién de TEM independientes de phyB, como ya hemos ido descubriendo a lo largo de
esta tesis.

La reduccion de TEM1 en phyB se confirma tanto en su regulacion diaria (Fig. 42 y 43)
como a lo largo del desarrollo (Fig. 45). La falta de phyB parece afectar (nicamente a TEM1
desde el inicio del periodo nocturno y hasta unas horas después de su pico, mientras que la
reduccién de los niveles de MRNA de TEM2 se produce principalmente durante el periodo de
luz. Sin embargo phyB no parece controlar el patrén de expresion espacial de TEM1, aunque su
expresién se reduce drasticamente en el mesofilo y en los haces vasculares (Fig. 46) en
corcondancia con la accion de phyB en el mesofilo, desde donde regula la floracién (Endo et al.,
2005). De esta manera, phyB podria actuar parcialmente a traveés de TEM1 para reprimir a FT en
las células acompafiantes del floema (An et al., 2004).

Las plantas phyB mutantes, aunque florecen temprano, lo hacen mas tarde en SD que en LD,
a pesar de que CO esté activo en ambas condiciones (Tablas 12 y 13), sin embargo, las plantas
aun tardan entre 2 y 3 semanas en florecer respecto a como lo hacen en LD. Este hecho se puede
relacionar con un pico de expresion de FT mas tardio en SD que en LD (Fig. 44), unos 10 dias
mas tarde. Los niveles de mRNA de TEMZ, son claramente mas bajos en phyB que en las plantas
silvestres a lo largo de todo el periodo analizado, de manera que la presencia de unos niveles
minimos més temprano podria resultar en la activacion prematura de FT (Fig. 45). Sin embargo,

estos niveles minimos de expresién se siguen alcanzando mas tarde en SD que en LD. Tener a
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CO funcional en SD por la falta de phyB promueve un adelanto de la floracion (Valverde et al.,
2004) similar al que obtenemos al quitar a los represores tem1 tem2 en un fondo con phyB activo
(Tabla 12). EI triple mutante phyB teml tem2 muestra una floracion més temprana que los
mutantes phyB o teml tem2, tanto en LD como en SD (Tablas 12 y 13). Este fenotipo aditivo
indica que phyB y TEM tienen un efecto parcialmente independiente sobre el control de la
floracién. El tiempo de floracion del triple mutante phyB tem1 tem2 en LD indica que TEM est4
reprimiendo a otros activadores de la floracion, como las enzimas encargadas de la biosintesis de
GA; (Osnato et al., 2012). Ademas, hemos encontrado multiples sitios de union posibles para
proteinas RAV en el promotor de PFT1 (no mostrado), el cual esta implicado en la ruta de phyB
(Cerdan & Chory, 2003) y promueve la floracién a través de mecanismos dependientes e
independientes de CO (Béckstrom et al., 2007; Ifiigo et al., 2012).

Las plantas phyB tem1 tem2 cultivadas en SD florecen practicamente a la vez que las plantas
Col-0 cultivadas en LD, alrededor de los 20 dias, aunque con un menor nimero de hojas.

En cuanto al papel de los otros fitocromos en la regulacion de TEM, no podemos concluir
que tengan un papel redundante. La ligera reduccién de los niveles de TEM1 en los mutantes
phyD en SD sugiere cierta regulacion por phyD (Fig. 39). Esto se correlaciona con que, en estas
condiciones, phyD florece ligeramente temprano, mientras que en LD no hay efecto sobre el
tiempo de floracion (Devlin et al., 1999; Halliday & Whitelam, 2003). Los mutantes phyE también
presentan una floracion mas temprana en SD que en LD y el doble mutante phyB phyE reduce
considerablemente el tiempo de floracion respecto al mutante phyB (Devlin et al., 1998; Halliday
& Whitelam, 2003), por lo que seria interesante estudiar los niveles de TEM en plantas phyB phyE.
El doble mutante phyB phyD presenta una respuesta mas acusada a las condiciones de sombra
simulada que el mutante sencillo phyB, con peciolos més alargados (Devlin et al., 1999; Halliday &
Whitelam, 2003), lo que sugiere que existe redundancia funcional entre phyB y phyD para regular
las respuestas a la sombra (o calidad de luz), y en menor medida el tiempo de floracién, ya que el
del doble mutante es similar al de phyB. A pesar de no haber cuantificado los pardmetros tipicos
que definen este tipo de respuesta, como la elongacién del hipocotilo y la longitud de los
peciolos, si hemos observado que el doble mutante phyB tem2 presenta un mayor alargamiento de
peciolos e hipocotilos que el mutante phyB (Fig. 47), siendo similar (aunque con un fenotipo
menos extremo) al de las plantas que carecen de mas de un fitocromo, como las phyB phyD o phyB
phyD phyE (Devlin et al., 1999, 1998; Franklin et al., 2003; Sharrock et al., 2003) o las que sobre-
expresan algan PIF, como PIF4 (Kumar et al., 2012) o PIF5 (Fujimori et al., 2004). La falta de
los genes TEM promueve un incremento en la longitud del hipocotilo, tanto en las plantas teml
tem2 como en plantas donde s6lo se silencia a estos genes en el SAM (Osnato et al., 2012). Todos
estos datos avalan el papel de los genes TEM en la respuesta a la calidad de la luz.

Por otro lado, los genes TEM también muestran una menor expresion en plantas que crecen
en condiciones de luz blanca suplementada con luz roja lejana (sombra simulada) (Fig. 40 y 41),
lo que esté relacionado con el efecto antagonista de los fitocromos phyA y phyB (Devlin et al.,
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2003). En estas condiciones, el descenso en los niveles de TEM1 coincide con el obtenido en el
mutante phyB. Sin embargo, en el caso de TEM2, detectamos mayores cambios de expresion que
en los mutantes phyB, lo que podria sugerir que el fitocromo phyA regula negativamente su
expresion. Recordemos que en sombra prolongada se activan las respuestas dependientes de
phyA y este fotorreceptor promueve la floracién en condiciones de LD (Mockler et al., 2003).
Por ello, es probable que la ausencia de cambios de expresion de TEM2 detectada en los
mutantes phyA (Fig. 39) se deba a que su accién se desarrolla en LD pero no en SD. Todos estos
datos sugieren que la regulacion de TEM1 y TEM2 por la luz y el fotoperiodo podria ser
ligeramente diferente, actuando sobre ellos distintos componentes de la regulacion mediada por
phyA y phyB. Seria interesante saber si los cambios proteicos son méas evidentes que los
transcripcionales, v si la regulacion de TEM1 y TEM2 varia a lo largo del dia por efecto de phyA
o0 phyB, como ocurre con la proteina CO (Valverde et al., 2004).

Hemos observado en distintos experimentos que las variaciones de expresion de RAV1
suelen ser opuestas a las de TEM1y TEM2. Asi, en los mutantes phyB, el gen RAV1 presenta un
nivel de expresion mayor que en las plantas silvestres tanto de forma diaria (especialmente
durante el periodo nocturno) como a lo largo del desarrollo (Fig. 42-43 y 45), lo que indica que
phyB seria un regulador negativo de la expresion RAV1, por lo tanto, jugaria un papel contrario
al de los TEM en la regulacién de la floracion o en las respuestas a la calidad de la luz. De la
misma manera, RAV1 aumenta sus niveles de expresion en los tratamientos de sombra
prolongada (Fig. 41) sugiriendo que RAV1 podria estar inducido por phyA y reprimido por
phyB. Sin embargo, no conocemos todavia la funcion de RAV1 como para llegar a ninguna

conclusion clara.

2. EL ADELANTO DE LA FLORACION EN LAS PLANTAS 35S::PIF5
PODRIA RELACIONARSE CON UN DESCENSO EN LOS NIVELES DE
TEM

Nuestros resultados indican que los PIF no regulan el tiempo de floracién en LD o SD a
22°C (Tablas 14 y 15). El adelanto en la floracion en las plantas 35S::PIF5 (Fujimori et al., 2004)
podria explicarse por el efecto que la sobre-expresion de PIF5 provoca en los niveles de la
proteina de phyB. Las plantas 35S::PIF5 reducen considerablemente los niveles proteicos de
phyB (Khanna et al., 2007), de manera que se establece un bucle de retroalimentacion entre los
fitocromos y los PIF (Khanna et al., 2007; Leivar et al., 2012). Esto explicaria los elevados niveles
de mRNA de FT en las plantas 35S::PIF5 y la reduccion en los niveles de TEM1 y, sobretodo, de
TEM2 (Fig. 49). Sin embargo, ni los mutantes sencillos pif4, pif5 ni el cuadruple pifQ se observan
cambios en los niveles de FT ni tampoco en el tiempo de floracién respecto a las plantas
silvestres en estas condiciones (Fig. 49 y 51) (Shin et al., 2009).
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En condiciones de cultivo en oscuridad y en oscuridad con un pulso de luz roja de 1 hora se
observan cambios significativos en la expresion de TEM2 y RAV1 (Leivar et al., 2009). En
concreto, se ha observado que TEM2 responde positivamente a la ausencia de PIFs y RAV1
negativamente, por lo que se los ha clasificado como inducidos (clase 2) y reprimidos (clase 6)
por ausencia de PIF, respectivamente (Leivar et al., 2009). Ademas, PIF5 parece unirse a TEM2
después de 2 horas en condiciones de R<FR, seguin experimentos de ChIP-seq (Hornitschek et
al., 2012), y se ha descrito un sitio de unién de PIF1, PIF3 y PIF4 que es una G-box modificada,
denominada PBE-box (CACATG) (Zhang et al, 2013), la cual esta presente en el promotor de
TEM2 (Tabla 16). Todo esto sugiere que PIF5 podria regular a TEM2 en condiciones de sombra,
aunque no podemos saber en qué proceso biolégico estarian implicados ya que el tiempo de
floracién no esté afectado.

3. VOZ PODRIA CONTROLAR EL TIEMPO DE FLORACION A TRAVES
DE TEM1 EN LA RUTA DE SENALIZACION DE PHYB EN LD

Los factores VOZ ofrecen una interesante conexion entre phyB y los genes TEM. La
reciente publicacion de los factores VOZ como inductores indirectos de la floraciéon mediante
cambios en FT y FLC (Celesnik et al., 2013; Yasui et al., 2102) y la deteccién de la union de
VOZ2 al promotor de TEM1 en nuestro experimento de hibrido sencillo (Tabla 17) podria
relacionar directamente a los represores TEM con la via de control de la floracion por phyB, al
actuar como vinculo entre VOZ y FT. Es interesante destacar que los cambios de expresion,
especialmente en TEM1, en el doble mutante vozl voz2 respecto a las plantas silvestres, se han
obtenido en condiciones de fotoperiodo favorable, en las cuales ademas, el cambio en el tiempo
de floracion es significativo para el doble mutante voz. Nuestros datos de tiempo de floracién de
los mutantes voz (Tablas 18 y 19) coinciden con los publicados recientemente, en los cuales los
mutantes sencillos voz no parecen tener afectado el tiempo de floracién y Gnicamente los
mutantes dobles cultivados en LD (y no SD) muestran un retraso evidente en la floracién
(Celesnik et al., 2013; Yasui et al., 2012). Este dato nos plantea una duda sobre la regulacion de
TEM por VOZ en el control de la floracion en condiciones de SD, en las cuales hemos realizado
la mayoria de los experimentos relacionados con phyB, lo que sugiere que en condiciones de
fotoperiodo desfavorable debe existir otro tipo de regulacién adicional que no parece estar
mediada por los factores VOZ.

Los niveles de expresion de TEM1y TEM2 en el doble mutante voz a lo largo del desarrollo
en LD, indican que estos genes estan claramente afectados durante las etapas tempranas del
desarrollo (Fig. 55, dia 12), cuando es importante controlar la acumulacién de FT. Una mayor
acumulacién de los represores TEM en los dobles mutantes voz inclina la balanza hacia una
mayor represién de FT, y por lo tanto se retrasa la floracion debido a que no permiten una
acumulacién suficiente de FT alrededor de los 10-12 dias de desarrollo. También hemos
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observado que el doble mutante vozl voz2 parece mostrar una afectacién en la velocidad de
produccion de hojas en LD y SD, ya que crece mas lentamente y florece mas tarde en dias, pero
con el mismo numero de hojas, que el tipo silvestre (Tablas 18 y 19). Ademas, parece que los
VOZ podrian estar también implicados en la regulacién de la transicion de la fase juvenil a adulta,
ya que el doble mutante voz presenta un mayor nimero de hojas juveniles y adultas (Celesnik et
al., 2013). Estas respuestas se correlacionarian con el incremento de expresion de los genes TEM
en el doble mutante, lo que provocaria el incremento en la produccién de hojas y el retraso en las
transiciones observados en los mutantes voz (Celesnik et al., 2013).

Resultados recientes de doble hibrido obtenidos en nuestro laboratorio indican que las
proteinas TEM1 y VOZ1 interaccionan (no mostrado). De esta manera, VOZ2 parece controlar
los niveles de expresion de TEM1 al unirse a su promotor, mientras que la proteina TEM1
podria estar regulada por la interaccion con VOZ1. El andlisis genético del cuddruple mutante
tem1 tem2 vozl voz2, que ya tenemos en marcha, confirmard si la regulacion de la floracion
mediada por VOZ es consecuencia directa de la regulacion de TEM1.

I1. LOS GENES TEM ESTAN REGULADOS POR LAS BAJAS Y ALTAS
TEMPERATURAS AMBIENTALES

1. TEM REGULA LA FLORACION A 22°C Y 16°C DE FORMA
PARCIALMENTE DEPENDIENTE A SVP

Cada vez conocemos mejor la regulacion molecular de las respuestas a los cambios
moderados en la temperatura. Una ligera disminucién de 22°C a 16°C o un ligero incremento de
22°C a 27°C afectan a la expresion del integrador floral FT, con independencia del fotoperiodo
(Blazquez et al., 2003; Balasubramanian et al., 2006).

En condiciones de baja temperatura (16°C) y dia largo, los represores florales ganan
importancia al mantener baja la expresion de FT a pesar de estar CO presente (Blazquez et al.,
2003). Uno de los represores mas estudiados en estas condiciones es SVP, en interaccion con
FLC (Lee et al., 2007). Ambos forman un complejo proteico represor que se une al promotor de
FT y reduce su expresion en las hojas, a 22°C y 16°C, durante el desarrollo vegetativo (Lee et al.,
2007; Li et al., 2008). Ademas también reprimen a otros dos inductores de la floracién, TSF y
SOCL1 en las hojas y en el SAM, respectivamente (Jang et al., 2009; Lee et al., 2007; Li et al.,
2008).

Aungue no hemos detectado un aumento en la expresion de los genes TEM a 16°C, a 9 dias,
ésta decae progresivamente méas tarde a lo largo del desarrollo, aproximadamente una semana
después, que a 22°C (Fig. 60), lo que explica el retraso de la floracion (Tabla 22). En las plantas
Col-0 a 12 dias, cuando TEM1 y TEM2 a 22°C ya han llegado a su minimo de expresion, estos
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alin mantienen niveles altos a 16°C (Fig. 61), que iran cayendo progresivamente hasta las semanas
3-4, retrasando asi la floracion entre 10 y 15 hojas y 12 y 15 dias respecto a 22°C (Tablas 24 y 25).

El efecto de la temperatura sobre TEM puede explicarse a través del efecto de regulacién
positiva y directa que ejerce SVP sobre ellos en LD a 22°C (Tao et al., 2012) y también a 16°C
(esta tesis). Al analizar en detalle los promotores de TEM1y TEM2 hemos detectado varios sitios
MADS (Fig. 64), de los cuales hemos testado experimentalmente dos regiones para estudiar la
union de SVP a 22°C y 16°C. Nuestros resultados confirman la unién de SVP a TEM1y TEM2 a
22°C (Tao et al., 2012), y aportan nuevos datos sobre la regulacion especifica de TEM2 por SVP.
En ambas temperaturas, la unién de SVP parece mas fuerte a TEM2 que a TEM1 (Fig. 65) y mas
estable a 16°C que a 22°C, lo que se correlaciona con una reduccién en los niveles de TEM2
mayor que los de TEML1 en las plantas svp-41, y con una caida mas tardia de los TEM a bajas
temperaturas en las plantas silvestres (Fig. 60). Ademas, en los mutantes svp, TEM2 presenta
préacticamente los mismos niveles de mRNA a 22°C y 16°C, reducidos en ambos casos respecto
al que presentan en las plantas Col-0 (Fig. 66). Esto sugiere que, aunque los genes TEM sean
redundantes en su funcion como represores de FT y GA30x1/2 (Castillejo & Pelaz, 2008; Osnato
et al., 2012), podrian tener una mayor especificidad funcional y actuar sobre diferentes genes
diana en otras rutas génicas diferentes como, en este caso, en la respuesta a cambios en la
temperatura ambiental. La regulacion parcial de los TEM por SVP es compatible con la hipétesis
general que planteamos en esta tesis, segun la cual los genes TEM integrarian la informacién de
mdltiples rutas de control de la floracion.

La floracion temprana de los mutantes tem, a diferencia de la de los mutantes svp que es
insensible a los cambios de temperatura, responde a las bajas temperaturas y presenta un retraso
respecto a svp a 16°C, pero no a 22°C (Tablas 24 y 25). Por lo tanto, los genes TEM no parecen
estar involucrados en el control de la respuesta de la planta a las temperaturas ambientales bajas,
si no que transmiten la sefial de respuesta a temperaturas bajas al aumentar sus niveles de
expresion y retrasar la floracion.

El andlisis de las combinaciones de los mutantes a diferentes temperaturas, nos indica que
TEM1/TEM2 y SVP actlan en la misma ruta a 22°C, lo que coincide con la reduccion de la
expresion de ambos TEM en los mutantes svp (Fig. 66) y los datos de ChIP-gPCR que
demuestran la union directa de SVP a TEM1y TEM2 (Tao et al.,, 2012). Los datos de floracion
de los mutantes en estos genes sugieren que el efecto represor de TEM sobre FT seria mayor que
el que ejerce SVP a 22°C (Fig. 72 y 73), aunque los datos de floracion apuntan a que la relevancia
bioldgica de este cambio seria minima, ya que los mutantes svp y el doble teml tem2 florecen
practicamente con el mismo nimero de hojas. Es decir, que en ambos casos se ha superado el
umbral de activacion de FT.

A 16°C, el analisis global de los datos indica que existe un efecto ligeramente aditivo de SVP
y TEM, lo que sugiere que estos podrian actuar de forma parcialmente independiente. Ademas, la

combinacion del triple mutante svp teml tem2 no es mucho més temprana que el mutante svp
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sencillo, lo que sugiere que también actlan en parte en la misma ruta. Por tanto, a 16°C SVP
reprime la floracion en parte a través de TEM (probablemente TEM2) y en parte a través de
otros genes. Otro de los represores relacionado con SVP es FLC, que actia de forma
dependiente a SVP en condiciones de baja temperatura ambiental (16°C) en ecotipos como Col-0
(el cual no requiere de vernalizacién para florecer) (Lee et al., 2007; Li et al., 2008). EI complejo
proteico formado por FLC-SVP reprime a los genes FT, TSF y SOC1 (Jang et al., 2009; Lee et al.,
2007; Li et al., 2008).

La baja temperatura provoca un incremento en los niveles de miR156 (Lee et al., 2010). Por
tanto, las bajas temperaturas mantienen a las plantas en estado juvenil durante mas tiempo (Kim
et al., 2012). Teniendo en cuenta el retraso en la caida temporal de TEM a 16°C y los resultados
obtenidos en el capitulo anterior de regulacion de la floracion por la edad, seria interesante
analizar si la baja temperatura podria afectar a la relacion de TEM con la ruta de
miR156/miR172, que ademas se ha descrito como parcialmente independiente de SVP (Jung et
al., 2012; Kim et al.,, 2012). De esta manera, los genes TEM podrian actuar en dos rutas de
respuesta a la baja temperatura, una en la que SVP regula a TEMZ2, y otra en la que los TEM
inducen a miR156. Ademas de miR156, también miR172 esta relacionado con el control de la
floracién por la temperatura (Lee et al., 2010). En este caso, SVP regula negativamente la
transcripcion de los genes MIR172, aunque la acumulacién de miR172 por regulacion de la
temperatura ambiental es principalmente independiente de la accién de SVP (Jung et al., 2012).
Nuestros resultados también sugieren una ruta paralela a la de SVP, parcialmente independiente,
que controla los niveles de miR172 a través de TEM, ya que, como hemos visto en el capitulo
anterior, los genes TEM regulan negativamente los niveles de miR172. De manera que TEM
podrian controlar de manera directa o indirecta a multiples inductores de la floracién, como los
genes SPL, MIR172, FT o SOC1, bajo diferentes condiciones de temperatura.

Igual que FT, TSF también esté activado por CO y reprimido por SVP y FLC, en LD a 22°C
(Jang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2005). TSF es parcialmente redundante con FT y su efecto es
mas pronunciado en ausencia de éste (Jang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2005; ). Un completo
estudio del tiempo de floracion a 23°C y 16°C de las diferentes combinaciones de mutantes de
todos los genes de la familia de FT (Kim et al., 2013) ha permitido establecer que el mutante tsf-1
tiene reducida la sensibilidad a los cambios en la temperatura ambiental, de manera independiente
de FT. En los mutantes svp-41 los niveles de mMRNA de ambos genes estan incrementados (Jang
et al., 2009; Li et al., 2008). Sin embargo, en LD a 16°C, el cambio en la expresién de FT en el
mutante svp-32 es muy ligero respecto al de las plantas silvestres (Lee et al., 2007), por lo que
otros genes, como TSF o SOC1 parecen estar implicados en la induccion temprana de la
floracién en estos mutantes a bajas temperaturas ambientales (Kim et al., 2013; Lee et al., 2007,
2012; Strasser et al., 2009).

Como hemos demostrado, los genes TEM reprimen la expresion de FT y TSF a 22°C y 16°C
(Fig. 69 a 73). No hemos encontrado posibles sitios de unién de RAV en la secuencia de TSF que
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sugieran una regulacién directa, pero los experimentos de expresion realizados a 16°C muestran
un claro incremento en sus niveles de MRNA en las plantas tem1 tem2 respecto a las plantas Col-0
(Fig. 44). Podemos conjeturar, por tanto, que TEM controlaria la induccion floral a través de
TSF a 16°C, y en menor medida a través de FT (Fig. 69).

22°C 16°C
FLC >
" TEM1 FLC . TEM1
TEM2 TEM?2
/ /
SUp / SVP\,
\'TSF FT TSEFT
co/ \ 1 co/ \
SOClL «———\ GAs SOC1 GAS

22°C 16°C

Figura 87. Modelo de la red de regulacion de genes implicados en la floracion a 22°C y 16°C
El efecto de TEM1 y TEM2 sobre FT regularia la floracion de manera més eficiente a 22°C que a
16°C. A bajas temperaturas, SVP controla la expresiéon de FT y TSF de forma parcialmente
independiente a TEM, los cuales act(ian en la misma ruta de regulacion de SVP a 22°C. La marca en
negrita indica mayores niveles de expresion, y el grosor de las flechas o lineas de represion un mayor
efecto.

Por otra parte, hemos observado que RAV1 no responde a una bajada moderada de la
temperatura (16°C), aunque esta descrito como un gen de respuesta a frio (4°C) por lo que su
accion puede estar limitada a esas condiciones (Fowler et al., 2005; Fowler & Thomashow, 2002).
De la misma manera, el tiempo de floracion del mutante ravl-1 es muy similar al de las plantas
silvestres a 22°C y a 16°C (Tabla 22), por lo que RAV1 no parece regular la floracién en estas
condiciones. Aunque se ha identificado a RAV1 como un posible gen diana de SVP y AP1 en
estadios iniciales del desarrollo floral (Gregis et al, 2013), no hemos detectado cambios de su
expresion en plantas svp de 9 dias respecto a Col-0 ni a 22°C ni a 16°C (resultados no mostrados).

2. LAS ALTAS TEMPERATURAS REDUCEN LOS NIVELES DE TEM

En condiciones de alta temperatura ambiental y dia corto, FT vuelve a ser el principal
inductor de la floracién. En un fotoperiodo desfavorable, CO no esta activo, por lo que no
puede inducir la expresion de FT. A pesar de ello, se observo que los niveles de mRNA de FT
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eran altos a 27°C y que la floracion se adelantaba independientemente de los niveles de CO (Fig.
74) (Balasubramanian et al., 2006). Esta observacion apuntaba a la presencia de otro activador en
estas condiciones. Muy recientemente se ha descrito que en esta accion inductora esta
involucrado PIF4, de manera dependiente de la induccion térmica y de la ausencia de la histona
H2A.Z (Kumar et al., 2012). En estas condiciones, PIF4 toma el relevo de CO y activa a FT para
adelantar la floracién.

A alta temperatura ambiental (27°C), al igual que a bajas temperaturas (16°C), los genes TEM
no muestran cambios evidentes en su expresion en etapas tempranas del desarrollo respecto a
22°C en plantas cultivadas en placa (Fig. 75). Sin embargo, si se observan diferencias
experimentales en los niveles de expresion de TEM1 a lo largo del desarrollo entre 22 y 27°C al
cultivar las plantas en tierra (Fig. 76). Ademas, el experimento de tincién histoquimica de GUS de
las plantas pTEM1::GUS (Fig. 77), esclarece y confirma los datos obtenidos mediante RT-gqPCR a
lo largo del desarrollo en condiciones de cultivo en tierra. Asi, los resultados muestran que se
produce una clara reduccién en los niveles de expresion de TEM1 a 27°C que coincidirian con
elevados niveles de FT (Fig. 78). Por lo tanto, la reduccion de TEM1 a esta temperatura
probablemente contribuye al aumento de expresion de FT que acelera la floracién.

A diferencia de otros genes implicados en la respuesta de la floracion a la temperatura, como
los genes de la via auténoma FVE/FCA o el represor FLM, cuyos mutantes son insensibles a
los cambios de temperatura (Balasubramanian et al., 2006), los mutantes sencillos tem1, tem2 y el
doble mutante tem1 tem2 responden al incremento de temperatura y florecen antes a elevadas
temperaturas (Tabla 26). Este comportamiento también se ha observado en los mutantes flc-3,
que también florecen temprano en SD a 27°C respecto a como lo hacen a 23°C
(Balasubramanian et al., 2006). Por otra parte, el doble mutante tem1 tem2 florece incluso antes en
SD a 27°C (Tabla 26) que en LD a 22°C (Tabla 24), lo que sugiere que los TEM podrian estar
reprimiendo a otros genes implicados en las respuestas a las altas temperaturas, o bien que a la
induccion de FT en condiciones de alta temperatura se sume el efecto de las giberelinas, que
actan como inductores principales de la floracion en SD.
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I1l. TEM INTEGRA LA INFORMACION DE LAS RUTAS DE LA LUZ
Y LA TEMPERATURA

Finalmente, como ejemplo de integracién de dos de las rutas mas importante en el control de
la floracién, analizamos la participacion de los genes TEM en las respuestas a la luz y la
temperatura conjuntamente.

Con independencia de la ruta de FLC, las bajas temperaturas alteran el fenotipo del mutante
phyB atrasando su floracion hasta niveles silvestres, lo que se relaciona con una caida en los
niveles de FT (Halliday et al., 2003). La comparacién entre el tiempo de floracion de los mutantes
phyB (Fig. 80) y los niveles de expresién de TEM en esas plantas en LD a 22°C y 16°C (Fig. 81)
sugiere que el incremento en la expresion de los genes TEM en plantas phyB a 16°C podria ser
responsable del retraso de su floracién. Nuestros resultados indican que los genes TEM actlan
en la via de la temperatura ambiental de manera parcialmente dependiente de SVP en LD a 16°C
(Tabla 25), y ademas, muestran que TEM1 actla por debajo de phyB controlando el tiempo de
floracién también en LD (Fig. 37). El anlisis del mutante phyB en LD a 16°C apunta a que los
genes TEM acttan como integradores de las rutas de la luz y las bajas temperaturas, al compensar
el efecto de la pérdida del represor floral phyB (en los mutantes phyB) con un incremento en sus
niveles de expresion a bajas temperaturas, lo que finalmente conduce a unos tiempos de floracién
silvestres (Fig. 88).

Recientemente se ha descrito la accion de PIF4 como activador de FT a altas temperaturas
(Kumar et al., 2012). En plantas con phyB intacto, CO se mantendria inactivo en SD a 22°C, por
lo que FT no se activa; en cambio, a altas temperaturas de 27°C, la funcion de activador de FT la
realiza PIF4. Los genes TEM siguen teniendo un papel importante como represores también a
esa temperatura, ya que la pérdida funcional de estos genes en el doble mutante teml tem2
provoca una aceleracion de la floracién a 27°C, mayor que la que se observa en el mutante phyB
(Fig. 85, Tabla 26), por efecto de un incremento mayor en los niveles de FT (Fig. 86). Seria
interesante estudiar si los genes TEM tienen algin efecto sobre el activador PIF4, ya que hemos
comprobado que el gen HFR1, regulador negativo de PIF4 y PIF5 (Hornitschek et al., 2009;
Sessa et al., 2005), contiene en sus secuencias algunos posibles sitios de unién para RAV (datos
no mostrados), lo que podria indicar que los TEM podrian actuar también sobre los reguladores
del activador PIF4 a altas temperaturas.
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Figura 88. Modelo final de la interaccién entre las rutas de luz y temperatura en el control de
los genes TEMPRANILLO

En plantas silvestres cultivadas a 22°C, el balance entre CO y TEM determina la activacion del
inductor floral FT. Esta via directa es mas rapida que la de activacién mediada por las GAs (a través
de los genes de su biosintesis GA30x1/2 los cuales son también genes diana de TEM). En
condiciones de baja temperatura (16°C), la represion de FT estd también controlada a través de los
represores FLC y SVP, por lo que su expresion en menor que a 22°C, lo que provoca un retraso de la
floracion. En plantas mutantes phyB cultivadas a 22°C, la des-represién de la proteina CO, y la
reduccioén en los niveles de los represores TEM, provoca un incremento en los valores de FT, lo que
conlleva un adelanto de la floracion. Por Gltimo, en plantas phyB cultivadas a 16°C, la des-represion de
CO comportaria un incremento en los valores de FT, como ocurre a 22°C, pero los represores TEM
ejercen un papel represor a bajas temperaturas, mediante la activacion de SVP y FLC, los cuales
también actlan sobre FT a esta temperatura para evitar su activacion prematura y retrasar la floracion.
Las flechas indican regulacién positiva o activacion y las lineas acabadas en barra indican regulacion
negativa o represion. El grosor de cada una de ellas indica su importancia.
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CONCLUSIONES

170

La reduccién de los niveles de TEML1 en las plantas phyB, tanto de forma diaria como a
lo largo del desarrollo y cultivadas en LD y SD, indica que éste estd regulado por la
cascada de sefializacién de la luz, independientemente del fotoperiodo.

El fenotipo aditivo del triple mutante phyB tem1 tem2 indica que phyB y TEM tienen un
efecto parcialmente independiente sobre el control de la floracion.

En un fondo mutante phyB, a pesar de estar CO presente, la presencia de TEM1y TEM2
provoca un retraso de la floracion no sélo en nimero de hojas, sino también en nimero
de dias.

El doble mutante phyB tem2 presenta un fenotipo mas acusado de alargamiento de
peciolos e hipocotilos que el mutante sencillo phyB.

En los mutantes phyB, el gen RAV1 presenta un nivel de expresion mayor que en las
plantas silvestres tanto de forma diaria como a lo largo del desarrollo, lo que indica que
phyB seria un regulador negativo de la expresion de RAV1. De la misma manera, RAV1
aumenta sus niveles de expresion en los tratamientos de sombra prolongada.

El incremento en los niveles de mRNA de FT en las plantas 35S::PIF5 coincide con un
descenso en los niveles de TEM1 y TEM2, sobretodo de éste ltimo, aunque ni el
mutante sencillo pif5 ni el cuadruple pifQ muestran cambios en los niveles de FT ni en el
tiempo de floracion respecto a las plantas silvestres. De esta manera, PIF5 no parece
regular el tiempo de floracion en LD o SD a 22°C.

Los factores VOZ podrian conectar a phyB y los genes TEM para controlar el tiempo de
floracién en LD a 22°C. La union de VOZ2 al promotor de TEM1, la interaccién
proteica entre VOZ1y TEML1 o los niveles de mMRNA ligeramente maés altos de TEM1y
TEM2 en el doble mutante voz1 voz2, podrian relacionar directamente a los represores
TEM con la via de control de la floracién por phyB, al actuar como vinculo entre VOZ y
FT.

Los niveles de expresion de TEM1, TEM2 y RAV1 no incrementan en las etapas
tempranas del desarrollo, en condiciones de baja temperatura ambiental (16°C), aunque
la expresion de estos genes decae progresivamente mas tarde a 16°C que a 22°C, lo que
explicaria el retraso de la floracién de las plantas Col-0 cultivadas a 16°C.

La unién directa de SVP a TEM1 y TEM2 a 22°C, descrita previamente, también se
produce, y es mas importante, a 16°C en el caso de TEM2. Ademas, esta union se
correlaciona con los datos de expresion de TEM1 y TEM2 obtenidos a ambas
temperaturas en las plantas svp-41, en las que TEM2 sufre una caida mas significativa que
TEM1 a 16°C.
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

Los genes TEM no parecen estar involucrados en el control de la respuesta de la planta a
las temperaturas ambientales bajas, si no que transmiten la sefial de respuesta a
temperaturas bajas al aumentar sus niveles de expresion y retrasar la floracion.

El anélisis de las diferentes combinaciones de mutantes sencillos, dobles y el triple svp
tem1 tem2 nos indica que TEM1 y TEM2 act(ian en la misma ruta genética que SVP para
reprimir la floracion a 22°C; y que son parcialmente aditivos a 16°C, de manera que SVP
regula la floracién en parte a través de TEM y en parte a través de otros genes en
condiciones de baja temperatura.

El gen RAV1 no parece estar implicado en la regulacion del tiempo de floracion en LD
a 22°C o 16°C. El mutante sencillo ravl no muestra diferencias en el tiempo de floracion
respecto a las plantas silvestres en estas condiciones. Ademas, el conjunto de anélisis de
expresion realizados indican que TEM reprime su expresion a 22°C y 16°C, y que su
regulacion por efecto de la luz y la temperatura es opuesta a la de estos.

Los genes TEM reprimen la expresion de FT y TSF a 22°C y 16°C.

Las altas temperaturas ambientales provocan una clara reduccion en los niveles de
expresion de TEM1 que se correlaciona con elevados niveles de FT.

El incremento en la expresion de los genes TEM en las plantas phyB a 16°C podria ser
responsable del retraso en su tiempo de floracién. El andlisis del mutante phyB en LD a
16°C sugiere que los genes TEM podrian actuar como integradores de las rutas de la luz
y la temperatura baja, al compensar el efecto de la pérdida del represor floral phyB (en
los mutantes phyB) con un incremento en sus niveles de expresion, lo que finalmente

conduce a unos tiempos de floracién silvestres a bajas temperaturas.
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ANEXO

Los siguientes analisis estadistico se han realizado mediante andlisis de la varianza (ANOVA de 1-via)
y el test para comparaciones mdltiples de Bonferroni, calculado sobre un intervalo de confianza del
95% (p<0,05). Los asteriscos indican la significacion estadistica: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
ns, No significativo (p>0,05). Se muestra por separado el anlisis de las dos réplicas bioldgicas. NC =
no concluyente con los datos obtenidos en las dos réplicas biologicas analizadas

Apartado “I. Efecto de la regulacion por la luz”

Tabla 12. Tiempo de floracion de las combinaciones de mutantes phyB y tem1/tem2 en SD

Exp.1 Exp.2 Exp.lvs 2
HOJAS TOTALES Significacion  valorp  Significacion valorp  Resumen
Col-0 vs. phyB-9 Si Fokkk <0,0001  Si *ekk - <0,0001 si
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si FxK <0,0001  Si *ekx <0,0001 si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1 Si *Rek <0,0001 S *Rkk <00 0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem2-2 Si *Rek <0,0001 S *Rkk <00 0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si *Rek <00001 S *Rkk <00 0001 Si
phyB-9 vs. tem1-1tem2-2 No ns 0,3306 Si * 0,0119 NO
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1 Si * 0,0245  Si  *r <0,0001 Si
phyB-9 vs. phyB-9tem2-2 No ns >0,9999 No ns >0,9999 NO
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si FxK <0,0001  Si *xk - <0,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1 No ns >0,9999 Si *kk <0,0001 NC
tem1-1tem2-2 vs. phyBtem2 No ns >0,9999 No ns 0,2512 NO
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si FxK <0,0001  Si *xk - <0,0001 si
phyB-9tem1-1 vs. phyB-9tem2-2 No ns >0,9999 Si *xk - <0,0001 NC
phyB-9tem1-1 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si FxK <0,0001 No ns >0,9999 NC
phyB-9tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si FxK <0,0001  Si *xk - <0,0001 si
DIAS
Col-0 vs. phyB-9 Si Fokkk <0,0001  Si *ekk o <0,0001 si
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si FxK <0,0001  Si *ekk <0,0001 si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1 Si *RRk <00001 S *Rkk <00 0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem2-2 Si *Rex <0,0001 S *Rkk <00 0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si *Rek <0,0001 S FRkk <00 0001 Si
phyB-9 vs. tem1-1tem2-2 No ns 0,2391 Si * 0,0213 NO
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1 No ns >0,9999 Si *xk - <0,0001 NC
phyB-9 vs. phyB-9tem2-2 Si * 0,0227 No ns >0,9999 NO
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si FhxK <0,0001  Si *xk - <0,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1 Si * 0,0311  Si  **  <0,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. phyBtem2 Si FxK <0,0001  Si ** 0,0063 si
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si FxK <0,0001  Si *xk - <0,0001 si
phyB-9tem1-1 vs. phyB-9tem2-2 No ns 0,6305 Si *kk <0,0001 NC
phyB-9tem1-1 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si FhxK <0,0001  Si ikl 0,0007 si
phyB-9tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si FxK <0,0001 Si *xk - <0,0001 si
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Tabla 13. Tiempo de floracion de las combinaciones de mutantes phyB y tem1/tem2 en LD

Exp.1 Exp.2 Exp.lvs 2

HOJAS TOTALES Significacion  valorp  Significacion valorp  Resumen
Col-0 vs. phyB-9 Si *kx < 0,0000 Si *ekx < (,0001 Si
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1 Si Rk <0,0001  Si *rk < (,0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem2-2 Si *x 0,0044 Si *rak < (,0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
phyB-9 vs. tem1-1tem2-2 No ns >0,9999 Si *ekk < (,0001 NC
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1 No ns >0,9999 Si *ekk < (,0001 NC
phyB-9 vs. phyB-9tem2-2 No ns 03442  No ns > 0,9999 NO
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si il <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1 No ns >0,9999 Si * 0,0203 NO
tem1-1tem2-2 vs. phyBtem2 Si *x 0,0039 Si wxx 0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si e 0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
phyB-9tem1-1 vs. phyB-9tem2-2 Si *x 0,0025 Si *rak < (,0001 Si
phyB-9tem1-1 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si *kx <0,0001 No ns 0,1826 NC
phyB-9tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
DIAS

Col-0 vs. phyB-9 No ns >0,9999 No ns 0,1898 NO
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1 Si A <0,0001  Si *rk < (,0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem2-2 Si *Rx - <0,0001  Si *rk < (,0001 Si
Col-0 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
phyB-9 vs. tem1-1tem2-2 Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1 Si **k% < 0,0000 Si *rak < (,0001 Si
phyB-9 vs. phyB-9tem2-2 Si ool <0,0001 Si ok 0,0008 Si
phyB-9 vs. phyB-9tem1-1tem2-2 Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1 Si *xk% < 0,0000  Si *x 0,0021 Si
tem1-1tem2-2 vs. phyBtem2 Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  No ns 0,5655 No ns > 0,9999 NO
phyB-9tem1-1 vs. phyB-9tem2-2 Si il 0,0002 Si *ekk < (,0001 Si
phyB-9tem1-1 vs. phyB-Otem1-1tem2-2  Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si
phyB-9tem2-2 vs. phyB-9tem1-1tem2-2  Si ool <0,0001 Si *ekk < (,0001 Si

179



Capitulo 2

Tabla 14. Tiempo de floracién de plantas mutantes y sobre-expresantes PIF en SD

Exp.1 Exp.2 Exp.lvs 2
HOJAS TOTALES Significacion  valor p Significacion  valorp  Resumen
Col-0 vs. tem1tem2 Si *rkk < (,0001 Si xRk < 0,0001 Si
Col-0 vs. PIF50x Si *k < (0,0001 Si *k < (,0001 Si
Col-0 vs. pifQ No ns  >0,9999 - - - -
tem1tem2 vs. PIF50x Si *k < (0,0001 Si xRk < (0,0001 Si
temZ1tem2 vs. pifQ Si *xk < (0,0001 - - - -
PIF50x vs. pifQ St *Ex < (,0001 - - - -
DIAS
Col-0 vs. tem1tem2 Si *xxk < (,0001 Si xRk < 0,0001 Si
Col-0 vs. PIF50x No ns > 0,9999 Si **xx < (,0001 NC
tem1tem2 vs. PIF50x Si e <0,0001 Si ek < 0,0001 Si
Tabla 15. Tiempo de floracién de plantas mutantes y sobre-expresantes PIF en LD
Exp.1 Exp.2 Exp.lvs 2
HOJAS DE ROSETA Significacion  valor p Significacion  valorp  Resumen
Col-0 vs. tem1tem2 Si *kk < (,0001 Si *kk < (0,0001 Si
Col-0 vs. PIF50x Si *k < (0,0001 Si *k < (0,0001 Si
Col-0 vs. pifQ No ns  >0,9999 - - - -
tem1tem2 vs. PIF50x Si ** 0,0024 No ns 0,3017 NC
temZ1tem?2 vs. pifQ Si *xk < (0,0001 - - - -
PIF50x vs. pifQ St **Ex < (,0001 - - - -
HOJAS TOTALES
Col-0 vs. tem1tem2 Si *rkk < (,0001 Si *kk < 0,0001 Si
Col-0 vs. PIF50x Si *k < (0,0001 Si *k < (0,0001 Si
Col-0 vs. pifQ No ns  >0,9999 - - - -
tem1tem2 vs. PIF50x Si *x (0005 Si * 0,0165 Si
tem1tem?2 vs. pifQ Si *xk < (0,0001 - - - -
PIF50x vs. pifQ Si **Ex < (,0001 - - - -
DIAS
Col-0 vs. tem1tem2 Si xRk <(,0001 Si *kk < 0,0001 Si
Col-0 vs. PIF50x Si *k < (0,0001 Si *k < (0,0001 Si
Col-0 vs. pifQ No ns 0,6139 - - - -
tem1tem2 vs. PIF50x Si *xkx < (,0001 No ns 0,9215 NC
temZ1tem?2 vs. pifQ Si *xk < (0,0001 - - - -
PIF50x vs. pifQ St **Ex < (,0001 - - - -
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Apartado “Il. Efecto de la regulacién por la temperatura”
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Figura Suplementaria (S-1). Expresion de los genes FT, TEM1, TEM2 y RAV1 en condiciones
de LD a 22°C. Andlisis de los niveles de mRNA a lo largo de 24 h, en plantas silvestres Col-0 de 9 dfas
cultivadas en LD a 22°C en placas de MS1. Las muestras se recogieron cada 2 horas durante el periodo
nocturno para confirmar el pico de los genes TEM1 y TEM2. La cuantificacion se ha realizado mediante
RT-gqPCR. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. La barra negra
superior indica el periodo nocturno.

Tabla 22. Tiempo de floracion de los mutantes tem1, tem2, ravl cultivados a 22°C o 16°C en LD

LD22 LD16

HOJAS DE ROSETA Significacion valor p Significacion valor p
Col-0 vs. tem1-1 Si hk <0,0001 No ns 0,9119
Col-0 vs. tem2-2 Si i <0,0001 S i 0,0007
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si ek <0,0001 S i < 0,0001
Col-0 vs. ravl-1 No ns >0,9999 No ns > 0,9999
tem1-1 vs. tem2-2 Si rxk <0,0001 No ns 0,1039
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si ok <0,0001 Si * 0,0169
tem1-1 vs. ravl-1 Si *xk <0,0001 No ns 0,6512
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 Si *xk <0,0001 No ns > 0,9999
tem2-2 vs. ravl-1 Si ik <0,0001 S i 0,0010
tem1-1tem2-2 vs. ravl-1 Si ok <0,0001 Si ok 0,0001
HOJAS TOTALES

Col-0 vs. tem1-1 Si i <0,0001 No ns 0,7550
Col-0 vs. tem2-2 Si i <0,0001 S i 0,0008
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si ek <0,0001 S i < 0,0001
Col-0 vs. ravl-1 No ns >0,9999 No ns > 0,9999
tem1-1 vs. tem2-2 Si rxk <0,0001 No ns 0,1409
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si *kk <0,0001 Si * 0,0227
tem1-1 vs. ravl-1 Si *kk 0,0002 No ns 0,4471
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 Si *kk 0,0004 No ns > 0,9999
tem2-2 vs. ravl-1 Si i <0,0001 S i 0,0009
tem1-1tem2-2 vs. ravl-1 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001
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Tabla 23. Tiempo de floracion de mutantes tem1 tem2 y svp-41 cultivados a 22°C 0 16°C en LD

LD22 Exp.1 Exp.2 Exp.lvs 2
HOJAS TOTALES Significacién valor p Significacion valorp  Resumen
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si % <0001 S e <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41 Si o <0,0001 S o < 0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 No ns >0,9999 No ns 0,2301 NO
DIAS

Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si % <0001 S e <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41 Si o <0,0001 S o < 0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 Si ook <0,0001 No ns 0,5356 NC
LD16

HOJAS TOTALES Significacién valor p Significacion valorp  Resumen
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si % <00001 S e <0,0001 sl
Col-0 vs. svp-41 Si o <0,0001 S o < 0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 Si ok <0,0001 Si ok < 0,0001 Si
DIAS

Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si % <0001 ST e <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41 Si o <0,0001 S o < 0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 Si i 0,0049 Si i < 0,0001 si

Tabla 24. Tiempo de floracion de las combinaciones de svp-41 con mutantes tem, en LD 22°C

Exp.1 Exp.2 Exp. 1+2
HOJAS DE ROSETA - LD22 Significacion valorp Significacion valorp Resumen
Col-0 vs. tem1-1 Si e <00001 SI e 00005 Si
Col-0 vs. tem2-2 Si e <0001 S e <0001  SI
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si e <0001 SI e <0001  SI
Col-0 vs. svp-41 Si % <0,0001 Si **% < (,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1 Si *%  <0,0001 Si **% < (,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem2-2 Si % <0,0001 Si **% < (,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si % <0,0001 Si **% < (,0001 si
tem1-1 vs. tem2-2 Si = 0061 SI =~ <o0001 SI
tem1-1 vs. tem1-Ltem2-2 S w <0001 S e <0001  SI
tem1-1 vs. svp-41 Si Wk <00001 Si o+ <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1 Si k<0000 Si o+ <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si Wk <00001 Si o+ <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si %k <00001 Si o+ <0,0001 si
tem2-2 vs. tem1-Ltem2-2 S w*  <00001 S ** 00020 |
tem2-2 vs. svp-41 Si **  <0,0001 No ns 0,6912 NC
tem2-2 vs. svp-41tem1-1 Si **%  <0,0001 No ns > 0,9999 NC
tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si %k <0000 Si o+ <0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si k<0000 Si o+ <0,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 No ns >0,9999 No ns  >0,9999 NO
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1 No ns >0,9999 Si ** 0,0019 NC
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si * 0,0439 No ns 0,0864 NC
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2  No ns >0,9999 No ns  >0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41teml-1 No ns >0,9999 No ns 0,9125 NO
svp-41 vs. svp-41tem2-2 Si * 0,0138  Si **% < (,0001 si
svp-41 vs. svp-41teml1-1tem2-2 No ns >0,9999 Si ** 0,0056 NC
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem2-2 St Fkx 0,0006 Si ***% < (,0001 si
svp-41tem1-1 vs. svp-41teml1-1tem2-2  No ns 0,2241 Si ***% < (,0001 NC
svp-41tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2  No ns >0,9999 No ns  >0,9999 NO
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Continuacioén Tabla 24.

Exp.1 Exp.2 Exp. 1+2

HOJAS TOTALES - LD22 Significacion valorp Significacion valorp Resumen
Col-0 vs. tem1-1 Si . 00000 No ns 0,836 Si
Col-0 vs. tem2-2 Si e <0001 S e <0001  SI
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si e <0001 S e <p0001  SI
Col-0 vs. svp-41 Si s <0001 S %% <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1 Si % <0,0001 Si **% < (,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem2-2 Si e <0001 S %% <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si % <0,0001 Si **% < (,0001 si
tem1-1 vs. tem2-2 No ns 05490 Si = <po001  NC
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si **xk <0,0001 S *% < 0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41 Si e <0001 S **  <0,0001 Si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1 Si **k <0,0001 ST % 00002 si
tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si k<0000 Si o+ <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si Wk <00001 Si o+ <0,0001 si
tem2-2 vs. tem1-Ltem2-2 S w <0001 S e <0001  SI
tem2-2 vs. svp-41 Si **%  <0,0001 No ns > 0,9999 NC
tem2-2 vs. svp-41tem1-1 Si **%  <0,0001 No ns > 0,9999 NC
tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si k<0000 Si % <0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si sk <0,0001 ST % 00002 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 No ns  >0,9999 No ns 0,0567 NO
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1 No ns >0,9999 Si **x < 0,0001 NC
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem2-2 No ns 0,6202 No ns  >0,9999 NO
tem1-1tem2-2 vs. svp-41teml1-1tem2-2  No ns >0,9999 No ns  >0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41teml-1 No ns >0,9999 No ns 0,3256 NO
svp-41 vs. svp-41tem2-2 Si *x 00021 S * 00011 si
svp-41 vs. svp-41teml1-1tem2-2 No ns 0,0720 No ns 0,1285 NO
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem2-2 St *k 0,0083 Si ***% < (,0001 si

svp-41tem1-1 vs. svp-41teml1-1tem2-2  No ns 0,2578 Si ***% < (,0001 NC
svp-41tem2-2 vs. svp-41teml1-1tem2-2  No ns >0,9999 No ns  >0,9999 NO
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Continuacioén Tabla 24.

Exp.1 Exp.2 Exp. 1+2
DIAS - LD22 Significacion valorp Significacion valorp Resumen
Col-0 vs. tem1-1 Si = 00030 Si = <g0001 SI
Col-0 vs. tem2-2 Si = <gpo01 SI e <gpo001  SI
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si e <0001 SI %= <0001  SI
Col-0 vs. svp-41 Si wx <0001 Si o <0,0001 Si
Col-0 vs. svp-41tem1-1 Si % <0,0001 Si **% < (,0001 Si
Col-0 vs. svp-41tem2-2 Si wx <0001 Si o <0,0001 Si
Col-0 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si %k <00001 Si % <0,0001 si
tem1-1 vs. tem2-2 Si e <0001 SI %= <0001  SI
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si k<0000 Si o+ <0,0001 Si
tem1-1 vs. svp-41 Si Wk <00001 Si o+ <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1 Si k<0000 Si o+ <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si Wk <00001 Si o+ <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si Wk <00001 Si o+ <0,0001 si
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 No ns 0,0660  Si * 0,0108 NO
tem2-2 vs. svp-41 Si *** < (0,0000 No ns  >0,9999 NC
tem2-2 vs. svp-41tem1-1 No ns  >09999 No ns 0,2834 NO
tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si ¥ <0,0001 Si **0,0073 si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns >09999 Si  ** 00003 NC
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 No ns 0,7003  No ns  >0,9999 NO
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1 Si **%  <0,0001 No ns > 0,9999 NC
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si ok 0,0004 No ns  >0,9999 NC
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2  No ns >0,9999 No ns  >0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41teml1-1 Si ***  <0,0000 No ns  >0,9999 NC
svp-41 vs. svp-41tem2-2 No ns >0,9999 No ns  >0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si * 0,0257 No ns 0,3944 NO
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si ** < 0,0001 No ns  >0,9999 NC
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si *k 0,0099 No ns 0,9978 NC
svp-41tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si **  <0,0001 No ns  >0,9999 NC
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Tabla 25. Tiempo de floracion de las combinaciones de svp-41 con mutantes tem, en LD 16°C

Exp.1 Exp.2 Exp. 1+2
HOJAS DE ROSETA - LD16 Signific. valor p Signific. valorp  Resumen
Col-0 vs. tem1-1 Si e <00001 Si e <0,0001 Si
Col-0 vs. tem2-2 Si e <0001 SI =+ <0,0001 Si
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si e <0001 SI e+ <0,0001 Si
Col-0 vs. svp-41 Si  w  <00001 Si w0k < 0,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1 Si o+ <00001 Si w0k < 0,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem2-2 Si o+ <00001 Si w0k < 0,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si o+ <00001 Si w0k < 0,0001 Si
tem1-1 vs. tem2-2 St = <0,0001 No ns 0,4703 NC
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si ***  <0,0001 S *%  <0,0001 Si
tem1-1 vs. svp-41 Si  w  <00001 Si *% <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1 Si  wx <0001 @ Si % <0,0001 Si
tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si wx <0001 @ Si % <0,0001 Si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si  wx <0001 @ Si *%  <0,0001 si
tem2-2 vs. tem1-Ltem2-2 Si x» 00163 Si m+  <00001 Si
tem2-2 vs. svp-41 Si s <0001 Si *% < 0,0001 Si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1 Si  wx <0001 @ Si *% <0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si w <0001 S *% < 0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si  wx <0001 @ Si *% < 0,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 Si  wx <0001 @ Si % <0,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1 Si  wx <0001 @ Si *% <0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si wx <0001 @ Si % <0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si  wx <0001 @ Si % <0,0001 si
svp-41 vs. svp-41tem1-1 No ns  >09999 No ns > 0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41tem2-2 Si * 0,0239 No ns > 0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns 0,6588 No ns > 0,9999 NO
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si ** 0,0034 No ns 0,3054 NC
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns 0,1652 No ns 0,1946 NO

svp-41tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
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Continuacioén Tabla 25.

Exp.1 Exp.2 Exp. 1+2
HOJAS TOTALES - LD16 Signific. valor p Signific. valorp  Resumen
Col-0 vs. tem1-1 Si s <0001 SI e <0,0001 Si
Col-0 vs. tem2-2 Si e <0000 SI %+ <0,0001 Si
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si e <0000 SI %+ <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41 Si s <00001 SI e <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1 Si *%  <00001 @ Si % <(,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem2-2 Si s <00001 SI e <0,0001 si
Col-0 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si *%x  <00001 Si % <(,0001 si
tem1-1 vs. tem2-2 Si . 00026 No ns  >0,9999 NC
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si  wx <0001 @ Si % <(0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41 Si s <00001 SI +v <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1 Si wx <0001 @ Si % <(0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si wx <0001 @ Si % <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si wx <0001 @ Si % <0,0001 si
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 St = 0,0008 Si % <(0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41 Si wx <0001 @ Si *% < 0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1 Si wx <0001 @ Si *% < (0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si %= <00001 S o+ <0,0001 si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si *x <0,0001 S % < (,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 Si  wx <0001 @ Si *% < (0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1 St mex <0001 ST wex 0,0003 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si  wx <0001 @ Si *% < (0,0001 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si  wx <0001 @ Si **% < (0,0001 si
svp-41 vs. svp-41tem1-1 No ns >09999 No ns > 0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41tem2-2 Si * 0,0427 No ns > 0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns >09999 No ns > 0,9999 NO
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem2-2 Si *x 0,0017 No ns 0,4371 NC
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns 0,1440 No ns 0,4371 NO

svp-41tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
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Continuacioén Tabla 25.

Exp.1 Exp.2 Exp. 1+2
DIAS - LD16 Signific. valor p Signific. valorp  Resumen
Col-0 vs. tem1-1 Si we <0001 ST eeer <0,0001 Si
Col-0 vs. tem2-2 Si e <0001 ST wee <0,0001 Si
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si e <0001 ST wee <0,0001 Si
Col-0 vs. svp-41 Si weex <00001 ST eee < 0,0001 |
Col-0 vs. svp-41tem1-1 St weex 200001 ST e <0,0001 Si
Col-0 vs. svp-41tem2-2 Si weex <00001 ST eee < 0,0001 |
Col-0 vs. svp-41tem1-1tem2-2 St weex 200001 ST e <0,0001 Si
tem1-1 vs. tem2-2 St wmx <0,0001 No ns 0,4200 NC
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 St wmex <00001 ST v <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41 Si weex <00001 ST eee < 0,0001 Si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1 St wmex <00001 ST v <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem2-2 St wmex <00001 ST v <0,0001 si
tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 St wmex <00001 ST v <0,0001 si
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 Si e <0001 ST wee <0,0001 Si
tem2-2 vs. svp-41 St wmex <00001 ST v <0,0001 Si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1 St wmex <00001 ST v <0,0001 Si
tem2-2 vs. svp-41tem2-2 St wmex <00001 ST v <0,0001 Si
tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 St wmex <00001 ST v <0,0001 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41 Si w0,0007 Si i 0,0010 si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1 No ns 0,4977 Si * 0,0013 NC
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem2-2 Si il 0,0015 Si ** 0,0013 Si
tem1-1tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 Si ok 0,0015 Si Hohk 0,0004 Si
svp-41 vs. svp-41teml-1 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41tem2-2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
svp-41 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
svp-41tem1-1 vs. svp-41tem2-2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO

svp-41tem1-1 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
svp-41tem2-2 vs. svp-41tem1-1tem2-2 No ns >0,9999 No ns > 0,9999 NO
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Tabla 26. Tiempo de floracion de los mutantes tem, en SD 27°C

Exp.1 Exp. 2 Exp. 3
HOJAS DE ROSETA Significacion valorp Significaciéon valorp Significacion valorp
Col-0 vs. tem1-1 Si % <00001 S % <0000 S *% < (,0001
Col-0 vs. tem2-2 Si k<0000 S % <0000 S k% < 0,0001
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si % <00001 Si % <0000 S % < 0,0001
tem1-1 vs. tem2-2 No ns >0,9999 Si * 0,0123 No ns > 0,9999
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si o 0,0090  Si o 0,0014  Si % < 0,0001
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 Si o 0,0090  Si % <0000 S % < 0,0001
HOJAS TOTALES
Col-0 vs. tem1-1 Si % <0000 S % <0000 S % < (,0001
Col-0 vs. tem2-2 Si % <0000 S % <0000 S Rk < 0,0001
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si % <00001 Si % <0000 S % < 0,0001
tem1-1 vs. tem2-2 No ns >0,9999 Si *x 0,0048 No ns 0,0826
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si * 0,0387  Si * 00122 Si % 00003
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 Si o 0,0024  Si % <0000 S Rk < 0,0001
DIAS
Col-0 vs. tem1-1 Si **%x  <00001 Sf **%x  <00001 Sf **% < 0,0001
Col-0 vs. tem2-2 Si % <0000 S % <0000 S k% < 0,0001
Col-0 vs. tem1-1tem2-2 Si % <00001 Si % <0000 S Rk < 0,0001
tem1-1 vs. tem2-2 Si % <00001 S * 0,0367 Si % < 0,0001
tem1-1 vs. tem1-1tem2-2 Si % <00001 S % <0000 S Rk < 0,0001
tem2-2 vs. tem1-1tem2-2 Si % <00001 Si k<0000 S Rk < 0,0001
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CAPITULO 3: CARACTERIZACION DE LOS GENES TEM/RAV EN LA
ESPECIE MODELO Populus sp
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INTRODUCCION

1. Ciclo vital de arboles del género Populus

Gracias a la implementacion de herramientas bioquimicas, genéticas y gendémicas, como la
secuenciacion de Populus trichocarpa en el afio 2006 (Tuskan et al, 2006), se ha avanzado
rapidamente en el conocimiento de procesos propios de especies perennes arbdreas, como son
la formacion de madera o la parada estacional del crecimiento y la dormancia, ademas de
enriquecer el conocimiento en otras areas como el control estacional de la floracion. Por todo
ello, el género Populus se ha convertido en el modelo para este tipo de plantas (revisado en
(Jansson & Douglas, 2007).

Las especies del género Populus, lefiosas perennes, tienen un periodo juvenil que puede
durar afios o décadas. Durante este periodo los arboles no son capaces de responder a los
estimulos ambientales que inducen la floracion, pero si responden a las condiciones
ambientales que promueven la parada estacional del crecimiento y la entrada en la dormancia.
Estas adaptaciones les permiten iniciar la respuesta reproductora en las condiciones 6ptimas de
crecimiento (cuando ya han alcanzado la madurez y son competentes para formar las
estructuras reproductoras), evitando las estaciones del afio mas desfavorables, y sobreviviendo
a ellas mediante la proteccion de las yemas que daran brotes nuevos la siguiente temporada
favorable. En climas templados, el ciclo anual de estas especies se puede dividir en una fase de
crecimiento activo y una fase de parada del crecimiento acorde con las transiciones estacionales
que presentan estos climas. La fase de crecimiento activo esta delimitada por condiciones
ambientales favorables de luz y temperatura, mientras que la parada estacional del crecimiento
se produce con el acortamiento de los dias y la bajada progresiva de las temperaturas. Con la
parada estacional, se forman las yemas que protegeran a los brotes jovenes del frio del invierno;
y seguidamente, se inicia la dormancia, cuando la bajada de la temperatura es mas pronunciada.
Este estado favorece la adaptacion y es crucial para la supervivencia en climas con inviernos
muy frios (revisado en Rohde & Bhalerao, 2007).

1.1 Control de la fase juvenil

Como se ha comentado en el capitulo 1, en especies anuales como Arabidopsis thaliana la
fase juvenil muestra un fenotipo caracteristico de morfologia foliar, fundamentalmente hojas
redondeadas con tricomas solo en la cara adaxial (superior). Con el paso a la fase adulta, las
hojas presentan rasgos adultos, forma alargada, margenes serrados y tricomas también en la
cara abaxial (inferior) del limbo. En esta fase, cuando llega el momento de la iniciar la
reproduccion, se alarga el tallo y se forman los érganos florales. En especies lefiosas coexisten
hojas jovenes y adultas, ya que diferentes partes de la planta se encuentran en diferentes fases
de desarrollo (Huijser & Schmid, 2011). Por ejemplo, en arboles ya adultos es facil observar
que los tallos més proximos a la base se comportan como tallos juveniles y forman hojas con
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rasgos juveniles y nunca flores; los tallos situados en la parte mas alta, formados con
anterioridad, se comportan como tallos adultos, forman hojas con rasgos adultos y tienen la
capacidad de desarrollar 6rganos florales (Poethig, 2010). En cuanto a las hojas, las jovenes se
distinguen de las adultas en la longitud del peciolo, el tamafio del limbo, los margenes vy, al
contrario de lo que sucede en Arabidopsis, la presencia de tricomas abaxiales (Critchfield, 1960).

Al igual que se ha descrito para Arabidopsis, el médulo miR156/miR172 y sus respectivos
genes diana, SPL y AP2, parecen controlar los cambios de fase (juvenil-a-adulta y transicion
floral) en el género Populus; también se han observado patrones de expresién temporal similares
en otras especies de lefiosas, en los géneros Acacia, Eucalyptus, Hedera y Quercus; ademas de estar
conservados en Oryza sativa y Zea mays (Wang et al., 2011). En Populus x canadensis se ha
observado que la sobre-expresion de miR156 provoca una reduccion en los niveles de los genes
SPL y del miRNA miR172, lo que provoca una prolongada fase juvenil, retrasando el cambio
de fase (Wang et al, 2011).

1.2 Crecimiento y floracion

Durante el crecimiento activo, las ramas nuevas surgen de yemas axilares o laterales.
Existen dos tipos de ramas: las prolépticas y las silépticas. Las ramas prolépticas provienen de
yemas que han pasado por un periodo de frio, tipicamente asociado con la dormancia invernal.
Por su parte, las silépticas surgen de yemas que no han pasado por un periodo de frio y

ﬂ meristemo apical

aparecen durante la etapa juvenil (Fig. 1).

rama siléptica

eje de crecimiento
primario

anillo de escamas T

= rama proléptica
basales i"

Figura 89. Esquema de la formacidn de ramas silépticas y prolépticas

Las yemas prolépticas, formadas después de un periodo de frio, presentan cicatrices (anillo de escamas
basales) en la base de la rama nueva. Cuando las yemas se desarrollan y elongan al mismo tiempo que la
rama de la que nacen (y no muestran escamas de crecimiento), se denominan ramas silépticas.

Las ramas silépticas pueden jugar un papel importante en el crecimiento del arbol, su
arquitectura y adaptacion, sobretodo en arboles que crecen en regiones templadas. Ademas, la
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ramificacion siléptica incrementa significativamente el crecimiento general del &rbol, sobretodo
durante los primeros afios. Parece existir plasticidad fenotipica en la formacion de las ramas
silépticas, las cuales estdn sometidas al control genético y ambiental (Wu & Hinckley, 2001).

Por otra parte, las especies de Populus producen dos tipos de tallos. Los tallos cortos
presentan un crecimiento predeterminado e independiente del fotoperiodo, y los tallos largos
que crecen hasta que las condiciones ambientales son desfavorables (condiciones de SD)
cuando se inicia la parada estacional del crecimiento y la formacion de las yemas (revisado en
Pin & Nilsson, 2012).

En cuanto a la floracion, existen dos importantes diferencias entre la de especies lefiosas
perennes y la de plantas anuales. La caracteristica principal de las especies perennes es que
florecen tras una larga fase juvenil. La segunda diferencia tiene que ver con la identidad de los
meristemos. En Arabidopsis, la floracion provoca un cambio irreversible en el meristemo apical
del tallo, que se convierte en inflorescente. En la mayoria de las especies perennes sélo algunos
meristemos son reproductivos y forman las flores, mientras otros mantienen su crecimiento
vegetativo durante y después de la floracion. De esta manera, los arboles pueden florecer y
formar las semillas repetidamente durante su ciclo vital, mientras que las plantas anuales sélo lo
hacen una vez (revisado en Bergonzi & Albani, 2011).

Las especies de Populus spp. son dioicas, lo que quiere decir que presentan estructuras
reproductivas masculinas y femeninas en individuos distintos, hecho que les obliga a coordinar
el momento en que inician la reproduccion. La floracion en Populus spp se produce al inicio de la
primavera con el incremento de horas de luz y el ascenso de la temperatura. Las yemas florales
se desarrollan durante la primavera, crecen durante el verano y entran en dormancia durante los
meses desfavorables, abriéndose al inicio de la siguiente estacion favorable (Boes & Strauss,
1994). La eclosion de las yemas florales se produce antes de que se abran las primeras yemas
vegetativas que han resistido al invierno, lo que favorece la diseminacion del polen y las
semillas (revisado en Jansson & Douglas, 2007).

Conservacion del médulo CO/FT

En Arabidopsis, la induccion fotoperiddica de FT que dispara la floracion esta mediada por
la accion de CO (Suérez-Lopez et al., 2001; Wigge et al., 2005). En arroz (Oryza sativa), planta
modelo para especies monocotiledoneas, los genes Hd3a y Hd1 se han descrito como ort6logos
de FT y CO respectivamente y, al igual que ellos, actian induciendo la floracion (en el caso del
arroz, induciéndola en condiciones de SD y reprimiéndola en LD) (Kojima et al., 2002; Yano et
al., 2000). Parece que el médulo regulador CO/FT esta muy conservado evolutivamente y es
funcional en otras dicotiledoneas; entre ellas Solanum tuberosum (patata), donde controla la
tuberizacion (Gonzélez-Schain et al., 2012), y Populus sp. (chopo) (B6hlenius et al., 2006). La
regulacion del mdédulo CO/FT en Populus sp., parece ser similar a la descrita en Arabidopsis,
donde la coincidencia de CO con el periodo de luz determina la activacion de FT. Pero a
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diferencia de lo que ocurre en la planta anual, las respuestas que se originan en la perenne
parecen tener dos funciones: (1) iniciar el desarrollo floral en primavera cuando los dias son
mas largos, y (2) controlar la parada de crecimiento en otofio cuando los dias se acortan
(Bohlenius et al., 2006).

En Populus spp. existen dos genes homologos2 muy proximos al gen CONSTANS de
Atrrabidopsis, CO1 (PtCO1) y CO2 (PtCO2), los cuales se agrupan en el mismo arbol filogenético.
A diferencia de lo anteriormente publicado, un articulo reciente describe que la sobre-expresion
de PdCO1 y de PdCO2 de Populus deltoides en P. alba x P. tremula, individualmente o de forma
conjunta, no altera el inicio normal de la reproduccion, la apertura de las yemas o la entrada en
la dormancia, aunque si se observa un cambio fenotipico relacionado con el crecimiento (los
arboles son mas pequefios) (Hsu et al., 2012). Segln estos autores ni CO1 ni CO2 estarian
implicados en la apertura de yemas en primavera o la formacion de las mismas en otofio. En
cambio, Bohlenius y colaboradores observaron que la construccion de silenciamiento RNAI
CO2 provoca un adelanto en la parada estacional y la formacion de las yemas cuando esas
plantas se transfieren de LD a SD. Aunque ambos grupos coinciden en que la expresion de
CO2 en plantas silvestres muestra un pico de expresion que coincide con el final del dia y que
es mas abundante en la estacion de crecimiento, no han observado cambios en la expresion de
PdCO1 ni de PdCO2 en diferentes condiciones ambientales de fotoperiodo o temperatura, por
lo que creen que no estan regulados por factores ambientales.

En el caso de FT, existen también dos genes homélogos PtFT1 y PtFT2. Se ha observado
que las plantas que sobre-expresan PtFT1 son capaces de producir flores después de tan sélo
unos meses en el invernadero, lo que sugiere que PtFT1 podria ser un potente inductor de la
floracién (Bohlenius et al., 2006; Hsu et al., 2011). Ademas, esas plantas son insensibles a los
cambios de fotoperiodo, lo que induce la formacion de flores y la ausencia de formacion de
yemas en condiciones de SD debido a que no hay parada estacional del crecimiento. De manera
complementaria, las plantas que silencian FT1 (RNAi FT1) son mas sensibles al acortamiento
del fotoperiodo y forman yemas vegetativas mas pronto que las plantas silvestres (Béhlenius et
al., 2006). El andlisis de expresion de PtFT1 en &rboles de diferentes edades muestra que
incrementa gradualmente con la edad, y cuando alcanza un determinado umbral se inicia la
induccion floral; el mismo estudio muestra un pico de expresion maximo anual durante la
estacion de crecimiento (Bohlenius et al., 2006). Otros estudios han aportado informacion
adicional sobre la expresién de FT1, que también parece estar inducido por las bajas
temperaturas (4°C). Estos resultados sugieren que PdFT1 podria inducir la formacion de las
flores en respuesta al invierno, en yemas axilares durmientes, al detectarse una expresion basal
durante el crecimiento vegetativo y una expresion mas acusada durante el invierno en hojas
pre-formadas en el interior de las yemas, tallos, dpices, yemas vegetativas y yemas reproductivas

2 Dos genes son homdlogos cuando comparten una secuencia de DNA ancestral comun. El término
homologia se puede aplicar a la relacién entre genes separados por un proceso de especiacion (entonces son
denominados ort6logos) o por un evento de duplicacion génica (denominados paralogos).
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(Hsu et al., 2011). Durante el invierno, el reloj circadiano no es funcional, y ciertos éarboles,
como Populus, pierden las hojas, por lo que la induccion de PtFT1 podria no estar regulada de la
misma manera que en Arabidopsis. Acorde con la expresion que muestra PdFT1 en varios
tejidos durante el invierno, éste podria enviar una sefial desde las hojas pre-formadas que se
encuentran en las yemas durmientes, un afio antes de que la flor sea visible. Por su parte,
PdFT2 también muestra un incremento de expresion con la edad de la planta. Sin embargo, éste
se expresa predominantemente durante el periodo de crecimiento, nicamente en hojas y yemas
reproductivas (Hsu et al., 2011).

Inicialmente se considerd que la sobre-expresion de FT1y de FT2 produce una aceleracion
de la floracion (Bohlenius et al., 2006; Hsu et al., 2006). Sin embargo estudios posteriores han
matizado el papel de FT2, cuya sobre-expresion solo acelera la floracion ligeramente y su
silenciamiento indica que no es necesario para inducirla (Hsu et al., 2011), por lo que se
considera que no tiene una funcion clara en la floracion. Sin embargo, ambos incrementan su
expresion a lo largo del desarrollo; por ello, al menos en el caso de FT1, se ha propuesto la
hipotesis de que estos arboles han de alcanzar un cierto umbral de expresion de FT para
inducir la floracion, de la misma manera que ocurre en Arabidopsis (Bohlenius et al., 2006; Hsu
et al., 2006). Parece que PtFT1 y PtFT2 podrian no ser redundantes en la induccion floral, y se
ha sugerido que PtFT2 podria estar implicado en el crecimiento activo, mientras que PtFT1
podria ser responsable de la induccion de la floracion (Fig. 2) (Hsu et al., 2011).

1 2 8\ [Latll P T & 17
{wineer spring wemee TN winser spring

Figura 90. Esquema de la funcion de los genes paralogos PAFT1y PAFT2 en Populus deltoides

PdFT1 (rosa) y PAFT2 (rojo) actdan en distintos momentos a lo largo del afio para controlar el inicio de
la floracion y la parada del crecimiento estacional durante una temporada de crecimiento. Los ndmeros
indican las distintas fases de desarrollo estacional. 1, eclosién de las yemas (mediados de marzo); 2/7,
inicio de la floracion y expansion floral (principios de marzo/abril); 3, completa extensién de los tallos
(mediados de mayo); 4, alargamiento y desarrollo de los 6rganos florales; 5, parada estacional del
crecimiento y formacion de yemas; 6, dormancia; 7, floracion. Figura extraida de (Pin & Nilsson, 2012).

1.3 Parada estacional del crecimiento

Para sobrevivir en el amplio rango de condiciones climaticas, mas o menos severas, de los
climas templados, los arboles han desarrollado adaptaciones locales, iniciando antes o después
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su parada estacional del crecimiento, segun la latitud en la que crecen.

Hay dos sefiales ambientales que determinan la parada estacional del crecimiento: el
fotoperiodo y la temperatura. La parada estacional del crecimiento se induce al final del verano,
cuando los dias se acortan y el fotoperiodo cae por debajo de un cierto umbral dependiente de
la latitud (fotoperiodo critico) (Fig. 3). Este fendmeno esta precedido por una ralentizacion del
crecimiento, visible en la longitud de los internodos (méas cortos), seguida por la formacion de
yemas terminales protectoras. La funcidn principal de las yemas es la de evitar el dafio por
congelacion durante el periodo invernal. Es esencial para los meristemos de las especies lefiosas
que viven en regiones templadas cesar el crecimiento y adquirir resistencia al frio, con la
formacién de escamas en las yemas, deshidratacién y acumulacion de proteinas que otorgan
resistencia al frio y azlcares, antes de que empiece el frio (revisado (Eriksson & Webb, 2011).
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Figura 91. Esquema de las distintas transiciones estacionales en el desarrollo de Populus

La transicion desde la fase de crecimiento activo a la dormancia se produce en respuesta a las sefiales
ambientales determinadas por el acortamiento de los dias y la baja de la temperatura. Cuando el
fotoperiodo se acorta y alcanza un nivel critico durante el otofio, se inician las respuestas de parada del
crecimiento y la formacion de las yemas (bud set), inmediatamente después se inicia la dormancia en
invierno. Después de una prolongada exposicion al frio se reinicia el crecimiento activo (iniciado por la
eclosion de las yemas — bud flush), por exposicion a la creciente duracién de los dias y la subida de la
temperatura en primavera. Figura extraida de (Petterle et al., 2013).

Bohlenius y colaboradores (2006) han descrito que en las latitudes mas altas el umbral de
fotoperiodo en que los &rboles inician su parada estacional es de 21 horas (cuando los dias son
aun bastante largos), mientras que mas al sur es menor, de alrededor de 15 horas (cuando los
dias con considerablemente mas cortos). Esta diferencia es un rasgo adaptativo local, y parece
estar regulado mediante un estricto control genético Segun estos autores, el modulo regulador
PtCO/PtFT tiene un importante papel al medir el fotoperiodo y asegurar que la parada del
crecimiento y la formacion de las yemas se inicia antes del invierno (Bohlenius et al., 2006). Un
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reciente estudio cuestiona la implicacion de CO en este proceso (Hsu et al., 2012).

Sin embargo, parece que la temperatura también podria jugar un papel en la formacion y
apertura de las yemas en Populus (revisado en (Jansson & Douglas, 2007; Rohde et al., 2011). La
apertura de las yemas se produce aun en condiciones de dia corto si se compensa por
condiciones adecuadas de temperatura; pero si con el paso de los dias la subida de las
temperaturas no va acompafiada de un incremento del fotoperiodo, las yemas pararan su
crecimiento y entraran de nuevo en fase de dormancia (revisado Jansson & Douglas, 2007).

1.4 Dormancia

La exposicion continuada a bajas temperaturas da lugar a la dormancia (revisado en Rohde
& Bhalerao, 2007). Los arboles pasan por una fase de dormancia entre la parada estacional de
crecimiento (en otofio) y la fase de crecimiento activo (en primavera-verano). En general este
término se usa para describir la suspension temporal del crecimiento general de la planta; sin
embargo, Unicamente el tejido meristematico serd durmiente. La acumulacion de frio es
necesaria para la reactivacion del crecimiento activo, y la dormancia es crucial para asegurar la
supervivencia y proteccion de los tejidos meristematicos durante los inviernos frios.

En Populus sp, tanto la entrada en la dormancia como la apertura de las yemas durmientes
en la siguiente estacion favorable no depende de la duracién del dia sino de la temperatura
(Heide & Prestrud, 2005). Ademas, estos procesos podrian ser también independientes del reloj
circadiano, ya que se ha demostrado que éste no es funcional en Populus a bajas temperaturas
(Ibafez et al., 2010).

2. Genes de la familia RAV en especies lefiosas

El genoma de Populus trichocarpa contiene la anotacién de cinco genes con la misma
estructura de los genes RAV de Arabidopsis thaliana. Las proteinas RAV son factores de
transcripcion con capacidad de union a DNA a través de dos dominios: un dominio AP2 y un
dominio B3 (Kagaya et al., 1999). Al comparar las proteinas RAV de A. thaliana (AtRAV) con
las de P. trichocarpa (PtRAV) existe una alta homologia entre AtRAV1, AtTEM1y AtTEM2 con
PtRAV1y PtRAV2 (Moreno-Cortés et al., 2012).

Durante el desarrollo de nuestro trabajo de caracterizacion de los genes RAV de Populus
spp. (del cual se presenta a continuacion un manuscrito no publicado), aparecio el trabajo de
Moreno-Cortés y colaboradores (2012), anteriormente mencionado, que relaciona el gen
RAV1 de Castanea sativa (CSRAV1) con la formacion temprana de ramas silépticas. Los autores
de dicho estudio han observado que al expresar la regién codificante del gen CsSRAV1 bajo el
control de un promotor constitutivo en el hibrido P. tremula x P. alba, los arboles desarrollan
ramas silépticas después de un breve periodo de tiempo, a partir de yemas laterales. Este
resultado indica que la sobre-expresion de RAV1 de C. sativa en P. tremula x P. alba induce la
formacion temprana de ramas silépticas, lo que conlleva un incremento en la produccion de
biomasa, con el consiguiente interés agronémico y comercial.
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Abstract

Trees exhibit a prolonged period of vegetative growth known as the juvenile period, in which
they are unable to induce flowering in response to inductive environmental cues. Arabidopsis
research has recently provided some new insights into this field, suggesting that the
TEMPRANILLO (TEM) genes, members of the RAV-gene family, are important in controlling the
length of the juvenile phase.

In the present study, we characterized the Populus TEM homologs by in silico and functional
analyses in wild type and transgenic trees under various environmental conditions.

We found that there is no clear TEM orthologs in Populus but instead two paralogous RAV
genes, which share sequence and functional characteristics with both the Arabidopsis
TEM1/TEM2 and the RAV1/RAV1like genes.

Contrary to previous reports, our results show that the Populus TEM homologs function as
inhibitors of sylleptic branching and also play a role in the control of bud set, as well as prevent
early bud outgrowth.

Keywords: TEMPRANILLO (TEM), RAV, PtRAV1, PtRAV2, sylleptic branching, bud set, bud
dormancy

Introduction

Trees are known to have a very long juvenile phase when they are incompetent at
reacting to flower stimuli in the environment. A considerable amount of time and effort

has been spent on trying to find the regulators behind this prolonged juvenility, but it is
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still not known what causes this phase to be so extended in trees compared to other
plants.

Although the juvenile phase in Arabidopsis is of short duration, the plant is not
receptive to flowering stimuli under inductive long day (LD) conditions during this period
(Bergonzi & Albani, 2011). TEMPRANILLO (TEM) genes have been found to play an
important role in regulating this juvenile phase in Arabidopsis by preventing it from
inducing flowering at too early an age (Castillejo & Pelaz, 2008).

The TEM genes belong to the RAV (related to ABI3 and VP1) (Kagaya et al., 1999)
family, which in Arabidopsis consists of six small (one exon) nuclear proteins that
function as monomeric sequence-specific DNA binding transcription factors (Yamasaki
et al., 2004) with two conserved DNA-binding domains: one N-terminal AP2/ERF DNA-
binding domain (found in other transcription factors like Arabidopsis APETALA2 and
tobacco ethylene responsive element binding proteins) and one C-terminal B3 domain
(Kagaya et al., 1999). AtTEM1 is synonymous with AtRAVZ2like, and AtTEM2 with
AtRAV?2.

Loss of function of AtTEM1 or AtTEM2 results in early flowering under both LD and
short day (SD) conditions (Osnato et al., 2012; Castillejo & Pelaz, 2008). RNA
interference (RNAI) plants reduced in both AtTEM1 and AtTEM2 expression (AtTEM1/2
RNAI) as well as the double tem1tem?2 mutant exhibit earlier flowering than the single
teml or tem2 loss of function mutants (Osnato et al., 2012; Castillejo & Pelaz, 2008),
suggesting that they have a redundant function with respect to flowering time. Over-
expression of either AtTEM1 or AtTEM2 causes extremely late flowering under LD
conditions, both with respect to bolting time and number of leaves produced prior to
bolting (Castillejo & Pelaz, 2008). AtTEM1 over-expressors are also late flowering
under SDs (Osnato et al., 2012). In agreement with this, soybean RAV (Glycine max
RAV) is reported to delay flowering if over-expressed in tobacco (Zhao et al., 2008).

The well-known floral integrator FLOWERING LOCUS T (FT) controls flowering in
both Populus (Bohlenius et al.,, 2006; Hsu et al., 2006) and Arabidopsis thaliana
(Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999). FT has been found to be a direct
target of the AtTEM1 repressor (Castillejo & Pelaz, 2008). FT levels decreased in
35S::AtTEM1 plants but increased in tem1 and tem2 loss of function mutants as well as
in TEM1/2 double RNAI and double temltem2 mutant plants (Osnato et al., 2012;
Castillejo & Pelaz, 2008). Castillejo and Pelaz (2008) have suggested that the balance
between CONSTANS (CO) and AtTEMs could determine FT levels. In addition,
developmental down-regulation of AtTEM1 and AtTEM2 coincided with increasing FT

levels and subsequent flowering, whereas developmental up-regulation of FT was
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absent in 35S::AtTEML1 plants and occurred earlier in tem1 knockout plants (Castillejo
& Pelaz, 2008).

Tree breeders have long desired the ability to shorten the juvenile phase, especially
in gymnosperms (which often have a juvenile phase of = 10 years), in order to speed
up breeding. A faster breeding program would, in the end, result in greater economic
profits for the forest industry. The possibility that the TEM genes regulate the length of
the juvenile phase in Arabidopsis and could be conserved in trees is of considerable
interest.

Unlike in Arabidopsis, where FT regulates flowering, poplar FT has also been found
to regulate growth cessation and bud set (Hsu et al., 2011; Bohlenius et al., 2006; Hsu
et al., 2006). Moreno-Cortes et al. (2012) have argued that the connection between
TEM, FT and CO in Arabidopsis suggests that the TEM orthologs in poplar could be
involved in growth cessation and bud set since the CO/FT regulatory module has been
implicated in those processes in Populus (Hsu et al., 2011; Bohlenius et al., 2006).
Over-expression of Castanea sativa RAV1 (CsRAV1) has in fact been found to cause
extensive sylleptic branching in Populus tremula x alba (Moreno-Cortes et al., 2012),
indicating that RAV1 could have a role in regulating bud outgrowth in trees.

In addition to its function in flowering and maturation and its possible role in the
regulation of bud set, TEM homologs in different species have been shown to affect
growth when over-expressed. Arabidopsis over-expressing AtTEM1 or AtTEM2 and
tobacco heterologously over-expressing GmRAV under the constitutive CaMV 35S
promoter both exhibit dwarf phenotypes (Osnhato et al., 2012; Castillejo & Pelaz, 2008;
Zhao et al., 2008). Moreover, Populus tremula x alba over-expressing CSRAV1 are
significantly shorter than non-transgenic plants (Moreno-Cortes et al., 2012).

In this study, we identify the Populus AtTEM homologs using in silico methods.
Further, we characterize their function through phenotypic and expressional analysis of
wild type (WT) as well as transgenic (PttRAV1&2 RNAIi) Populus under different
environmental conditions. The results show that PttRAV1 and PttRAV2 function as
inhibitors of sylleptic branching and are involved in the control of growth cessation and

bud set, as well as in preventing early bud outgrowth.

Materials and methods
Phylogenetic Studies

BLAST (tblastn and the “find conserved domain” algorithms on

http://blast.ncbi.nim.nih.gov) (Marchler-Bauer et al., 2011; Marchler-Bauer et al., 2009;
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Marchler-Bauer & Bryant, 2004) was used to identify RAV homologs in Populus
trichocarpa and conserved protein domains in the poplar and Arabidopsis RAV
proteins. The nucleotide sequences were aligned with CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994). MEGAS (Tamura et al., 2011) was used to select the best analysis model. We
performed a maximum likelihood phylogeny reconstruction using the recommended
settings (Tamura Nei model with invariant sites (Nei & Kumar, 2000)) and complete
deletion. The nodal support was estimated by bootstrap based on 1,000 re-samplings.
The protein and nucleotide identity table was constructed using AlignX and Vector NTI
(Li & Moriyama, 2004).

Plant material and growth conditions

Tissue culture amplified hybrid aspen Populus tremula x tremuloides, clone T89
(Nilsson et al.,, 1992) was used for most experiments. We also used genetically
modified T89 plants expressing a PttRAV1&2 RNAI construct, targeting both PttRAV1
and PttRAV2. Trees were planted on soil and in most cases grown in a greenhouse
with natural light supplemented to ensure the day length was not less than 18 h, a
temperature ranging from 18-25°C and humidity ~55% (LD grown). When investigating
SD-induced bud set, six representative trees of each RNAI line including WT were
moved to a controlled climate chamber (14 h SD conditions, 20°C day and 15°C night
temperatures and ~80% humidity) and scored three times per week until all had
reached bud-set stage 0.5 (Rohde et al., 2011). After they had all set bud, the trees
were moved to 6°C SD conditions for eight weeks of chilling and subsequently LD
greenhouse conditions for daily scoring of bud burst (UPOV, 1981).

Seasonal samples were obtained from a 30-year-old Swedish aspen, Populus
tremula grown under natural conditions in Umed, Sweden (63°N) (Bohlenius et al.,
2006). Once a week, three mature leaves were sampled in the middle of the day and
pooled prior to RNA extraction. The average monthly temperature (Sundsvall 1961-

1990) and day length conditions were determined from www.freemeteo.com and

http://www.dinstartsida.se/solen-ort.asp?id=1854 respectively.

Diurnal LD samples for microarray analysis (Edwards et al., unpublished data) were
obtained from four-week-old T89 plants grown in controlled climate chambers, with 18
h light/6 h dark, 18°C day/18°C night temperatures and ~80% humidity. Two random
leaves from internodes 8-11 were picked from four trees and pooled every four hours
for 48 h, starting at ZT-3. PtRAV1 was probed three times and PtRAV2 once on an

Affymetrix array, and the resulting data was log normalized. In addition, we analyzed
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publicly available continuous light (LL) microarray data from the diurnal webpage
http://diurnal.mocklerlab.org/ (Michael et al., 2008; Mockler et al., 2007). The Populus

trichocarpa used were three months old and entrained for at least one week prior to
sampling in continuous light with 12 h at high (21°C) and 12 h at low (10°C)
temperature. Leaves from individual trees were collected every four hours for a total of
48 h.

For the short age series, we sampled LD grown T89 plants approximately one hour
before dusk, before and after SD-induced bud set. The first completely unfolded
leaves, including petioles, were picked from three different uncut wild-type trees (~2.5
months after potting, height ~120cm) in their first growing season, at dusk about one
hour before “lights off” and flash-frozen in liquid nitrogen. A different batch of fresh
uncut trees were subjected to a period of dormancy induced by 8 h SD conditions and

sampled in their second growth season.

To examine tissue-specific expression in WT, we used fifteen LD grown, six-month-
old T89 plants (three biological replicates, five trees/pool) and sampled the apex or
shoot tip, 5" leaf and 10" leaf (counted from the top, excluding the first 3 cm, including
petiole). The same trees but at seven months of age were used for sampling phloem
and xylem and at eight months of age for sampling fine root or root tips. Phloem and
xylem were sampled by removing the bark from the wood and scraping the inside of
the bark or the wood to retrieve the phloem and xylem, respectively. To obtain
dissected leaf samples, i.e., petiole, mid vein and leaf lamina, we used four LD-grown,
four-month-old T89 plants (four biological replicates). Each of the latter plants were cut
once and biological samples were obtained from the youngest completely expanded
leaf (roughly equal to the 10™ leaf, top 3cm ignored) from two shoots on the same tree.
Thus, each sample was a pool of two leaves from one individual. Phloem and xylem
from PttRAV1&2 RNAI lines and T89 were collected in the early afternoon from the
base (30 cm to approximately 45 cm from the ground) of two-month-old trees, grown
under LD greenhouse conditions. PttRAV1&2 RNAI lines were screened to select for
the best five of the original 14 lines, using a pool of leaves from one individual/line
grown in vivo culture under LD (18h/6h, 22°C/18°C) conditions. For comparison, we

used three separate pools of WT leaves from T89 grown under the same conditions.

RNA extraction, cDNA synthesis and QPCR

All samples were flash frozen in liquid nitrogen and powdered prior to RNA
extraction. For the apex, 5" leaf, 10" leaf, phloem, xylem and fine root samples, leaves

for the PttRAV1&2 RNAI screen as well as the seasonal sample, RNA was extracted
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and DNase treated using the Aurum™ Total RNA mini kit (BIO-RAD). The dissected
leaf samples were RNA extracted using TRIZOL (Invitrogen) in accordance with the
manufacturer’s instructions and DNase treated using DNAfree (Ambion). RNA integrity
was controlled on an agarose gel and concentration was measured using Nanodrop.
500 ng of DNAse-treated RNA was used for cDNA synthesis by employing gScript
(Quanta) for 60 minutes. The resulting cDNA was diluted prior to QPCR. For the
phloem and xylem samples of the PttRAV1&2 RNAI lines, RNA was extracted using
TRIZOL (Invitrogen), DNase treated with DNase | (Fermentas) and cDNA synthesis
was performed using gScript (Quanta).

QPCR was performed on a Roche LightCycler480 using LightCycler 480 SYBR
green | master (Roche) according to the manufacturer’'s instructions, 5 pl of diluted
cDNA for each 20 pl QPCR reaction and three technical replicates per sample. In
cases where a technical replicate gave a deviating melting curve, it was omitted from
the calculations. For the tissue-specific expression and short age series, we tested
seven reference genes (UBQ/BU879229 (Brunner et al.,, 2004), At4g33380-
like/XM_002301156.1 (Gutierrez et al., 2008), ACT1/XM_002298674.1 (Rinne et al.,
2011),TUB/BI139428.1(GATGCTTACCTTCTCCGTCTTTCCC/GTGACCCCAGACATT
GTAGCAGAAA),50S/XM_002302828(CAAAGCCTTCAAAGCCCAAG/GCACTTACGA
AGACGCAATG, TIP41/XM_002313847.1 (Gutierrez et al., 2008) and 18S/AY652861.1
(Bohlenius et al.,, 2006) and for the seasonal samples, four reference genes
(At4g88830-like, ACT1, TIP41 and 18S) on all samples. The results were analyzed
using GeNorm (Vandesompele et al., 2002) to identify the best reference genes for that
specific set of samples. For the screen of PttRAV1&2 RNAI lines as well as the phloem
and xylem PttRAV1&2 RNAi and WT samples, we used two reference genes
(At4g33380-like and TIP41).

Mean Ct values for the technical replicates were calculated with the LightCycler480
SW1.5 software using the Absolute Quantification/2™ derivative Max method. The
normalized delta Ct value was calculated by subtracting the geometric mean of the two
or three best reference genes from the gene-specific Ct value. The relative expression
was calculated using the delta-delta Ct method (2"C%" V). We used the following
QPCR primers: PitRAV1
(ATCGTTGGAGCCTTGTAACATTTT/CCTCATTCCCCCCCTAACCT), PttRAV2 two
sets of primers (CCAGCCGGTTCAACCGATTCA/CCCATTACACCCATTTTCCATCCC
and GGTTGTTTGGGGTCAACATC/CGACAAAAGCTCCATTTCTCTC), PttFT2
(Karlberg et al., 2011; Sasaki et al., 2011; Ruonala et al., 2008). All primers used were
tested for optimal annealing temperature using a gradient PCR. At the end of each

QPCR run, melting curve analyses were performed to check for specific binding of the
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primers. The lack of efficient and specific PttFT1 primers makes it impossible to draw
any clear conclusions about Populus FT1 expression in the samples used in this study,
except that it is very low, which is why we subsequently focused on PttFT2.

Construction and transformation of RAV RNAI vector

A fragment for RNAi was amplified using forward: BamHI (gGGATCCa)
GATGCCGTGACTAACTTCAA, reverse: Xhol (gCTCGAGa)
TCACTCGGAGTCACAGCTTTC primers on cDNA from Populus tremula X
tremuloides, incorporated into the pENTR3C entry vector and transferred to
pPHELLSGATE12 using Gateway technology. The RNAI vector was used to transform
hybrid aspen (Populus tremula x tremuloides, clone T89) as previously described
(Nilsson et al., 1992). The constructed RNAi fragment matched PttRAV1, but also had
a close resemblance to PttRAV2, and was thus expected to decrease levels of both in

the transgenic T89 trees.

Phenotyping of PttRAV1&2 RNAI lines

Height, number of leaves, amount of sylleptic branching and stem diameter at ten
internode intervals were measured at four time points with an interval of three days,
starting 41 days after potting for five randomly chosen plants of each transgenic line
and WT. One month later, (72 days after potting), phenotyping was repeated on all
healthy plants (6-11 trees/line), but this time the position of the lowest hairy leaf was
also recorded. Unfortunately, some of the previously measured plants had to be
excluded from these measurements due to insect problems. In addition the late
phenotyping was supplemented with previously unmeasured and healthy plants,
making it hard to compare the early and late measurements. Significance was
calculated using the two-tailed Student T-test assuming unequal variance and classed
as significant * (p<0.1), highly significant ** (p<0.05) and not significant - (p>0.1).

The base internode was set as the first internode at least 30 cm above soil level.
The plant below the base internode and the top 3 cm of the plant were not included in
the measurements, except for the total height and height up to the lowest leaf with
abaxial trichomes. Internode length was calculated as (total height - 33) divided by
(total number of leaves-1). To calculate the normalized diameter, each measurement
was normalized by the average diameter of that internode (for all plants) and an
average of all measured internodes/line was calculated, thus giving a value based on

five (base, 5", 15", 25" and 35") internode measurements/plant and 6-11 plants/line.
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The central part of internode fifteen from one 2.5-month-old PttRAV1&2 RNAI plant
per line and five individual WT T89 were fixed in formalin-acetic acid-alcohol, sectioned
into 40-50 um thick slices using a vibratome, stained with safranine / alcian blue and
mounted in 50% glycerol. The stem sections were visualized using an AxioCam HRc

digital camera (Zeiss) coupled with Axioplan2 imaging software (Zeiss).

Results

Identification, phylogeny and sequence analysis of poplar RAV genes

Homology searches using BLAST (tblastn on http://blast.ncbi.nim.nih.gov) (Altschul

et al., 1990) against Populus trichocarpa identified five genes, PtRAV1-5, that had high
sequence similarity to the six members of the RAV family in Arabidopsis. Phylogenetic
reconstruction using nucleotide sequences revealed that three of these (PtRAV3,
PtRAV4 and PtRAV5) cluster with AtRAV3 and AtRAV3like and two (PtRAV1 and
PtRAV2) clearly cluster with AtRAV1, AtRAV1like, TEM1 and TEM2 (Fig. 1a).

The nodal support for PtRAV1 and PtRAV2 forming a separate sub-clade with
AtRAV1, AtRAVllike, TEM1 (AtRAV2like) and TEM2 (AtRAV2) is very convincing
(100%). The probability that the four Arabidopsis genes cluster together, excluding
PttRAV1 and PttRAV?2, is 86%, indicating that the common ancestor of PtRAV1&2 and
AtTEM1&2 was subjected to one gene duplication in poplar and two in Arabidopsis,
and that it is not possible to find a RAV gene in poplar that is homologous to the AtTEM
but not the AtRAV1 genes.

In silico analysis of the five PtRAV proteins using the “find conserved domain”
option on NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Marchler-Bauer et al., 2011; Marchler-
Bauer et al., 2009; Marchler-Bauer & Bryant, 2004) showed that all five poplar RAVs
have both AP2-like and B3-like DNA binding domains, as do all six AtRAV/TEMs.
Based on the results from the phylogenetic study (Fig. 1a), we decided to focus on
PtRAV1 and PtRAV2 since they were the closest homologs of AtTEM1&2 which have

been shown to be of great importance for the floral transition in Arabidopsis (Castillejo
& Pelaz, 2008). Aligning PtRAV1 and PtRAV2 to their Arabidopsis orthologs (Fig. 1b)
revealed that both have the C-terminal motif R/KLFGV, which has been proposed to
indicate a transcriptional repression function in Arabidopsis (lkeda & Ohme-Takagi,
2009). Although the R/KLFGV motif is present in AtTEM1, AtTEM2, AtRAV1 and
AtRAVllike as well as PtRAV1 and PtRAV2, it was not found in AtRAV3, AtRAV3like
nor PtRAV3-5 (data not shown).

204



Capitulo 3

TEM-AtRAV1

1

TEM1 (At1g25560)

95

a)

- cluster

)
3 =
g 8
s 9
2 E
L2
s =
.
&
<
0
o
©
©

AtRAV1like (At3g25730)

PtRAV1 (XM 002315922)

93

100

PtRAV2 (XM 002311402)

AtRAV3 (At1g50680)

98

AtRAV3like (At1g51120)

PtRAV3 (XM 002303989)

PtRAV4 (XM 002308359)

99

60

PtRAV5 (XM 002325103)

0.2

*

* %

* %

* %

*

*

b)

ZzZnAZZ
[SIEY=ENSIEyE]
nnnann
[=Y=Y=Y=Y=Y=
—=aAaaaa
= HH > >
e
1 nn
nnnnnn
NEZZ200
[CICECRCITRL]
nnnunnn
[CROEJCRCRL)
=R
R R R R
D0 D >
SIS ENEIERE]
zZa@m®n |

---------ETPAITPAKKSSVG---

>AtRAV1
>AtRAV 1like

AP2/ERF domain

Kk Kk KKK X X Xk K kk kK kK ok kKoK KKK KK K K

* %

*  * * * *x

*

* * *

kK K Kk kK k *

*

AAAAAA
LT
ACRCROCRURL)
AR A
(S Sy Sy Sy
AR A
i m QO O
e
O
S B
[a)=YaYayalal
D D e D D D
M0
)
MR R
R
[SISISRSRSl=]
ARZAME
B B R O
[SESISRSRSE=]
z2zzzz2z
S Sy S
B B B B B
VVLVLLLY
EICICPERE T
=EEEEE=
s>
e e
[ejelelejele]
I i i i i
MM NN MM
[SESISRSRSES]
BB D D D D
H O
oo
R
[CACRCRORURL]
=EEEEzE=
o
VVVLVLULY
z2zzzzz
oA A A
[ejelelejele]
OV
S>>
PP
VVVLVLULY
BN g N
DL D D D
M o MMM
nnnnnn
nnnnnn
oA A A
—Ha3a34a9a4
MMM N NN
R
nnnnnn
SESIEREREl=]
A ]
[SESISREEER=]
e

GVEVE

& - - - -

[
|
|
|
O]

@- - - -
G- - - -
G- - - -

>AtRAV1
>AtRAV 1like
>PtRAV1
>PtRAV2

>AtTEMA1
>AtTEM2

AP2/ERF domain

*

*

*

Ak kKK KK KK KK

* * K

*

£ K %

*

AR 0
A< BEEE®N
A
Bz Z A
MENMMO O
B0 2
ERHO0~ A
ZMN MMM
VVLVLVLULY
z2zzznz
[URCROR= U
ZAvuvzA
KEZZ > >
220
1m0 A
L B B =)
[I= =)
motl O
MZZZNMA
o e e
MMMNMxZ
nrnnaz
AROAD
B O R R R R
I [P P PR
=8 E = =
[SYSl=yall=l-)
Z M0«
Dt Dt D D e D
B B B B B
I i i i
MMM M
O
JE [P P PE [PE |
mEEEEE
[ajafayajajal]
e
b
=8 [ E E E
RN
B e M N
nnnnnn
I b
0B A

ZZZHA|
333494

P Foy f By By
AR
P PRS0 A
B E R EE A
A H O
HEEEQ A
rraaz
[ ==
rEE
alEEY I
= EE AR
MEZZ >
A=l
AAQoin Z
B MM N
[y
ZZZZzZZ2

>AtRAV1
>AtRAV 1like
>PtRAV1
>PtRAV2
>AtTEM1
>AtTEM2

B3 domain

*
*

R

KK AK KKK KKK KKK K KK

*k K K

[CRCRGRURURU]
A N N
> > EEHEE

o OOl A
AAaaaaa
[T
B b b b B
] s =l =
MM MMM
[SR=EFERE Y
LS
o ol i e
B feTeteet
MMM NN
[aFgagayayayat]
O
s
AAaa3aaa
R R
Z2z2zzz2
AAaaaaa
MMM MM N
[CRURCRCECET)
e
[Y=Yayajayal
nnnnnn
[aFgaRgayaFyaNpat]
B E B B B
s
I
MMM MM
11 [ 1 04 [

Py oy o fo e [
[EPENEJE JE |

< A0 > >
SRSSIE L]
GG G R
0B
OGN N
[SES I
voEEEE
B B GG
EHZ00
n >0 0

=g=d AL

>AtRAV1
>AtRAV 1like
>PtRAV1
>PtRAV2
>AtTEM1
>AtTEM2

B3 domain

k ok kK K X kK Kk k x K kk kK kk Kk Kk Kk kKK K KK X K kK

* %

% %

*

* K %

% %

*

o
0N 0NE > >
MM MMMN
=s==E=E==
vvAaAxA
HH b H
DLy D D
Hndaa34a
(ei¥)e oo el
OOz M o
[aY=Y=Fay=1&]
OO A Ay A
vLAavLVLLY
ZZ BB
nnnnnn
o
0 b QLR
(S
NNVUU
mHP R
= AHH> >
[2)=)=)a)=a}a]
[CACRORGRURL)
R R R R
O MM XX
—Haa34334a
ZMZW0NZZ
B M
1= [ [ 1 1
MM MMM N
=
[SySysySyay
MO
nnnnnn
=E=EEE=E=
[CACRORCRURY)
MM MMMN
BB B B
—Haa34334a
e
DD B D D D
nnnnnn
[efejelele o]
nnnnnn
nnnnnn
Z2Z2zzz2
=zzEzzE=E=
Dt B D e
nnnnnn
D D D e D
Mo
(S Sy Sy
L
=EEEE=E=
===
MM MMMN
vLVLVLUVLLY
Zzunue z
e
[=Y=Y=Yayaya)
= [ B B
[SSNE P PE I
Zzzzzz
I I PE P
e e e e

mEEEE=

>AtRAV1
>AtRAV 1like
>PtRAV1
>PtRAV2
>AtTEMA1
>AtTEM2

k ok ok Kk Kk Kk k k K k kk ok ok kK ok KKk KX XXk Kk kk k kk ok ok oKkok kKK A KKK KK KKK KKK KK K XK KK KKK KKk KK

n 1 A434a
LR H
oYz =z
A H H
H>HHHH
o
oo
MMM MMM
MMM N
n 1 nnnn
VUEMOLOU
PO
Adamm o
nn@ahuv
HnHAaAa4Aa
==nnn<
[ERERE PE
ErAAa=E
[a) =) =)~ fayal
ZEEEAA
e AEE >
& e A
MM H> 0
Z>nnxn
|1 el

oA

HEEEEE
= EE> >
2~ e ]
VO I HIT
T V]
[=¥=FeTe o Lol
HAakEEE
[aYay-ienrry
w00z

== E
1 OO | x
Lz
I T;n A
vLVVLU IV

nnonnn

>AtRAV 1like

>AtRAV1
>AtTEM1
>AtTEM2

c)

PtRAV2 AtTEM1 AtTEM2 AtRAV1 AtRAV1like

PtRAV1

Nucleotide = Protein | Nucleotide Protein = Nucleotide = Protein =~ Nucleotide Protein = Nucleotide Protein | Nucleotide

Protein

68
67

92 92 66 62 65 64 65 66 61
100 100 66 62 65 65 65

100

100

PtRAV1
PtRAV2

61

62

92

92

Figure 1. Phylogenetic reconstruction of the RAV family members in Arabidopsis thaliana
and Populus trichocarpa. (a) Maximum likelihood tree on nucleotide sequence of all known
Populus trichocarpa and Arabidopsis RAV genes constructed using MEGA5 (Tamura et al.,

2011), Tamura-Nei model with invariant sites (TN93+l) (Nei & Kumar, 2000), complete deletion

and tested using 1,000 bootstrap replications. TAIR or gene bank accession numbers are

indicated

AtRAV1llike

(b) Protein alignment on AtRAV1 (Atlgl13260),

in parenthesis.

(Ikeda & Ohme-Takagi, 2009) is indicated in the box. (c) Protein and nucleotide identity table of

et al., 1994). Identical amino acids are indicated by * and all positions where PtRAV1 and
PtRAV1&2 and its closest Arabidopsis homologs.

(At3g25730), PtRAV1 (XM_002315922), PtRAV2 (XM_002311402), AtTEM1 (At1g25560) and
PtRAV2 match each other and possibly to one or more of the Arabidopsis proteins are shaded.
The AP2/ERF and B3 domains are shown above the alignment. The repressor motif RLFGV

AtTEM2 (At1g68840) constructed using MEGAS (Tamura et al., 2011), CLUSTAL W (Thompson
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Taken together, the phylogenetic study (Fig. 1a), protein alignment (Fig. 1b) and
protein and nucleotide identity table (Fig. 1¢) show that it is difficult to conclude whether
PtRAV1&2 are more closely related to AtTEM1&2 or AtRAV1/AtRAVllike. Like all
members of the Arabidopsis RAV family, PtRAV1 and PtRAV2 consist of just one exon,
and the protein as well as nucleotide sequence identity between PtRAV1 and PtRAV2
is very high (92%) (Fig. 1c), suggesting they have a similar function (Moreno-Cortes et
al., 2012).

RAV1 and RAV2 expression in Populus spp.

To address whether the poplar RAV1&2 genes had an expression pattern similar to
that of AtTTEM1&2, we examined their tissue-specific expression in hybrid aspen. High
levels of PttRAV1 and PttRAV2 transcripts were found in all tissue examined, i.e.,
apex, leaf at different developmental stages, phloem, xylem, fine root and petiole, but
both were expressed the highest in root tissue (Fig. 2). Our expression study also
shows that PttRAV1 and PttRAV2 transcripts are present in all parts of the leaf: petiole,

mid vein and leaf lamina (Fig. 2).
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Figure 2. Tissue-specific expression of PttRAV1 and PttRAV2 in WT hybrid aspen. The
graph shows relative expression (Y-axis) of PttRAV1 and PttRAV2 in different tissue types (X-
axis) of three WT hybrid aspens compared to the geometric mean of three reference genes.
Data for the dissected leaves correspond to four pools of two young, completely expanded
leaves (approximately 10" leaf) from four cut and branched trees. Leaf lamina in this case refers
to the remainder of the leaf after the petiole and mid vein have been removed. The error bars
show the standard error of the mean of three or four biological replicates.

When comparing the expression in whole leaf, including petiole (5™ and 10™ leaf),

with leaves dissected into three types of tissue, i.e., petiole, mid vein and leaf lamina,

206



Capitulo 3

most of the PttRAV2 expression in whole leaf seems to be located in the vascular
tissue of the mid vein and petiole (Fig. 2). In contrast, most of the PttRAV1 expression
found in the whole leaf is located in the green, non-vascular tissue, here called leaf
lamina (Fig. 2). In addition, PttRAV2 seems to be expressed to a higher level than
PttRAV1 in all tested tissues except leaf lamina, where the expression levels were very
similar for the two (Fig. 2). Thus, PttRAV1 and PttRAV2 expression not only differ by a
factor, but also have a different pattern, indicating that the two genes might have
different functions despite their high sequence similarity (Fig. 1c).

Given that Arabidopsis TEM1, TEM2 and RAV1 as well as chestnut RAV1 exhibit
an oscillatory expression pattern (Moreno-Cortes et al., 2012; Castillejo & Pelaz, 2008;
Fowler et al., 2005), we decided to examine the diurnal expression pattern for PttRAV1
and PttRAV2. This was approached from several directions. Initially, we investigated
whether the promoters of the poplar and Arabidopsis RAV genes had any potential cis-

acting regulatory circadian elements, using http://www.dna.affrc.qo.jp/PLACE/. We

found that the promoters of all poplar and Arabidopsis members of the RAV family
except AtRAV3 contained one or several potential binding sites for circadian regulators.
Next, we analyzed publicly available microarray expression data at

http://diurnal.cgrb.oregonstate.edu/diurnal _about.html (Michael et al., 2008; Mockler et

al., 2007) for Populus trichocarpa grown under LL and cyclic temperature conditions
(Fig. 3a) sampled every 4 h for 48 h. Two of the three probes of PtRAV1 exhibited clear
peaks in expression at approximately 20 hour intervals under LL conditions, the first
peak appearing at approximately ZT4. PtRAV2 does not seem to oscillate under these
conditions (Fig. 3a). Under LL conditions, it is possible to determine if a gene is clock
controlled, but usually not the precise time or duration of the peaks since the circadian
clock is not as accurate without daily entrainment of light. Thus, the peaks are typically
shifted under LL compared to day/night LD conditions.

Next we looked at microarray data on T89 grown under 18 h LD and constant
temperature conditions (Fig. 3b), sampled every 4 h for a total of 48 h. PttRAV1 was
found to peak at ZT9, whereas PttRAV2 expression did not show any obvious diurnal
pattern (Fig. 3b).

In summary, we found that poplar RAV2 does not seem to be affected by day/night
conditions or the circadian clock (Fig. 3a & b), whereas poplar RAV1 seems to be
diurnally regulated with a peak in expression in the morning (LL, Fig. 3a) or mid-day
(LD, Fig. 3b). In addition, data present in the diurnal microarray database
(http://diurnal.cgrb.oregonstate.edu/diurnal _about.html) indicate that AtRAV1, but not
AtRAV1like, AtRAV3 or AtRAV3like, is diurnally expressed under LL conditions.
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Figure 3. Diurnal expression pattern of poplar RAV1&2 genes. (a, b) Microarray results: the
graphs show normalized relative expression (Y-axis) of (a) PtRAV1 (blue) and PtRAV2 (red)
and (b) PttRAV1 (blue) and PttRAV2 (red) during 48 h (X-axis) under (a) continuous light (LL),
12 h high (21°C) and 12 h low (10°C) temperature or (b) 18 hours LD, constant temperature
(18°C) conditions. (a+b) Samples were picked every 4 h for 48 h starting at (a) ZTO (Michael et
al., 2008; Mockler et al., 2007) or (b) ZT3 (Edwards et al., unpublished data). RAV1 was spotted
three times on the array and RAV2 once. ZT is (a) hours after the lights were switched on after
the entrainment or (b) hours after “lights on”.

Chestnut RAV1 expression has been found to increase in stem and bud tissue from
early summer through fall to winter (Moreno-Cortes et al., 2012), whereas GmRAV
increases under SD conditions and is implicated in senescence (Zhao et al., 2008). To
estimate the seasonal expression of poplar RAV genes, we used leaf samples from
Populus tremula (Ptrem) grown under natural outdoor conditions in Umea, Sweden at
63°N. As in T89 (Fig. 2), RAV2 was expressed at overall higher levels than RAV1 in
Populus tremula. PtremRAV1 and PtremRAV2 exhibited very similar expression
patterns, with two peaks during the summer season (late May to mid-August), the first

in early July and the second at the end of July (Fig. 4).
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Figure 4. Relative expression of RAV1, RAV2 and FT2 in Populus tremula during the
summer season. The graphs show relative expression (Y-axis) of PtremRAV1 (blue),
PtremRAV2 (red) and PtremFT2 (green) in WT aspen compared to the geometric mean of three
reference genes. No biological replicates were performed in these experiments, and hence no
error bars are shown. The 27" of May (1* time point) was set to one and the other samples
were normalized accordingly. Average monthly temperature (Sundsvall 1961-1990) and day
length conditions are included in the diagram.

To study a possible relationship between RAV and FT expression in Populus, as
observed previously between the TEM genes and FT in Arabidopsis (Osnato et al.,
2012; Castillejo & Pelaz, 2008), we examined PtremFT2 levels during the summer
season (Fig. 4). The expression of PtremFT2 peaked in the middle of June and was
pronounced until the end of July, when it almost disappeared (Fig. 4). PtremFT2 levels
varied to a greater extent than PtremRAV1&2 levels. PtremFT2 expression decreased
considerably prior to the large PtremRAV1&2 peaks in early July and did not increase
in mid-July when PtremRAV1&2 levels became low again. Thus, there was no obvious
correlation between PtremRAV1&2 and PtremFT2 expression throughout the summer
season.

As AtTEM1 and AtTEM2 have been found to be down-regulated with age (Castillejo
& Pelaz, 2008), we analyzed RAV1&2 expression in poplars of different ages. We
found that both PttRAV1 and PttRAV2 were down-regulated between the first and

second growing season in hybrid aspen (Fig. 5).
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Figure 5. Relative expression (Y-axis) of PttRAV1 (blue), PttRAV2 (red) and PttFT2 (green)
in young leaves of P.tremula x tremuloides in the first and second growth season compared
to the geometric mean of three reference genes. Relative expression of one-year-old WT was
set to one and the results for two-year-old WT were normalized accordingly. The error bars
show the standard error of the mean of three (2-year-old WT) or four (1-year-old WT) biological
replicates.

AtTEM1&2 expression is reported to be negatively correlated with AtFT before the
floral transition in Arabidopsis (Castillejo & Pelaz, 2008). Thus we also examined FT
levels in a short age series and found that PttFT2 was up-regulated during the
examined period (Fig. 5). This indicates a negative correlation between PttRAV1&2
and PttFT2 during maturation, as previously observed in Arabidopsis. Like in the
seasonal experiment (Fig. 4), FT levels were found to vary by a considerably larger
extent than RAV1&2 levels.

Poplar FTs are possible targets of RAV1&2

Given the unknown nature of the relationship between poplar RAV1&2 and FT in
Populus, we decided to examine if PtFT1 and PtFT2 are potential targets for RAV1&2
using in silico sequence analyses of their promoter sites (supplementary information
SM1, SR1, Fig. S1).

Based on the results, we concluded that both PtFT1 and PtFT2 are possible targets
of any of the PtRAV genes, which were all found to have AP2-like and B3-like DNA
binding domains. The fact that PtFT2 has a conserved number of nucleotides in-
between the two binding sites means it is more likely to be a target than PtFT1.

The generally very low expression level of PtFT1 makes it very hard to get
acceptable expression data of this gene using RT-QPCR, which is why we focused on
PtFT2.
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Functional characterization of PttRAV1&2

To gain a better understanding of the function of the poplar TEM homologs, we
constructed knock-down transgenic plants for phenotyping. The sequence identity on a
nucleotide level of PtRAV1 or PtRAV2 is as high as 92%, and the phylogenetic data
revealed that they are both equally related to AtTEM1 and AtTEM2 (Fig. 1). Thus, we
speculated that the genes might be functionally redundant, and therefore it would be
necessary to decrease the expression of both simultaneously to determine a possible
function of RAV1 and RAV2 in poplar. Hence, we constructed a RNA interference
(RNAI) vector called PttRAV1&2 RNAI intended to target both genes.

Fourteen transgenic lines were obtained and screened for RAV expression using
RT-QPCR. We found that the lines were more successful in down-regulating PttRAV1
than PttRAV2 (Fig. 6). From the fourteen lines initially produced, five were chosen (line

1,5, 8, 17 and 18), based on their reduced expression levels of RAV (Fig. 6).

M PHtRAV1
10
c M PitRAV2
o/\
2%
s
0]
= ®
So
o £
S
Z
s g [
© o012
xro ©
o
> - N < N~ o
© -~ N o™ <t (9] (e} N~ [o0] » ~ ~ ~— ~ ~
o © © © © © © O 0O 0O 0O 0 0 o0
0.01 S £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ ¢

Figure 6. Screen for down-regulation of PttRAV1 and PttRAV2 in the PttRAV1&2 RNAI
transgenic lines. RT-QPCR analysis showing relative expression levels of PttRAV1 and PttRAV2
compared to the geometric mean of the reference genes At4g33380-like and TIP41. The WT average is
based on three biological replicates and error bars show the standard error of the mean.

Close monitoring of the early phenotypes of the PttRAV1&2 RNAI lines was initiated
41 days after potting. There were no obvious phenotypic deviations from the WT T89
plants in these young plants, in agreement with a recent report (Moreno-Cortes et al.,
2012).

However, after ten weeks of growth, the PttRAV1&2 RNAI lines displayed several
phenotypic alterations compared to WT (Table 1). In Populus, most lateral or axillary
buds do not usually burst in the same season in which they are formed, but in our WT
T89, there were some buds that grew out sylleptically without passing through a

dormant period (Table 1). Surprisingly, ten weeks after potting, the PttRAV1&2 RNAI
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trees showed an increase in sylleptic branching, suggesting that PttRAV1 and PttRAV?2
might function as repressors of this process. This is in contrast to earlier suggestions
based on the phenotype of CsRAV1 over-expressors in Populus tremula x alba
(Moreno-Cortes et al., 2012).

We also found that the number of leaves with abaxial trichomes was significantly
higher in the PttRAV1&2 RNAI lines than in WT (Table 1). In Arabidopsis, leaves with
abaxial trichomes are not produced during the juvenile stage (Telfer et al., 1997), but in
T89 trees only the first-formed leaves showed this characteristic (Table 1). This would
again, rather surprisingly, suggest that the PttRAV1&2 genes may function as
repressors of at least this juvenile character.

We saw a trend towards taller trees and wider stem diameters in the PttRAV1&2
RNAI lines (Table 1), although the large variations within lines meant there were no
significant differences between individual lines and the WT. To present the combined
diameter result as a single number, we calculated the normalized diameter based on all
five diameter measuring points. This value was only significantly larger for line 17, but
once again, there was a trend towards larger stem diameter in the mutant lines
compared to WT.

As previously mentioned, the AtTEM1 and AtTEM2 genes in Arabidopsis have
been found to function as repressors of FT (Osnato et al., 2012; Castillejo & Pelaz,
2008). This could presumably be the case in poplar as well (Fig. 5 & S1). To study this
closer, we used the PttRAV1&2 RNAI lines to investigate what happens to PttFT2
expression in poplar trees if RAV expression is reduced. From an Arabidopsis
perspective, the relationship between RAV and FT is most appropriately studied in leaf
vascular tissues since that is where FT is most abundantly expressed (Yamaguchi et
al., 2005; Takada & Goto, 2003). To date, no-one has examined the tissue-specific
expression of FT in poplar in detail, but it is reasonable to assume that it is also
expressed in vascular tissue. Thus, we examined PttFT2 expression in the xylem and
phloem tissue of PttRAV1&2 RNAI plants compared to WT (Fig. 7).

The down-regulation of both PttRAV1 and PttRAV2 was on most occasions more
effective in phloem than xylem (Fig. 7), possibly due to higher initial levels in phloem
(Fig. 2). There was no clear correlation between reduced levels of PttRAV and
increased levels of PttFT2 in either phloem or xylem tissue (Fig. 7) under the studied
growth conditions. In most cases, the PttRAV1&2 RNAI plants exhibited PttFT2 levels
similar to or lower than WT. Only in the xylem of line 1 did we observe higher PttFT2

levels than in WT.
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Figure 7. Relative expression of PttRAV1, PttRAV2 and PttFT2 in PttRAV1&2 RNAI lines in phloem
and xylem tissue compared to the average of two T89 plants. The RT-QPCR data are normalized
to the geometric mean of two reference genes (At4g33380 and TIP41). WT expression was set
to one and the other lines scaled accordingly. PttRAV1&2 RNAI line 8 is not represented for
PttRAV1-phloem or PttFT2-phloem (due to technical problems, too low cDNA concentration for
those genes). Error bars represent the standard error of the mean. Each transgenic line is
represented by phloem or xylem tissue from one plant. Technical errors (standard deviation) for
PttFT2 were > 0.5 for 12 of the 16 samples. Therefore, the latter results should be interpreted
with caution.

As we found considerable expression of PttRAV1 and PttRAV2 in both phloem and
xylem (Fig. 2) and a trend towards increased stem diameter in the PttRAV1&2 RNAI
lines (Table 1), we also examined whether decreased levels of PttRAV caused any
obvious alterations to the anatomy of the stem.
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i Stem Stem Stem Stem
Height up to ) Stem ) ) ) i
Average i diameter ) diameter diameter diameter Normalized
i i Number of lowest leaf with diameter 5ht
Total height internode ) ) base . 15ht 25ht 35ht stem
axillary shoots abaxial ) internode ) ) ) )
length (cm) ) internode internode internode internode diameter
trichomes (cm) (mm)
(mm) (mm) (mm) (mm)
WT (n=6) 171.83 +17.13 2.83+0.14 8.12+6.18 34.75+3.83 7.61+1.06 7.41+0.91 6.85+0.92 6.03 +1.01 4.79+131 0.97 +0.16
linel(n=9) 177.05+16.47(-) 2.94+0.21(-) 15.67+8.77(*) 44.67+838(*) 7.62+041(-) 7.43+0.52(-) 6.94+0.69(-) 6.18+0.67(-) 5.03+0.77 (-) 0.99+0.10 (-)
line 5 (n=11) 176.00 £11.30(-) 2.87£0.14(-) 17.18+7.19(**) 43.77+4.18 (**) 7.77+0.57(-) 7.54+0.61(-) 7.0820.52(-) 6.40+0.58(-) 5.33+0.55(-) 1.01+0.08 (-)
line 8 (n=7) 180.57+5.24(-) 3.11+0.10(*) 13.86+4.38(*) 43.86+3.02(*) 7.58+0.42(-) 7.51+0.48(-) 7.04+0.33(-) 6.18+0.45(-) 5.04+0.51(-) 0.99 +0.07 (-)
line 17 (n=6) 176.00 + 10.52 (-) 2.79+0.11(-) 20.67 +7.63 (**) 49.67 +7.12(*) 7.73+0.49(-) 7.70+0.35(-) 7.18+0.26 (-) 6.52+0.34 (-) 5.36+0.42(-) 1.03+0.06 (*
line 18 (n=6) 180.75+ 11.49 (-) 3.04+0.16 (**) 19.67 +3.93 (**) 40.00+2.77 (**) 7.77+0.76(-) 7.64+0.54(-) 7.32+050(-) 6.39+0.49(-) 5.12+0.45(-) 1.02+0.08 (-)

Table 1. Phenotype measurements of ten-week-old PttRAV1&2 RNA. trees as well as WT hybrid aspen. Number of biological replicates (n) is indicated next to the
name. Numbers show the average * standard deviation and the possible significance level is indicated in parentheses (-; not significant, *; p<0.1, **; p<0.05).
The normalized diameter is a combined average of all five measured internodes per plant and 6-11 trees/line. It is the average of each diameter measurement
normalized against the overall average diameter of that internode.

214



Capitulo 3

We found no obvious anatomical differences or abnormalities in wood
morphology ten weeks after potting (Fig. 8). This result is in agreement with Moreno-
Cortes et al. (2012), who also found no alterations in the wood of Populus tremula x
alba (Pta) as a result of either over-expression of CsRAV1 or down-regulation of
PtaRAV1&2.

Figure 8.
Sections of PttRAV1&2 RNAIi and T89 stems. (a-j) 1/8" slices of 40-50 pum thick vibratome
sections of stem from internode fifteen of trees with similar diameter, stained with safranine /
alcian blue and at 4x magnification. (a-e) Vibratome stem sections of PttRAV1&2 RNAi line 1,
5, 8, 17 and 18, respectively. (f-j) Vibratome stem sections of five individual WT trees.

Effects on SD-induced growth cessation and bud set

It has been speculated that RAV1&2 in trees could be involved in controlling
seasonal growth cessation and bud set (Moreno-Cortes et al., 2012) since
Arabidopsis TEM affects FT expression (Osnato et al.,, 2012; Castillejo & Pelaz,
2008) and Populus FT homologs have been found to control this process in poplar
(Hsu et al., 2011; Bohlenius et al., 2006). Down-regulation of AtTEM1 and AtTEM2
allows plants to accumulate enough FT to respond to an inductive photoperiod
(Castillejo & Pelaz, 2008), whereas CsRAV1 has been found to be up-regulated in
the fall (Moreno-Cortes et al., 2012). Thus, we wanted to investigate whether down-
regulation of PttRAV1&2 resulted in inhibited SD-induced bud set, as is the case for
poplar over-expressing PtFT1 under the 35S promoter (Bohlenius et al., 2006).

To test this hypothesis, we transferred PttRAV1&2 RNAi and WT trees from 18 h
LD to 14 h SD conditions and scored them continuously for bud set according to
Rohde et al. (2011) scoring system, which divides the bud set into seven distinct
stages from active growth (stage 3) to red-brown bud (stage 0). We terminated the
scoring when the buds were closed and only surrounded by completely unfolded

leaves (stage 0.5).
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PitRAV1&2 RNAI lines required a longer time period to set bud than WT. This
was most pronounced in lines 1 and 5 (Fig. 9a,b), for which only 3 or 4 out of 6 trees
reached stage 0.5 after 60 days under SD conditions, whereas 5 out of 6 WT trees
had reached that stage after only 30 days of SDs (Fig. 9f). Interestingly, lines 17 (Fig.
9d) and 18 (Fig. 9e) exhibited bud-set reversions, where some trees set bud to stage
1.5 (visible bud for first time), stage 1 (soft open green bud) or even stage 0.5 and
then broke bud and produced more leaves prior to setting bud again. This was never
seen in the WT controls (Fig. 9). The PttRAV1&2 RNAI lines 1, 5 and 18 also spent
longer time in stage 2 (internode elongation stopped, but no visible bud) and stage 1
than WT (Fig. 9a, b & e), thus prolonging the bud-set process. This suggests that the
RAV1 and RAV2 genes might have an important role in controlling the bud-set

process in trees.
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Figure 9. SD-induced bud set for PttRAV1&2 RNAI lines. (a-e) The graphs show the first six
stages of bud set (Rohde et al., 2011) (Y-axis) over time (days under 14 h SD) for the top
(terminal) bud of six biological replicates (grey) of the five PttRAV1&2 RNAi (1, 5, 8, 17 and
18) lines, respectively, compared to the average scoring for six individual T89 WT trees
(black). Error bars represent the standard error of mean. (f) The table summarizes some of
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the data present in the graphs. Stage 0.5 corresponds to a closed bud only surrounded by
any unfolded leaves.
We also examined bud burst after the dormant PttRAV2&1 RNAI trees had been

subjected to an extended cold treatment and returned to warm temperatures and LD
conditions. We found no difference in timing of bud burst between PttRAV1&2 RNAI
lines and WT controls (Fig. S2), suggesting that the RAV1&2 genes only affect bud
phenology and the regulation of bud outgrowth prior to the trees being exposed to

winter conditions.
Discussion
Phylogenetic studies

We found that two paralogous sequences in poplar, PtRAV1 and PtRAV2, were
the closest homologs of AtTEM1 and AtTEM2. However, our phylogenetic study
revealed that they were equally related to the RAV1 and TEM1/TEM2 groups in
Arabidopsis (Fig. 1). Moreno-Cortes et al. (2012) have suggested that PtRAV1 and
PtRAV2 are more closely related to AtTEM1 and AtTEM2 than to AtRAV1 and
AtRAVl1like based on phylogenetic analysis at protein level, which showed that
poplar RAV1 and RAV2 are more likely to group with the TEM genes. However, their
bootstrap value was only 65%, and thus does not strongly support this grouping. In
addition, considering the relatively close relationship between Populus and
Arabidopsis (both being Rosids), a phylogenetic tree based on DNA sequence is
preferable since it allows detection of synonymous changes as opposed to analysis
at protein level (Barton et al., 2007). According to our analysis based on DNA
sequence, it is not possible to conclude whether the poplar RAV1 and RAV2 are
more closely related to the RAV1 or TEM1/TEM2 gene groups in Arabidopsis.

The results of the sequence analysis hint towards the function of PtRAV1 and
PtRAV2. The presence of AP2/ERF and B3 domains suggest that they are able to
bind to DNA, whereas the presence of the C-terminal repressor motif (RLFGV)
indicates that they may be transcriptional repressors, just like AITTEM1 and AtTEM2
(Ikeda & Ohme-Takagi, 2009; Castillejo & Pelaz, 2008).

PttRAV1 and PttRAV2 expression

PttRAV1 and PttRAV2 transcripts were high in all examined tissue, i.e., apex, leaf
at different developmental stages, phloem, xylem, root and petiole (Fig. 2). This
agrees well with findings on RAV family members in other species, which were also

found to be expressed in all examined tissues (Moreno-Cortes et al., 2012; Osnato et
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al., 2012; Zhao et al., 2008; Kagaya et al., 1999). We found the highest expression of
PttRAV1 and PttRAV2 in root (Fig. 2), similar to AtRAV1 and GmRAV (Zhao et al.,
2008; Kagaya et al., 1999). In leaves, Arabidopsis AtTEM1 has been shown to be
expressed in both the vascular and mesophyll tissue (Castillejo & Pelaz, 2008). This
was also true for PttRAV1 and PttRAV2, which were expressed in all parts of the
leaf, i.e, petiole, mid vein and leaf lamina (Fig. 2). However, the expression patterns
differed considerably between the dissected leaf parts, with PttRAV2 having its
highest expression in vascular tissue, whereas the opposite pattern was found for
PttRAV1 (Fig. 2).

The tissue-specific expression of PttRAV1 and PttRAV2 thus does not provide
any clues as to whether their function is closer to AtTEM1&2 or AtRAV1 and

AtRAVl1like genes but seems to be consistent with both possibilities.

Diurnal expression

We found that the Populus RAV1 gene, but not RAV2, has pronounced circadian
regulation (Fig. 3). This is in agreement with earlier published data on AtRAV1,
AtTEM1, AtTTEM2 and CsRAV1 expression (Moreno-Cortes et al., 2012; Osnato et
al.,, 2012; Castillejo & Pelaz, 2008; Fowler et al., 2005). Poplar RAV1 peak
expression varied in the LL (ZT4) and LD (ZT9) experiments (Figs. 3a & b) but
appeared to be around morning-noon. This is in contrast to Arabidopsis AtTEM1 and
AtTEM2, which have been shown to peak at night (approximately ZT16-ZT18) under
LD conditions (Osnato et al., 2012; Castillejo & Pelaz, 2008). However our
experiments under LD conditions agree closely with Moreno-Cortes et al. (2012),
who found that chestnut RAV1 peaks at approximately ZT6-7 in both LL (leaves) and
LD (stem). These data suggest that the diurnal regulation of RAV in trees might be

conserved but it differs from that in Arabidopsis.

Seasonal expression

The expression pattern detected for PtremFT2, i.e., low expression in spring, a
large peak in early summer and gradually decreasing expression during the summer
(Fig. 4), is similar to that previously reported for Populus deltoides (Pd) FT2 (Hsu et
al., 2006), although PdFT2 peak expression occurred slightly earlier in the spring,
most likely due to the different growth conditions in Mississippi, USA compared to
Umea, Sweden. It is possible that the decrease in PtremFT2 levels in June (Fig. 4) is

related to the increased levels of RAV1 and RAV2. However, if there was direct
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inhibition, FT2 expression would have to be extremely sensitive to increased RAV
levels since the RAV levels are only very marginally increased at the time FT2 starts
to decrease (Fig. 4).

Chestnut RAV1 expression in buds and stem has been shown to gradually
increase from March to December (Moreno-Cortes et al., 2012), but samples were
taken at very different time points compared to PtremRAV1 and PtremRAV2.
Although PtremRAV1 and PtremRAV2 do not seem to exhibit a similar seasonal
expression pattern as CsRAV1, it is possible that a CsSRAV1 expression peak in July
may have been missed since sampling was performed in March, June, September
and December (Moreno-Cortes et al.,, 2012). Similarly, we cannot exclude the
possibility that expression of PtremRAV1 and PtremRAV?2 increases in September to
December, as for CsRAV1, since our seasonal sampling ended before this period.

The fact that CsRAV1 was found to be highly induced at 4°C and that its
expression peaks in December (Moreno-Cortes et al., 2012) indicates that its
putative repressive effect could be very high during the dormant period in chestnut
trees. Assuming that this holds for poplar RAV1 and the fact that PdFT1 levels have
been found to peak during the winter (Hsu et al., 2011), it seems very unlikely that
poplar RAV1 inhibits FT1 expression, despite the presence of a plausible RAV
binding site in the PtFT1 promoter (Fig. S1).

Age series

We observed developmental down-regulation of PttRAV1&2 between the first and
second growing season of hybrid aspen, which coincided with an increase in PttFT2
levels (Fig. 5). This agrees well with the observed TEM expression pattern over the
first weeks of growth in Arabidopsis (Castillejo & Pelaz, 2008). FT2 was previously
reported to increase with age in Populus deltoides (Hsu et al., 2006) and according
to our data, this is also the case for young hybrid aspen (Fig. 5). Based on these
expression patterns, we therefore cannot exclude the possibility that PttRAV1&2 has
a role in controlling Populus FT expression over time in a similar way to the TEM

genes in Arabidopsis.

Functional characterization

The overall appearance of young PttRAV1&2 RNAI trees is very similar to WT,

confirming previous results for eight-week-old PtaRAV1&2 RNAI plants (Moreno-
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Cortes et al., 2012). However, a closer look at slightly older plants revealed clear
differences between the PttRAV1&2 RNAI lines and WT T89 ten weeks after potting.

WT hybrid aspen potted on soil usually has trichomes on both stem and the
abaxial side of its leaves during the first weeks of growth, indicating a juvenile stage.
Whether it is the increased height or the age of the tree that triggers the trichomes to
stop forming is unknown, but older plants initially stop producing trichomes on the
stem and shortly after stop forming abaxial trichomes on the leaf. This indicates that
abaxial trichomes are a sign of extreme juvenility in hybrid aspen. Arabidopsis
AtTEM1/2 RNAI plants have been shown to flower earlier than WT, implying a
shorter juvenile phase (Castillejo & Pelaz, 2008). The somewhat increased number
of leaves with abaxial trichomes formed by PttRAV1&2 RNAI plants (Table 1) is thus
unexpected since it suggests that the juvenile phase of the PttRAV1&2 RNAI plants
is extended compared to WT. Whether this apparently prolonged early juvenile
phenotype has any correlation to flower competence in poplar is not yet known.
Contrary to hybrid aspen, abaxial trichomes mark the beginning of the adult phase in
Arabidopsis, whereas juvenile leaves have no trichomes on the abaxial side (Telfer
et al.,, 1997). In addition to an early flowering phenotype, temltem2 double mutants
in Arabidopsis are reported to have reduced numbers of leaves lacking abaxial
trichomes (Matias-Hernandez and Pelaz, unpublished data), indicating that the
juvenile vegetative phase is shorter. However, these plants also have a general
increase in the number of trichomes, which could mean that the trichomes are not
related to juvenility but to a higher GA content or perhaps implies a direct role for
TEM in trichome formation. If the latter hypotheses are true, they could explain the
observed phenotype in the poplar RNAI lines.

PttRAV1&2 RNAI lines were found to have significantly higher amount of sylleptic
branching than WT (Table 1). Interestingly, similar findings have been reported for
Populus tremula x alba heterologously over-expressing CsRAV1 (Moreno-Cortes et
al., 2012). It is not uncommon for over-expression of transcription factors to cause
loss-of-function phenotypes. One possible mechanism for this is that high levels of
the transcription factor may titrate out other cofactors necessary for regulation of
transcription, so called squelching, as reviewed by (Zhang, 2003; Ptashne, 1988).

Moreno-Cortes et al. (2012) found a slight reduction in the height of plants over-
expressing CsRAV1, but no significant differences in PtaRAV1&2 RNAI eight weeks
after potting. In Arabidopsis, reduced AtTEM levels lead to elongated hypocotyls,
whereas increased levels result in a dwarf phenotype (Osnato et al., 2012). Similarly,
soy bean RAV (GmRAV) over-expressed in tobacco has been shown to cause

dwarfism and reduced root elongation (Zhao et al., 2008). In accordance with the
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earlier CsSRAV1, GmRAYV and AtTEM results, we observed a trend towards increased
height for PttRAV1&2 RNAI plants ten weeks after potting (Table 1). Thus, one could
speculate that the difference in height might increase with age. Similarly, we found a
slight increase in stem diameter (Table 1) for PttRAV1&2 RNAI trees, but in
agreement with the results of Moreno-Cortes et al. (2012), no changes in stem
morphology (Fig. 8). It would be interesting to investigate if the PttRAV1&2 RNAI
trees continue to show a trend towards being taller with wider stem diameter than
WT (Table 1) as they grow older. In fact, transgenic tobacco plants over-expressing
GmRAV exhibit no morphological differences compared to WT at an early stage of
development, but differences are apparent after four weeks of growth (Zhao et al.,
2008).

FT expression in poplar has an important role in bud set (Hsu et al., 2011,
Bohlenius et al., 2006). FT down-regulation is one of the earliest responses to SD
treatment in Populus (Bohlenius et al., 2006), and ectopic expression of PtFT1 in
poplar effectively delays or completely inhibits (depending on the efficiency of the
construct) bud-set induction under SD conditions (Bohlenius et al., 2006). Previous
data has indicated that RAV1 and RAV2 genes may be induced under both SDs and
low temperatures. AtRAV1, CsRAV1, PtaRAV1, PtaRAV2 AtTEM1, and possibly
AtTEMZ2, are known to be up-regulated in response to low temperature (Moreno-
Cortes et al., 2012; Fowler et al., 2005; Fowler & Thomashow, 2002) and (Marin-
Gonzélez & Pelaz, unpublished data). In addition, Populus RAV?2 is reported to be at
least four-fold induced within the first two weeks under SD conditions (Ruttink et al.,
2007). In chestnut trees, CsRAV1 expression was found to be increased by about
two-fold in September and about five-fold in December compared with March or June
levels in both stem and bud (Moreno-Cortes et al., 2012). Assuming that PttRAV1
and/or PttRAV2 actually inhibit FT expression in hybrid aspen, one would expect
delayed bud set in the PttRAV1&2 RNAI plants. However the PttRAV1&2 RNAI trees
were not delayed in bud set but interestingly exhibited a prolonged bud set and
several cases of bud-set reversions (Fig. 6). This suggests that the PttRAV1 and
PttRAV2 genes may be involved in maintaining early bud dormancy. This could also
explain the increased sylleptic branching in the PttRAV1&2 RNAI trees. Careful
analysis of transcript levels of PttRAV1 and PttRAV2 as well as PttFT2 during the
shift from LDs to SDs would help to clarify whether the prolonged bud set is caused
by higher FT levels in the PttRAV1&2 RNAI trees.

To summarize, it is still unclear whether poplar RAV1 and RAV2 have redundant
functions or not. Phylogenetic and sequence analyses (Fig. 1), as well as seasonal

(Fig. 4) and age-related (Fig. 5) expression patterns, suggest they do, whereas their
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differentiated expression patterns in leaf tissue (Fig. 2) and during diurnal conditions
(Fig. 3) suggest the opposite. The individual roles of the PttRAV1 and PttRAV2
genes need to be clarified in gene-specific knock-down mutants, perhaps using
artificial micro RNAs.

Our experimental data neither verifies nor contradicts the hypothesis that poplar
RAV1 and RAV2 might be inhibitors of FT. In silico analysis of the binding sites
shows that they are potential inhibitors of both PtFT1 and PtFT2 (Fig. S1). The
observed negative correlation between poplar RAV and FT2 expression with age
(Fig. 5) is consistent with this. However, the lack of differences in PtFT2 expression
in PttRAV1&2 RNAI lines compared to WT (Fig. 7) as well as the seasonal data (Fig.
4) suggests that there is no direct link between RAV1&2 and FT2 expression. It is
worth noting that the failure to detect up-regulation of FT2 expression in stem
vascular tissue of the PttRAV1&2 RNAI lines (Fig. 7) might be caused by very limited
FT2 promoter activity in this tissue. To gain a better understanding of their possible
FT2-repressing function, it is important to investigate whether PttRAV1 and PttRAV2
are able to bind to the PtFT2 promoter in a similar way as the TEM proteins bind to
the Arabidopsis FT promoter.

Taken together, our data show that there are no clear TEM orthologs in Populus
trees. The PttRAV1 and PttRAV2 genes appear to have an important role, mainly in
the regulation of bud set and early bud dormancy. This is manifested as bud-set
reversions after SD treatments and increased sylleptic branching. These effects of
the RAV1&2 genes appear primarily in the bud-set process since we found no effects
of the RAV1&2 genes during bud-break after the trees had been subjected to winter
conditions (Fig. S2). It is still possible, but remains to be proven, that the RAV1&2
genes, like the TEM genes in Arabidopsis, have a role as FT repressors during

juvenile stages of growth.
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Supplementary information

Methods
SM1: Poplar FTs are possible targets for RAV1&2

In Arabidopsis, two sites (usually 5’-CAACA-3'/AP2-like followed by a 5-CACCTG-
3'/B3-like) have been identified as the DNA recognition sites of AtRAV1 (Kagaya et
al., 1999) and both these motifs have been found in the 5’UTR of AtFT. It has been
suggested that AtTEM1&2 may repress FT directly, and this was later experimentally
confirmed for AtTEM1 (Castillejo & Pelaz, 2008). The two DNA-binding domains can
function separately but the affinity and specificity is enhanced if they are used
together (Kagaya et al., 1999). In agreement with this, Castillejo & Pelaz, (2008)
showed that in Arabidopsis both the AP2-like and B3-like binding sites need to be
intact for optimal DNA binding of AtTEM1, whereas mutations in either AP2 or B3
severely decrease the binding efficiency.

To investigate whether PtRAV1&2 binds to PtFT, we analyzed the promoter
sequence of PtFT1 and PtFT2 to identify possible binding sites for RAV (Fig. S1).
Hypothesizing that the AtRAV1 consensus sequence applies for poplar RAV1&2
binding to FT1 and FT2, we searched the PtFT1 and PtFT2 promoters for an AP2-
like-B3-like domain, i.e., C(A/C/G)(A/C/IG)CA-N..o-(C/AITIG)(A/TIGIC)(CI/TIGIA)CTG

(Kagaya et al., 1999) situated approximately 17 nucleotides from the start codon.

Results
SR1: Poplar FTs are possible targets for RAV1&2

The most conserved variant of the CAACA/AP2-like site was only found in the
promoter of PtFT2 and the most conserved variant of CACCTG/B3-like sites was
neither in the close proximity to the ATG start codon in PtFT1 nor PtFT2, but several
variants of each with the substitutions suggested by Kagaya et al. (1999) were
present (Fig. S1a). Our results show that on a sequence level, both PtFT1 and PtFT2
are putative targets of RAV (Fig. S1). The most likely binding site in PtFT1 has a
modified CAACA/AP2-like site (CAGCA 54bp upstream of ATG) followed by a
modified CACCTG/B3-like site (AGACTG 32bp upstream of ATG), separated by 15
nucleotides (Fig. S1b). The most likely binding site in PtFT2 has a perfect
CAACA/AP2-like site (44bp upstream of ATG) followed by a modified CACCTG/B3-
like site (AAACTG 34bp upstream of ATG) separated by four nucleotides (Fig. S1b).
In contrast to PtFT2, the number of nucleotides in-between the two boxes do not
follow the consensus in Arabidopsis of two to nine nucleotides in the PtFT1 promoter,

but instead the shortest distance between the sites is 16 nucleotides. In both PtFT1

227



Capitulo 3

and PtFT2, the target site is further away from the start codon than in Arabidopsis

FT, where it is located only 17 nucleotides from the start codon.

Figures

Fig. S1: Poplar FTs are possible targets for RAV1&2
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Figure S1. Potential binding sites for PtRAV in the PtFT1 and PtFT2 promoters. (a) The
existence of AP2-like (CAACA-box) and B3-like (CACCTG-box) binding sites in PtFT1 and
PtFT2 promoter 220 nucleotides upstream of the ATG start codon. AP2-like domains are
boxed and light gray, while B3-like domains are boxed and dark gray. The numbers indicate
distance in number of nucleotides from the ATG start codon. The coding sequence is
represented by a boxed ATG followed by an empty line. The best hypothetical combined
AP2-B3 binding sites in PtFT1 and PtFT2 are underlined in (a) and enlarged in (b).

Fig. S2: Bud burst in PttRAV1&2 RNAi and WT trees.
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Figure S2. Bud burst under long days after a period of dormancy in PttRAV1&2 RNAi and
wild type T89 trees. The graphs show the five stages of bud burst (UPQV, 1981) (Y-axis) over
time (days after move back to long days) for the top bud of six biological replicates of WT and
the five PttRAV1&2 RNAI (1, 5, 8, 17 and 18) lines, respectively. The average for WT is
included in all graphs in black with error bars representing standard deviation.
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CONCLUSIONES

La conclusion general que podemos extraer de este capitulo es que los genes PtRAV1 y
PtRAV?2 estan implicados en la inhibicion de ramas silépticas y controlan las fases iniciales
de la formacién de las yemas durmientes, promoviendo su mantemiento.

Acorde con todos los resultados obtenidos en este trabajo experimental, también podemos
concluir que:

1. Los genes PtRAV1 y PtRAV2 de Populus trichocarpa son los homdlogos mas cercanos al
clado formado por AtRAV1/AtRAV1like y AtTEM1/AtTEM2 de Arabidopsis thaliana.

2. El mRNA de PttRAV1 y PttRAV?2 se detecta en varios tejidos: apices, hojas (mesdfilo,
tejido vascular y peciolo) y raices. En ambos casos, se detecta una mayor expresion en las
raices.

3. PttRAV1, pero no PttRAV2, muestra una regulacion circadiana y en LD su pico de
expresion se produce en el periodo de luz (por la mafiana), a diferencia del patron de
expresion de los genes AtTEM, que presentan un pico de expresién nocturna.

4. La expresion estacional de PtremRAV1 y PtremRAV2 es opuesta a la de PtremFT2, y se
produce a mediados de la estacion de verano.

5. La expresion de PttRAV1 y PttRAV2 decae entre el primer y el segundo afio de
desarrollo, al contrario de PttFT2.

7. Las plantas PttRAV1/2 RNAI presentan un mayor nimero de hojas con tricomas en la
cara abaxial de las hojas, lo que se relaciona con una etapa juvenil extendida. El fenotipo de
estas plantas es similar al de las plantas silvestres durante la etapa juvenil pero difiere de éstas
a partir de las 10 semanas después de la siembra.

8. Las plantas PttRAV1/2 RNAI presentan un mayor nimero de ramas silépticas en
comparacion con las plantas silvestres y requieren de mas tiempo para formar las yemas
durmientes.
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DISCUSION GENERAL

1. Los genes TEM conectan la informacién de diferentes rutas de control de la
floracion

El conocimiento acumulado sobre los genes TEMPRANILLO (TEM) ha ido en
aumento desde que se publicara su funcion como represores de la floracion en la ruta del
fotoperiodo (Castillejo & Pelaz, 2008) y de las hormonas giberelinas (Osnato et al., 2012). Sin
embargo, a pesar de la reciente publicacién de nuevos datos sobre su relacion con otros
componentes de las rutas del fotoperiodo, como Gl (Sawa & Kay, 2011) o de la temperatura,
como FLC, SVP y SOCL1 (Deng et al., 2011; Tao et al., 2012), o el represor floral de la familia
AP2, SMZ (Mathieu et al., 2009), siguen siendo muchas las cuestiones que quedan
pendientes, y resolverlas permitird alcanzar un conocimiento mas completo de la regulacion
de la induccion floral.

El trabajo que hemos llevado a cabo ha intentado abrir nuevas vias de estudio en el
conocimiento de los genes TEM, y algunos de los resultados mas relevantes que podemos
extraer se centran en su participacién como reguladores de la floracion en las diferentes rutas
estudiadas, de forma que integran la informacion ambiental y enddgena para regular la
floracion en condiciones de LD y SD.

Los resultados presentados en el capitulo 1 de esta tesis han abierto una interesante linea
de trabajo en la regulacion de las transiciones de fase del desarrollo por la edad, con el
modulo miR156/SPL9/miR172 como eje central. La funcién de los genes TEM como
reguladores directos de SPL9 (Fig. 15 y 16) y MIR172 (Fig. 18 y 19) asegura la correcta y
estricta regulacion de las transiciones, al mantener, junto a miR156, una fase juvenil
suficientemente larga y retrasando la transicion a la fase adulta y con ello la floracion (Wang
et al., 2009; Wu & Poethig, 2006). De esta manera, TEM1 regula todos los pasos de la ruta
miR156, y al menos en dos de ellos de forma directa.

La accion de miR156 y TEM1 seria complementaria y a la vez dependiente. La ausencia
de miR156 en etapas tempranas del desarrollo provoca la ausencia de fase juvenil (Wu et al.,
2009), mientras que en los mutantes tem1 tem2 sigue existiendo un periodo juvenil, aunque
mas corto que el del tipo silvestre (Tabla 7). Esto sugiere que miR156 tiene un efecto mayor
sobre el control de la duracion de la etapa juvenil que los genes TEM aunque ambos regulan
a algunos genes diana comunes, como SPL9 y MIR172, directa e indirectamente. También es
probable que otros genes diana de miR156, que pueden no estar regulados por los TEM,
participen en el control de la duracion de la etapa juvenil.

En relacién con el control de la floracion por la edad, parece que los genes TEM serian
necesarios para miR156, el cual parece requerir la presencia de TEM1 para retrasar la
floracion en condiciones de LD (Fig. 23 y 24). Estos resultados sugieren que TEM también
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conecta la informacion enddgena para regular el inicio de la floracion. La continuidad de este
proyecto esclarecera la importancia de los genes TEM en la ruta de la edad.

Por otra parte, en el capitulo 2, el estudio de las rutas de la luz y la temperatura nos ha
permitido establecer que los genes TEM estan regulados por estas sefiales ambientales a
través de algunos componentes de dichas rutas.

En concreto, en el caso de la regulacion por la luz, la transcripcion de los genes TEM
parece ser controlada por los factores de transcripcion VOZ1/VOZ2 a través de su
regulacion transcripcional (Fig. 55) y proteica (no mostrado). Los genes VOZ han sido
implicados muy recientemente en la via de regulacion de la floracion por phyB, a través de la
regulacion indirecta del activador FT y del represor FLC (Yasui et al., 2012). Este resultado,
junto con el efecto de phyB en los niveles de mMRNA de TEM1y TEM2 (Fig. 42-43 y 45) y el
analisis de la interaccion génica entre éstos y phyB (Tabla 12), nos ha permitido descubrir
una funcion de TEM en la ruta de la luz mediada por phyB.

El estudio del efecto de la baja temperatura ambiental nos ha permitido establecer que
SVP regula de forma directa a TEM2 a 16°C (Fig. 65) y que ambos funcionan de forma
parcialmente dependiente en la regulacion de FT a dicha temperatura (Fig. 73, Tablas 24 y
25). Este resultado complementa el recientemente publicado efecto de regulacion directa de
SVP sobre ambos TEM a 22°C (Tao et al., 2012). La reduccion de los niveles de TEM
observada en condiciones de alta temperatura y fotoperiodo desfavorable podria contribuir al
incremento de expresion de FT, que es activado por PIF4 en estas condiciones,
promoviendo la floracion (Kumar et al., 2012).

Estos resultados son un buen punto de inicio para indagar en la relacion entre VOZ y los
genes TEM, asi como para acabar de establecer el efecto de SVP sobre TEM a bajas
temperaturas.

En conjunto, las rutas genéticas implicadas en la percepcion de las sefiales de la luz y la
temperatura y en la sefializacién enddgena, integran sus respuestas para regular de forma
conjunta el inicio de la floracion. Se han descrito mdaltiples interrelaciones entre
componentes clave de las distintas rutas, como la regulacion fotoperiodica de miR172 por Gl
(Jung et al., 2007), la respuesta de miR156 y ciertos SPL a la temperatura ambiental y a las
giberelinas (Kim et al., 2012) o la interaccion entre SVP y miR172 (Cho et al., 2012), ademas
de la conocida integracion de las sefiales de luz y temperatura (revisado en Franklin, 2009).
Segun los datos que hemos obtenido en esta tesis, los genes TEM participan en todas estas
rutas y establecen nuevas conexiones entre ellas.

Asi por ejemplo, la accién represora de SVP sobre la expresion de MIR172 a bajas
temperaturas, y que finalmente también controla la expresion de FT (Cho et al.,, 2012), se
sumaria a la regulacion positiva de SVP sobre TEM2 a bajas temperaturas (Fig. 66). De
manera que el efecto sobre miR172 seria doble, con SVP y TEM actuando de forma
parcialmente dependiente para regular la floracion a través de dos de los genes diana que
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comparten, FT y MIR172, ambos promotores de la floracién (sin olvidar a otros represores
que también actlan en la via de la temperatura). TEM1 y TEM2, ademas, lo harian a 22°C,
actuando sobre los mismos genes diana.

Por tanto, consideramos que los genes TEM son elementos clave que refuerzan el
control de la floracion y la duracion de las fases del desarrollo actuando en diferentes vias y
sobre diferentes genes diana (Fig. 92). De esta manera, se obtiene una mayor robustez sobre
el control de la floracion, para asegurar que la planta no florezca antes de estar preparada

para ello.
Temperatura Calidad de la luz
ambiente Fitocromos
Alta (27°C) Fitocromo B .
Edad \ / \, .
PIF4/PIF5 VOzZ AN
miR156 < >

GA30x1/2

miFlmz / S\fp GlAS

l 'I' Baja (16°C) | ll

SMZ/AP2-like FLOWERING LOCUS T
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‘ 1“-“ %
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Figura 92. Modelo que resume la principales interacciones de TEM en las diferentes rutas en
las que hemos trabajado

La edad, la baja y alta temperatura ambiental y la ruta de la calidad de la luz y el fotoperiodo, ambas
mediada por los fotocromos regulan, activando o reprimiendo, la expresion de los genes
TEMPRANILLO, segln las condiciones ambientales y el estado enddgeno, para regular la induccién
floral. Las diferentes rutas comparten componentes, lo que convierte al sistema en una compleja red
de interacciones moleculares.

Hablando en términos de redes génicas podriamos considerarlos nodos de conexion
centrales. Las diferentes piezas que conforman el puzzle molecular se integran en una red
dindmica de genes y proteinas que forman un sistema complejo. Los componentes
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funcionales de estas redes son representados por nodos, entre los cuales se establecen una
serie de relaciones o conexiones. Dentro de las redes moleculares, pocos nodos tienen
muchas interacciones con otros, y son considerados nodos centrales. Estos nodos altamente
interconectados dentro de las redes bioldgicas a menudo son modulos funcionales que estan
conservados a lo largo de la evolucién (Albert, 2005; Chae et al., 2012). De esta manera, los
genes TEMPRANILLO estarian formando un nodo altamente conectado, lo que resalta su
importancia funcional y refuerza la idea de que los genes que regulan la floracion, asi como
otros procesos del desarrollo, no actdan en rutas genéticas independientes, sino en una red
compleja en la que existen multiples interconexiones entre los distintos reguladores. De esta
manera, la idea de “rutas reguladoras”, ird poco a poco quedan atrds para avanzar en el
conocimiento basado en la interaccion de las diferentes sefiales ambientales y enddgenas que
forman esta “red de regulacion” molecular. La investigacion sobre los mecanismos de accion
de TEM1y TEM2 en las distintas rutas de control de la floracion nos permitira en un futuro
conocer mas exactamente la dindmica de estas interacciones.

2. RAV1 no esté implicado en la regulacion de la floracion

En relaciéon con la posible redundancia funcional de los genes de la familia RAV, las
conclusiones que podemos extraer del total de experimentos realizados con los mutantes ravl
es que no existe redundancia entre TEM1, TEM2 y RAV1 en el control del tiempo de
floracién. En condiciones de fotoperiodo favorable, no hemos observado cambios en el
tiempo de floracion entre los mutantes ravl y las plantas silvestres, ni a 22°C ni a 16°C (Tabla
23); asi como tampoco cambios en su expresion por efecto de las temperaturas
moderadamente bajas (16°C) (Fig. 58). En condiciones de fotoperiodo desfavorable a 22°C si
hemos observado una ligera reduccién en el nimero de hojas (Tabla 5). Sin embargo,
experimentos complementarios realizados posteriormente en el laboratorio indican que esta
diferencia podria no ser reproducible. Por otro lado, la expresion de RAV1 en las plantas
tem1 tem2 es mas alta que en las plantas silvestres (Fig. 62), lo que sugiere que TEM1, TEM2
0 ambos, actuarian como represores de RAV1. Esto se correlacionaria con los resultados de
expresion obtenidos en diferentes condiciones experimentales, plantas mutantes y sobre-
expresantes, que muestran como la regulacion de TEM y RAV1 es inversa; como veiamos
en la accion de miR156, phyB o en condiciones de sombra simulada.

En conjunto, estos datos indican que RAV1 no actla como represor floral de forma
redundante a TEM, pero estaria implicado en algun proceso de manera dependiente a ellos.
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3. Los genes de la familia RAV PtRAV1/PtRAV2 de Populus estan implicados
en procesos de desarrollo y formacion de yemas durmientes

La caracterizacion que hemos llevado a cabo con los genes homologos de AtTEM/RAV
en el género Populus, PtRAV1 y PtRAV2 sugiere que estan implicados en procesos de
desarrollo que especificos no podemos estudiar en Arabidopsis, como el desarrollo de las
ramas silépticas o la formacién de las yemas asociadas a la parada de crecimiento y la
dormancia.

Salvando las distancias al comparar el desarrollo de una planta anual con una especie
perenne, parecen evidentes ciertas similitudes en los patrones de expresion de los genes
TEM/RAYV de Arabidopsis y sus homdlogos del género Populus. Como se ha discutido en el
capitulo 3, es dificil establecer si PtRAV1/PtRAV2 estdn més proximos filogenéticamente a
AtTEM1/AtTEM2 0 a AtRAV1, ya que comparten un alto grado de similitud con TEM1y
TEM2 pero también con RAV1.

Si se compara la expresion a lo largo de 24 horas de PtRAV1 con la de los genes AtTEM
y AtRAV1, la tendencia es mas similar a la de AtRAV1, ya que ambos presentan un pico
diurno. También la expresion de PtRAV1 y AtRAV1 aumenta en condiciones de frio
(Fowler & Thomashow, 2002) y ambos se expresan mayoritariamente en la raiz (Kagaya et
al., 1999). Todos estos datos enmarcan a los homdélogos de TEM/RAYV en un escenario en
el cual no podemos descartar que PtRAV no actlen en la regulacion de la floracion, asi
como tampoco lo hace AtRAV 1.

Sin embargo, tampoco podemos descartar que no estén implicados, ya que los anélisis de
fenotipo que hemos realizado en arboles con ambos genes PtRAV1/2 silenciados se han
llevado a cabo en etapas iniciales del crecimiento (arboles de 1 afio). Ademas, los datos
obtenidos en el analisis estacional de las plantas silvestres muestran que la expresién de
PtFT2 y PtRAV parece ser opuesta, lo que sugiere que podria producirse la induccion de
PtFT2 por ausencia de PtRAV, como sucede con AtFT y AtTEM (Castillejo & Pelaz, 2008).
Otro punto de debate interesante es el papel estacional y en el desarrollo que tienen PtFT1 y
PtFT2, inicialmente descritos como inductores de la floracion en Populus (Bohlenius et al.,
2006; Hsu et al., 2006) y recientemente implicados en la determinacion de las yemas florales y
en el crecimiento activo, respectivamente (Hsu et al., 2011). Por ello no descartamos que Si
los genes PtRAV los regulan de alguna manera, esta regulacion pueda observarse en otros
procesos no relacionados Gnicamente con la floracién, como por ejemplo la formacion de las
yemas durmientes inhibida por PtFT1 (Bohlenius et al., 2006), proceso en que los genes
PtRAV1/2 parecen tener un papel importante en el mantenimiento de las etapas iniciales de
formaciéon de las yemas durmientes.

En relacion con otros procesos del desarrollo, AtTTEM y PtRAV también parecen diferir
en la duracion de la fase juvenil, caracterizada por la ausencia de tricomas en Arabidopsis y por
su presencia en Populus; aunque de forma opuesta, ambos afectan al mismo proceso, lo que
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no es extrafio entre genes homologos. En las plantas teml tem2 los tricomas abaxiales
aparecen antes que en las plantas silvestres, indicando que la etapa juvenil es mas corta;
mientras que en Populus, los tricomas (marca de juvenilidad) se extienden en el tiempo en los
arboles RNAI PttRAV1/2 en comparacion con los silvestres.

En resumen, esta tesis aporta numerosos resultados que sugieren nuevas funciones de los
genes TEMPRANILLO, tanto en el control de la floracion como en otros procesos del
desarrollo. Ademas, hemos mostrado como los genes TEM conectan diferentes rutas
genéticas implicadas en la sefializacion de estimulos ambientales y endégenos, de manera que
aportan robustez al complejo sistema de control de la floracion en Arabidopsis thaliana.
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CONCLUSIONES GENERALES

Acorde con todos los resultados obtenidos en los distintos capitulos de esta tesis, en los que

se han detallado las conclusiones especificas para cada uno de ellos, podemos extraer como

conclusion general que los genes TEM1y TEM2 estan implicados en distintas rutas genéticas

para controlar la floracion en respuesta a la edad (miRNAs) y ambientales (luz y

temperatura), asi como en la transicion de la fase juvenil a la adulta en Arabidopsis thaliana.

De manera general las conclusiones més relevantes son las siguientes:
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Los genes TEM estan implicados en el control de la transicion de la fase juvenil a la
adulta y en la transicibn a la floracion regulada por la ruta de la edad
(mIRNA156/miR172). Esto confiere una mayor robustez al sistema de control del
tiempo de floracion para asegurr que ésta no se produce demasiado pronto, cuando
la planta alin es joven y tiene pocas reservas acumuladas.

Los genes TEM estan afectados por la cascada de sefializacién de la luz, en la que actlan
de forma parcialmente independiente de phyB. Ademas, los genes VOZ podrian
relacionar directamente a los represores TEM con la ruta de control de la floracion por
phyB, en la que los TEM funcionarian como vinculo entre VOZ y FT.

Los genes TEM estan afectados por las bajas y altas temperaturas de 16°C y 27°C,
respectivamente. Actlan de forma parcialmente aditiva a SVP en la represion de la
floracién por una baja temperatura de 16°C; parte del efecto de SVP consistiria en
una regulacion directa de TEM2, y no de TEM1, a esta temperatura.

Los genes TEM actlian como conexion entre las rutas de la luz y la temperatura. En
plantas deficientes en phyB, un descenso moderado de la temperatura (16°C)
compensa el efecto de floracion temprana con un incremento en los niveles de TEM,
lo que finalmente conduce a unos tiempos de floracion silvestres en las plantas phyB
cultivadas a 16°C.

El gen RAV1 no parece actuar de manera redundante con TEM1 y TEM2 para
regular el tiempo de floracién en condiciones de LD a 22°C o 16°C, aunque parece
mostrar un ligero efecto en SD a 22°C.

Los genes PtRAV1 y PtRAV2 de Populus controlan la formacion de las yemas en
condiciones de parada estacional del crecimiento. Ademas, estan implicados en el
control de la fase juvenil y la formacion de las ramas silépticas.
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MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1 Material vegetal

En este trabajo se han utilizado distintas lineas silvestres, mutantes y transgénicas de

Arabidopsis thaliana que han sido generadas en nuestro laboratorio o bien, amablemente donadas

por otros grupos. Asi mismo, se ha trabajado con dos especies del género Populus, P. tremula y el

hibrido P. tremula x tremuloides, a lo largo de dos estancias en el Umea Plant Science Centre

(UPSC), en Suecia (de 3 meses de duracion, en dos afios consecutivos); este trabajo se ha

realizado en colaboracion con el grupo del Dr. Ove Nilsson.

A continuacién se muestra la informacién de todas ellas.

Linea Ecotipo Procedencia Referencia
Arabidopsis
WT Col-0 - -
WT Ws - -
tem1-1 Col-0 Coleccién SALK_097513 Castillejo & Pelaz, 2008
tem2-2 Ws/retrocruzado Coleccién INRA Osnato et al, 2012
con Col-0 FLAG_212H10
tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce Osnato et al, 2012
35S TEM1 Col-0 pCC33 Castillejo & Pelaz, 2008
35S TEM2 Col-0 pCCT79 Castillejo & Pelaz, 2008
pTEM1::GUS Col-0 pCC59 Castillejo & Pelaz, 2008
ravl-1 Col-0 Coleccion SALK 021865 Woo et al, 2010
tem1-1 tem2-2 ravl-1 Col-0 Cruce Este trabajo
phyA-211 Col-0 Cedida por el Dr. J.F Reed et al, 1994
Martinez-Garcia
phyB-9 Col-0 Cedida por el Dr. J.F Reed et al, 1993
Martinez-Garcia
phyC-2 Col-0 Cedida por la Dr. E. Monte Monte et al, 2003
phyD-1 Col-0 Cedida por el Dr. J.F Sharrock et al, 1997
Martinez-Garcia
phyB-9 tem1-1 Col-0 Cruce Este trabajo
phyB-9 tem2-2 Col-0 Cruce Este trabajo
phyB-9 tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce Este trabajo
phyB-9 35S:: TEM1 Col-0 Cruce (F2) Este trabajo
phyB-9 pTEM1::GUS Col-0 Cruce Este trabajo
hy5-ks50 Ws Cedida por el Dr. Deng Oyama et al, 1997
hy5-ks50 tem2-2 Ws Cruce (F2) Este trabajo
pif4-101 Col-0 Cedida por el Dr. O. Nilsson Lorrain et al, 2008
pif5-1 (pil6-1) Col-0 Cedida por el Dr. O. Nilsson Fujimori et al, 2004
pif4-101 pif5-1 Col-0 Cedida por el Dr. O. Nilsson Lorrain et al, 2008
35S::PIF4 Col-0 Cedida por el Dr. O. Nilsson Lorrain et al, 2008
35S::PIF5 Col-0 Cedida por el Dr. O. Nilsson Lorrain et al, 2008
svp-41 Col-0 Cedida por el Dr. M. Kater Hartmann et al., 2000
svp-41 tem1-1 Col-0 Cruce Este trabajo
svp-41 tem2-2 Col-0 Cruce Este trabajo
svp-41 tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce Este trabajo
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vozl-1 Col-0 Cedida por el Dr. F. Maduefio Publicado como voz1-2 por
Yasui et al., 2012
voz2-1 Col-0 Cedida por el Dr. F. Maduefio No publicado
V0z2-2 Col-0 Cedida por el Dr. F. Maduefio Publicado como voz2-1 por
Yasui et al., 2012
voz1-1 voz2-1 Col-0 Cedida por el Dr. F. Maduefio No publicado
35S::\vV0Z1 Col-0 Cedida por el Dr. F. Maduefio No publicado
35S::MIR156 Col-0 Cedida por el Dr. D. Weigel Schwab et al., 2005
35S::MIM156 Col-0 NASC ID: N9953 Franco-Zorrilla et al., 2007
pSPL9::rSPL9 Col-0 Cedida por el Dr. S. Poethig Wang et al, 2008
spl9-2 spl15-2 Col-0 Cedida por el Dr. P. Huijser Schwarz et al, 2008
35S::rSPL3 Col-0 Cedida por el Dr. S. Poethig Wu and Poethig, 2006
35S:MIM172 Col-0 Cedida por el Dr. D. Weigel Todesco et al, 2010
35S::MIR156 pTEM1::GUS Col-0 Cruce Este trabajo
35S::MIR156 tem1-1 Col-0 Cruce Este trabajo
35S::MIR156 tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
35S:MIM156 tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce (F2) Este trabajo
pSPL9::rSPL9 tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
spl9-2 spl15-2 tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
35S:MIM172 tem1-1 tem2-2 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
35S::MIR156 35S:: TEM1 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
35S::MIM156 35S TEM1 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
pSPL9::rSPL9 35S:: TEM1 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
spl9-1spl15-1 35S:: TEM1 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
35S:MIM172 35S:: TEM1 Col-0 Cruce (F1) Este trabajo
Linea Ecotipo Procedencia Referencia
Populus
WT P. tremula x tremuloides (Clon T89) - -
WT P. tremula - -
PttRAV1/2 RNAI Clon T89 pEM2 Este trabajo

Tabla 27. Informacién de genotipos, ecotipos, procedencia y referencia de las semillas
utilizadas.
F1y F2 indican la fase en la que se encuentran los cruces que no estan alin en homozigosis.

1.1.1  Condiciones de cultivo para Arabidopsis thaliana

A lo largo de este trabajo se han cultivado plantas de Arabidopsis tanto en macetas como en
placas estériles, dependiendo del experimento. En ambas situaciones, las plantas crecieron en
camaras donde se mantuvieron controladas las condiciones de fotoperiodo y temperatura. Por
lo general, las semillas fueron estratificadas en oscuridad, a 4°C durante 2-4 dias para su
sincronizacion, con independencia del medio en el que fueran sembradas. Se ha trabajado tanto
en condiciones de fotoperiodo inductivo de dia largo (DL) de 16 h de luz y 8 h de oscuridad,
como en condiciones de fotoperiodo no inductivo de dia corto (DC) de 8 h de luz y 16 h de
oscuridad. Las condiciones de temperatura se adaptaron a las necesidades experimentales,
siendo de 16°C, 22°C o 27°C.
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i. Cultivo en tierra

Para realizar los experimentos de control del tiempo de floracion y ciertos experimentos de
analisis de expresion génica, se sembraron semillas de Arabidopsis en macetas que contenian una
mezcla de turba:perlita:vermiculita en proporcion 4:1:1. Para el tiempo de floracion, se usaron
macetas de 5 cm de diametro con una Unica planta; para los de expresion se usaron macetas
mayores, de 9 cm de didmetro, donde se sembraron las semillas de manera que las plantas no se
hicieran sombra al crecer. Cada maceta se correspondia con un dia o tiempo de recogida. Al
realizar los experimentos de floracion y de expresion en las mismas camaras se han podido
correlacionar ambos resultados. Las plantas se cultivaron en camara visitables o fitotrones
horizontales, bajo condiciones de luz procedente de dos tipos de tubos fluorescentes: unos de
luz fria blanca (TL5 54W, tono 965), suplementados con luz célida (TL5 54W, tono 840), que
proporcionaban 80-90 umol-m-2 s-1, seguin las camaras utilizadas.

ii.  Cultivo en condiciones estériles in vitro

Ciertos anélisis de expresion se llevaron a cabo en condiciones in vitro; para ello, se usaron
placas de Petri de 9 cm de didmetro, que contenian medio MS-agar suplementado con 1% de
sacarosa (ver seccion 1.4). En cada placa se sembrdé un numero determinado de semillas de
manera que las plantas no se hicieran sombra al crecer. Cada placa se correspondia con un dia
0 tiempo de recogida. La iluminacion procedia de tubos fluorescentes de luz blanca que
proporcionaban 80 pmol m-2 s-1, En todos los casos, las semillas se esterilizaron durante 4-6
horas mediante el método de fase-vapor de cloro, con el que se produce una esterilizacion
superficial por liberacion de vapores de una solucién de hipoclorito sodico (lejia 5%) y acido
clorhidrico al 37%.

1.1.2  Condiciones de cultivo para Populus

Las plantas del género Populus con las que se ha trabajado crecieron en condiciones
experimentales diversas: (a) &rboles en condiciones de invernadero, (b) &rboles en cémaras
visitables, (c) plantulas en condiciones in vitro y (c) &rboles en condiciones naturales
(experimentalmente no controladas). En general, en las situaciones (a), (b) y (c) se mantenian
controlados los parametros de temperatura, humedad y fotoperiodo. Se detallan a continuacién
las condiciones especificas de cada situacion experimental.

(@) Invernadero: arboles plantados en tierra; luz natural suplementada con luz artificial
(densidad de flujo de fotones de 150 umol m-2 s-1) para asegurar un fotoperiodo de DL
de 18 h de luz; rango de temperatura variable entre 18-25°C; humedad alrededor de un
55%.

(b) Cémaras visitables: arboles plantados en tierra; luz procedente de tubos fluorescentes,
con fotoperiodo y temperatura determinados segin requisitos experimentales.
Condiciones de DL: 18 h de luz, temperatura 18°C, humedad alrededor del 80%.
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Condiciones de DC: 14 h de luz, temperatura diurna 20°C/nocturna 15°C, con
humedad alrededor del 80%. Condiciones de DC y frio: 14 h de luz, temperatura 6°C,
humedad alrededor del 80%.

(c) Invitro: los tallos y posteriormente las plantulas de P. tremula x tremuloides, transformados
mediante infeccion por A. tumefaciens, se desarrollaron en condiciones in Vvitro
controladas (en medios de cultivo suplementados con hormonas para promover el
completo desarrollo de las plantulas; ver seccién 1.4), en camaras de cultivo visitables
en condiciones controladas de luz y temperatura: fotoperiodo de 16 h, temperatura de
25°C, intensidad luminica de 40 umol m-2 s-1 aportada por tubos fluorescentes de luz
blanca.

(d) Condiciones naturales: para un experimento determinado se usaron muestras
procedentes de un arbol que ha crecido (y sigue creciendo) en condiciones
experimentales no controladas, en el exterior del UPSC, en Umea (Suecia). Umea se
sitia a 63°N; la media de horas de luz en otofio/invierno es de 8h con una temperatura
media de -10°C, mientras que la media de horas de luz en primavera/verano es de 16h
y una temperatura media que ronda los 9°C. Datos tomados de las bases de datos
meteoroldgicas (promedio de 30 afios de datos): www.freemeteo.com vy

http://www.dinstartsida.se/solen-ort.asp?id=1854

i Cultivo en tierra (invernadero y camaras visitables)

Como se ha descrito previamente, las condiciones de crecimiento en tierra, ya fueran en
invernadero, en camaras visitables o bajo condiciones naturales, son muy variadas. En estas
condiciones se han llevado a cabo la mayoria de los experimentos de expresion, la
caracterizacion fenotipica de las lineas de RNAi RAV1/2 y los experimentos de produccion de
yemas durmientes en condiciones de DC y frio.

ii. Cultivo en condiciones estériles in vitro

En condiciones in vitro se llevaron a cabo dos experimentos; el primero fue la generacion y
propagacion de las lineas transgénicas RNAIRAV1/2, en condiciones estériles, a partir de la
transformacion de tallos mediante A. tumefaciens (ver seccién 2.6). Una vez desarrolladas
completamente, las lineas de interés pasaron a tierra, en condiciones de invernadero, donde
completaron su desarrollo. El segundo experimento fue un analisis de expresion realizado en
esas lineas para determinar la reduccion de la expresion de los genes RAV1 y RAV2 por la
construccion de silenciamiento por RNA..

1.1.3  Seleccidn de semillas y plantas transgénicas (Arabidopsis)

Para la seleccion de semillas transgénicas portadoras de resistencia a antibiticos o
herbicidas, se usaron placas selectivas con una base de MS-agar al 1% de sacarosa y el agente
selectivo correspondiente. Para la seleccion de semillas o plantas transgénicas portadoras de
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genes reporteros, se realizo (a) una seleccién mediante lupa (Olympus DP71) equipada con filtro
de GFP, para semillas que expresan la proteina fluorescente verde (GFP); o (b) un ensayo
histologico para la deteccion de la B-glucoronidasa (GUS) para plantas que expresan el gen
reportero GUS.

1.2 Microorganismos
1.2.1 Cepas bacterianas y levaduras

A lo largo de esta tesis se han utilizado las siguientes bacterias y levaduras:
Bacterias:

*  One shot TOP10 competent cells (Invitrogen): Esta cepa de E. coli se ha utilizado para la
propagacion de DNA plasmidico.

» DB3.1 competent cells (Invitrogen): Esta cepa de E. coli se ha utilizado para la propagacion
de plésmidos que contienen el gen letal ccdB, disefiado para el uso de vectores
Gateway®.

* GV3101 (pMP90RK): Esta cepa de A. tumefaciens se ha utilizado para transformar callos
de P. tremula x tremuloides (T89).

Levaduras:

» AH109: Esta cepa de Saccharomyces cerevisiae se ha utilizado como cepa portadora de la
genoteca de cDNAs utilizada en el experimento de hibrido sencillo.

» Y187 Esta cepa de S. cerevisiae se ha utilizado como cepa portadora del fragmento del
promotor con el que se llevé a cabo el experimento de hibrido sencillo.

1.3 Plasmidos
1.3.1  Vectores utilizados
1.3.1.1 Vectores de clonacién para productos de PCR
* pCRII-TOPO (Invitrogen): Vector utilizado para el clonaje de productos de PCR,
seleccion por Kanamicina (KanR) o Ampicilina (AmpR)
* pGEM-T Easy (Promega): Vector utilizado para el clonaje de productos de PCR
(AmpR)
1.3.1.2 Vectores para clonacién mediante tecnologia GATEWAY®
* pENTRS3C (Invitrogen): Vector de entrada. KanR en bacterias.
 pHELLSGATE12: Vector binario de destino para el silenciamiento de genes de
interés. Esta construccion permite clonar dos copias en orientaciones opuestas de la
secuencia parcial del gen o genes de interés, separadas por un intrén, para generar un
RNA interferente. Seleccion por Spectomicina (SpecR) en bacterias y Kanamicina
(KanR) en plantas (Helliwell & Waterhouse, 2005).
1.3.1.3 Vectores para ensayos de levadura
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» pHISI-1 (Clontech): Vector cebo empleado para el ensayo de hibrido sencillo, en el que

se clona el fragmento del promotor objeto de estudio.

* pGADTTrec (Clontech): vector presa empleado para el ensayo de hibrido sencillo, que

contiene la genoteca de cDNA:S.

1.3.2  Construcciones

A continuacion se enumeran las construcciones realizadas a lo largo de esta tesis.

Construccion Vector

Descripcion y Uso

Arabidopsis

Ensayo de hibrido sencillo

pPEM3 pCRII-TOPO Fragmento de 711 nt del promotor de TEM1 (-1 / -711 ATG),
amplificado usando los oligos “Fragmentl pTEM1 FOR” vy
“Fragmentl pTEM1 REV” y clonado en el vector pCRII-TOPO.

pEM4 pCRII-TOPO Fragmento de 710 nt del promotor de TEM1 (-689 / -1399 ATG),
amplificado usando los oligos “Fragment2 pTEM1 FOR” vy
“Fragment2 pTEM1 REV” y clonado en el vector pCRII-TOPO.

pEM5 pCRII-TOPO Fragmento de 689 nt del promotor de TEM2 (-675 / -1391 ATG),
amplificado usando los oligos “Fragmentl pTEM2 FOR” vy
“Fragmentl pTEM2 REV2” y clonado en el vector pCRII-TOPO.

pPEM6 pCRII-TOPO Fragmento de 716 nt del promotor de TEM2 (-675 / -1391 ATG),
amplificado usando los oligos “Fragment2 pTEM2 FOR” vy
“Fragment2 pTEM2 REV” y clonado en el vector pCRII-TOPO.

pEM9 pHISi-1 Fragmento de pEM3 subclonado en pHISi-1 para ensayo de hibrido
sencillo.

pEM10 pHISi-1 Fragmento de pEM4 subclonado en pHISi-1 para ensayo de hibrido
sencillo.

pEM11 pHISi-1 Fragmento de pEM®6 subclonado en pHISi-1 para ensayo de hibrido
sencillo.

Populus

RNAIi PttRAV1/RAV?2

pEM1 PENTRY Fragmento de 285 nt amplificado de la secuencia codificante e

(PENTR3C) RAV1/RAV?2 usando los oligos RAV RNAi FOR1-BamHI y RAV

RNAI REV-Xhol y clonado en el vector pENTR3C.

pEM2 pDESTINY Fragmento de 285 nt procedente de pEM1 recombinado mediante

(pHELLSGATE12)  clonasa LR en el vector final pHELLSGATE12.

Tabla 28. Construcciones realizadas.

Se detallan las construcciones para los ensayos de Y1H partiendo de fragmentos de promotores de
Arabidopsis y la construccién para el silenciamiento de genes endégenos de Populus a partir de cDNA de
Populus tremula x tremuloides.

1.4 Medios de cultivo
1.4.1  Medios de cultivo de plantas in vitro

Medio MS1: utilizado para el cultivo de A. thaliana en condiciones in vitro. Compuesto por 4,4

g/L de medio Murashige& Skoog con vitaminas, 0,5 g/L de tampdn MES, 10 g/L de sacarosa y 8

g/L de bactoagar. pH ajustado a 5,8 Esterilizado en autoclave a 120°C durante 20 min.

1.4.2 Medios de cultivo de bacterias y levaduras
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Medio LB (Luria-Bertani): utilizado para el cultivo de E. coli y A. tumefaciens. Compuesto por 10

g/L de peptona, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl; pH ajustado a 7,5. Para
medio sélido se afiaden 15 g/L de bactoagar. Esterilizado en autoclave a 120°C durante 20 min.
Medio YPD/YPD(A): utilizado para el cultivo de S. cerevisiae (levadura) sin auxotrofias.

Compuesto por 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona, 2% de un stock de glucosa
al 40% (esterilizada en autoclave); pH ajustado a 5,8. Para medio sélido se afiaden 15 g/L de
bactoagar. Esterilizado en autoclave antes de afiadir la glucosa, a 120°C durante 20 min. Se
puede suplementar el medio con 50 mg de adenina hemi-sulfato.

Medio SD: utilizado para cultivo de S. cerevisiae (levadura) en condiciones de medio minimo;
para cepas auxétrofas que han sido transformadas. Compuesto por 6,7 g/L base nitrogenada
para levaduras sin aminoacidos ni sulfato amonico, 2% de un stock de glucosa al 40%
(esterilizada en autoclave); pH ajustado a 5,8. Esterilizado en autoclave a 120°C durante 20 min.
Solucién Dropout 10x (DQO): utilizada para complementar al medio minimo SD con

aminoécidos. Se prepara una solucion base 10X de los siguientes aminoacidos, excluyendo
aquellos que permiten hacer la seleccion de las levaduras transformadas.

Concentracién 10X

L-Isoleucina 300 mg/1
L-Valina 1500 mg/I
L-Adenina 200 mg/1
L-Arginina HCI 200 mg/1
L-Histidina 200 mg/I1
L-Leucina 1000 mg/I
L-Lisina (HCI) 300 mg/I
L-Metionina 200 mg/I1
L-Fenilalanina 500 mg/I
L-Treonina 2000 mg/1
L-Triptéfano 200 mg/1
L-Tirosina 300 mg/1
L-Uracilo 200 mg/I1

Tabla 29. Descripcion de las concentraciones de los aminoacidos utilizados.

Solucién 3-AT (3-Amino-1,2.4-triazol): utilizado como inhibidor de la sintesis de histidina en

placas SD-His. Se prepara una solucién stock 1M (84,08 g/L), se filtra y se conserva a 4°C. La
solucion filtrada se afiade a placas SD-His en diferentes concentraciones (50 mM, 40 mM, 30
mM, 15 mM y 0 mM) para determinar la concentracion minima que permite reducir el
crecimiento de fondo de levaduras que tienen una expresion basal de histidina.

1.4.3  Antibioticos y reactivos

Concentracion de trabajo (ng/mil)

Antibioticos/reactivos E. coli  A. tumefaciens Planta
Kanamicina (Kan) 25750 25/50 25/50
Fosfinotricina (PPT 0 BASTA) - - 15/20
Gentamicina (Gen) - 50 -
Espectinomicina (Spec) 100 100 -
Isopropil-b-D-tio-galactésido (IPTG) 23,8 - -

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopiranosido (X-Gal) 40 - -
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Tabla 30. Descripcion de las concentraciones de trabajo de los antibidticos y reactivos
utilizados.

2. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2.1 Extraccion de &cidos nucleicos
2.1.1  Extraccién de DNA plasmidico de E. coli

Para el aislamiento de DNA plasmidico a pequefia escala se partié de 5 ml de cultivo de E.
coli en medio LB, suplementado con el correspondiente antibidtico, e incubados durante una
noche a 37°C y con agitacién de 200 rpm. Posteriormente, se aisl6 el DNA usando Qiagen
Plasmid Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para aislar DNA plasmidico a escala mediana, se partié de 25 ml de cultivo en medio LB,
suplementado con el correspondiente antibiotico, e incubados durante una noche a 37°C y con
agitacion de 200 rpm. Posteriormente, se procedio a aislar el DNA con Qiagen Plasmid Midi Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

En ambos casos, se determiné la cantidad y calidad del DNA obtenido (medida
cuantitativa), mediante medida de su absorbancia a 260 y 280 nm, en espectrofotometro ND-
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

2.1.2  Extraccién de DNA genomico de Arabidopsis

El DNA genémico usado como molde tanto para reacciones de PCR como para
clonaciones, se extrajo siguiendo el protocolo de Edwards et al, 1991, con un paso adicional de
extraccion con cloroformo. Se recogieron 1-3 hojas jovenes de roseta o caulinares, las cuales se
congelaron en N liquido y se mantuvieron a -80°C hasta su extraccion. La homogenizacion del
tejido congelado se realiz6 mediante un homogeneizador mecénico (30.000 rpm 30 s min),
con la ayuda de perlas de borosilicato de 4 mm de didmetro (Sigma-Aldrich).

Para los genotipados, se siguié el protocolo mencionado, usando como molde para cada
reaccion de PCR 2,5 ul de DNA gendmico eluido en H,O. Para las clonaciones, se siguio el
mismo protocolo mencionado pero se afiadié un paso adicional de extraccion con cloroformo.
Para comprobar la integridad del DNA (medida cualitativa), se cargaron 5 ul del DNA
obtenido, junto con un tampdn de carga y agua, en geles de agarosa/TAE para su posterior
electroforesis.

2.1.3 Extraccion de DNA plasmidico de levadura S. cerevisiae
El DNA plasmidico usado como molde para las reacciones de PCR realizadas en el
experimento de hibrido sencillo se extrajo siguiendo el protocolo que se describe a
continuacién (partiendo de células cultivadas en medio liquido a 37°C a lo largo de toda la
noche):
1. Centrifugacion de 1 ml de cultivo en tubo de microcentrifuga, a 10.000 rpm durante
5 min. Eliminacion de la fase acuosa superior.
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Congelacion a -20°C del sedimento durante 5-10 min para facilitar la rotura celular.
Adicion 200 ul tampon de lisis y 200 ul fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
Agitacion por vortex 2 min y centrifugacion a 10.000 rpm durante 5 min.
Recuperacion de 200 ul de la fase superior acuosa en un nuevo tubo.

Adicion de 1710 (v/v) de acetato de sodio (AcNa 3 M) y 2,5 V de etanol absoluto.
Centrifugacion a 13.000 rpm 10 minutos. Eliminacion de la fase acuosa superior.
Lavado del sedimento con etanol 70%, centrifugacion y descarte de la fase acuosa .

© © N o gk~ w

Secado del sedimento al aire durante 5 min.
10. Resuspension en 20 ul de agua.
Se usaron 1,5 ul por reaccién de PCR.
El tampon de lisis utilizado contenia 2% de triton x-100, 1% de SDS, 100 mM NaCl, 10 mM
de Tris pH8 y 1 mM de EDTA.

2.1.4 Extraccion de RNA total y tratamiento con DNasa

i. Arabidopsis

Para realizar los experimentos de analisis de expresion génica, se llevaron a cabo
extracciones de RNA total. Cuando fue necesario recoger el material en condiciones de
oscuridad, se usé una linterna con una luz (LED) verde de baja irradiancia. Estas condiciones
de luz se consideran seguras para el trabajo con fitocromos, ya que inducen sélo las minimas
respuestas por exposicion de luz en condiciones de oscuridad (Fankhauser & Casal, 2004). En
general, se recogieron conjuntos de plantulas, se congelaron en N liquido y se mantuvieron a -
80°C hasta la extraccion del RNA. La homogenizacion del tejido congelado se realizé mediante
molido en mortero de porcelana enfriado con N liquido. La posterior extraccion del RNA
total se realizd6 mediante la utilizacion del sistema PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA
Purification Kit (Invitrogen-Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez obtenido el RNA total, se determind su calidad, pureza y concentracion por dos
métodos (a) mediante electroforesis en gel de agarosa/ TAE (para verificar su integridad), (b)
mediante medida cuantitativa de su absorbancia a 260 y 280 nm, en espectrofotometro ND-
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Una vez cuantificado, se trataron 5-10 ug de RNA
total con DNasa utilizando el sistema Ambion’s DNA free-kit (Ambion), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se volvié a cuantificar después del tratamiento de DNasa para
determinar el volumen necesario para realizar la reaccion de retrotranscripcion.

i. Populus

Para realizar los experimentos de analisis de expresion génica, se llevaron a cabo
extracciones de RNA total de diferentes muestras de tejido de hoja, floema, xilema, raiz,
peciolo, vena principal y lamina de hoja; las condiciones especificas se detallan en el manuscrito
del capitulo X. En general, una vez recogido el material, se congel6 en N liquido y se mantuvo
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congelado a -80°C hasta su procesamiento. La homogenizacion del tejido congelado se realiz6
mediante molido en mortero de porcelana enfriado con N liquido. La extraccion del RNA
total se realizd mediante la utilizacion de dos sistemas: (1) Aurum™ Total RNA Mini Kit (Bio-
Rad) y (2) TRIzol® Reagent (Invitrogen), en ambos casos siguiendo las instrucciones del
fabricante. El posterior procesamiento del RNA se realiz6 tal y como se detalla en el apartado
anterior, con la Unica diferencia que se trataron 1-2 ugr de RNA total con DNasa.

2.1.5 Extraccion de RNA total enriquecido en miRNAs
Para el aislamiento del RNA total, incluyendo RNA pequefios (miRNAs), se procedié a
realizar una extraccion con TRIzol® Reagent (Invitrogen), con una extraccion de cloroformo,
segun las instrucciones del fabricante. El posterior procesamiento del RNA se realizo tal y
como se detalla en el apartado 2.1.4. El RNA tratado con DNasa se traté como sigue:
1. Precipitacién con 1/10 V de acetato sédico 3M, pH 55y 2,5 V de 100%
etanol, durante al menos 30 min a -80°C.
2. Centrifugacion a 12000 g durante al menos 30 min a 4°C
3. Lavado con etanol al 75%
4. Centrifugacion a 7500 g durante 5 min a 4°C
5. Secado del sedimento al aire
6. Resuspension en H>O libre de nucleasas
Paso opcional: incubacion durante 10 min a 65°C para ayudar a resuspender el RNA

2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar fragmentos de DNA se utilizé el método de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988).Como material de partida se ha usado: (a) DNA gendmico,
(b) DNA plasmidico, (c) colonias de Agrobacterium y (d) cONA complementario a RNA.

Las reacciones en las que se ha utilizado material procedente de Arabidopsis, se han llevado
a cabo en un volumen final de 25-50 ul, utilizando normalmente 2,5 ul de DNA molde, en una
reaccion compuesta por los siguientes reactivos: 1x tampén de PCR con MgCl, (Promega), 0,5
uM de cada oligonucle6tido, 200 uM de dNTPs y 2,5U Taq polimerasa. En el caso de
productos de PCR para su posterior clonacion, se utiliz6 una mezcla de Tagq polimerasa
(GoTaq, Promega) y 1710 de Pfu DNA polymerase; de este modo se afiadi6 actividad correctora
3’ > 5’ exonucleasa de la Pfu con la alta capacidad de amplificacion de la GoTaq de Promega.

Las reacciones en las que se ha utilizado material procedente de Agrobacterium, para la
comprobacion del clon portador del vector de interés, se han llevado a cabo en un volumen
final de 10 wul, utilizando una pequefia cantidad de material procedente de colonias como DNA
molde, en una reaccion compuesta por los siguientes reactivos: 1x tampon de PCR que ya
contenia los dNTPs, el MgCl, y la GoTaq polimerasa (Promega), ademas de 0,2 uM de cada
oligonucleotido.
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Las reacciones en las que se ha utilizado material procedente de levadura, después de su
recuperacion mediante extraccion del DNA (ver apartado 2.1.3), se han llevado a cabo en un
volumen final de 50 wl, utilizando 1,5 ul de DNA molde, en una reaccién compuesta por los
siguientes reactivos: 1x tampon de PCR sin coloracion, 200 uM dNTPs, y GoTaq polimerasa
(Promega), ademas de 0,5 uM de cada oligonucledtido.

Los oligonucledtidos utilizados estan descritos en la tabla 7. Las reacciones se realizaron
siguiendo las siguientes condiciones estandar de amplificacion, modificandolas en caso
necesario para optimizar la reaccion:

Paso Temperatura  Tiempo
1. Desnaturalizacioén inicial 94°C 2 min.
2. Desnaturalizacion 94°C 30/45s
3. Hibridacion 55-60°C3 30/45 s
4. Extension 72°C X st

5. Repeticion X ciclos a partir del paso 25

6. Extensidn final 72°C 5 min.

Tabla 31. Condiciones estandar para amplificacion de fragmentos de DNA por PCR.

2.2.1 Purificacién de productos de PCR
Algunos productos de PCR fueron purificados después de la separacion de sus fragmentos
en gel de agarosa/ TAE mediante electroforesis. Esta técnica permite el aislamiento de un Unico
fragmento para su posterior tratamiento, normalmente para su clonacion o secuenciacion. Una
vez identificados los fragmentos de interés, se cortaron del gel y se aislaron mediante dos
técnicas: de forma rutinaria, se usé el kit QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para el aislamiento de los fragmentos de DNA de levadura
amplificados mediante PCR (llevado a cabo en el experimento de hibrido sencillo), se siguio el
siguiente protocolo (partiendo del producto de PCR):
1. Precipitacion del producto de PCR mediante adicion de 1 volumen de isopropanol.
2. Centrifugacion a méaxima velocidad durante 30 minutos. Eliminacion de la fase
acuosa superior.
3. Lavado del sedimento con etanol 70% y centrifugacion a maxima velocidad durante
20 minutos.
4. Eliminacién de la fase acuosa superior y secado del sedimento al aire durante 10
minutos.
5. Resuspension con 9 ul de agua.
6. Comprobacion en gel, cargando 1 ul en gel de agarosa/ TAE.
El DNA obtenido mediante el kit se cuantifico de la manera descrita en el apartado 2.1.1; el
DNA obtenido mediante precitacion con isopropanol, se comprob6 por visualizacion en gel de
agarosa/ TAE.

3 Esta temperatura depende de las caracteristicas de cada par de oligonucledtidos.
4 El tiempo es variable dependiendo de la longitud del fragmento a amplificar (a razén de 1kb/min.).
5 Normalmente, entre 28-35 ciclos.
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2.3 Clonacion de productos obtenidos por PCR

Para el clonaje de productos de PCR se han utilizado tres plasmidos comerciales, pCRII-
TOPO® de TA cloning (Invitrogen), pPGEM® T-Easy (Promega) y pPENTR3C® (Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la reaccién de amplificacion mediante PCR, se
disefiaron oligonucleétidos con colas que contenian dianas de restriccion especificas para
facilitar la digestion y clonacion en los vectores. A partir de estos vectores se realizo la
secuenciacion del DNA para comprobar la correcta amplificacion de los fragmentos. La
secuenciacion se ha realizado en el Servicio de Secuenciacién del CRAG (segun el método
Sanger), utilizando oligonucle6tidos especificos. La longitud media de lectura mediante este
método es de 600-700 pb. Las secuencias fueron comprobadas mediante alineamiento local
béasico (BLAST).

2.3.1 Digestion de DNA

Para las digestiones de fragmentos de DNA, bien sean productos de PCR o DNA
plasmidico, se han usado enzimas de las casas comerciales Roche y/o Fermentas. Cada una de
ellas, siguiendo las indicaciones del fabricante.

2.3.2 Ligacion de fragmentos de DNA

Las ligaciones de fragmentos de DNA se realizaron manteniendo una relacién molar 1.3
entre vector e inserto, previamente purificados y cuantificados mediante espectrofotometro
(Nanodrop). Las reacciones de prepararon en hielo y contenian 1x volumen del tamp6n de
ligacion, 1U de ligasa de DNA T4 (Roche), y las cantidades apropiadas de vector e inserto. Las
reacciones se incubaron durante toda una noche (12-16 horas) en bafio a 16°C.

2.4 Reaccion de recombinacion mediante extremos LR (tecnologia Gateway)

El uso del sistema Gateway® facilita la integracion de secuencias en vectores de destino
mediante su recombinacién con vectores de entrada especificos. Los vectores de entrada tienen
extremos attL y los vectores de destino, attR; mediante la enzima clonasa LR (Invitrogen) estos
extremos pueden recombinar y facilitan el intercambio de la region clonada de interés entre el
vector de entrada y el vector de destino. La seleccion de las colonias recombinantes es
relativamente sencilla ya que serén las Unicas que puedan crecer en un medio con seleccion
especifica para el vector de destino. La reaccion se realiz6 en hielo, procurando que la enzima
se descongelase en hielo y manteniéndola el minimo tiempo posible fuera del congelador, y se
procedio siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.5 Transformacién bacteriana

La preparacion de las células bacterianas se ha realizado por dos métodos diferentes:
choque térmico o electroporacion.
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2.5.1 Transformacion de E. coli por choque térmico

En el caso de bacterias E. coli, trabajamos con una cepa que es competente para
transformacion mediante choque térmico. Para dicha transformacién se ha seguido el
protocolo que se describe a continuacion:

1. Descongelacion en hielo de una alicuota de células TOP10 (Invitrogen) competentes

mantenidas a una temperatura de congelacion de -80°C
Adicion de DNA plasmidico (50-100 ng)
Incubacion en hielo 20-30 minutos
Aplicacion de un choque térmico durante 45 s-1 min a 42°C
En condiciones estériles, adicion de 250 ul de medio LB atemperado sin antibioticos

o gk~ w N

Incubacion 1h a temperatura constante de 37°C con agitacion (200 rpm) para
recuperar las células después del choque térmico.

Una vez transformadas y recuperadas después de la transformacion, las células se siembran
en placas de LB-agar que contienen el antibiotico/s adecuado/s. Normalmente se siembran
dos volimenes diferentes para asegurar el crecimiento de colonias aisladas y se cultivan a lo
largo de toda una noche (12-16 h) en estufa a 37°C.

2.5.2 Transformacidén de A. tumefaciens por electroporacion

Agrobacterium tumefaciens se ha transformado mediante electroporacion, mas eficiente para
este tipo de células. Ya que esta transformacion estaba destinada a la posterior transformacion
de callos de Populus tremula x tremuloides, este paso del protocolo se realizé en el UPSC, de Umea
(Suecia).

Se transformaron con la construccibn pEM2 que contiene el plasmido binario
PHELLSGATE12 y un fragmento de 285 nt de PttRAV1/RAV2 siguiendo el siguiente
protocolo:

1. Descongelacion en hielo de una alicuota de células G\VV3101 (pMP90RK) mantenidas
a una temperatura de congelacion de -80°C.
Adicion de 1,5 ul de DNA plasmidico (50-100 ng), mantener en hielo.
Enfriamiento de la cubeta de electroporacion en hielo.
Traspaso de las células a la cubeta, manteniéndolas en hielo mientras se prepara el
electroporador, en este caso, un Pulser Controller (Bio-Rad Laboratories).
5. Aplicacion del pulso eléctrico: 400 Q, 2 kV'y 25 uF
Adicién de 500 ul de medio LB sin antibi6ticos y traspaso inmediato de las células a
un nuevo tubo.
7. Incubacion 2h a temperatura constante de 28°C con agitacion a 200 rpm.
Una vez transformadas y recuperadas, se siembran en placas de LB con los antibioticos
selectivos adecuados y descritos en la tabla del apartado 1.5 (Tabla 3). La incubacién en estufa
de 28°C se alarga hasta los 2 dias.
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La comprobacion de las colonias se realizd por PCR de colonias, usando los oligonucle6tidos
Sela4831 y Sela4415, descritos en la tabla 7.

2.6 Transformacion de tallos de Populus tremula x tremuloides por Agrobacterium

El protocolo de transformacion de P. tremula x tremuloides fue descrito por primera vez por
el Dr. Ove Nilsson y colaboradores (Nilsson et al., 1992). Dicha transformacion se realiza
sumergiendo segmentos de tallo con extremos cortados en una solucion que contiene células
de Agrobacterium transformadas con el vector de interés, para facilitar su infeccion. Una vez
infectados, los segmentos de tallo se cultivan en condiciones estériles en placas que contienen
medios suplementados con hormonas, para estimular la formacion de los tallos, ademas de
antibidticos para seleccionar los tallos transformados con la construccion de interés. El cultivo
posterior se realiza segun las condiciones de cultivo in vitro y cultivo en invernadero descritas en
el aparatado 1.1.2. Se muestra el proceso completo desde la transformacién y seleccion de los
callos en condiciones de cultivo in vitro (Fig. 1, 1-3) hasta la obtencion de las lineas transgénicas
de interés cultivadas en condiciones de invernadero, un afio mas tarde (Fig.1, 4-7).

El protocolo de transformacion y seleccion de las lineas transgénicas de interés lo realizan
los técnicos del Servicio de transformacion y cultivo in vitro del UPSC, por lo que Unicamente
voy a detallar aqui la preparacién de los cultivos celulares de A. tumefaciens que se les facilitan
para su posterior uso en la transformacion.

Partiendo de los cultivos de Agrobacterium incubados en placa durante dos dias, se prosigue
con el siguiente protocolo:

1. Preparacién de pre-cultivos: inoculacién de colonias aisladas en 5 ml de medio
liquido LB suplementado con antibidticos especificos.
Cultivo de las células durante 24 h a 28°C
3. Preparacion de cultivos: inoculacion de 1 ml del pre-cultivo en 50 ml de medio
liquido LB suplementado con antibidticos especificos.
4. Cultivo de las células durante 24h a 28°C, hasta alcanzar DOsoo de 0,5-0,8.
5. Centrifugacion a 3000 rpm durante 10-15 min
El sedimento obtenido se llevo al Servicio de transformacion para su posterior procesado en
infeccion de tallos de P. tremula x tremuloides.
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Cultivo In vitro Crecimiento en el invernadero
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6-8 meses después... se plantan en tierra y
crecen en condiciones de invernadero

Figura 93. Proceso de transformacion y cultivo para obtencién de lineas transgénicas en
Populus tremula x tremuloides

2.7 Obtencion de células competentes de levadura y transformacion
Para obtener células competentes de S.cerevisiae se partio de un cultivo de 15 ml de células
de levadura de la cepa Y187, incubado durante 12-16h a 28/30°C en agitacion constante a 250
rpm. Y se siguieron los pasos descritos a continuacion:
Células competentes de levadura:
6. Afadir al precultivo 100 ml de YPD e incubar a 28/30°C durante 4-5 h a 250 rpm,
controlando la DOgoo mediante un espectrofotometro; parar el cultivo cuando se
alcance una densidad 6ptica de células de 0,4-0,6.

7. Dividir el cultivo en dos tubos estériles (tipo falcon) y centrifugacion a 2500 rpm, 5
min, a temperatura ambiente.
8. Descartar la fase acuosa superior de ambos tubos y resuspender el sedimento de uno
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de ellos en 25 ml de H,Odd autoclavada (este lavado permite recuperar mayor
cantidad de células). Transferir el contenido de ese tubo al otro. Centrifugar a 2500
rpm, 5 min, a temperatura ambiente.
9. Descartar la fase acuosa superior y dejar secar el sedimento obtenido.
10. Preparar la solucion de 1XTE/LiAc (fresca en cada uso): 1ml 10XTE, 1ml 10XLiAc
y 8 ml de H20d(d.
11. Resuspender suavemente el sedimento en 500 ul de IXTE/LIiAc
Una vez obtenidas las células competentes de levadura, es aconsejable transformarlas el mismo
dia. La transformacion de levaduras se realizo siguiendo el protocolo basado en la incubacién
con acetato de litio tal y como se describe a continuacion:

Transformacién de levaduras:

Toda la transformacion se ha de realizar en condiciones estériles.
1. En frio, afadir en un tubo de microcentrifuga: 100 wl de células competentes, 1 ug
del plasmido abierto que queremos integrar en el genoma de la levadura y 10 ul de
DNA de esperma de salmén (10 mg/ml) previamente desnaturalizado.
2. Preparar la solucion de PEG/LiAc: PEG 50% (p/v), 10x LiAc y 10x TE, en
proporcion 24:3:3
3. Afadir 600 wl de la solucién de PEG/LIiAc y agitar en vortex a alta velocidad
durante 10 s.
Incubar a 30°C durante 30 min, en agitacion a 200 rpm
Afiadir 70 ul de DMSO e invertir el tubo para homogeneizar
Aplicar un choque térmico a 42°C durante 15 min
Dejar en hielo 2 min
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Centrifugar a 5000 rpm durante 1 min

9. Eliminar la fase acuosa superior y resuspender las células en 200 ul de 1XTE
Estas células se sembraron en placa en medio minimo selectivo (SD) suplementado con todos
los aminoécidos excepto con el que complementa la auxotrofia de la cepa no transformada.

2.8 Transcripcién inversa (RT)

La transcripcion inversa permite la obtencién de DNA de tipo complementario (cDNA) a
partir de RNA, mediante la enzima retrotranscriptasa. Con el objetivo de obtener cONA para
posteriores reacciones de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR), se incubd RNA,
previamente tratado con DNasa, (normalmente 800 ng-1,5 ug), a 65°C durante 5 min., con una
mezcla de oligonucleétido (50 uM oligodT y 10 mM dNTPs). Posteriormente, se afiadieron
inhibidores de RNasa (RNaseOUT), DTT vy la enzima SuperScript™ I11 Reverse Transcriptase
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.8.1 RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Para el analisis de la expresion génica se realizaron reacciones de RT seguidas de PCRs
cuantitativas en tiempo real (RT-qgPCR). La PCR cuantitativa (QPCR) permite amplificar y
cuantificar con precision el producto de la amplificacion. EI molde utilizado ha sido cDNA,
obtenido como se ha descrito anteriormente. Los experimentos se realizaron en un aparato
LightCycler® 480 (Roche), utilizando el reactivo SYBR® Premix ExTaq™ (Takara). Los
oligonucleotidos utilizados se encuentran descritos en la tabla 7.

Las reacciones se realizaron siguiendo las siguientes condiciones de amplificacion:

Paso Temperatura  Tiempo
1. Desnaturalizacioén inicial 94°C 2 min.
2. Desnaturalizacion 94°C 455

3. Hibridacion 60°C 45s

4. Extension 72°C X g6

5. Repeticién X ciclos a partir del paso 27

6. Extensidn final 72°C 5 min.

Tabla 32. Condiciones estdndar para amplificacion de fragmentos de DNA por PCR
cuantitativa.

La mezcla de reaccion empleada se especifica a continuacion:

- SYBR® Premix ExTaq™ (Takara) 0.3-0.5 uM de cada par de oligonucle6tidos especificos del
gen a amplificar

- Entre 2'y 4 ul de cDNA, dependiendo de la concentracion calculada previamente.

El volumen final de reaccion ha variado entre 14-20 ul, dependiendo del experimento.

Para cada reaccion se realizaron tres réplicas técnicas. Ademas, se realizaron los siguientes
controles:

- control de DNA gendmico (RT-): muestra de RNA no tratada con enzima retrotranscriptasa;
si hubiera amplificacion en esta muestra indicaria la presencia de DNA gendmico.

- control sin molde (NTC): muestra sin acidos nucleicos, se afiade agua en su lugar; si hubiera
amplificacion en esta muestra indicaria una posible contaminacion de la muestra o una
formacién de dimeros de los oligonucle6tidos.

El gen de referencia sobre el que se calcula la expresion de los genes de interés ha sido la
UBIQUITINAL0 (UBQ10).

Se muestran a continuacion las formulas para el calculo de la expresion relativa, a partir del
método de comparacién de Ct (Livak & Schmittgen, 2001), teniendo en cuenta el promedio de
Ct de tres réplicas técnicas, tanto para los genes de referencia como para los de interés. Con
este método se puede calcular el nivel de cambio, conocido como AACt. para cuantificar la
expresion relativa del gen de interés respecto al gen de referencia. ACt es (Ct gen diana — Ct
gen ref); AACt es (ACt muestra - ACt control). Para las representaciones gréaficas se ha utilizado

el calculo de 2-*"ct,

6 El tiempo es variable dependiendo de la longitud del fragmento a amplificar (a razon de 1kb/min.).
7 Normalmente, entre 28-35 ciclos.
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2.8.2 Northern blot
Se han utilizado plantas de 10 dias de plantas silvestres (Col-0), teml tem2 y 35S:TEML1,
recogidas a ZT8 y ZT18 y cultivadas en condiciones de LD.

1. Preparacion de las muestras y electroforesis en gel de formaldehido

a.

C.

Preparacion del gel de poliacrilamida (17,5%), con la siguiente composicion (por gel):
Urea (5,25 g), 40% acrilamida/bi-acrilamida 29:1 (5,47 ml), 5X TBE (1,25 ml), HO
tratada con DEPC hasta un volumen total de 12,5 ml. Afiadir 100 pl 10% persulfato
de amonio (fresco) y 4,58 ul de TEMED

Se parte de una muestra de RNA total de 10 a 20 pg (para miRNAs se baja
expresion se puede llegar hasta 50 pg) a la que se afiade tampdn de carga para RNA
(formamida desionizada, 50% final). Se desnaturaliza a 95°C durante 5 min y se
mantienen en hielo hasta el momento de cargarlas en el gel. Se afiade colorante de
carga para acidos nucleicos 6X en una concentracion final 1X

Carga de las muestras y electroforesis a 120V durante 2 horas.

2. Transferencia de RNA a membrana

a.

C.

Tincién del gel en bromuro de etidio y lavado con 0,5X TBE. Se puede hacer una
fotografia para comprobar que el RNA no esta degradado

Electro-transferencia del gel a membrana de nylon (Nytran SPC 0,45; Whatman),
utilizando 0,5X TBE, durante 1 h 15 min a 300 mA, en frio

Fijacion a la membrana mediante irradiacion ultravioleta utilizando UV-crosslinker

3. Marcaje de las sondas

a.

b.
C.
d.

Se usaron como sonda oligonucle6tidos estandar complementarios a los miRNAs de
interés. Para el marcaje se utilizd: 3 ul tampon de reaccion A de polinucleétido
kinasa 10X polynucleotide kinase (Thermo Scientific), 2 pl 10 uM oligo, 1 ul 10U/pl
polinucledtido kinasa T4 (Thermo Scientific), 5 pul 10 pCi/ul y-32P-ATP, 19 pl HO
Incubacion de la reaccion de marcaje a 37°C durante 1 h.

Purificacion de las sondas mediante columnas lllustra Microspin G25 (GE Healthcare)
Desnaturalizacion de las sondas a 95°C durante 5 min, y mantenimiento en hielo.

4. Hibridacién de las membranas y lavados

a.

d.

Pre-hibridacién de la membrana durante, al menos, 1 hora a 37°C en tampo6n de
hibridacion 1X PerfectHyb Plus (Sigma)

Desnaturalizacién de la sonda radioactiva al tampén de pre-hibridacién

Hibridacion de la membrana durante 2 dias a 37°C (o/n, para pequefios RNA con
alta expresion, como los genes usados en la normalizacion U6 snRNA y 5S rRNA.
Lavados de los filtros 2/3 veces durante 15 min con solucion de 2x SSCy 0,2% SDS

5. Deteccion de la sefial

Exposicion en pantalla Phosphorlmager (entre 5 min a 2 h para muestras con alta expresion de

RNA pequefios; y entre 4 a 8 dias, para muestras con baja expresion)
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2.9 Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)
Se han utilizado plantas de 10 dias de plantas silvestres (Col-0) y plantas 35S:TEM1 y
35S:: TEMZ2, recogidas a ZT18 y cultivadas en condiciones de LD.
1. “Crosslinking” (entrecruzamiento covalente)
Se han usado 1-1,5 gr de plantas enteras. Se afiade Tampon de Entrecruzamiento, frio (sacarosa
0,4 M, Tris-HCI pH 8,0 10 mM; MgCl, 10mM y formaldehido 1%), y se hace vacio durante 15
min. Para parar la reaccion se afiade glicina 2 M y de nuevo vacio, 5 min. Lavado y secado de
las muestras con agua estéril y papel absorbente y filtrado en telas de nylon (Miracloth) de 80
um, congelacion de las muestras en nitrégeno liquido y posterior molido en mortero. A partir
de este punto todo el protocolo se sigue en frio (4°C).
2. Extraccion de la cromatina
a.  Resuspensién en Tampon de Extraccion |, frio (Tris-HCI pH 8,0 50 mM; EDTA 10
mM; SDS 1%), afiadiendo inhibidores de proteasas (PMSF 1/100; AntiPAIN
1/500; Leupeptin 1/1000; Aprotinin 1/1000; Pepstatin 1/1000; E64 1/1000).
b. Centrifugacion durante 15 min a 4000 rpm. Descarte del sobrenadante y
resuspension del sedimento en 1ml de Tampon de Extraccion |
Se guardo una parte de esta solucion para control de sonicacién (sin sonicado).
3. Fragmentacion del DNA
a.  Sonicado del material en 3 ciclos en pulsos de 10 seg. a méxima potencia (40 kH),
con 5 seg. de tiempo de enfriado entre los pulsos. Comprobacién de los fragmentos
(300-1500 pb) en gel de agarosa al 1,2 %.
b. Centrifugacion corta de 3-5 min a 13000 rpm en frio para eliminar los restos
celulares. Opcional: pasar el lisado por filtro de 45 pm.
El sobrenadante se divide en dos tubos nuevo. Una tercera parte se conserva a -80°C para el
control de cromatina total (INPUT).
4. Inmunoprecipitacion
Separacion de las muestras en 2 tubos (1 con anticuerpo — Ab- y 1 sin anticuerpo — No Ab). El
tubo sin anticuerpo ser4 el control del ruido de fondo. Para ambos tubos: adicion de Tampdn
de Dilucién para ChlP (150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1 mM EDTAy 16,7 mM
Tris-HCI pH8,0) al cual se afiaden los inhibidores de proteasas anteriormente citados.
a. Para tubo con Ab (+Ab): tampén de ChIP + incubacion de la cromatina con 5 pl
de anticuerpo anti-HA
b. Paratubo sin Ab (-Ab): tamp6n de ChIP sin anticuerpo
Ambos tubos se incuban durante toda la noche (over/night) a 4°C en plato giratorio
5. Pre-aclarado de la cromatina y recuperacion de los complejos inmunoprecipitados
a. Preparado de la mezcla de esperma de salmon y agarosa-Proteina A (especifica para
anticuerpo de conejo), centrifugacion de 3 min a 5000 rpm, eliminacion del
sobrenadante y equilibrado con tampén de Dilucion de ChlP
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b.  Adicion de la proteina A-sefarosa a las muestras +Ab y —Ab e incubacion 3 horas a
4°C en agitacién
Centrifugacion 5 min a 5000 rpm en frio, descarte del sobrenadante
d. Resuspension en 1 ml de Tampodn de Dilucién para ChIP, incubacién 10 min a 4°C
en agitacion
e. Centrifugacion 5 min a 5000 rpm en frio, descarte del sobrenadante y adicion
Tampdn de Dilucién para ChlP y centrifugacion
f.  Serie de dos lavados con Tampon de Cloruro de Litio (0,25 M LiCl; 1% Nonidet P-
40; 1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1% desoxicolato de sodio), con los
citados inhibidores de proteasas excepto PMSF
g. Serie de dos lavados con tampén TE (10 mM Tris-HCI pH8.0, 1 mM EDTA), con
los citados inhibidores de proteasas excepto PMSF.
h.  Elucién de los complejos inmunoprecipitados con 150 pl de Tampén de Elucién
(1% SDS, 0,1 M NaHCO3), sin inhibidores de proteasas
i.  Incubacion 30 min a temperatura ambiente con agitacion y centrifugacién a maxima
velocidad durante 1 min. El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo y se afiade
NaCl 5M, repetir la elucién hasta obtener un volumen final de 300 pl
j. Recuperacion del INPUT, conservado a -80°C y adicion de Tampon de Elucion
hasta un volumen final de 300 pl
6. Reversion del “crosslinking”
Incubacién de todos los tubos (INPUT, +Ab, -Ab) a 65°C 0/n con agitacion suave (1400 rpm)
7. Purificacion del DNA
a. Digestion de las muestras inmunoprecipitadas y del INPUT con una mezcla de 6 pl
EDTA 0,5 M; 12 pl 1 M Tris-HCI pH 6,5; 2 pl de proteinasa K 10 mg/ml
b. Incubacion a 42°C durante 1 hora, con agitacion.
c. Recuperacion del DNA mediante kit de extraccion Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Resuspension del DNA en 100 ul H20, se usan 2 pl en cada reaccion de qPCR.

2.10 Tincién histoldgica para deteccién del gen reportero GUS

Las plantas transgénicas generadas en nuestro laboratorio, pTEM1::GUS (Castillejo and
Pelaz, 2008), se cruzaron con plantas 35S::MIR156 y con plantas phyB-9 para realizar un ensayo
histoquimico de deteccion de la proteina GUS expresada bajo el control del promotor de
TEML. De este modo, pudimos obtener una medida cualitativa y de patrén de expresion de
TEM1 a través de la coloracién azul que muestran estas plantas al ser incubadas con la
sustancia cromogénica X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-acidoglucurénico). Para
garantizar el ensayo, esta solucion debe ser preparada fresca cada vez. Las muestras fueron
tratadas inmediatamente después de su recoleccion de la siguiente manera:
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1. Preparacion de la solucion X-Gluc que contiene: X-Gluc 50 mM en tamp6n fosfato
50 mM y pH 7; 0,2% (v/v) Triton X-100, ferrocianuro de potasio 0,5 mM y
ferricianuro de potasio 0,5 mM.

Recoleccion de las muestras (normalmente plantulas enteras).

Inmersion de las muestras en la solucion previamente preparada.

Infiltracion de la solucion mediante aplicacion de vacio (15-30 minutos dependiendo
del tamario de la muestra).

5. Incubacion a 37°C en oscuridad, normalmente toda una noche (12-16 horas).

6. Al dia siguiente, se para la reaccion lavando el material con concentraciones
crecientes de etanol (v/v): etanol al 30%, etanol al 50% y etanol al 70%. Cada lavado
se realiza durante 20-30 minutos a temperatura ambiente.

7. El material puede conservarse en etanol al 70% a 4°C o bien, fijarse en una solucion
fijadora (FAA) de 5% é&cido acético glacial, 3,7% formaldehido y 50% etanol
absoluto.

2.11 Construccion RNAi RAV1/2 para transformacion de P.tremula x tremuloides

A partir de una busqueda in silico de los posibles genes ortélogos RAV de P. trichocarpa
(especie secuenciada del género Populus), se encontraron los genes eugene3.00101225 y
gwl.VI11.1153.1, actualmente descritos como PtRAV1 (XM002315922) y PtRAV?2
(XM002311402), respectivamente. Debido a su alto grado de similitud y suponiendo que estos
pudieran ser redundantes en su funcién (como ocurre en Arabidopsis con TEM1 y TEM2), se
decidi6 realizar una construccién para silenciar ambos genes, escogiendo para ello un vector de
silenciamiento basado en la tecnologia de RNA interferente ((HELLSGATEL2). Se disefiaron
oligonucledtidos especificos (RAV RNAi FOR1-BamHI y RAV RNAi REV-Xhol) que
amplifican una region que se encuentra entre los dominios AP2 y B3 (conservados en Populus
sp) y se realizd6 una PCR para amplificar dicha region a partir de ¢cDNA de P. tremula x
tremuloides. La figura 6 indica en negrita los oligonucledtidos utilizados, el subrayado los
dominios AP2y B3, y se delimita con un cuadrado la region amplificada.

Los oligonucledtidos fueron disefiados con dianas de restriccion BamHI y Xhol, para
facilitar la clonacion del inserto en el vector de entrada pENTR3C. Tanto el producto de PCR
como el vector de entrada se digirieron usando esas mismas dianas de restriccion. El producto
de PCR digerido y purificado se lig6 al vector linealizado.

Después de la transformacion de células de E. coli tal y como se describe en el apartado
2.4.1, éstas se sembraron en placas con medio selectivo LB-agar y kanamicina (apartado 1.4.3).
De las colonias obtenidas se procedio a cultivar indculos en medio liquido selectivo, y
posteriormente, realizar la extraccion de DNA plasmidico para confirmar la clonacion
mediante digestion con BamHI y Xhol. Los plasmidos positivos se secuenciaron.
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AP2 domi ni o
Pt RAV1 AGAAAACTCCCTTCTTCTAAATACAAAGGT GTTGTCCCCCAACCAAATGGTCGCTGGGGT 360
Pt RAV2 AGAAAGCTCCCTTCCTCTAAATACAAAGGGGT TGT CCCCCAACCAAATGGTCGCTGGGGT 337
kkhkkkk kkhkkkkkk*k khkkkkhkhkkkhhkhkkhkhhkd *hkhkhkhkhkhkhhkhhkdkhkhkdhrhkdkhhkdhhhhhkkhxk
Pt RAV1 GCACAGATTTACGAGAAGCACCAGCGT GT GT GGCTCGGGACGT TCAATGAAGAAAATGAA 420
Pt RAV2 GCACAGATTTACGAGAAGCACCAGCGT GTGT GGCTTGGGACATTCAATGAAGAAGATGAA 397
R R R R R R RS E R R SRR E RS R R RS R RS SRR SRR RN EEEE R EREREEEEEEEE R EEEES
Pt RAV1 GCAGCAAGAGCCTATGATATTGCTGCTCAGAGATTCCGT GGAAGGGATGCCGTGACTAAC 480
Pt RAV2 GCAGCGAGAGCCTATGATACCGCT GCGCAAAGGT TTCGT GGAAGGGATGCCGTGACTAAC 457
kkhkkkk kkhkhkkkhkhkkkhkkkkkk kkkhkkk Kk K%k kk khkhkkkhkhkhkkdkhkkkhkhkdkhkkkhhkkkkkk
Pt RAV1 TTCAAGCAAGT TAAT GAGACCGAAGAT GATGAAATAGAGGCTGCTTTCCTGAACGCTCAT 540
Pt RAV2 TTCAAACAGGT TAATGAAACTGAAGATGATGAGATAGAGGCTGCTTTTCTGATCACTCAT 517
*hkkkhkkx K*k K*hkhkhkxkhkkhkk *k Fhkhkhkhkhkhkhkhkdhk *hkhkhkhkhkhkhkxhkhkhkkhkk khkxk * kkkkk
Pt RAV1 TCGAAAGCTGAAATCGT TGACAT GT TGAGGAAACACACGTACAGCGATGAGCTAGAGCAA 600
Pt RAV2 TCAAAAGCTGAAATCGT TGACATGT TAAGGAAACATACGTACAGCGATGAGCTAGAGCAA 577
R R R EEEREEEEEEEEEEEEEEEEEIEEEEEEEEIEEEEEREEESEEEEEEEEEEEREESESESE]
Pt RAV1 AGCAAAAGGAACCACAGGAGT AACAAT GGGGGAAAT GGGAAGCAATACAAGAATACAGCA 660
Pt RAV2 AGCAAAAGGAACCAAAGGAGT AACAAT GGGGTAAAT GGGAAGCAATACAAGAATACAGCA 637
Pt RAV1 AACTACGAGAATAATAGT TATGATCATGGT TGT GGTCGGGT GT TGAAAGCGCGTGAACAG 720
Pt RAV2 AACTATGGGAGTAATAGT TATGACCATGGT TGT GGCCGGGT GT TGAAAGCGCGT GAACAG 697
kkkkk *x Kk khkkkkhkhkkkhkkkk*k khkhkkkhkhkkkhkhhkd *hhkhkhkhkdkhkhkdkhhkhhhkdhhkdhhkhkkhkxd
B3 doni ni o
Pt RAV1 CTTTTTGAGAAAGCT GT GACTCCGAGT GATGT TGGGAAATTGAATCGGCTTGTGATACCA 780
Pt RAV2 CTTTTCGAGAAAGCT GT GACT CCAAGT GACGT TGGGAAATTGAATCGGCTTGTCATACCA 757
Pt RAV1 AAACAACATGCGGAAAAGCATTTTCCTTTGCAAAGTACATCAAGCAATAGTACTAAAGGT 840
Pt RAV2 AAACAACATGCAGAAAAGCATTTTCCTTTGCAGAGTACATCAAGCTGTAGTACTAAGGGT 817
IR SRS EEEEEENEEEEEEEEEEEEEEERESEEREIESEEEESEESRESSESS] *kkhkhkkkhkkk kk*k
Pt RAV1 GTATTGCTTAACT TGGAAGAT GT GAGCGGCAAAGT GTGGAGGTITTCGTTATTCTTATTGG 900
Pt RAV2 GTGTTGCTTAACCT GGAAGATAT GAGT GGTAAAGT GTGGAGGTTTCGTTATTCTTATTGG 877
Pt RAV1 AATAGTAGCCAAAGT TATGT TTTGACAAAAGGGT GGAGCCGATTTGTTAAAGAAAAGAAC 960
Pt RAV2 AATAGTAGCCAGAGT TATGTI TTTGACCAAAGGGT GGAGCCGATTTGTTAAAGAAAAGAGC 937
IR R R R EEEEEEMEEEEEEEEEEREEEEIEREEEEEEEEEREEEEREEESEEEEEEEEEEEEREE I
Pt RAV1 TTGAAAGCTGGTGACATTGITTGCTTTCAAAGATCAACT GGACCTGATAACCAGCTTTAC 1020
Pt RAV2 TTGAAAGCTGGTGACATTGI TTGCTTTCAAAGATCAACAGGGCCAGATAAGCAGCTTTAC 997
Pt RAV1 ATTGATTGGAAAGCAAGAT GCGGGTCCAACCAGGT CCAACCGGTTCA- - - - - - - - - GATG 1071
Pt RAV2 ATTGATTGGAAAGCAAGAAGCGGGT CCAACCAGGT CCAGCCGGTTCAACCGATTCAGATG 1057

Khkkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhdhd *h*kdkdAhxhkdkdrhrdkdrxhxdddxx*x **xkxk**x*x*% * %k k%

Figura 94. Alineamiento de las secuencias de los genes RAV1y RAV2 de Populus trichocarpa.
El recuadro indica la zona amplificada para realizar la construccion RNAI. El subrayado indica los
dominios AP2 y B3 propios de la familia RAV. Se indican también los oligonucle6tidos utilizados para la
amplificacion en negrita.

Se continud con uno de los plasmidos positivos y comprobados por secuenciacion; con
éste se procedio a realizar una reaccion de recombinacion mediante extremos LR con el
plasmido pHELLSGATE12, usando la tecnologia Gateway®. Después de transformar células
de E. coli con el producto resultante, éstas se sembraron en placas con medio selectivo LB-agar
y espectinomicina (apartado 1.4.3).

De las colonias obtenidas se procedid a cultivar in6culos en medio liquido selectivo, y
posteriormente, realizar la extraccion de DNA plasmidico para confirmar la reaccion de
recombinacion mediante digestion con BamHI. Las colonias positivas se conservaron a 4°C
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hasta la transformacion de A. tumefaciens en el UPSC, donde continu6 el protocolo de
transformacion de P. tremula X tremuloides.

2.12 Construcciones para los ensayos de hibrido sencillo
Inicialmente se realizaron cuatro construcciones distintas para los ensayos de hibrido
sencillo, dos para el promotor de TEM1 y dos mas para el promotor de TEM2. Para ello,
delimitamos la region de estudio a los 1400 nt mas préximos al ATG (-1400nt), para cada uno
de los promotores, partiendo esta secuencia en dos fragmentos solapantes, de unos 700 nt cada
uno. Se obtuvieron las construcciones siguientes:
1. Secuencia de 710 nt de la region promotora mas proxima al ATG de TEM1 ,
comprendida entre los nucleétidos -1 y -711, clonada en el vector final pHISi-1
(PEM9). Denominada “Fragmento 1-pTEM1”.
2. Secuencia de 711 nt de la region promotora comprendida entre los nucledtidos -688
a -1399 de TEM1, clonada en el vector final pHISi-1 (pEM10). Denominada
“Fragmento 2-pTEM1”
3. Secuencia de 689 nt de la region pomotora mas proxima al ATG de TEMZ2, clonada
en el vector de entrada pCRII-TOPO (pEM5). Denominada “Fragmento 1-pTEM?2”
4. Secuencia de 716 nt de la regiébn pomotora siguiente a la anterior (-700 a -1400) de
TEM2, clonada en el vector final pHISi-1 (pEM11). Denominada “Fragmento 2-
pTEM2”.

Los oligonucleétidos usados para amplificar cada una de las secuencias se especifican en la
tabla 7; las construcciones con los vectores de entrada y los finales se detallan en la tabla 2, del
apartado 1.3.2.

Debido a dificultades técnicas en la amplificacion de la region promotora de TEM2
(fragmento 1), esa construccién quedd retrasada respecto a las otras, por lo que decidimos
centrarnos en el estudio de las dos regiones del promotor de TEM1, y dejar para més adelante
el estudio de TEM2. Asi de las cuatro construcciones iniciales, solo las del promotor de TEM1
(fragmento 1y fragmento 2) fueron transformadas en levadura y con ellas se realizd el ensayo
contra una genoteca de cDNA de Arabidopsis.

Se sigui6 el protocolo descrito en el manual MATCHMAKER One-Hybrid System User
Manual de Clontech, para la transformacion de la cepa de levadura Y187 con cada una de las
dos construcciones anteriormente descritas.

Una vez integrado el plasmido en el genoma de la levadura, se testd su autoactivacion.
Debido a que el vector utilizado pHISi-1 tiene una expresion basal en levaduras cultivadas en
medio minimo selectivo (en ausencia de His, SD-His), se comprob6 qué concentracion de
inhibidor 3-AT era necesaria para evitar ese crecimiento. Para ello se prepararon placas con
medio SD-His con concentraciones crecientes de inhibidor 3-AT (0-15-30-40-50 mM).
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2.13 Ensayo de levadura de hibrido sencillo

El mating entre las cepas de levadura que contenian el cebo (Y187-pEM9; Y187-pEM10) y
la presa (AH109-pGADTT7rec) se realizd en el laboratorio del Dr. M. Kater en la Universita
degli Studi di Milano, bajo la direccion de la Dra. Simona Masiero.

La Dra. Masiero es la autora de la genoteca de cDNA, construida a partir de plantas
silvestres de Arabidopsis, cultivadas en condiciones estandar y con las que se realiz6 una mezcla
de distintos tejidos recogidos en diferentes momentos del desarrollo. Esa genoteca esta clonada
en el plasmido pGADTT7rec, con la que previamente se habia transformado la cepa AH109
(SD-Leu).

La seleccion de los diploides se realiz6 mediante cultivo en medio minimo selectivo (SD-
His-Leu), con diferentes concentraciones de inhibidor 3-AT (10-30-40-50 mM) (Fig. 3). Las
mismas colonias se cultivaron en cada una de esas concentraciones, y se seleccionaron aquellas
que superaban el efecto inhibitorio a concentraciones mas altas.
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Figura 95. Escrutinio de los clones positivos obtenidos en el ensayo
Crecimiento en 4 concentraciones diferentes (10-30-40-50 mM) de inhibidor 3-AT.

Esas colonias se seleccionaron para secuenciacion. Se utilizaron dos métodos para aislar el
DNA (1) mediante extraccion de DNA de levadura (ver apartado 2.1.3), posterior PCR con
oligonucleotidos especificos (Vep46 y Vep48) y secuenciacion (Vep47); y (2) mediante
transformacion de E. coli con el DNA extraido, comprobacion por digestion con el enzima de
restriccion Hindl11'y secuenciacion (Vep 47).

En total se analizaron, aproximadamente, 80-90 clones para las dos construcciones. Las
secuencias obtenidas se analizaron mediante BLASTX.

2.14 Oligonucleétidos

A continuacién se detallan los oligonucleétidos utilizados en este trabajo, se especifica su
secuencia y uso. Su origen es diverso, ya que algunos han sido disefiados en nuestro grupo
(mediante método manual —con ayuda de los programas OligoCalc y OligoAnalyzer (IDT
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Technologies) - o bien directamente mediante el programa Primer Express; mientras que otros

son procedentes de trabajos publicados por otros grupos.

Oligonucleétido Secuencia Uso
Arabidopsis
SorayaP-LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG PCR
SPelaz LB4 CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT PCR
SorayaP-SM_lines TACGAATAAGAGCGTCCATTTTAGAGTGA PCR
SorayaP-Kan For AGATGGATTGCACGCAGG PCR
SorayaP-Kan Rev GAAGGCGATAGAAGGCGA PCR
SorayaP-Act8 For ATGAAGATTAAGGTCGTGGCA PCR
SorayaP-Act8 Rev TCCGAGTTTGAAGAGGCTAC PCR
SorayaP-InsTEM1 CGGGCGAAATGTCAAATGTGG PCR
SorayaP-J5.2 CCGAATTCTCACAAGATGTTGATAATCGCCT PCR
SorayaP_5'Ins-rav2 TTACGCCTCTACCGGATGGG PCR
SorayaP_3'Ins-rav2 GCTTCTTGGAACACCGTAACGC PCR
SorayaP-RAV1 For CTTATACAGGATGGGAAGCGGAT PCR
SorayaP-RAV1 Rev GAGTTGTTACGAGGCGTGAAAGA PCR
SVP41For GACCCACTAGTTATCAGCTCAG PCR
SVP41 Rev WT AAGTTATGCCTCTCTAGGAC PCR
SVP41 Rev Mut AAGTTATGCCTCTCTAGGTT PCR
phyB9-1 AGCTAGTGGAAGAAGCTCGATGAGGCCTTG PCR
phyB9-2 ACCGTCACATTTCACTAAGTCCATGGTACT PCR
SorayaP-OligodT CCTAGGCCACTGTGGCCTTTTTTTTTTTTTTT RT
SorayaP_UBQ10 RT For AAATCTCGTCTCTGTTATGCTTAAGAAG RT-gPCR
SorayaP_UBQ10 RT Rev TTTTACATGAAACGAAACATTGAACTT RT-gPCR
SorayaP-TEM1 RT For ATCCACTGGAAAGTCCGGTCTA RT-gPCR
SorayaP-TEM1 RT Rev GAATAGCCTAACCACAGTCTGAACC RT-gPCR
SorayaP-TEM2 RT For TGGTCCGAGAGAAAACCCG RT-gPCR
SorayaP-TEM2 RT Rev TCAACTCCGAAAAGCCGAAC RT-gPCR
SorayaP-RAV1 RT For CACCGGAGAGTTCAAGAAACGA RT-gPCR
SorayaP-RAV1 RT Rev GAGTTGTTACGAGGCGTGAAAG RT-gPCR
SorayaP-CO RT For TCCATTAACCATAACGCATACATTTC RT-gPCR
SorayaP-CO RT Rev CGGCACAACACCAGTTTCC RT-gPCR
SorayaP_FT RT For CCATTGGTTGGTGACTGATATCC RT-gPCR
SorayaP_FT RT Rev TTGCCAAAGGTTGTTCCAGTT RT-gPCR
SorayaP_RT-SVP For GCAACTAACGGAAGAGAACGAG RT-gPCR
SorayaP_RT-SVP Rev GAGCTCTCGGAGTCAACAGG RT-gPCR
FLC_RT-FOR CGGTCTCATCGAGAAAGCTC RT-gPCR
FLC_RT-REV CCACAAGCTTGCTATCCACA RT-gPCR
TSF-RT-For GAGTCCAAGCAACCCTCACCAA RT-gPCR
TSF-RT-Rev CACAATACGATGAATTCCCGAG RT-gPCR
SPL3_RT-For TGGAGAAACAGACAGAGACACAGAGGA RT-gPCR
SPL3_RT-Rev ACGCTTAGCTGGACACAACGAGAGAAG RT-gPCR
SPL9 RT-For CAAGGTTCAGTTGGTGGAGGA RT-gPCR
SPL9 RT-Rev TGAAGAAGCTCGCCATGTATTG RT-gPCR
SPelaz GA3ox1 For AGGAGAAGGAGCAGCGGAGAAGAGGAG RT-gPCR
SPelaz GA30x1 Rev CATCCCATTCACCTCCCACACTCTCACATAC RT-gPCR
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA RT-gPCR
SL-RT-miR156 CTGGATACGACGTGCTC
miR156-qFwd CGGCGGTGACAGAAGAGAGT RT-gPCR
Antoine_Stem GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA RT-gPCR
loop_RT_miR172 CTGGATACGACatgcag
Merche-gFor-miR172-1 CGGCGGTAGAATCTTGATGATG RT-gPCR
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA RT-gPCR

SL-RT-5S-Merche
5SFor1Merche

CTGGATACGACagggat
GGATGCGATCATACCAGCACT

RT-gPCR
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gRev-universal
(Antoine_gRev-miR172)
SPL9ch revl
MIR172C-Chip+109fw
MIR172C-Chip+109rev
SVP41ch for3

SVP41ch rev3
miR156as

miR156sense

mMiR172 antisense
miR172sense
(Antoine_miR172S)

U6

GTGCAGGGTCCGAGGT
TGGTGGTTGAGCCATTGTAA
AAAATGGTGCCGTCTTGAGT
CTTGATGATGCTCCAACAGC
GATTTTGGATTTTTGACCCACT
TGCAAACCAAATCCACAAAA
GTGCTCACTCTCTTCTGTCA
TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
ATGCAGCATCATCAAGATTCT

AGAATCTTGATGATGCTGCAT
GCAGGGGCCATGCTAATCTTCTCTGTATCGT

RT-gPCR

ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR
ChIP-gPCR

Sonda Northern
Control Northern
Sonda Northern
Control Northern

Control Northern

Fragmentl pTEM1 REV GGTCTAGAATTTGTTGTGTTTGTGAGAGAG Clonaje Y1H
Fragment2 pTEM1 FOR GGGAGCTCTTCGTGCATAGATAAGAAGGGA Clonaje Y1H
Fragment2 pTEM1 REV GGTCTAGAGGTCCATACAAGAATAGTAGTA Clonaje Y1H
Fragmentl pTEM2 FOR CCGAGCTCCTAATGTGGGATATTATTATCCC Clonaje Y1H
Fragmentl pTEM2 REV2 GGTCTAGATTCAGTTTCTTGAAGATTCTCAC Clonaje Y1H
Fragment2 pTEM2 FOR GGGAATTCAAGAAGTGAGGATAGGTTCATGT Clonaje Y1H
Fragment2 pTEM2 REV GGGAGCTCGGGATAATAATATCCCACATTAG Clonaje Y1H
Vepa7 CTATTCGATGATGAAGATACCCC Secuenciacién

pGADT7rec
Vep46 ACCACTACAATGGATGATG PCR pGADT7rec
Vep48 GGTTTTTCAGTATCTACGATTC PCR pGADT7rec
Populus

RAV RNAIi FOR1-BamHI
RAV RNAI REV-Xhol
Sela4831 (For 35S)
Sela4415 (REV attR)
Oligo(dT) adapter primer

At4933380-like For
At4g33380-like Rev
TIP41 For

TIP41 Rev

18S For

18S Rev

PttRAV1 For
PttRAV1 Rev
PttRAV2 For
PttRAV2 Rev
PttFT2 For

PttFT2 Rev

gGGATCCaGATGCCGTGACTAACTTCAA
gCTCGAGaTCACTCGGAGTCACAGCTTTC
TGACGTAAGGGATGACGCAC
GACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGGT
[TTTTTTTTTTVN
GCGGAAAGAAAAACTGCAAG
TGACAGCACAGCCCAATAAG
GCTGCACTTGCATCAAAAGA
GCAACTTGGCATGACTCTCA
TCAACTTTCGATGGTAGGATAGAG
CCGTGTCAGGATTGGGTAATTT
ATCGTTGGAGCCTTGTAACATTTT
CCTCATTCCCCCCCTAACCT
CCAGCCGGTTCAACCGATTCA
CCCATTACACCCATTTTCCATCCC
GGTTGTTTGGGGTCAACATC
CGACAAAAGCTCCATTTCTCTC

PCR
PCR
PCR
PCR
RT

RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR
RT-gPCR

Tabla 33. Lista de oligonucle6tidos utilizados

3.  ANALISIS FENOTIPICOS
3.1 Analisis del tiempo de floracién

El pardmetro més utilizado para medir el tiempo de floracion en Arabidopsis es el conteo del

numero de hojas. Este suele ser expresado como la suma de las hojas totales (hojas de roseta y

hojas caulinares) producidas en el tallo principal, excluyendo los cotiledones. Las hojas fueron

periddicamente contadas y marcadas con un rotulador permanente hasta que se produjo la

completa elongacion del tallo. Otro pardmetro utilizado para expresar el tiempo de floracion es

el conteo del nimero de dias, contabilizdndolos desde la fecha de siembra hasta que es visible

el botdn floral a simple vista.
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3.2 Determinacién del inicio de la fase adulta

El inicio de la etapa adulta se determina por la hoja en que se forman los primeros tricomas
abaxiales (en la cara inferior del limbo foliar). Las hojas que se forman durante la fase juvenil se
caracterizan por presentar tricomas Unicamente en la parte adaxial (superior) del limbo. En
cambio, las hojas adultas forman tricomas en ambas caras; la primera hoja que muestra
tricomas en la cara abaxial se determina como la primera hoja adulta. La suma total de hojas
juveniles se considera que representan la duracion de la fase juvenil.
Por tanto, para determinar la duracion de la fase juvenil y el inicio de la fase adulta, se ha
seguido regularmente la formacion de las hojas registrando la primera en la que son visibles los
tricomas abaxiales.

3.3 Determinacién de la velocidad de produccion de hojas

La relacién entre las hojas totales producidas y el tiempo que tardan en formarse
(hojas/tiempo), se denomina ratio de produccion de hojas totales. Otra manera de expresar si
las hojas se forman mas 0 menos rapido es una medida denominada plastocron, que determina
el tiempo que tarda en formarse una hoja (dias/hojas).
En condiciones de DC, se analizo la produccion de hojas nuevas cada 4 dias, a partir del dia 8
de cultivo en cdmara y hasta el dia 36 0 68 segln la réplica bioldgica. Se determind la aparicién
de una hoja nueva cuando el primordio foliar era visible a simple vista.

3.4 Caracterizacion fenotipica de las lineas RNAi RAV1/2 en Populus

La caracterizacion fenotipica de los arboles transgénicos se llevé a cabo en dos periodos de
tiempo diferentes; la primera caracterizacion se realizé a los 41 dias después de haber sido
sembrados en tierra; la segunda se realizé a los 72 dias. En ambos casos, los arboles crecian en
condiciones de invernadero. De las lineas RNAI RAV1/RAV?2 seleccionadas, se sigui6 el
crecimiento de entre 5-11 arboles por linea, analizando los siguientes rasgos: altura, nimero de
hojas, ramas silépticas, diametro del tallo en 5 alturas diferentes (en intervalos de 10 internodios
empezando por la base), durante tres dias consecutivos; en comparacion con plantas silvestres
de P.tremula x tremuloides. Ademas, se compararon otros rasgos, como la longitud de las
estipulas, la longitud y anchura de las hojas, la posicion de la primera hoja con tricomas, o la
anatomia de los tejidos del tallo mediante cortes transversales y tincion histoldgica.

3. BIOINFORMATICA

En este trabajo se han utilizado diferentes bases de datos y recursos bioinformaticos
gratuitos y disponibles de forma abierta en Internet. En la siguiente tabla se detalla su nombre y
direccion online.
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Nombre

Direccion online

The Arabidopsis Information
Resources (TAIR)

National Center for Biotechnology
Information

Phytozome

Plant Cis-acting Regulatory DNA
Elements (PLACE)

The Arabidopsis Gene Regulatory
Information Server (AGRIS)
Fuzznuc (Nucleic acid pattern search)
Nottingham Arabidopsis Stock Centre
(NASC)

Genevestigator

Salk Institute Genomic Analysis
Laboratory (SIGnAL)

OligoCalc

EMBL-EBI (Multiple Sequence
Alignment)

Diurnal (Mockler Lab)

www.arabidopsis.org

www.ncbi.nlm.nih.gov

www.phytozome.net/
www.dna.affrc.qgo.jop/PLACE/

http://arabidopsis.med.ohio-state.edu

http://emboss.bioinformatics.nl/cqi-bin/emboss/fuzznuc
http://arabidopsis.info/

WWW.genevestigator.com
http://signal.salk.edu/

www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2

http://diurnal.mocklerlab.org/

Tabla 34. Lista de recursos bioinformaticos utilizados

4. ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa Prism 6 de GraphPad. Para los

experimentos de andlisis del tiempo de floracion, se uso la prueba t- Student con dos colas con

un intervalo de confianza de entre el 95% y el 99% o ANOVAs de 1-via seguido del test de

comparaciones multiples de Bonferroni (p<0,05).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: MicroRNAs (miRNAs) are key regulators of numerous genes in many eukaryotes. Some plant miRNAs are
Received 20 March 2012 involved in developmental and physiological processes that require intercellular or inter-organ signaling.
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Movement of other small RNAs within plants has been established. Recent findings also demonstrate
intercellular signaling by miRNAs and strongly support that a subset of these regulatory molecules move
from one cell to another or over long distances. Phloem exudates contain diverse miRNAs and at least two
of them, involved in responses to nutrient availability, are transmitted through grafts, indicating long-

ﬁl?é ‘:;Oeri distance movement. Two miRNAs that regulate developmental processes are present in cells outside
MiRNA movement their domains of expression. Several results strongly support that one of them moves from cell to cell.
Long-distance signaling Research on a mutant affected in plasmodesmata trafficking indicates that these intercellular channels
Cell-to-cell signaling are required for transmission of miRNA activity to adjacent cells. Moreover, ARGONAUTE proteins might
Phloem transport be involved in the regulation of miRNA trafficking. Hypothesis on the features and mechanisms that may

determine miRNA mobility are presented. Future challenges include identifying other mobile miRNAs;
demonstrating that miRNA movement is required for non-cell autonomous action; and characterizing
the mechanisms of translocation and genetic pathways that regulate miRNA movement.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Since the first reports of microRNA (miRNA) from the nema-

tode Caenorhabditis elegans in 1993 [1,2], our knowledge of the

* Corresponding author. Tel.: +34 93 5636600x3110; fax: +34 93 5636601. biogenesis, functions and mechanisms of action of small non-
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double-stranded RNA (dsRNA) precursors or from single-stranded
RNA (ssRNA) molecules that fold into a structure that is partially
double stranded. In plants, these precursors are cleaved by DICER-
LIKE (DCL) ribonucleases, generating 21-24 nt RNAs. Small RNAs
are loaded into RNA-induced silencing complexes (RISCs), which
contain a member of the ARGONAUTE (AGO) protein family and
direct the small RNAs to complementary RNAs or DNAs. RISCs
silence gene activity by at least three mechanisms: mRNA cleavage,
inhibition of translation and chromatin modification through DNA
methylation [3-6]. Small RNAs are involved in virtually all aspects
of plant biology, including development, responses to biotic and
abiotic stresses, nutrient allocation and maintenance of genome
integrity [7-9].

There are two main classes of small RNAs in plants: small
interfering RNAs (siRNAs) and microRNAs (miRNAs) [3-6]. siR-
NAs are produced from dsRNAs derived from endogenous repeated
sequences, convergently transcribed RNAs or transposons, or from
exogenous transgenes and viral sequences. Most of these dsRNAs
are diced by DCL2, DCL3 or DCL4, producing 21, 22 or 24-nt siR-
NAs, which are sorted into AGO1, AGO4, AGO6 or AGO9 RISCs that
induce transcriptional or post-transcriptional silencing of comple-
mentary sequences [5,10]. Long (30-40 nt) siRNAs also exist [11]
and binding of these or other siRNAs to additional AGOs has been
shown [11-13].

MIRNA genes are transcribed by RNA polymerase II as primary
transcripts (pri-miRNAs), which contain a hairpin structure and are
usually cleaved by DCL1, yielding pre-miRNAs. These are cleaved
again by DCL1 producing a duplex comprising the mature miRNA
imperfectly base-paired to a miRNA* strand. Mature miRNAs, which
are approximately 21-nt long, are usually incorporated into AGO1-
containing RISCs that silence endogenous mRNAs [3,6]. Longer
miRNAs processed by DCL3 and sorted into AGO4 complexes have
also been reported [14]. A few miRNAs bind to transcripts pro-
duced from endogenous non-coding genes, known as TAS genes,
which are also transcribed by RNA pol II. Upon binding of a miRNA,
TAS transcripts are cleaved by an AGO1 or AGO7-containing RISC.
The cleaved RNA is used as a template by an RNA-dependent RNA
polymerase, RDR6, producing a dsRNA, which is in turn cleaved by
DCLA4 giving rise to several phased 21 nt siRNAs, called trans-acting
siRNAs (tasiRNAs). TasiRNAs target transcripts unrelated to their
precursors through binding to AGO1 [4,6].

The intricate miRNA world includes: (a) families of very closely
related miRNAs; (b) identical mature miRNAs encoded by different
genes; (c) transcriptional regulation of MIRNA genes; (d) differen-
tial processing of precursors; (e) targeting of multiple genes; (f)
sequential action of miRNAs; (g) production of tasiRNAs; (h) tar-
get mimics, which are non-coding RNAs that sequester miRNAs
through partial complementarity; (i) alternative splicing of target
mRNASs that can delete or create miRNA binding sites; and (j) several
modes of RNA silencing [6,15-17]. More richness has been added
to this landscape with the recent finding that miRNAs can act in a
non-cell autonomous manner, that is, in cells in which they are not
produced (reviewed in [7,18]).

Intercellular communication, mediated by diverse molecules,
is essential for coordinated development and responses to envi-
ronmental challenges [19-23]. Much evidence has accumulated on
short- and long-range movement of siRNAs [5,10], but in the case of
miRNAs there were reports suggesting that they could act non-cell
autonomously within a short range [24-27], and others indicating
that they act only in the places where they are produced [28-30].
This has led to the general assumption that miRNAs act mostly in a
cell autonomous manner [6,30,31].

This review focuses on recent reports that question this view
by providing strong evidence of short and long-distance signaling
by plant miRNAs, and indicating movement of these small RNAs
[24,32-39].

2. Cell-to-cell signaling by plant miRNAs

Plasmodesmata, the channels that connect the cytoplasm of
adjacent cells, allow the passive diffusion of water, small solutes
and the selective intercellular movement of macromolecules and
viruses [40]. Plasmodesmal aperture, or size exclusion limit, varies
among tissues, developmental stages and environmental condi-
tions and can be modified by actin filaments, myosin, regulatory
proteins and callose deposition in the surrounding cell wall [40,41].
Both mRNA and siRNA move from cell to cell and data suggest that
this movement occurs through plasmodesmata [5,10,42]. The first
proposals that a miRNA can translocate to adjacent cells came from
studies of miR165/166 in maize and Arabidopsis thaliana [25,26]. In
addition, the effects of some artificial miRNAs are evident outside
their expression domains [24,27]. Recent results strongly support
the notion that endogenous miRNAs move intercellularly.

2.1. miR390 acts non-cell autonomously

Several developmental events involve the action of miR390,
which can be derived from one to four loci (MIR390a, MIR390b,
MIR390c and MIR390d) in different plants. The mature miR390
species produced from these genes are identical. miR390-guided
cleavage of non-coding TAS3 transcripts depends on a specific RISC
that contains AGO7 [4,6]. This cleavage triggers the production of
tasiRNAs, a subset of which, named tasiR-ARFs, target three mem-
bers of the transcription factor family AUXIN RESPONSE FACTOR
(ARF), ARF2, ARF3 and ARF4. The miR390/TAS3/tasiR-ARF/ARF path-
way plays roles in dorso-ventral leaf patterning, juvenile-to-adult
phase transition, floral organ development and lateral root devel-
opment [35,43-45]. Although single Arabidopsis ago7 mutations
do not alter adaxial/abaxial (upper/lower) leaf patterning [46],
they cause leaf polarity phenotypes in combination with mutations
weakly affecting leaf morphology [44,47]. Maize mutants defective
in tasiR-ARF biogenesis also exhibit radialized leaves [48,49].

To determine whether mobility of small RNAs contributes to
specification of the adaxial/abaxial polarity in leaves, the places of
expression and activity of tasiR-ARFs were compared with those of
the factors required for tasiR-ARF production in Arabidopsis [33].
The miR390 precursor loci, MIR390a and MIR390b, are transcribed
in the vascular system and pith region below the shoot apical meris-
tem, but not in the meristem itself or very young leaf primordia. In
developing leaves they are expressed preferentially on the adaxial
side. Both transcripts also accumulate on the abaxial epidermis of
leaves, a place where their transcription is not detected. This may
suggest movement of the precursors, although the authors propose
differential processing between the epidermis and the underlying
cells. Mature miR390 is present where its precursors accumulate,
but also in the shoot apical meristem and throughout very young
leaf primordia, strongly suggesting that this miRNA is a mobile
molecule [33]. In addition, a lack of agreement between the accu-
mulation of miR390 precursors and mature miR390 in the maize
shoot apex suggests that this miRNA might also move in maize
[37].

The mobility of miR390 has also been explored in roots. Lat-
eral root formation is initiated from pericycle cells in response to
the local accumulation of auxin [50]. miR390 is initially expressed
before the initiation of lateral root primordia and then extends
and overlaps with auxin accumulation. As the lateral root pri-
mordium develops, miR390 expression is restricted to the base and
flanks of the primordium and is excluded from the centre. How-
ever, specific miR390 activity is detected in the whole primordium,
indicating that miR390 acts beyond its domain of expression. This
suggests that miR390 moves across afew cellsin the root[35]. Other
research, however, indicates that miR390 might be expressed in the
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whole primordium [51] and, therefore, additional work is required
to test whether miR390 moves in roots.

Results indicating that tasiR-ARFs probably move in leaf primor-
dia and the shoot apical meristem [31,33], and that they act in root
cells in which TAS3 is not transcribed [35] have been reported. Since
non-cell autonomous activity of tasiRNAs is also supported by other
works [24,30] and TAS3 transcripts do not move in leaves [33], it
seems plausible that tasiR-ARFs, rather than TAS3 transcripts, are
transmitted from cell to cell.

Although intercellular traffic of tasiRNAs is more widely
accepted than that of miRNAs [6,7,30,31], the experimental support
for cell-to-cell transfer of miR390 and tasiR-ARFs in shoot apical
meristem and leaf primordia is similar [31,33,37]. Both accumulate
and act in places in which their precursors are not detected. There-
fore we do not find any objective reason to give more credibility
to the movement of tasiR-ARFs than to that of miR390 in the shoot
apex. The use of sensor constructs that carry miR390 or tasiR-ARF
binding sites in the context of a reporter sequence completely unre-
lated to the endogenous target transcripts [31,35] is a good strategy
to exclude the possibility of indirect effects on their targets. Fur-
ther experiments, however, are required to fully demonstrate that
miR390 and/or tasiR-ARFs are transmitted and to test the relevance
of this movement.

2.2. Intercellular signaling by miR165/166

Several Arabidopsis genes encode miR165 and miR166, which
differ by a single nucleotide. In other species, like maize, sev-
eral MIR166 genes also exist, but miR165 has not been found.
These miRNAs are involved in meristem formation, establishment
of adaxial/abaxial leaf polarity, radial root patterning and vascular
specification through down-regulation of class Il homeodomain-
leucine zipper (HD-ZIP III) transcription factors [21,52]. At very
early stages of maize leaf development, miR166 accumulates
mainly on the abaxial side and, as leaves develop, it extends to
a broader domain, forming a gradient from the abaxial to the
adaxial surface [25]. This gradient, together with the presence of
miR165/166 in phloem cells and the effect of agol mutations on
the spatial distribution of miR165/166, led to the proposal that this

miRNA might move from its site of expression [25,26]. This hypoth-
esis has received very strong support from several papers that study
the function of miR165/166 in root patterning [32,36,39].
Reciprocal signaling between the vascular tissue and the sur-
rounding cell layers in Arabidopsis roots specifies the patterning of
root tissues. This signaling is achieved through the movement of a
transcription factor in one direction and a miRNA in the opposite
direction [32]. Approaches similar to those employed for miR390
and tasiR-ARFs (see above) were elegantly combined with genetic
analyses of miR165/166 targets and genes regulating transcrip-
tion of MIR165/166 precursors [32]. MIR165a and MIR166b are
transcribed mainly in the endodermis and there is no detectable
transcription in the pericycle. Mature miR166 accumulates and
is active not only in the endodermis, but also in the surrounding
cell layers. This strongly suggests that miR165/166 moves from the
endodermis to adjacent cell layers. Thus, miR165/166 suppresses
HD-ZIP Il mRNAs in the pericycle and endodermis and restricts the
activity of these transcription factors to the vascular cylinder. This
restriction is required for proper xylem patterning, such that a high
dose of HD-ZIP III specifies metaxylem at the centre of the vascu-
lar cylinder and a low dose specifies protoxylem in the periphery
[32] (Fig. 1). Expression of the remaining MIR165/166 genes was
not detected by one group in roots [32], but other reports showed
that MIR166a and MIR166g are expressed there [36,53]. MIR166a is
specifically expressed in the endodermis and quiescent centre [36].
A detailed analysis of the expression pattern of MIR166g in root tis-
sues would be required to rule out that mature miR166 present
outside the endodermis derives from expression of this precursor.
Experiments using a mutated form of a MIR165 gene
(MIR165mu) and a mutated version of the miR165/166 target
gene PHABULOSA (PHB) bound by miR165mu indicate that mobile
MIR165 gene products generated in the endodermis exert their
function in recipient pericycle and xylem cells [36]. This is corrob-
orated by the fact that ectopic expression of miR165 in the stele
is sufficient to down-regulate PHB and cause protoxylem develop-
ment in the place of metaxylem, a phenotype observed in double
or triple hd-zip IIl mutants [32,36]. The effect of a mutated MIRNA
gene beyond its domain of expression is a demonstration that
MIRNA gene products move, although this does not demonstrate
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Fig. 2. Model for the regulation of adaxial/abaxial determination of leaves. Tran-
scription of MIR390 loci in the epidermis and adaxial part of the developing leaf
produces mature miR390, which is probably transmitted to almost the whole pri-
mordium. MiR390 binds to TAS3 transcripts, triggering the formation of tasiR-ARFs
in the adaxial domain. TasiR-ARFs down-regulate ARF transcription factors on the
adaxial side and move to the abaxial domain, creating a gradient distribution that
establishes the adaxial/abaxial boundary and limits ARF accumulation to the abaxial
domain. Down-regulation of miR165/166 on the adaxial side by tasiR-ARFs, presum-
ably through the repression of ARFs, which would act as inducers of miR165/166,
allows the accumulation of HD-ZIP III transcription factors, which determine adax-
ial fate. TasiR-ARFs are not produced in the abaxial domain, due to the absence of
TAS3 and AGO?7 in this part of the leaf primordium. Very low levels or absence of
tasiR-ARFs in the abaxial part enable accumulation of ARFs and miR165/166, which
down-regulates HD-ZIP III. ARFs specify abaxial fate. Wavy arrows indicate move-
ment, dashed arrows indicate hypothetical positive regulation and lines ending in
a bar indicate down-regulation.

translocation of the mature miRNA. It can also be argued that the
use of a mutated MIRNA gene does not necessarily reflect what the
endogenous gene does. However, together with all the other evi-
dence pointing to movement of mature miRNAs, the transmission
of the effect of miR165mu from cell to cell makes a strong case for
the movement of mature miRNA.

2.3. The miR390 pathway regulates miR165/166

MiR390, together with TAS3/tasiR-ARFs, and mature miR166
localize in essentially complementary domains in young leaf pri-
mordia of maize [37,48]. Analysis of the accumulation of MIR166
primary transcripts and mature miR166 in a mutant defective in
tasiRNA production indicates that the miR390/tasiR-ARF pathway
isinvolved in the regulation of miR166 expression [48]. The follow-
ing model has been proposed (Fig. 2): the distribution of miR390,
which might result in part from intercellular movement, together
with the localization of factors involved in tasiRNA biogenesis,
would determine the production of tasiR-ARFs on the adaxial side
of the leaf. These small RNAs move from the adaxial to the abax-
ial leaf domain, establishing a gradient along the adaxial/abaxial
axis. This gradient accurately defines the adaxial/abaxial bound-
ary and limits the spatial localization of ARF proteins and miR166
to the abaxial side. ARFs specify abaxial fate and miR166 restricts
the HD-ZIP III transcription factors, which specify adaxial fate, to
the adaxial domain [33,37,48]. Thus, the difference between the
adaxial and abaxial regions of the leaf would be, at least in part, a

consequence of the movement of small RNAs. It will be interesting
to test whether miR165/166 moves in leaves, as had been suggested
[25,26], although, in principle, the tasiR-ARF gradient might estab-
lish an opposite miR166 distribution pattern. Expression of a viral
protein that affects cell-to-cell trafficking causes severe defects in
leaf polarity [54], which is consistent with the notion that small
RNAs move in leaves.

By moving from cell to cell, a small RNA may act as a mor-
phogenetic signal that establishes patterns of cell specification
by creating boundaries that limit the activity of target genes
[33,36,37]. In some cases, a threshold level below which the miRNA
is not able to silence its targets may exist. Computational pre-
dictions indicate that miRNA gradients can help define sharp
boundaries for miRNA targets [55]. This seems to be the case for
miR390, tasiR-ARFs and their target ARF3 [33]. The situation seems
more complex for miR165/166. The regulation of PHB mRNA levels
by this miRNA is dose dependent, but the boundaries for the accu-
mulation of the five miR165/166 target genes are different [32,36].
Several possibilities might explain this: different cleavage efficien-
cies for miRNA-target gene combinations due to different degrees
of complementarity; different expression levels of the target genes;
or differential mobility of miRNA family members. Future research
should address all these questions.

Altogether these results indicate that members of at least two
miRNA families, miR165/166 and miR390, together with miR390-
dependent tasiRNAs, act non-cell autonomously and probably
move [31-33,35-37,39]. However, the techniques used have some
limitations that must be taken into account. Firstly, most methods
used to detect mature miRNAs do not distinguish between very
similar mature miRNAs derived from different genes. Second, it
is not yet clear how faithfully the reporter and sensor constructs
show the real pattern of miRNA expression or activity. There are
inconsistencies between laboratories in the patterns of MIR390
expression and response to auxin [35,51] and in the expression of
several MIR166 genes in the root [32,36,53]. Third, most of these
approaches are not quantitative and are limited by the sensitivity
and resolution of detection systems, so that low levels of a miRNA
precursor might remain unnoticed. Also, factors other than small
RNAs may affect the accumulation of the target or reporter con-
structs [33]. This highlights the need to use more than one method
to confirm the results obtained and to perform additional experi-
ments to test mobility.

3. Long-distance movement of plant miRNAs

Plant survival requires an accurate transport of nutrients, water
and signaling molecules over long distances. Long-range signaling
has a major role in the regulation and coordination of different
biological processes, including flowering, leaf and vascular devel-
opment, resource allocation, pathogen defense and silencing of
RNAs. Metabolites, hormones, proteins and nucleic acids, includ-
ing mRNAs and small RNA species, act as cell-to-cell or systemic
signals that provide an efficient exchange of information between
tissues [5,10,19,22,56-59]. In this section we discuss the long-range
movement of miRNAs. The importance of this transport is related
to the function of miRNAs as negative regulators of genes involved
in processes that require long-distance signaling [21,23,57,60,61].

3.1. miRNAs are present in phloem exudates

The vascular system, in particular the phloem, provides the
pathway for the systemic translocation of macromolecules [19,22].
Although long-distance movement of mRNAs through the phloem
is well documented in diverse species [22,56], less is known about
miRNA movement. Given that phloem sieve elements have lost



Table 1

miRNAs found in phloem exudates of different plant species.

miRNA? Plant species Collection method Experimental evidence Movement Predicted target genes Biological processes References (detection in
phloem exudates)
miR156 Brassica napus, Cucumis Exudates and RNA blot, stem-loop No evidence SQUAMOSA Vegetative phase change, [60,62-64,70]
sativus, Cucurbita stylectomy RT-PCR promoter-binding flowering time,
maxima, Lupinus albus, protein-like (SPL) plastochron length
Malus domestica
miR159 B. napus, C. sativus, C. Exudates and RNA blot, RNA cloning No evidence MYB transcription factors Flower development, [60,62-64,70]
maxima, L. albus, M. stylectomy and sequencing, flowering time
domestica stem-loop RT-PCR
miR160 B. napus, C. maxima, M. Exudates and RNA blot, RNA No evidence Auxin response factors Auxin signaling, seed [60,63,70]
domestica stylectomy sequencing, stem-loop (ARF10, ARF16, ARF17) germination, leaf, flower
RT-PCR and root development
miR162 B. napus, C. maxima, M. Exudates and RNA blot, RNA No evidence DICER-LIKE 1 (DCL1) Small RNA biogenesis [60,63,70]
domestica stylectomy sequencing, stem-loop
RT-PCR, microarray
analysis
miR164 B. napus, C. maxima, L. Exudates RNA blot, RNA cloning No evidence NAC domain Lateral root [60,63,64,70]
albus and sequencing, transcription factors development, axillary
stem-loop RT-PCR meristem development,
leaf development
miR166 B. napus, C. maxima, L. Exudates and RNA blot, RNA cloning Cell-to-cell HD-ZIP III transcription Dorso-ventral leaf [60,63,64,70]
albus, M. domestica stylectomy and sequencing, factors polarity, radial root
stem-loop RT-PCR patterning, vascular
specification, meristem
formation
miR167 B. napus, C. sativus, C. Exudates and RNA blot, stem-loop No evidence Auxin response factors Auxin signaling, [60,62,63,70]
maxima, M. domestica stylectomy RT-PCR, microarray (ARF6, ARF8) development of
analysis reproductive tissues
miR168 B. napus, C. maxima, L. Exudates RNA blot, RNA cloning No evidence ARGONAUTE 1 (AGO1) Small RNA biogenesis [60,63,64,70]
albus and sequencing,
stem-loop RT-PCR,
microarray analysis
miR169 B. napus, C. maxima, L. Exudates and RNA blot, RNA cloning No evidence HAP2-like transcription Nitrogen homeostasis, [60,63,64,70]
albus, M. domestica stylectomy and sequencing, factors drought tolerance,
stem-loop RT-PCR, nodulation
microarray analysis
miR171 B. napus, C. maxima Exudates RNA blot, stem-loop No evidence SCARECROW-like Drought responses [63,70]
RT-PCR transcription factors
(SCL)
miR172 B. napus, C. maxima, M. Exudates and RNA blot, RNA No evidence APETALA 2 (AP2) Flower development, [60,63,70]
domestica stylectomy sequencing transcription factors flowering time,
tuberization, vegetative
phase change,
cleistogamy
miR390 B. napus, C. maxima, M. Exudates and RNA blot, RNA Cell-to-cell TAS3 tasiRNA biogenesis [60,63,70]
domestica stylectomy sequencing
miR395 B. napus, L. albus Exudates RNA blot, RNA cloning Long-distance ATP sulfurylases (APS) Sulfate assimilation and [60,63,64]
and sequencing (shoot-to-root) and SULTR2;1 allocation
miR398 B. napus, C. maxima, M. Exudates and Stem-loop RT-PCR, No evidence Cu,Zn-Superoxide Copper homeostasis, [60,70]
domestica stylectomy microarray analysis dismutase oxidative stress
responses
miR399 B. napus, C. maxima, L. Exudates RNA blot, RNA cloning Long-distance UBC24 conjugating E2 Phosphate homeostasis [38,60,63,64]

albus

and sequencing,
stem-loop RT-PCR,
microarray analysis

(shoot-to-root)

enzyme (PHO2)

2 Only miRNAs detected in phloem exudates of at least two species have been included.
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their capability to transcribe and translate, the RNAs present in
these cells should either be remnants from developing precursor
cells or derive from adjacent cells, probably phloem companion
cells.

Detailed biochemical, proteomic and transcriptomic analyses
have brought advances in the understanding of phloem sap com-
position [19,22]. The first hint that miRNAs might be systemic
molecules in plants was the finding of endogenous populations of
these RNAs in phloem exudates of pumpkin, cucumber, castor bean
and yucca [62]. The presence of miRNAs in phloem exudates was
later confirmed in oilseed rape (Brassica napus) [63] and white lupin
(Lupinus albus) [64]. Phloem exudates were collected by bleed-
ing from incisions made to the vasculature. The species analyzed
present spontaneous exudation upon wounding, facilitating col-
lection of large volumes of exudate. As this method is restricted
to species that naturally exude, other methods have been used to
analyze phloem composition. Chelating agents, such as EDTA, pre-
vent callose formation and occlusion of wounds, providing a quick
and easy method for collecting exudates. EDTA-facilitated exuda-
tion has been used in analyses of proteomic phloem composition,
but there are no data about whether miRNAs have been found by
this method. Furthermore, practical problems associated with this
method include the impossibility of measuring component con-
centrations and the induction of artefacts and changes in phloem
composition [65].

Another technique, considered the most elegant and least inva-
sive method, is stylectomy, the analysis of phloem exudates from
cut stylets of sap sucking insects [66]. It has been successfully
employed to detect mRNA in the phloem sap of rice [67] and barley
[68,69] and, more recently, to detect miRNAs in apple phloem sap
[70]. Due to the selectivity of aphids to feed from sieve elements,
solute contamination from adjacent cells is reduced, yielding rel-
atively pure phloem sap. Nevertheless, stylectomy is restricted to
plant species on which insects feed and the volume of the exuding
drop is very limited [66,69].

All these techniques also have some common disadvantages.
They can promote changes in phloem gene expression, especially in
genes involved in wound or defense responses. Moreover, contam-
ination from adjacent cells can be a serious problem. In cucurbits,
much of the exudate volume from cut stems or petioles derives
from the xylem and cut cells and only a small proportion represents
real phloemsap[71]. To limit and monitor possible contaminations,
it is necessary to exclude the initial drop and check for molecules,
such as hexoses and Rubisco, known to be absent in sieve elements.
These controls, however, also have limitations [71].

These combined approaches have revealed more than one hun-
dred miRNAs, belonging to tens of families, in exudates of different
plants [60,62-64,70]. Although the first drops were discarded in
samples collected from incisions or cuts [60,62-64,70] and no small
or large RNAs have been detected in xylem exudates [63], it is still
possible that some of these miRNAs may derive from contaminating
tissues. MiRNAs that are detected in both bleeding and stylec-
tomy samples are more likely to represent phloem sap miRNAs.
Exudate miRNAs range in sizes from 16 to 22 nt, although 24-
nt miRNAs might also be present [62-64]. The inventory includes
some well characterized miRNAs involved in different biological
processes, such as development (e.g. miR156, miR159, miR166,
miR172, miR390) or responses to nutrient stresses (miR169,
miR395, miR398 and miR399) (Table 1). MiR171 has been used as
a negative control to rule out contamination from adjacent cells
[60]. However, the detection of low levels of miR171 in phloem
exudates in two reports [63,70] casts doubts on the convenience
of using this miRNA as a control, or suggests that there might have
been contamination.

Phloem exudates are enriched in specific miRNAs, e.g. miR156,
miR168, miR169, miR390, miR395 and miR399, when compared

with other tissues, such as inflorescence stems, leaves, roots, pods
or vascular bundles, while miR167 and miR171 have been con-
sistently found under-represented in exudates and other miRNAs
have not been detected [60,63,64,70].

The highly conserved repertoire of miRNAs in phloem exudates
of distantly related species, including herbaceous and woody plants
[60,62-64,70], suggests a functional role for these miRNAs. How-
ever, some differences in exudate composition have been found
between plant species. Because miRNAs are strongly influenced by
environmental conditions as well as by developmental stage [72],
it might be interesting to obtain data from a wide range of species,
growth conditions and developmental phases to obtain a complete
picture of the miRNA landscape of the phloem sap.

Many phloem exudate miRNAs have been detected in phloem
tissue or vascular bundles using other methods [25,33,37,70,73,74].
It has been suggested that miRNAs in sieve tubes may simply
represent leakage molecules from adjacent companion cells [60].
However, the lack of clear correlations between miRNA levels in
phloem tissues and phloem sap [70] argues against this hypothe-
sis. In addition, not all miRNAs detected in phloem tissue have been
found in phloem sap [70], and exudates from different parts of the
plant show a different relative composition of miRNAs [64], indicat-
ing that entry of miRNAs into the phloem stream must be somehow
regulated. The accumulation of specific miRNAs in the phloem exu-
date suggests that they are there to perform a function, possibly as
mobile signals, although this is not necessarily true for all exudate
miRNAs. Mobility and systemic signaling have to be examined case
by case.

3.2. miR399 is a long-distance signal for phosphate homeostasis

Communication from root to shoot, and vice versa, is essen-
tial to orchestrate responses to fluctuations in the availability of
mineral nutrients. Hormones and nutrients themselves are candi-
dates for long-distance signals controlling mineral macronutrient
homeostasis [57]. MiR399 has emerged as an important long-range
regulator of inorganic phosphate (Pi) homeostasis. Mature miR399
accumulates to high levels under Pi deficiency, consistent with
the suppression of the accumulation of its target mRNA PHOZ2 in
the roots and the promotion of Pi uptake and translocation [75].
Whereas levels of mature miR399 are similar in Pi-starved shoots
and roots [73,76], MIR399 primary transcripts show much stronger
up-regulation in shoots than roots [77]. Furthermore, MIR399 genes
are expressed in the vasculature [73] and, as indicated above,
mature miR399 is present in phloem exudates, which show higher
miR399 levels in Pi-starved plants [38]. These findings suggested
that the pool of mature miR399 in the root might derive in part
from the shoot via phloem transport.

To test this hypothesis, Arabidopsis miR399-over-expressing
shoots were grafted onto wild-type roots (miR399-OX/WT) and
mature miR399 massively accumulated in the rootstocks. Low lev-
els of pri-miR399 and miR399* in roots indicated that the mature
miRNA did not derive from de novo synthesis of miR399 in roots
[34,38]. This indicates that miR399 molecules from the over-
expressing scion moved across the graft junction to the wild-type
rootstock and cleaved PHO2 mRNA directly in roots, but also in
shoots. However, reciprocal grafts (WT/miR399-0X) did not show
evidence of miR399 transport from root to shoot [38]. Two miR399
species, miR399b and miR399f, which differ in two nucleotides,
move systemically with similar efficiencies [34].

Arabidopsis miR399 also moves in Nicotiana benthamiana plants
[34]. In addition, accumulation of pri-miR399 and mature miR399
was much faster in shoots (hours) than in roots (days) in Pi-starved
wild-type plants. This suggests that movement of miR399 from
shoots to roots could suppress PHOZ at an early stage, a crucial sig-
nal for a rapid response to Pi deficiency. However, after prolonged
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Fig. 3. Long-distance movement of miR399. Under a shortage of phosphate (Pi)
miR399 is expressed in the shoot and is transmitted through the phloem to the root,
where it down-regulates its target gene PHO2. Wavy arrows indicate movement and
a line ending in a bar indicates down-regulation.

Pi-starvation, roots expressed sufficient endogenous miR399 to
suppress PHO2 [34].

Despite these results, it remained unknown whether movement
also takes place in wild-type plants, in the absence of miR399
over-expression. To address this question, hen1-1 mutants, which
are affected in a methyltransferase required to stabilize miRNAs
[6], were used. hen1-1 mutants show reduced growth, diverse
developmental defects and dramatically decreased levels of mature
miRNAs [78,79], with no detectable levels of mature miR399 [60].
Grafting of wild-type scions on henl-1 mutant rootstocks con-
firmed the translocation of miR399 through graft unions from
wild-type shoots to roots under Pi deficiency, although the effect
of the translocated miRNA on its target genes was not tested in this
case [60].

These studies suggest that miR399 acts as a long-distance sig-
nal that suppresses target gene expression in distal organs under
Pi deficiency in several species (Fig. 3). Moreover, the identifica-
tion of miR399 and PHOZ2 orthologs in other plants [77], and the
detection of miR399 in phloem exudates of several distant species
[38,63,64], suggest that the movement and regulatory network of
miR399 could be conserved. However, in order to better prove that
the translocation of miR399 is biologically relevant, it should be
shown that restricting its movement prevents PHO2 mRNA degra-
dation in roots and has a consequence in the early response to Pi
deficiency.

3.3. Other stress-induced miRNAs

Phloem exudate contains, in addition to miR399, a specific set
of small RNAs that respond to the lack of essential nutrients, such
as sulfate, copper or iron [60]. Similar to miR399, levels of miR395
show a drastic increase in plants grown under S starvation [80],
with a higher increase in phloem exudate than in roots, stems or
leaves [60], suggesting that its presence in the phloem exudate
might be functionally relevant. Several MIR395 loci are expressed
in the companion cells of the root and leaf phloem [81]. MiR395
post-transcriptionally controls the expression of the low-affinity
sulfate transporter (SULTR2;1) and two ATP sulfurylases (APS1 and
APS4) [80,82].

It was examined whether miR395 was able to cross graft
junctions in response to S starvation, using WT/hen1-1 grafts, in
an effort to clarify the capacity of miR395 to move. Signals of
miR395 translocation between wild-type scions and hen1-1 mutant
rootstocks were observed, consistent with down-regulation of
APS4, but not of other miR395 targets, in henl-1 rootstocks [60].
Despite these results, it is unclear whether transport of miR395
from shoots to roots is necessary for sulfate homeostasis, given
that MIR395 promoter activity in wild-type roots is almost as
high as in leaves in S-starved plants [60]. Two possible alterna-
tives were proposed: roots might be unable to produce sufficient
amounts of this miRNA; or some organs might respond ear-
lier than others to stress [60]. Furthermore, SULTR2;1 mRNA is
up-regulated in the root vascular system under S deficiency [60,81],
contradicting the expected down-regulation of the target gene.
Based on the observation that miR395 is expressed in root compan-
ion cells, while SULTR2;1 is mainly expressed in xylem parenchyma
cells, the authors suggested a possible repression of the target gene
in the companion cells, where SULTR2;1 expression would be low,
restricting its accumulation to the xylem under S starvation. These
and other questions have to be investigated in detail in future stud-
ies.

MiR398 mediates the response to Cu deficiency and other
stresses by directing degradation of Cu/Zn superoxide dismutase
mRNA in Arabidopsis [83,84]. MiR398 was not found by sequenc-
ing of phloem exudate samples of oilseed rape [63], yet it was
detected in these samples by RNA gel blots and microarray anal-
ysis [60,63] and transcription of one precursor had been previously
observed in the Arabidopsis vasculature [83]. Oilseed rape showed
up-regulation of miR398 under Cu deprivation in leaf, stem and
also in phloem exudate [60,63]. Recent studies have suggested that
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 7 (SPL7) might be
a central regulator of Cu-deficiency responses, being able to induce
the accumulation of miR398, among other miRNAs [85]. Neverthe-
less, transport of miR398 has not been demonstrated so far.

That miR395 and miR399 can be transmitted though grafts and
down-regulate their target genes in recipient rootstocks [34,38,60]
supports long-distance movement. It is still unclear whether all
miRNAs present in the phloem sap or only some of them may
move. In this regard, miR171 has been detected in phloem exu-
dates of oilseed rape and pumpkin [63,70], but it does not seem to
move through grafts in Arabidopsis [60]. In addition, the lack of graft
transmission of the effects of artificial miRNAs expressed using the
ubiquitous 35S promoter suggests that expression in the phloem is
not sufficient for long-range activity [28]. Taken together, all these
results suggest that some miRNAs are systemic regulatory signals,
although this has to be further elucidated.

4. Hypothetical movement of other miRNAs

Inconsistencies between the accumulation pattern of a miRNA
and the transcription of its precursors may suggest movement from
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cell to cell, as is the case with miR391 [33]. This miRNA is up-
regulated by Pi starvation and, as explained above, Pi homeostasis
requires both local and systemic signaling [75,86], but no reports
on miR391 movement have been published so far.

MiRNAs present in vascular bundles and, in particular, in the
phloem exudate are potentially mobile. A substantial proportion
of the miRNAs detected in phloem exudates target genes involved
in processes that require systemic signals, such as flowering (e.g.
miR156, miR159 and miR172) [87-89], nutrient homeostasis (e.g.
miR169, miR395, miR398 and miR399) [57,90] and nodulation (e.g.
miR169) [91], pointing to these miRNAs as possible candidates for
long-distance regulators of these processes.

Systemic signals for flowering and tuber induction can substi-
tute for each other [92,93], indicating that they are very similar.
These signals move from the leaves to the shoot apical meristem
for flowering and to underground stolons for tuberization [59,94].
Several FLOWERING LOCUS T (FT) proteins and the plant growth
regulators gibberellins (GAs) have been identified as mobile flow-
ering signals [95-98].

In potato, over-expression of miR172 promotes tuberization and
this effect is transmitted through grafts. Changes of miR172 levels
in stolons, rather than in leaves, correlate with tuberization [99].
These results have led to the proposal that miR172 moves from
leaves to stolons or regulates long-distance signals affecting tuber
induction. That over-expression of miR172 in stocks is not suffi-
cient to induce tuber formation [99] argues against a role of miR172
as a mobile signal, although it does not rule it out completely. It is
possible that repressive signals produced in wild-type scions coun-
teract the effect of over-expressing miR172 in stocks. Alternatively,
there might be factors required for processing of the miRNA precur-
sor that act only in leaves. Differential processing of a pre-miRNA
in certain cell types has been described in mammals [16], making
this hypothesis plausible. MiR172 expressed from a viral promoter
seems to move through graft junctions in N. benthamiana [100].
However, the results are not conclusive given that only a small frac-
tion of grafted plants showed a slight increase in miR172 levels and,
in addition, the miR172 transgene did not have any effect on tar-
get genes. Given that miR172 regulates FT in Arabidopsis [101], the
systemic effect of this miRNA might be mediated by FT.

It has also been speculated that miR172 might be involved
in cell-to-cell signaling from mesophyll to phloem companion
cells [94], on the basis that the photoreceptor phytochrome B
(PHYB) regulates miR172 [99] and is required in mesophyll cells
to inhibit FT expression in companion cells [102]. In addition, two
miR156 target genes, SPL9 and SPL10, regulate the levels of miR172
[17] and the effect of SPL9 on vegetative development is non-cell
autonomous [103], suggesting that either SPL proteins or down-
stream factors, e.g. miR172 or FT, might be transmissible.

The phloem exudate also contains miR159, which targets genes
involved in GA signaling and affects flowering [87]. In addition, GA
regulates miR159 levels indirectly [87]. Although the mechanism
by which miR159 affects flowering is not clear [104], it is intriguing
that a putatively mobile miRNA affects signaling by a molecule,
GA, that acts as a long-distance flowering regulator. This finding
deserves more attention.

MiR399 and its target gene PHO?2 are involved in the response of
flowering to ambient temperature [105]. As miR399 is a phloem-
mobile signal for Pi homeostasis [34,38], it is tempting to speculate
that this miRNA might also act as a systemic flowering signal. How-
ever, it has not been ruled out that the flowering-time phenotype
of miR399 over-expressors or pho2 mutants is an indirect result of
the stress caused by Pi over-accumulation [105].

Two miRNAs present in phloem exudates, miR162 and miR168,
target genesinvolved in miRNA biogenesis, DCL1 and AGO1, respec-
tively [106,107], and another one, miR390, triggers formation of
tasiRNAs [6], suggesting that the production of small RNAs might

Table 2
miRNAs found in phloem exudates contain all possible 5’ nucleotides.
5 nt miRNAs found in phloem exudates References
(examples)
A miR172a-d, miR390a,b [63]
C miR169a-c, miR395a-f [63,64]
G miR172e [63]
U miR156a-f, miR159a, miR162a,b, [62-64]

miR164a-c, miR166a-g, miR319a-b,
miR399b,c

itself be modulated by long-distance signals. The detection of
miR390in vascular bundles[33,35,37] and the findings that suggest
cell-to-cell trafficking of this miRNA give credibility to the hypoth-
esis that miR390 can reach the sieve tubes. However, no evidence
that this miRNA acts as a long-range signal has been reported so
far.

In addition to miR390, another miRNA in phloem exudates,
miR165/166, is involved in cell-to-cell signaling and has been
detected by other methods in the vasculature of several organs
[25,32,70]. This suggests that complex mechanisms of short and
long-distance regulation may exist, as is the case for Pi homeosta-
sis [75]. However, it is also possible that miRNAs that are both able
to move from cell to cell and expressed in phloem companion cells
simply leak into sieve elements and do not play a role as systemic
signals.

Therefore, a number of miRNAs are putatively transmissible, but
further research is needed to determine whether they move.

5. How do miRNAs move?

Many questions will have to be answered after establishing that
miRNAs can move. In this section, we examine the factors that may
affect mobility and the possible mechanisms of transfer.

5.1. Features of miRNAs that may affect movement

It has been proposed that differences in miRNA size might influ-
ence the capacity to move [7]. Most miRNAs are 21-nt long and
all size classes of endogenous and transgene-derived siRNAs move
long distances [108,109], with preferential movement of 24-nt over
21-nt siRNAs [109]. Both 21 and 24-nt siRNAs also move from cell
to cell [108,110]. Therefore, size is probably not a factor that deter-
mines, per se, whether a small RNA moves or not, although it is
possible that the mobility range is affected by size, perhaps as a
consequence of differential interactions with other molecules.

Other features of the MIRNA gene, the pri- or pre-miRNA or the
mature miRNA itself, such as sequence, secondary structure or sta-
bility of the miRNA* may also have an effect [7]. The 5’ nt of small
RNAs very often determines into which RISC they will be loaded [6].
It has been suggested that this may affect mobility [6]. However, all
possible nucleotides exist at the 5’ position in the miRNAs found in
phloem exudates (Table 2). Also, the 5’ nt of miR165/166 is differ-
ent from that of miR390 (Table 2). It is very unlikely, then, that the
5 nt establishes whether a miRNA can reach the phloem conduit
or move from cell to cell. Results using precursors with different
sequences that contain the same mature artificial miRNA indicate
that local transmission of miRNA activity from phloem companion
cells is independent of precursor sequence [24]. Whether this is
also true for other miRNAs and, more importantly, for endogenous
miRNAs, remains to be resolved. However, other characteristics of
miRNAs may determine preferential interaction with certain AGO
proteins [111] and perhaps influence mobility (see below).

Place, time and level of expression can contribute to determine
transmissibility. For example, expression in phloem companion
cells probably helps miRNAs reach the sieve tubes and commence
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long-distance movement. The degree of plasmodesmal connectiv-
ity between different cell types is not uniform and varies through
development and in response to exogenous factors [40,112]. In
addition, there is differential processing of precursors in different
cell types or tissues at least in animals [16], and this may affect
mobility. It is expected that cell-to-cell trafficking of miRNAs is
regulated by interactions with other cell components. These inter-
actions may vary among cells or tissues and may be influenced by
the time and level of miRNA expression.

The abundance of endogenous and artificial miRNAs may deter-
mine the range of transmission, probably due to dilution effects
[24,36]. This may explain the discrepancies between reports that
examined the mobility of small RNAs [24,28,30]. For example, a
two-construct approach was used to indirectly drive expression of
artificial or endogenous miRNAs in specific cell types and the effect
of the miRNAs analyzed was not transmitted to neighboring cells
[28,30]. However, indirect control of miRNA expression may have
led to lower levels of miRNAs than direct control by a cell-specific
promoter [24].

Additional work is needed to understand which features make
some miRNAs mobile.

5.2. Other factors that may affect movement

Given that the composition of the processing machinery is dif-
ferent for different classes of small RNAs and that this determines
into which type of RISC they are loaded, it has been hypothesized
that the biogenesis pathway and/or the RISC may determine the
mobility of silencing signals [6,7]. Work with artificial small RNAs
indicates that the ability to act non-cell autonomously does not
depend on the biogenesis pathway, although the extent of the non-
cell autonomy can be influenced by biogenesis. The miRNAs and
siRNAs act within a similar range, whereas the effect of tasiRNAs can
spread much further [24]. Conversely, in another report, the mobil-
ities of tasiRNA and siRNA silencing signals were similar, whereas
miRNAs acted cell autonomously [30]. Perhaps the use of artificial
miRNAs or the expression of natural miRNAs using heterologous
backbones or in places where they are normally absent has inad-
vertently overlooked some of the features affecting movement. This
might explain the contrasting results obtained by different labora-
tories.

Initial movement of primary siRNAs over 10-15 cells from the
site in which they are produced can be amplified through the
production of secondary 21-nt siRNAs, which move further away
[113]. It has been proposed that tasiRNAs could help spread over
longer distances the effect of miRNAs with limited or no mobility
[6,24,30,31], but clear evidence showing this for endogenous small
RNAs has not been obtained so far. As discussed previously, it is
not clear, for example, that tasiR-ARFs move more extensively than
miR390 [33]. Further research with additional endogenous small
RNAs will be required to elucidate whether biogenesis pathways
influence the mobility of these RNAs.

Another question that must be addressed is whether miRNAs
move as naked RNAs or in complexes with other molecules. On
the basis that these small RNAs act in RISCs, bound to proteins,
that RNAs are very sensitive to degradation by nucleases, and that
RNA binding proteins are involved in cell-to-cell transmission of
mRNAs [22,42], it has been assumed that miRNAs may move within
ribonucleoprotein complexes, which would protect miRNAs from
degradation. However, so far there is no conclusive demonstration
that this is the case for any small RNA. AGO1, despite being required
for mobile silencing [5], acts cell-autonomously and, therefore, it
is improbable that 21-nt siRNAs and miRNAs move bound to AGO1
[110].

A phloem protein from pumpkin, PSRP1, binds single and
double-stranded small RNAs and facilitates cell-to-cell movement

of 25-nt small RNAs in microinjection experiments [62]. Whether
PSRP1 binds 21-nt miRNAs is not known. This protein is not evolu-
tionarily conserved, what makes improbable that it plays a general
role in small RNA movement. Furthermore, no biological func-
tion has been reported for PSRP1. The pri-miRNAs of one mobile
(miR399) and two putatively mobile miRNAs (miR398 and miR172)
interact with FCA, an RNA-binding protein involved in flowering-
time control that promotes pri-miR172 processing [114]. Whether
this affects miRNA movement has not been tested yet.

A hypothesis on how miRNA movement may be regulated
derives from work on the effect of AGO10 on miR165/166 [111].
AGO10 sequesters miR165/166 and prevents interaction of this
miRNA with AGO1, precluding miR165/166 function in the shoot
apical meristem. Furthermore, ago10 mutants ectopically accumu-
late this miRNA in the shoot apical meristem [115]. Therefore, it is
possible that regulation of miR165/166 trafficking is achieved, at
least in part, through the activity of AGO10. Exploring this hypoth-
esis will undoubtedly help to understand how miRNAs move.
Whether this mode of miRNA regulation is specific for miR165/166
or controls other miRNAs that interact with AGO10 [111] is still
unknown. Combining ago10 mutations with reporters of miRNA
activity and comparing the expression pattern of AGO10 with
the localization of these miRNAs will help answer the question
about whether AGO10 spatially restricts the function of these miR-
NAs. Structural features of the miRNA:miRNA* duplex, rather than
miRNA sequence, are required for the interaction of miR165/166
with AGO10 [111], pointing to a miRNA trait that might affect
mobility. AGO1 is required to confine miR165/166 localization [26]
and is associated to peripheral membranes [116]. Given that AGO10
belongs to a protein family presentin all higher eukaryotes, perhaps
other AGO proteins may play a similar role to AGO10 in restricting
miRNA activity.

IPS1, the target mimic of miR399, limits the activity of this
miRNA by sequestering it [117]. It will be interesting to determine
whether the spatial localization of miR399 is regulated by IPS1. Per-
haps target mimics may restrict movement of miRNAs in a similar
way as that proposed for AGO10 [111].

Not only are plant miRNAs mobile, human miRNAs are present
in blood plasma, serum and other body fluids in an extracellular
form and these circulating RNAs can be used as disease biomark-
ers [118]. Many plasma and serum miRNAs are present in protein
complexes that contain AGO2, and others are found in vesicles
[119,120]. In addition, human miRNAs are transferred from one cell
to another through extracellular vesicles, probably exosomes, and
are functional in recipient cells [121]. The delivery to recipient cells
is mediated by lipoproteins and scavenger receptors, which are
plasma membrane proteins able to bind lipoproteins and polynu-
cleotides, among other ligands [122,123]. It will be interesting
to study whether similar mechanisms operate in plants. Vesicle-
mediated transport of molecules has been shown in plants [124]
and a role for endolysosomal membranes and exosomes in cell-to-
cell and long-distance transmission of miRNAs in plants has been
hypothesized [125]. In this regard, the association of AGO1 and
AGO7 to membranes is intriguing [116,126].

The most likely scenario is that multiple factors determine
whether a miRNA is mobile or not as well as the range of transloca-
tion. Mobility is probably regulated in space and time and responds
to environmental conditions. In addition, the extent of the influence
of different factors on mobility might vary for different miRNAs.

5.3. Which is the mobile species?

Two importantissues that deserve further attention are whether
mature miRNAs or their precursors move and whether miRNAs
traffic between cells as single or double-stranded species. In sec-
tion 2 we have discussed that it is likely that mature miR165/166,
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Fig.4. Model for long-distance movement of miRNAs. MiRNAs present in phloem companion cells may use three different mechanisms to move to sieve elements: (A) Passive
diffusion through plasmodesmata; (B) active symplastic movement in complexes with other cellular components, e.g. protein or lipids; and (C) apoplastic transmission. Once
in the sieve elements, miRNAs move from source to sink tissues with the phloem flow. Exit of miRNAs from the phloem conduit to target tissues has not been shown yet, but
in principle it could use similar mechanisms to those for entry into the sieve elements. Arrows indicate movement.

miR390 and tasiR-ARFs, rather than their precursors, move from
cell to cell [32,33,35-37], but this is not fully demonstrated yet.
As for long-distance movement, these issues are relevant for three
steps: entry into the sieve elements, translocation in the phloem
stream and exit from the phloem. Which miRNA form enters the
sieve tubes is not yet known. The finding of mature miRNAs in
phloem exudates of several species [62-64,70] and the results of
grafting experiments [34,38,60] suggest that mature miRNAs are
transported in the vasculature. It has not been ruled out that pri-
miRNAs or pre-miRNAs can move in the phloem, although it seems
unlikely because the miRNA processing machinery has not been
detected in sieve elements [63].

To identify the mobile silencing signal, small RNAs have been
sequenced in stocks of Arabidopsis dcl2 dcl3 dcl4 triple mutants,
which do not produce 22, 23 or 24-nt mature siRNAs, grafted
with wild-type scions. Endogenous 23 and 24-nt siRNAs have been
detected in the mutant stocks [109], leading to the conclusion that
siRNAs, rather than their precursors, are the mobile species [109].
In C. elegans, both long and small RNAs act as mobile silencing sig-
nals (reviewed in [5]), leaving open the possibility that small RNA
precursors can move at least in some organisms.

Regarding the question of whether miRNAs move as ssSRNAs
or as miRNA:miRNA* duplexes, the miRNA population of pump-
kin phloem exudates is mainly single stranded [62]. However,
the presence of miRNA* strands in the phloem is puzzling [63].
Sequencing results suggest that the abundance of most miRNAs*
is lower than that of the corresponding miRNAs. In addition,
RNase digestion experiments indicate that exudate miRNAs are
predominantly in a single-stranded form [63]. Although the authors
of this work admit that double-stranded molecules might sep-
arate during the isolation procedure, the observation that only
mature miRNAs and not miRNAs* increase during stress treatments
suggested that single strands, and not miRNA:miRNA* duplexes
are the physiologically relevant molecular species. Yet, graft-
transmission of miR399* from miR399-over-expressing scions has
been observed [127]. This may be due to excessive expression
of miR399 precursors in the over-expressing plants. Alterna-
tively, it is possible that both miR399 and miR399* move in
wild-type plants, either as ssRNAs or forming a miRNA:miRNA*
duplex.

Using a viral silencing suppressor that specifically sequesters
21-nt siRNA duplexes, movement of silencing signals was inhibited
[110], indicating that duplexes are mobile. Bombardment of fluo-
rescently labeled 21 or 24-nt siRNA duplexes confirmed cell-to-cell
and systemic movement of these small RNAs, whereas movement
of single-stranded siRNAs was not observed [108,110]. By contrast,
single-stranded but not double-stranded siRNAs moved from cell
to cell when co-injected with an RNA-binding protein [62]. Experi-
ments performed with exogenously supplied small RNAs have to be
interpreted with caution, because they can be affected by artefacts
and may not necessarily represent what happens with endogenous
small RNAs. Therefore, whether single-stranded siRNAs move or
not is not clearly established. Also, it is not known to which extent
the conclusions on movement of siRNAs can be extrapolated to
miRNAs.

5.4. Movement pathways and mechanisms

Intercellular communication can occur via symplastic (through
plasmodesmata) or apoplastic pathways (through plasma mem-
branes and cell walls). Restricting movement of molecules through
plasmodesmata by increasing callose deposition limits the non-
cell-autonomous action of miR165, indicating that plasmodesmata
are required for cell-to-cell movement of at least one miRNA [39].
Phloem loading and unloading of small RNAs may, in principle,
use pathways similar to those for cell-to-cell movement. The most
widely accepted hypothesis is that miRNAs are loaded symplas-
tically through plasmodesmata [7,18,42] (Fig. 4). Plasmodesmata
connecting sieve elements with companion cells differ from plas-
modesmata that connect other cell types [128]. Therefore, it is
possible that symplastic phloem loading and unloading may be
different from movement between non-phloem cells.

Given the important roles that miRNAs play in plant biology,
and the fact that very few of them seem to move, it is expected that
miRNA trafficking is tightly regulated, but this might be achieved
either by actively facilitating transport or by restricting free dif-
fusion. It is not known whether miRNAs use passive or active
mechanisms to move through plasmodesmata or enter the phloem
stream. siRNAs probably move in a passive manner (reviewed in
[6]). The size exclusion limit of plasmodesmata is variable and the
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size of single-stranded miRNAs, around 7 kDa, would theoretically
allow free diffusion between many cell types [129]. Nevertheless,
shape may also affect the ability of molecules to freely pass through
these channels [41] and the size of miRNAs themselves would be
irrelevant if they move in complexes with other molecules rather
than as naked RNAs.

As miRNA expression patterns, regulatory mechanisms and
modes of action are diverse, it would not be too daring to
hypothesize that miRNAs may use more than one translocation
pathway. Whether miRNAs can enter the sieve elements through
apoplastic loading has not been discarded. In fact, apoplastic move-
ment of small RNAs has been suggested. Results indicate non-cell
autonomous effects of endogenous endosperm-derived siRNAs on
the developing embryo and movement of transposon-derived siR-
NAs from the vegetative cell to sperm cells in pollen (reviewed in
[7,61]). Given that the embryo is symplastically isolated and sperm
cells probably do not have plasmodesmata, it has been proposed
that these cases might involve apoplastic movement of siRNAs
(reviewed in [5]). Thus, it might be worth testing whether miRNAs
can be transmitted apoplastically.

It is assumed that miRNAs reach the sieve elements from adja-
cent companion cells, but this has not been demonstrated so far.
It is not known if some phloem exudate miRNAs can originate in
more distant cells. Also, the places in which these miRNAs are pro-
cessed have not been determined. Results indicate that miRNAs,
as well as siRNAs, move with the phloem mass flow, preferentially
from sources to sinks [34,38,60,108,109] (Fig. 4). That two miRNAs
move through grafts and lead to down-regulation of target genes in
recipient stocks [34,38,60] suggests that these miRNAs can exit the
vasculature and perform their functions in recipient tissues. How-
ever, since these analyses did not distinguish between phloem and
other stock tissues, a proof that miRNAs can leave the phloem is
not available yet.

Viral movement proteins, which increase the size exclusion
limit of plasmodesmata [42], and viral suppressors of silencing,
which affect miRNA activity by inhibiting different steps of the
RNA silencing process [130-135], could be used as tools to test the
mechanisms of miRNA movement.

6. Conclusions and future prospects

Evidence supporting the hypothesis that certain miRNAs move
has been obtained in several tissues and in several species with a
range of experimental approaches. We can almost say with cer-
tainty, in relation to miRNA, “and yet, it moves” (“eppur si muove”),
the sentence that the legend attributes to Galileo Galilei, referring
to the movement of the Earth around the Sun, after being forced to
deny this theory before the infamous Inquisition. Local transmis-
sion only occurs within a few cells, but the fact that miRNAs can also
be transported in the phloem suggests that these small RNAs are
more mobile than was previously thought. It is probable that more
miRNAs will join the list of putative cell-to-cell and long-distance
signals. Still, mobility seems to be a specific feature, not a general
attribute, of a limited subset of miRNAs.

Additional experiments are required to undoubtedly demon-
strate that endogenous miRNAs move and that movement is
required for acting at a distance. Methods for the dynamic visual-
ization of small RNAs and their activity will be essential to provide
a final proof of miRNA movement. Grafting experiments to test
movement of a mutated miRNA from a donor plant to a receptor
carrying a complementarily mutated target gene will also be help-
ful. Mutants affected in intercellular trafficking of macromolecules
[39] could be useful tools to test movement of different miRNAs.

The research done so far opens new questions and novel ways
to understand the function of miRNAs in plants. The detection of

uncharacterized miRNAs in the phloem exudate can help to address
the role of these miRNAs in future studies. More work is needed
to identify the mobile species and the features that determine
whether a miRNA is mobile or not. Understanding the origins of
the discrepancies between results obtained in similar studies will
help advance in this field. To fully comprehend the roles of mobile
miRNAs, it will be necessary to determine the expression patterns,
localization and functions of different family members, as well as
to elucidate if different family members show differential mobil-
ity. Some work in this direction has already been started in several
laboratories (e.g. [32,34,48]).

The mechanisms, as well as the regulators, of intercellular and
interorgan signaling by miRNAs remain largely unknown. Taking
together all the information presented here, we propose that miR-
NAs can passively diffuse through plasmodesmata, but movement
can be restricted between certain cell types, at certain devel-
opmental stages or in response to external signals by retention
mechanisms, e.g. by binding to proteins or other cellular compo-
nents. Nevertheless, other pathways for translocation might also
exist.

Macromolecules can be transmitted between different organ-
isms. Examples of this are the delivery of bacterial and fungal
effector proteins to plants [136,137] and the translocation of RNAs,
proteins and RNA silencing signals from host plants to parasitic
weeds [138]. Testing whether miRNAs can also move between
species could open a new area of research. The rapid progress in
the field of small RNA investigation in recent years promises novel
and significant discoveries in the near future.
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