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Resumen

RESUMEN

El sindrome de huida de la sombra (Shade Avoidance Syndrome, SAS) se refiere al conjunto de
respuestas de las plantas desencadenadas por la deteccidn de la disminucion de la razén entre
luz roja (R) y roja lejana (FR) de la radiacidon incidente (razén R:FR). Esta razon, que indica la
proximidad de vegetacion que puede competir por los recursos, es percibida por los
fotorreceptores fitocromos y pone en marcha las respuestas del SAS, entre las que se encuentra
el aumento del alargamiento del hipocotilo.

Entre los componentes reguladores del SAS en Arabidopsis thaliana se encuentra ATHB4, cuya
expresion se induce rdpidamente tras la percepcion de proximidad vegetal. ATHB4 es un factor
de transcripcion de la familia HD-Zip Il que actua como un represor transcripcional. Resultados
previos del laboratorio indicaron que (1) ATHB4 tiene un mecanismo molecular dual, actuando
como un cofactor transcripcional en la regulacién SAS en la plantula y como un factor de
transcripcion en el control de la polaridad de las hojas, y (2) el dominio Nt es una regién
implicada en la interaccién con otras proteinas que es necesaria para las dos actividades
indicadas de ATHB4. Para profundizar en los mecanismos moleculares de ATHB4, hemos
sobreexpresado en plantas transgénicas ATHB4 fusionado al activador transcripcional VP16
(35S:ATHB4-VP16). De estos experimentos se confirmdé que ATHB4 actua como cofactor
transcripcional en el control del alargamiento del hipocotilo en respuesta a la proximidad
vegetal, mientras que actia como factor de transcripcion en la regulacion de la polaridad foliar.
Por otro lado, realizamos dos aproximaciones complementarias para identificar interactores del
Nt de ATHB4, lo que permitié identificar a TOPLESS (TPL), TPL-RELATED 4 (TPR4), SEUSS (SEU) y
SIN3 ASSOCIATED POLYPEPTIDE P18 (SAP18).

En contraste con A. thaliana, Cardamine hirsuta, un especie filogenéticamente préxima, no
responde a la proximidad vegetal alargando sus hipocotilos, es decir, tolera la sombra. Los
analisis comparativos de las respuestas a la proximidad vegetal nos llevo a generar plantas de C.
hirsuta con niveles reducidos de PHYA (355:RNAi-ChPHYA), que en A. thaliana se ha descrito
como un regulador negativos del SAS. Las plantas 355:RNAi-ChPHYA resultaron en plantulas con
capacidad de responder a la sombra simulada. En paralelo, realizamos un cribado genético que
nos llevd a la identificacién y caracterizacion de plantulas mutantes en C. hirsuta con una
respuesta a la sombra en hipocotilo restaurada (mutantes sis, slender in shade). Los dos
mutantes eran recesivos y alélicos (sis1-1y sis1-2) y nos llevaron a determinar que SIS1 codifica
el gen ChPHYA. La complementacion de plantas deficientes en phyA de A. thaliana con las
construcciones pPHYA:PHYA and pPHYA:SIS1 nos indicd que las proteinas PHYA y SIS1 tienen
diferentes actividades. En resumen, nuestros resultados indican que la tolerancia a la sombra
en C. hirsuta requiere la actividad de phyA, que actuaria suprimiendo la respuesta de
alargamiento del hipocotilo. En resumen, nuestros resultados indican que la tolerancia a la
sombra en C. hirsuta requiere mecanismos de supresion, y que phyA formaria parte de éstos.
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INTRODUCCION

1. Importancia de la luz en el desarrollo vegetal.

Para las plantas, la luz tiene un doble papel: es fuente de energia para la fotosintesis y a la vez
proporciona informacién del entorno que las rodea, ayudandolas a modular su desarrollo.
Puesto que las plantas son seres sésiles y no pueden cambiar de habitat donde crecen, necesitan
percibir constantemente el ambiente que las rodea para poder adaptar su crecimiento. La
deteccidn y captacion de la luz como informacién se lleva a cabo por un complejo sistema de
sefiales que son integradas y procesadas por receptores luminicos (fotorreceptores). Los
fotorreceptores son responsables de modular multiples respuestas fisiolégicas como la
germinacion de las semillas, el crecimiento de la plantula, el establecimiento de la arquitectura
de la planta adulta, la induccion de la floracién o la adaptacién a la proximidad vegetal. La
plasticidad del desarrollo de las plantas permite que un genotipo pueda dar lugar a una gama
de fenotipos dependiendo de las condiciones ambientales (Sultan & Schmitt 2000). Esta
plasticidad se sustenta en la capacidad de las plantas de integrar las sefiales ambientales y
sincronizar el crecimiento y el desarrollo, por €j., iniciando el momento de la reproduccion en la
estacion mas adecuada. Las respuestas de las plantas que afectan al desarrollo en funcién de la
luz se conocen como fotomorfogénesis.

2. La desetiolacion de las plantulas: un ejemplo de proceso fotomorfogénico.

Cuando las condiciones de temperatura, humedad y oxigeno son las adecuadas, las semillas
germinan. Tras la germinacidn las plantas pueden crecer en oscuridad y desarrollarse etioladas
(escotomorfogénesis), presentando un hipocotilo alargado, etioplastos (cloroplastos que no han
sido expuestos a la luz) y cotiledones cerrados (protegidos por el gancho apical) (Josse & Halliday
2008). Por el contrario, puede suceder que las plantas crezcan en luz y se desarrollen
desetioladas caracterizandose por tener hipocotilos cortos y cotiledones expandidos
(desaparicion del gancho apical) y los etioplastos transformados en cloroplastos por la
produccion y acumulacion de pigmentos fotosintéticos (Han et al. 2007; Arsovski et al. 2012).
Este proceso fotomorfogénico es uno de los mas estudiados en plantas y, como se vera a
continuacién, ha ayudado a identificar fotorreceptores y entender los mecanismos que emplean

para regular el desarrollo vegetal.
3. Percepcion de luz.

La radiacidn fotosintéticamente activa o PAR (Photosynthetic Active Radiation) comprende entre
los 400-700 nm; no obstante, otras regiones del espectro son también importantes en la
regulacién del desarrollo vegetal. Para el uso de la luz como sefial informativa del entorno, las
plantas superiores poseen al menos cinco tipos de fotorreceptores implicados en la percepcién
de diferentes regiones del espectro solar (Figura 11 A), tanto en la regiéon PAR como fuera de ella
(Hohm et al. 2013). UVR8 actla como receptor de luz UltraVioleta-B (UV-B; 280-315 nm),
mientras que los criptocromos (CRY1-3), las fototropinas (PHOT1 y 2) y otras proteinas “LOV”
miembros de la familia ZTL/FKF1/LKP2 absorben especificamente luz UltraVioleta-A (UV-A: ~315-
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400 nm) y azul (Blue, B; ~400-500 nm); la familia mas grande y probablemente mejor
caracterizada de fotorreceptores son los fitocromos (PHYA-E) (Figura 11 B), los cuales median las
respuestas a luz roja (Red; R: 660nm) y roja lejana (Far Red; FR: 600-750 nm) (Heijde & Ulm 2012).
Todos estos fotorreceptores controlan de manera conjunta el desarrollo fotomorfogénico
(desetiolacién) de las plantulas por medio de complejas redes a partir de la percepcién de la
cantidad y calidad de luz (Smith 1982; Roig-Villanova et al. 2006).

A continuacion se detallan los diferentes los fotorreceptores.

280 315 400 700 (nm)
1 i | |
Luz percibida _
Roja Roja lejana
Fotomorfogénesis
CRIPTOCROMOS
FOTOTROPINAS, ZTL
FITOCROMOS |
Fotosintesis |'
Adaptada de Heijde et al, 2012

Croméforo PRD
.
Fitocromo
NTE PAS GAF PHY PASA PASB HKRD
Dominio N-terminal Dominio C-terminal

Adaptada deLi etal, 2011

Figura 11. Espectro de la radiaciéon luminica con los principales fotorreceptores vegetales. (A)
Representacién del espectro de luz y de los fotorreceptores que captan las diferentes longitudes de onda
que lo componen. (B) Esquema de la estructura de los fotorreceptores fitocromos en A. thaliana. NTE (N-
TERMINAL EXTENSION), PAS (PERARNT-SIM), GAF (CGMP-SPECIFIC PHOSPHODIESTERASES, ADENYLYL
CYCLASES AND FHLA); PHY, (PHYTOCHROME-SPECIFIC DOMAIN) ; PRD, PAS-related domain (PAS Ay PAS
B); HKRD, (HISTIDINE KINASE RELATED DOMAIN) .

3.1. UVRS.

La luz UV-B es percibida por el fotorreceptor UVRS8. Esta proteina se localiza en el citoplasma y
en el nucleo, y su abundancia no se ve afectada por la radiaciéon UV-B u otra calidad de luz (Heijde
& Ulm 2012). No obstante, tras la irradiacion con UV-B el receptor actua en el nicleo donde se
asocia con los promotores de sus genes diana. El receptor UVR8 se encuentra de manera natural
formando homodimeros, que son inactivos; cuando UVR8 percibe el UV-B a través de
triptdfanos (Trp) especificos, el dimero se puede disociar (formando mondmeros activos) e
iniciar la cascada de sefializacion (Christie et al. 2012). En este sentido UVR8 es un fotorreceptor
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Unico ya que, a diferencia de los fitocromos o criptocromos, no contiene un croméforo no
proteico pero si una capacidad de deteccion de la luz intrinseca gracias a ciertos Trp de su
secuencia. Se ha sugerido que el Trp 285 (Trp285) es el que actua como el sensor UV-B, si bien
otros residuos como los Trp94, Trp233 y Trp337 estan implicados; datos in vivo sugieren que los

Trp285 y Trp233 son los mas importantes en este proceso.

3.2. Criptocromos, fototropinas y otras proteinas LOV.
3.2.1. Criptocromos.

Los criptocromos (crys) fueron descubiertos por primera vez en A. thaliana y posteriormente se
han encontrado en otras plantas. A. thaliana tiene tres genes que codifican criptocromos (CRY1,
CRY2y CRY3) (Christie et al. 2012). Analisis genéticos indican que tras percibir B, estos receptores
median la inhibicion del alargamiento del hipocotilo, el control del tiempo de la floracidn, los
ritmos circadianos, la apertura de los estomas, el desarrollo de raices, respuestas a estrés bidtico
(bacterias, patégenos virales) y abidtico, ciclos celulares, desarrollo de frutos y dvulos, dormicion
de semillas y magnetorrecepcidn, tal y como se describe en (Li & Yang 2007; Yu et al. 2010).
CRY1 y CRY2 tienen dos dominios N-terminal PHR (PHOTOLYASE-HOMOLOGOUS REGION) los
cuales se unen no covalentemente a dos cromdforos, el FAD (FLAVIN ADENINE DINUCLEOTIDE)
y una pterina o deazaflavina (bases nitrogenadas derivados de la pteridina), que proporcionan
la capacidad de deteccién de B y UV-A. En C-terminal contienen otro dominio, el CCE (del inglés,
CRY C-TERMINAL EXTENSION) que es critico para la funcion y la regulacion de los criptocromos.
En el caso de CRY3, contiene un N-terminal PHR mucho mas corto y sin regién CCE (Oglich et al.
2010). Otra diferencia entre los criptocromos CRY1 y CRY2 con el CRY3 es que los primeros
actuarian mayoritariamente en el nucleo (Wu & Spalding 2007; Shalitin et al. 2002) mientras que
CRY3 tendria su funcién en los cloroplastos y en las mitocondrias (Kleine et al. 2003). Se plantea
la hipdtesis de que los fotones excitan los electrones de la molécula de flavina, lo que resulta en
una reaccion redox o lanzadera circular de electrones y esto produce cambios conformacionales
en los fotorreceptores. El criptocromo fotoexcitado se fosforila y adopta una conformacion
abierta, que interactla con proteinas de sefializacién luminica alterando la expresién génica (Yu
et al. 2010).

3.2.2. Fototropinas y otras proteinas con dominio LOV.

Las fototropinas (phots) son fotorreceptores sensibles a B que intervienen en respuestas como
el fototropismo, la inhibicion del crecimiento del hipocotilo en respuesta a B (Folta et al. 2003),
la apertura estomdtica (Kinoshita et al. 2001) y los movimientos intracelulares de los
cloroplastos en respuesta al exceso de luz (tabuz et al. 2012). En A. thaliana hay dos genes que
codifican fototropinas, PHOT1 y PHOT2, que tienen funciones altamente redundantes. Las
fototropinas constan de dos partes: una Ser/Thr quinasa en la parte C-terminal, y dos dominios
LOV (LIGHT OXIGEN VOLTAGE) que se unen no covalentemente a los croméforos de Flavina:
FMN (FLAVIN MONONUCLEOTIDE) o los FAD (FLAVIN ADENINE DINUCLEOTIDE) (Oglich et al.
2010; Freddolino et al. 2013). Aunque se cree que los criptocromos desempefan un papel
principal en la regulacion de la expresion génica por B (Ohgishi et al. 2004) varios genes parecen
estar controlados también por PHOT1 en respuesta a B en A .thaliana (tabuz et al. 2012).

Otras proteinas como ZTL (ZEITLUPE), FKF1 (FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1) y LKP2 (
LOV KELCH REPEAT PROTEIN 2) también poseen un dominio LOV en la parte N-terminal seguido
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por un dominio F-box (que median la ubiquitinacién de otras proteinas) y varias repeticiones de
un motivo KELCH (motivo implicado en interaccion proteina-proteina) (Adams et al. 2000). Estas
proteinas ZTL/FKF1/LKP2 también estarian implicadas en la percepcion de B, en la regulacién del
reloj circadiano y en la floracion en respuesta al fotoperiodo, aunque no se conoce en detalle su

papel ni la funcion.

3.3. Fitocromos.

Los fitocromos (phys), componen la familia de los fotorreceptores que detectan la luz Ry FR.
Todos los fitocromos son cromoproteinas diméricas solubles. Cada subunidad estd compuesta
por una cadena polipeptidica denominada apoproteina (de aproximadamente 120 kDa) a la que
se une covalentemente un cromoéforo llamado fitocromobilina. El conjunto se llama
holoproteina y es la forma capaz de percibir y activarse por la luz. Todos los phys tienen el mismo
cromoéforo pero se diferencian en la apoproteina, que la codifican genes diferentes. Los phys
existen en 2 formas fotorreversibles: la forma biolégicamente inactiva (Pr), que presenta un
maximo de absorcion de R (660 nm), y la activa (Pfr), que presenta un maximo de absorcion de
FR (730 nm) (Quail et al. 1995) (Figura 12). Los phys se sintetizan en el citoplasma en la forma Pr
inactiva, que al absorber R cambia a su conformacidn activa, Pfr, y migran al ndcleo para ejercer
su funcion (Hiltbrunner et al. 2005b). La forma activa Pfr se puede degradar (Marme et al. 1971)
o convertir de nuevo a la forma Pr, ya sea por la absorcion de FR en una fotoconversion répida
o por una reaccion no fotoinducida, que es lenta (reversion en oscuridad) (Quail 1997; Mancinelli
1994). Ambas formas tienen espectros de absorcidon distintos pero solapados y como
consecuencia se establece un equilibrio dindmico entre ellas que depende de las caracteristicas
de la luz, denominado fotoequilibrio. Asi, en una planta crecida en luz coexisten Pr y Pfr en un
equilibrio que refleja las proporciones relativas de Ry FR de su ambiente luminico (Figura 12).
Una de las primeras clasificaciones de los phys fue bioquimica y demostré la existencia de dos
tipos principales: los de tipo | (fotolabil), que se degradan cuando perciben luz R o blanca (White;
W) y predominan en plantulas etioladas (crecidas en oscuridad); y los de tipo Il (fotoestables),
gue no se degradan tras la exposicion a luz y predominan en plantulas desetioladas (plantulas
crecidas en luz) (Clough & Vierstra 1997). Posteriormente, en A. thaliana se identificaron cinco
genes que codificaban fitocromos: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE. El phyA se considera del tipo
| por ser fotolabil y los demas, phyB-phyE, son del tipo Il (Quail 1997).

Pr Pfr
Inactivo R:FR alto Activo
(A mdx. 660 nm) Figura 12. Fotoequilibrio y espectro de
— absorcidn de los fitocromos. Esquema de la
Conversion rapida estructura de los fotorreceptores
< fitocromos en A. thaliana y los espectros de
R:FR bajo absorcién las dos isoformas: la Pr que
(Acumulacién (A méx. 730 nm) (Acumulacién presenta un maximo de absorcién a 660 nm,
durante la noche) duranteel dia) Pfr méximo de absorcién de 730 nm.

Conversion lenta
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3.3.1. Nomenclatura de los fitocromos.

Existe una nomenclatura estandarizada en el campo del estudio de los fitocromos que es la que
se ha utilizado en esta tesis (Quail et al. 1994).
1. PHY se refiere al gen.

2. PHY se refiere a la apoproteina (proteina sin croméforo).
3. phy se refiere a la holoproteina (proteina con el cromdforo)
4. phy se refiere al mutante.

3.3.2. Estructura molecular de los fitocromos.

Como se ha descrito anteriormente, los fitocromos estan formados por un croméforo y una
parte proteica, la apoproteina. El cromdforo fitocromobilina es un tetrapirrol lineal. Las
apoproteinas tiene dos dominios principales: el N-terminal, que tiene forma globular y une el
cromoéforo; y el C-terminal, implicado en la dimerizacidon y la transduccion de las sefiales
luminicas (Quail 2010) (Figura 11 B). El dominio N-terminal estd compuesto por:

1. Una extensién terminal llamada NTE (N-TERMINAL EXTENSION), es necesaria para la

union del cromoéforo y para la degradacion de Pfr (Casal et al. 2002; Li et al. 2011).

2. Varios subdominios muy conservados (Rockwell & Lagarias 2006):

a. PAS (PER-ARNT-SIM) importante para la unién del croméforo.

b. GAF (cGMP-SPECIFIC PHOSPHODIESTERASES, ADENYLYL CYCLASES AND FHLA)
es una region hidrofilica posiblemente involucrada en la fotodegradacién de
proteinas (Rogers et al. 1986). Esta region contiene un motivo PEST [secuencia
rica en prolina (P), glutamato (E), serina (S) y treonina (T)] y la Cys a la que se

une el croméforo (en los fitocromos de plantas).
c. PHY (PHYTOCHROME-SPECIFIC DOMAIN), importante para la fotoconversién de

Pry Pfr.
El dominio C-terminal es importante para la sefializacion, dimerizacion y la translocacién desde
el citoplasma al nucleo de los fitocromos. Consta de tres subdominios:

1. Dos subdominios PAS (PAS-A y PAS-B), implicados en la interaccidn proteina-proteina
con componentes de la via de senalizacion o como moduladores de respuesta a
pequeiios ligandos o cambios en condiciones de luz, niveles de oxigeno y potenciales
redox (Quail 1997; Neff et al. 2000)

2. Un subdominio HKRD (HISTIDINE KINASE RELATED DOMAIN), relacionado con los
residuos de histidina encontrados en quinasas (Quail 2010). La funcion es desconocida
pero se postula que tendria un papel en la sefializacién de los fitocromos, ya que
interacciona con PKS1 (PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1) y esta interaccion regula
negativamente a phyB (Fankhauser et al. 1999).
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3.3.3. El estimulo luminico detectado por los fitocromos.

Para las plantas la luz es un recurso energético a la vez que una fuente de informaciéon del
entorno que les rodea, que modula el desarrollo vegetal. La deteccién y captacion de la luz como
sefial informativa se lleva a cabo por un complejo sistema de sefales que son integradas y
procesadas por fotorreceptores para modular mdultiples respuestas fisioldgicas como la
germinacion, desetiolacion, adaptacion a la proximidad vegetal o induccién de la floracién. La
radiacion solar esta compuesta por diferentes longitudes de onda (Figura 11A) y las plantas
tienen fotorreceptores especificos encargados de la percepcion de las diferentes partes del
espectro solar, como se describié anteriormente (apartado 3). Siempre que las plantas crecen
proximas, ya sea en bosques, prados, campos de cultivo u otro tipo de comunidades herbaceas,
se da competicién por la luz. Cuando las plantas crecen en baja densidad vegetal, la luz solar que
reciben presenta un ratio o proporcion de R y FR (R:FR) alto, mientras cuando crecen en alta
densidad vegetal la R:FR baja, caracteristica que indica la proximidad de vegetacién. En
ambientes con alta densidad vegetal la reduccidon del R:FR puede estar producida por dos
situaciones: sombra por proximidad, en que las plantas vecinas crecen cerca pero sin sombrear
directamente, o por sombra por dosel, en que las plantas sombrean a las plantas vecinas. En
condiciones de proximidad vegetal, los tejidos verdes absorben luz de la regién PAR (400-700
nm) mientras que reflejan especificamente el FR, produciendo una reduccion del R:FR
intermedio o bajo. Mientras que en condiciones de sombra por dosel, los tejidos verdes filtran
la intensidad total de luz PAR, por lo que el R:FR resultante se reduce fuertemente debido a la
disminucién de R (Figura 13). En ambos casos, la cercania de vegetacion se convierte en una
sefial de luz caracterizada por una baja R:FR.

Los cambios en el R:FR son percibidos por los fitocromos, que informan a las plantas de la
densidad de vegetacion. En un dia soleado sin vegetacion cerca, la alta relacion R:FR desplaza el
fotoequilibrio hacia la forma Pfr activa, que inhibe el alargamiento de hipocotilos y tallos, la
hiponastia (movimiento de las hojas hacia arriba) y la floracién. Por el contrario, la cercania de
vegetacion provoca una disminucion en el R:FR, que desplaza el fotoequilibrio hacia la forma
Pr. Al disminuir los niveles de Pfr, cesa la inhibicion del alargamiento de hipocotilos y tallos, que
se alargan fuertemente, y se acelera de la floracién. El conjunto de respuestas que se promueven
en ambientes sombreados se conocen como el sindrome de la huida de la sombra (SAS, del
inglés Shade Avoidance Syndrome) ( Martinez-Garcia et al. 2010; Roig-Villanova and Martinez-
Garcia 2016)

En el laboratorio simulamos estas condiciones fijando la intensidad de W y enriqueciéndola con
distintas intensidades de FR. Para evitar posibles confusiones sobre los experimentos realizados
con diferentes tipos de sombra vegetal, en esta tesis se utilizaran los siguientes términos: (A)
sombra simulada, para referirnos a cualquier condicién en que las plantas crecen en luz de baja
R:FR, (B) sombra por proximidad, que simula las condiciones de proximidad vegetal con R:FR
intermedio o bajo y (C) sombra por dosel, que recrean las condiciones en que las plantas reciben
directamente la sombra con muy bajo R:FR (Roig-Villanova & Martinez-Garcia 2016).

En los experimentos de sombra simulada del capitulo | se utilizaron las condiciones de sombra
por proximidad, mientras que en el capitulo Il se utilizaron normalmente las condiciones de
sombra por dosel exceptuando algunos casos concretos, que se detallaran.
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Figura I3. Estrategias para lidiar con la proximidad vegetal. En el panel de arriba se representa
la situacién de sombra por proximidad y en el de abajo la sombra por dosel. En (A, C) la planta
recibe luz con una alta razén R:FR en (B) las plantas reciben la misma luz que la planta anterior
pero ademas enriquecida en luz FR que es reflejada por las plantas vecinas produciendo una
disminucién del R:FR. En (D), las plantas reciben la misma luz que la planta (A, C) pero ademas
enriquecida con mayor cantidad de FR por una disminucién de R produciendo una disminucidn
del R:FR. En las condiciones (B, D) se da la activacion del SAS en plantas que evitan la sombra,
pero no en las que la toleran.
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3.3.4. Funciones y respuestas fisioldgicas reguladas por de los fitocromos.

Como hemos descrito anteriormente, los fitocromos actian durante todo el ciclo de la vida de
la planta. El andlisis de mutantes que carecen de uno o varios fitocromos ha proporcionado
informacidn sobre su funcidn en procesos concretos del desarrollo vegetal. A continuacién, se
describen algunas de las respuestas fisioldgicas reguladas por fitocromos en A. thaliana.

Germinacion de las semillas: Al menos tres fitocromos estan implicados en el control de la
germinacion: phyA, phyB y phyE. El phyB controla las respuestas en alta R:FR (Reed et al. 1994;
Botto et al. 1996; Li et al. 2011) mientras que phyA promueve la germinacion en FR (Johnson et
al. 1994b; Reed et al. 1994). Sin embargo, también se encontré que el phyE desempefiaba un
papel en el control de la germinacién de semillas en FR. Esto podria ser debido a que phyE esta
directamente involucrado en la fotopercepcion de FR para esta respuesta, o porque phyA
requiere phyE para mediar la germinacién de las semillas (Hennig et al. 2002).

Desetiolacion de las plantulas: Como ya se ha comentado, cuando las plantas crecen en luz se
caracterizan por tener hipocotilos cortos y cotiledones expandidos (desaparicién del gancho
apical) y los etioplastos transformados en cloroplastos por la produccion y acumulacion de
pigmentos fotosintéticos (Han et al. 2007; Arsovski et al. 2012). El phyB es el fitocromo
predominante en la regulacion de la desetiolacion en R (Reed et al. 1993) aunque phyA tiene un
papel principal en la regulacién rdpida de los cambios de expresidon génica en respuesta al
tratamiento de R (Smith 2000). El phyA es el Unico fitocromo en la regulacion de las respuestas
de desetiolacion en FR. Asi, los mutantes phyA muestran un fenotipo similar al de las plantas
silvestres cuando crecen en W y R. Sin embargo en FR, los mutantes phyA muestran un fenotipo
escotomorfogénico (es decir, son ciegas a esta luz) lo que confirma el papel principal del phyA
en percibir y mediar estas respuestas a FR (Dehesh et al. 1993; Nagatani et al. 1993; Parks &
Quail 1993; Whitelam 1993; Reed et al. 1994). Las plantulas phyA muestran hipocotilos
alargados en B (Whitelam 1993; Neff et al. 2000) sugiriendo que phyA tiene un papel en la
percepcidn y transduccién de B. Los mutantes deficientes en phyC presentan una pérdida parcial
de la respuesta a R con hipocotilos mas cortos y cotiledones mas pequefios respectos a las
plantas silvestres. El phyC actia dependiente de phyB formando heterodimeros in vivo (Franklin,
Davis, et al. 2003; Monte et al. 2003). La funcidon de phyD y phyE seria minoritaria en la
regulacién de esta respuesta en comparacion con los otros fitocromos.

Funcidn sensora de la temperatura: El phyB tendria un papel termosensor, permitiendo que los
fitocromos funcionen como sensores térmicos que integran la informacién de los cambios en la
temperatura durante el transcurso de la noche (Jung et al. 2016).

Respuestas a la proximidad vegetal: La luz de baja razén R:FR es la sefial que inicia las respuestas
del SAS, que incluyen la inhibicion de la germinacién, mayor alargamiento del hipocotilo, menor
ramificacion y aceleracién del proceso de floracién (Martinez-Garcia et al. 2010). En condiciones
de baja densidad vegetal (sin vegetacion vecina, alta R:FR), el phyB es el supresor principal del
SAS ya que en W (alta R:FR) las plantas phyB tienen un fenotipo similar al de plantas silvestres
crecidas en sombra simulada (baja R:FR) (Nagatani et al. 1991; Somers et al. 1991). En la
regulacién de las respuestas del SAS, que también se pueden inducir irradiando con FR al final
del dia (tratamientos denominados EOD-FR, del inglés end of day-FR), phyB, D y E tienen un
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papel redundante (Devlin et al. 1999; Franklin et al. 2003). El phyA, a pesar de estar presente en
niveles reducidos en plantas crecidas en W, desempeiia un papel importante en la regulacion
del alargamiento del hipocdtilo en respuesta a los cambios de R:FR. Asi, plantulas mutantes phyA
muestran mayor alargamiento del hipocotilo en comparacion con las plantas silvestres en luz de
baja R:FR (Johnson et al. 1994), un fenotipo que se hace mds obvio en condiciones de R:FR muy
baja (Yanovsky et al. 1995; Martinez-Garcia et al. 2014). Estas observaciones llevaron a la
sugerencia de que en plantas de tipo silvestre, la accion de phyA antagonizaba el sindrome de
la huida de la sombra mediada por phyB reprimiendo el alargamiento del hipocotilo.
Experimentos con el cuadruple mutante, phyAphyBphyDphyE, mostraron que es insensible a la
diminucion de la razén R:FR. Ademas, en condiciones de EOD-FR se confirmé que phyC es el
Unico fitocromo sin un papel en la regulacién de las respuestas del SAS (Franklin & Davis et al.
2003).

Debido a que las respuestas a la proximidad vegetal son un tema principal de la tesis, este punto
se describird en el apartado 4.1 con mas detalle.

3.3.5. Interacciones y regulacidn aguas abajo de los fitocromos.

La transduccién de sefial luminica es el proceso que tiene lugar desde que el fitocromo percibe
los cambios en la sefial de luz hasta que se produce una alteracion en la expresion génica (Quail
2002). La luz modula la accién de estos fotorreceptores induciendo cambios en su localizacién
y/o abundancia. Hasta mediados de la década de 1990 se aceptaba que los fitocromos eran
fotorreceptores citoplasmaticos (Nagy & Schéafer 2002). Sin embargo, se vio que deben entrar al
nucleo para activar la mayoria de las respuestas de luz (Nagatani 2004; Kevei et al. 2007;
Fankhauser & Chen 2008). Por lo tanto, la translocacion regulada por luz de los fotorreceptores
desde el citoplasma hacia el nucleo es un evento clave en la cascada de sefalizacion de los
fitocromos. La localizacién nuclear de los fitocromos desencadena eventos de sefalizacion que
alteran la expresién de los genes diana en cuestion de minutos, iniciando una cascada que
finalmente conduce a la modulacién de las respuestas morfoldgicas y/o fisioldgicas (Quail 2002;
Jiao et al. 2007).

Una de las primeras funciones bioquimicas conocidas de los fitocromos fue la capacidad de
fosforilarse a si mismos y a ciertos substratos, como por ejemplo PKS1 (Fankhauser et al. 1999),
NDPK2 (NUCLEOSIDE DIPHOSPHATE KINASE 2) (Choi et al. 1999), criptocromos (tanto CRY1 como
CRY2), las proteinas AUX/IAA (Colén-Carmona et al. 2000), FyPP (PHYTOCHROME-ASSOCIATED
SERINE/THREONINE-PROTEIN PHOSPHATASE 1) (Kim et al. 2002), COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1) (Seo et al. 2004; Jang et al. 2010), PAPP5 (SERINE/THREONINE-
PROTEIN PHOSPHATASE 5) (Ryu et al. 2005) y FHY1/FHL (FAR-RED ELONGATED HYPOCOTYL 1/
FAR-RED-ELONGATED HYPOCOTYL 1-LIKE) (Hiltbrunner et al. 2005a; Hiltbrunner et al. 2006). El
conjunto de investigaciones sobre estas proteinas han sugerido que la fosforilacion y
desfosforilaciéon de los fitocromos y de sus sustratos tiene una funcién importante en la
modulacién de la localizacién subcelular, en la estabilidad dependiente de las condiciones
luminicas y/o su afinidad por los componentes de la cadena de la transduccidn de la sefial.
Mediante experimentos de genética reversa y ensayos de interaccién por el sistema del doble
hibrido en levadura (Y2H, Yeast Two Hybrid), se identificaron nuevos componentes de la via de
sefializacién de los fitocromos. El primer factor identificado fue PIF3 (PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 3), un factor de transcripcién de la familia bHLH que interaccionaba con
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phyA y phyB. PIF3 se unia preferentemente a la forma Pfr (activa) de ambos fitocromos y la
fotoconversion de la forma Pfr a la forma Pr (inactiva) provocaria su disociacién (Ni et al. 1998;
Quail et al. 1999). Se vio que in vitro phyB interaccionaba con PIF3 unido al DNA, lo cual sugirio
gue habia una regulacion directa de la expresion génica via fitocromos en respuesta a luz Ry FR
(Martinez-Garcia et al. 2000). Posteriormente se identificaron otras bHLHs por similitud de
secuencia que se agrupaban en la subfamilia 15 (Leivar & Quail 2011a). De entre las diversas
bHLHs de esta subfamilia, hasta 6 miembros (incluyendo PIF3) se han clasificado como PIFs:
PIF1/PIF3-LIKE 5 (PIL5) (Huq et al. 2004; Yamashino et al. 2003; Oh et al. 2004), PIF4 (Hug & Quail
2002), PIF5/PIL6 (Yamashino et al. 2003), PIF6/PIL2 (Khanna et al. 2004; Yamashino et al. 2003),
PIF7 (Leivar et al. 2008) y PIF8 (REF). Se ha demostrado la unién in vitro de PIF4, PIF5, PIF6, PIF7
y PIF8 a la forma Pfr de phyB, mientras que a PIF1 y PIF3 se unen a la forma Pfr tanto de phyA
como de phyB (Khanna et al. 2004; Zhu et al. 2000). Existen otros miembros de esta subfamilia
15 para los que no se ha demostrado capacidad de interaccién con los fitocromos: HFR1 (LONG
HYPOCOTYL IN FR 1) (Fairchild et al. 2000), SPT (SPATULA) (Josse et al., 2011), ALC (ALCATRAZ)
(Rajani & Sundaresan 2001), bHLH23, bHLH56, bHLH119 y bHLH127.

Las interacciones fitocromos-PIFs son de gran relevancia, ya que después de la activacién por luz
de los fitocromos, los PIFs se fosforilan: en la mayoria de los PIF (PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5, conocidos
como PIFQ) esto produce su degradacion via el proteosoma 26S (Shen et al. 2007; Shen et al.
2008; Al-Sady et al. 2006; Al-Sady et al. 2008; Leivar et al. 2009), lo que conduce a la inhibicién
de su actividad.

Aunque phyB es un fitocromo fotoestable, se ha observado que sus niveles se reducen
ligeramente tras la exposicion a luz, y los PIFs podrian participar en este proceso. Asi, existe una
relacion inversa entre los niveles de phyB y los niveles de PIF: los mutantes pif acumulan mayor
cantidad de proteina phyB mientras que los mutantes que sobreexpresan PIF tienen niveles
reducidos de proteina phyB (Khanna et al. 2007; Leivar et al. 2008; Al-Sady et al. 2008). A pesar
de que PIF1 y PIF3 tienen el mayor protagonismo en la degradacion de phyB via
poliubiquitinacién COP1-E3 ligasa (Jang et al. 2010) estudios recientes han indicado que el
fotorreceptor phyB se sumoila reversiblemente en plantas, lo que provoca su acumulacién en luz
R. Ademas, la sumoilacion del phyB inhibe su interaccion con PIF5, probablemente inhibiendo el
efecto de los PIFs sobre la degradacién de phyB (Sadanandom et al. 2015).

Los experimentos con el cuadruple mutante piflpif3pif4pif5 (llamado pifg) mostraron que tiene
un fenotipo fotomorfogénico cuando crece en oscuridad, presentando alteraciones moleculares
en desetiolacion (Leivar et al. 2008; Leivar et al. 2009). Asi, cuando la planta crece en oscuridad,
los PIFs se acumulan y mantienen el desarrollo escotomorfogénico, mientras que en presencia
de luz los fitocromos estan activos e inactivan y degradan los PIFs, promoviendo el proceso de
desetiolacion. Por tanto, los PIFs actian como reguladores negativos en la transduccion de la
sefial luminica y en general, activan las respuestas tipicas del crecimiento en oscuridad
(etiolacidn). No obstante, PIF6/PIL2 inhibe la elongacién del hipocotilo en R, teniendo un papel
positivo en la sefalizacion de esta luz. A diferencia de los otros PIFs, PIF7 no se degrada por
accion de los fitocromos activados por la luz, aunque si se fosforila, lo que previene su unién al
DNA (Li et al. 2012).PIF7 es una proteina poco abundante, pero que interactua selectivamente
con la forma Pfr de phyB. Ademas, actiia como un regulador negativo de la sefializacion por phyB
en R (Leivar et al. 2008; Leivar & Quail 2011).

En resumen, los fitocromos inician una cascada de sefalizacion mediante la cual interaccionan
como minimo con los PIFs, factores que tienen un papel central en la regulacién de la
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transduccién de las sefiales del fitocromo y son piezas claves en la conexién de sefiales y
estimulos que recibe la planta (Quail 2002; Jiao et al. 2007; Castillon et al. 2007; Duek &
Fankhauser 2005; Martinez-Garcia et al. 2010a; Leivar et al. 2012).

3.3.6. Componentes de la sefializaciéon de phyA.

Los mutantes que se desetiolan en FR andmalamente (son hipo o hipersensibles a este
tratamiento) se considera que afectan a componentes de la sefializacion de phyA, ya que es el
Unico fotorreceptor que controla esta respuesta a esta longitud de onda en plantulas. De esta
manera se han identificado FHY1, su paralogo FHL, FHY3 y FAR1 (FAR-RED IMPAIRED RESPONSE
1). El andlisis funcional de estos mutantes ha mostrado un rol de FHY1 y FHL en la localizaciéon
nuclear de la forma activa de phyA. La percepcién de FR, Ry B por parte de phyA permite que
pase a su forma activa (PfrA) la cual es capaz de interaccionar con FHY1 y FHL en el citoplasma
(Hisada et al. 2000; Kircher et al. 2002). La sefial nuclear que presentan estos factores permite
la entrada del complejo al nucleo, puesto que phyA no contiene una NLS (Nuclear Localization
Signal) propia y necesita de esta interaccién para ser transportado al nucleo, donde ejerce su
accioén. La acumulacién de phyA en el nidcleo también depende de los factores FHY3 y FAR1 ya
gue activan la expresion de FHY1 y FHL (Hiltbrunner et al. 2006). Ademas, la fosforilacién de
FHY1 es clave para la dinamica de la sefializacién del phyA en condiciones de Ry FR (Chen et al.
2012; Gu et al. 2013). En plantulas crecidas en oscuridad, phyA es el fitocromo mas abundante
gue, tras la percepcién de luz, es capaz de autorregular su abundancia controlado por el efecto
de la fotolabilidad (Sharrock & Clack 2002). Asi, la luz percibida por phyA o phyB reprime la
expresion del gen PHYA (Quail et al. 1994; Cantdn & Quail 1999).

La degradacion de proteinas mediada por el proteasoma es un proceso que normalmente
requiere que la proteina a eliminar se poliubiquitine primero. La poliubiquitinacidn de proteinas
requiere la accién de ligasas de ubiquitinas E3 especificas. Se ha propuesto que la degradacién
de phyA depende principalmente de ligasas de ubiquitina E3 basadas en CULLIN1 (Debrieux et
al. 2013) y bajo ciertas condiciones de COP1 (Seo et al. 2004; Debrieux et al. 2013). Ademas, el
factor SPA1 (SUPRESSOR OF PHYA 1) también seria parte de esta via de sefializacién y actuaria
formado un complejo COP1/SPA1 para interaccionar directamente con phyA vy asi regular su
abundancia y localizacion subcelular. Este complejo actia como un represor de sefializacién del
phyA (Saijo et al. 2008).

4. Estrategias para lidiar con la proximidad vegetal: evitar o tolerar la sombra.

Durante la evoluciodn, las plantas han desarrollado dos estrategias principales para hacer frente
a la proximidad de vegetacion: evitarla o tolerarla. Las especies que evitan la sombra, como A.
thaliana, ponen en marcha una serie de respuestas conocidas conjuntamente como el SAS. Otras
especies vegetales optan por tolerar la sombra, como Cardamine hirsuta, una brasicacea
emparentada con A. thaliana. En el laboratorio habiamos visto que el hipocotilo de C. hirsuta no
se alargaba en respuesta a la exposicion a sombra simulada (Hay et al. 2014). A continuacidn, se
detallan estas dos estrategias (apartados 4.1y 4.2) (Figura 13).
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4.1. Elsindrome de huida de la sombra (SAS).

Las respuestas del SAS son multiples y afectan a todos los estadios de desarrollo de la planta
como inhibicidon de la germinacion, mayor crecimiento del hipocotilo en estadio de plantula
(respuesta mas estudiada), menor expansion de la [dmina foliar y mayor alargamiento de los
peciolos, una menor ramificacion y reduccion del tiempo de floracién (Franklin 2008; Franklin &
Quail 2010; Martinez-Garcia et al. 2010; Casal 2012) (Figura 13).

4.1.1. Componentes de la sefalizacidn aguas abajo de los fitocromos en respuesta a sombra.

Cuando hay una alta razén R:FR, el phyB se encuentra predominantemente en su conformacion
activa Pfr. Esta forma interacciona con el dominio APB (Active Phytochrome Binding) de los PIFs,
los complejos entre phy-PIF se fosforilan rapidamente. En el caso de los PIFQ, se ubiquitinan y
se degradan, lo que impide la activacion de la expresion de los genes diana de los PIFs; en el caso
de PIF7, su actividad de unién al DNA disminuye (Leivar & Quail 2011a). Cuando la R:FR baja (por
la proximidad vegetal), los niveles de la forma activa de los phys disminuye, los complejos phy-
PIF se desensamblan, y la mayor cantidad de proteina PIFQ y de forma PIF7 desfosforilada (con
mayor actividad de unién al DNA) resulta en la induccién la expresién génica, que activa las
respuestas del SAS.

En el caso de PIF4 y PIF5 se acumulan en oscuridad y en condiciones de R:FR bajo cuando los
fitocromos estan mayoritariamente inactivos, mientras que se degradan en Ry alta R:FR. Tanto
los mutantes pif4 y pif5 como el doble mutante pif4pif5 tienen la respuesta a la sombra simulada
atenuada (hipocotilos mas cortos) lo que sugieren que son reguladores positivos del SAS. Esto
se ha validado con experimentos hechos en lineas sobreexpresoras de estos genes que
presentan un mayor alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra. Estos datos dan a
entender que el SAS, en parte, se inicia como consecuencia de la disminucién de la degradacién
de PIF4 y PIF5 mediada por phyB (Lorrain et al. 2008). En el caso de PIF7, se ha visto que tiene
un papel principal en el alargamiento de los hipocotilos en sombra simulada, a juzgar por la
fuerte atenuacion del alargamiento del hipocotilo en W+FR de los mutantes pif7, lo que indica
gue también es un regulador positivo de esta respuesta (Li et al. 2012; Roig-Villanova &
Martinez-Garcia 2016). PIF1 y PIF3 tendrian un papel positivo menor en la regulacién de esta
respuesta del SAS. La expresion de genes marcadores de sombra también esta atenuada en
mutantes de PIF4, PIF5 y PIF7, observaciones consistentes con los resultados del alargamiento
del hipocotilo en respuesta a la sombra simulada (Hornitschek et al. 2012; Leivar et al. 2012; Li
etal. 2012).

Los PIFs regulan la respuesta del alargamiento, al menos en parte, mediante la regulacion de la
biosintesis y sefalizacion de varias fitohormonas. En concreto, las auxinas tienen un papel
principal, ya que regulan aspectos del crecimiento vegetal como el alargamiento del hipocotilo
y tallo, expansién de cotiledones y hojas, y la dominancia apical. La accién de esta hormona estd
influenciada por la luz, cuya percepcién afecta los niveles, transporte y respuesta de la planta a
las auxinas (Halliday & Fankhauser 2003). En consecuencia, los mutantes de A. thaliana con
deficiencias en biosintesis de auxina, transporte o sefializacién son incapaces de alargar el
hipocotilo en respuesta a sombra (Tao et al. 2008; Keuskamp et al. 2010). En condiciones de baja
R:FR, los PIF4, PIF5 y PIF7 inducen directamente la expresidén de los genes YUCCA (YUC), que
codifican genes de sintesis de auxinas, que se acumulan rapidamente en los cotiledones y lamina
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foliar (Wit et al. 2015; Hornitschek et al. 2012). En el caso de los mutantes pifdpif5 y pif7, la
menor induccion de los genes YUC resulta en una menor acumulacion de auxinas en respuesta
a sombra, lo que explicaria la falta de alargamiento del hipocotilo (Hornitschek et al. 2012; Li et
al. 2012).

Ademas de los PIFs, existen otros factores que regulan las respuestas del SAS. La percepcion de
las proximidad vegetal induce rapida y reversible de la expresién de los genes PHYTOCHROME
RAPIDLY REGULATED (PAR) (Devlin et al. 2003; Carabelli et al. 2007; Roig-Villanova et al. 2006;
Roig-Villanova et al. 2007; Salter et al. 2003; Sessa et al. 2005). Estos cambios rapidos de la
expresién génica son parte de una red transcripcional dinamica que esta afectada por factores
endoégenos (estadio de desarrollo, niveles hormonales) y exdgenos (temperatura, cantidad de
luz, reloj circadiano), que explicarian la complejidad en las respuestas del SAS. Entre los genes
PAR, algunos codifican proteinas de la familia bHLH, como HFR1, PIL1, PIL2, PAR1, PAR2, BES1-
INTERACTING MYC-LIKE 1 (BIM1)y BR-ENHANCED EXPRESSION1 (BEE1), BEE2 y BEE3 (Galstyan
et al. 2011; Cifuentes-Esquivel et al. 2013). Otro grupo integrante son la subfamilia Il de los
factores de transcripcion HOMEDOMAIN-LEUCINE ZIPPER (HD-Zip Il), como ATHB2/HAT4 (a
partir de ahora ATHB2), ATHB4, HAT1, HAT2 y HAT3. Experimentos de nuestro laboratorio que
combinaban la aplicacion de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la sintesis proteica, con el
tratamiento de sombra simulada, mostraron que algunos de los genes PAR, como PAR1, ATHB2,
ATHB4 y PIL1, eran dianas directas de la accidn de los fitocromos (Roig-Villanova et al. 2006).
Anidlisis genético han mostrado que la accién de muchos de estos genes PAR es necesaria para
la implementacion de las respuestas del SAS. Por lo tanto, estos factores PAR serian el punto de
entrada de la sefial de sombra percibida por los fitocromos para modular la red transcripcional
implicada en la adaptacion de la planta a la competencia por la luz. (Martinez-Garcia et al. 2010).
En el capitulo | de este trabajo nos centramos especificamente en el papel de ATHBA4.

4.1.2. Componentes de la sefalizaciéon luminica: familia HD-Zip II.

Los factores HD-Zip se han clasificado en cuatro subfamilias de acuerdo a un conjunto de
caracteristicas como son la especificidad de union a DNA, la estructura génica (posicion
especifica de intrones y exones), los motivos comunes y las funciones fisiolégicas (Ariel et al.
2007). Los miembros de la subfamilia HD-Zip |l se caracterizan por tener una region N-terminal
(Nt) muy conservada con funcidon desconocida, y un homeodominio (HD, del inglés
HOMEODOMAIN) seguida de una cremallera de leucinas adyacente (Zip, del inglés LEUCINE
ZIPPER), conjuntamente responsables de la unién al DNA como dimeros, y una regidn C-terminal
con una secuencia conservada CPSCE y vinculada a la actividad redox de las células (Ariel et al.
2007; Tron et al. 2002). Estudios funcionales utilizando proteinas truncadas muestran que el
motivo Zip se requiere para la union al DNA llevada a cabo por el dominio HD (Ariel et al. 2007).
La regidon Nt contiene secuencias muy conservadas (LxLxLxL y/o LNLxL) llamadas motivos EAR
(ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR-ASSOCIATED AMPHIPHILIC REPRESSION); la
funcion de esta region Nt es practicamente desconocida (Kagale & Rozwadowski 2011; Kagale
et al. 2010).

De los diez miembros de HD-Zip Il cinco son genes PAR, es decir, su expresion esta rapidamente
inducida por sombra simulada. Estos cinco miembros forman dos subgrupos de genes pardlogos:
ATHB2/HAT1/HAT2 y ATHB4/HAT3 (Ciarbelli et al. 2008b). Los dos primeros genes descritos de
esta familia fueron ATHB2 y ATHB4 y se identificaron como inducidos rdpidamente por luz de
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baja R:FR (Carabelli et al. 1993). Los primeros estudios funcionales sobre estos genes HD-Zip |l
se hicieron sobreexpresando ATHB2 en A. thaliana, que resultd en plantulas con un hipocotilo
mas largo, cotiledones y hojas mas pequenas (Schena et al. 1993) y un sistema radicular mas
alargado que las plantulas silvestres cuando crecian en W (alta R:FR). Plantulas transgénicas que
sobreexpresaban ATHB2 en antisentido (anti-ATHB2) mostraban un fenotipo opuesto (Schena
et al. 1993; Steindler et al. 1999). En contraste con las lineas anti-ATHB2, plantulas mutantes de
pérdida de funcién de ATHB2 mostraban un fenotipo silvestre en W. Estas observaciones
sugerian que la expresion de otros genes de la subfamilia HD-Zip Il podria estar reducida en las
lineas anti-ATHB2, causando una disminucion de la actividad no sélo de ATHB2 sino también de
otras proteinas homologas. Basandose en estos fenotipos de promocién del alargamiento del
hipocotilo en W (alta R:FR) se sugirié que ATHB2 era un regulador positivo de las respuestas del
SAS, al menos en estadio de plantula (Sessa et al. 2005). No obstante, se desconocia qué efecto
tenia la sobrexpresién de ATHB2 cuando las plantulas crecian en sombra simulada.

El otro HD-Zip Il que se ha estudiado con cierto detalle es ATHB4. Resultados previos del grupo
mostraron que la sobreexpresion de ATHB4 alteraba el desarrollo de las plantulas, produciendo
un mayor alargamiento del hipocotilo en W. Por el contrario, en sombra simulada el
alargamiento del hipocotilo se inhibia (Sorin et al. 2009), resultados que sugerian que ATHB4
tendria un papel como regulador negativo de las respuestas del SAS. HAT3 y ATHB4 son genes
paralogos (Ariel et al. 2007; Ciarbelli et al. 2008a). El mutante simple de pérdida de funcion de
ATHB4 no presentaba ningun fenotipo aparente, tanto en estadio adulto como en plantulas
comparados con las plantas silvestres al igual que ocurria con la pérdida de funcién de HAT3
(Salla-Martet 2012). En cambio, plantulas del doble mutante athb4hat3 presentaban una menor
respuesta del hipocotilo a sombra simulada comparado con plantas silvestres. Asi, tanto la
sobreexpresion de ATHB4 como la pérdida de funcion de ATHB4 (y HAT3) producia una reduccién
en la respuesta del hipocotilo a sombra simulada, con lo que resultaba dificil decir si se trata de
un regulador positivo o de un regulador negativo; por tanto, ATHB4 se clasific6 como un
regulador complejo de las respuestas del SAS (Sorin et al. 2009). Estos resultados contrastaban
con los descritos por otros autores sobre el papel de otros miembros de la subfamilia HD-Zip Il
como reguladores positivos de las respuestas del SAS. Experimentos de nuestro laboratorio
mostraron que los hipocotilos de lineas de sobreexpresion de otros factores HD-Zip Il, como
HAT1, HAT2 y ATHBZ2, también se alargaban menos en respuesta a sombra simulada, lo que
indicaba que estos factores, al igual que ATHB4 tendrian un papel como reguladores negativos
de las respuestas del SAS (Salla-Martet 2012).

Mas alla de las respuestas del hipocotilo, se ha descrito e implicado a miembros de esta
subfamilia en diversos aspectos del desarrollo de la planta como en la formacion del carpelo
(Reymond et al. 2012), en la formacion y la actividad del meristemo apical (SAM, Shoot Apical
Meristem) y en la polaridad de los cotiledones y hojas de manera conjunta con miembros de la
subfamilia HD-Zip Ill (Bou-Torrent et al. 2012; Brandt et al. 2012).

En estadio adulto, el mutante athb4hat3 presentaba hojas con una ligera curvatura hacia abajo
y una reduccion significativa en la expresion de genes relacionados con la regulaciéon de la
polaridad de las hojas como PHABULOSA (PHB/ATHB14), un miembro de la subfamilia HD-Zip IlI
(Bou-Torrent et al. 2012; Brandt et al. 2012). Estudios anteriores del laboratorio mostraron que
las plantas de sobreexpresion de ATHB4 presentaban hojas en las que la lamina foliar se curvaba
hacia arriba por una mayor proliferacion de la parte abaxial (inferior) de las hojas respecto a la

14



Introduccion

parte adaxial (superior), caracteristicas observada también en plantas que sobreexpresan ATHB2
y HAT3 (Bou-Torrent et al. 2012; Turchi et al. 2013). En cuanto a los analisis de expresion génica,
ATHBA4 reprime la expresion de genes que codifican otros factores de la subfamilia HD-Zip I,
como ATHB2 o HAT2. ATHB2, HAT1 y HAT2 también reprimen la expresidon de varios genes
pertenecientes a la subfamilia HD-Zip Il (Steindler et al. 1999; Sawa et al. 2002; Ciarbelli et al.
2008b; Sorin et al. 2009) lo que sugiere que estos miembros de la subfamilia HD-Zip Il conforman
un circuito para la auto-regulacién negativa coordinada de sus niveles, de forma que la expresion
elevada de uno de estos miembros reprime la expresion de los demds. Dado que la expresion de
estos genes esta rapidamente inducida por sombra simulada, la percepcion por los phys de una
baja razén R:FR puede afectar rapidamente la expresion de toda la subfamilia, que a su vez
modularia la expresion de algunos de sus genes, contribuyendo al complejo papel estos factores
parecen tener en el control del SAS.

4.1.3. Lasubfamilia HD-Zip Il y las respuestas a hormonas.

Como ya se ha comentado, las plantas interpretan e integran las sefiales luminicas que perciben
del ambiente empleando redes de sefializacidn interconectadas y sofisticadas. Para conseguir
esta integracion, las sefiales iniciadas por la percepcién de la proximidad vegetal confluyen en
las redes reguladoras que controlan la division y la expansion celular, como son las de las
hormonas vegetales. Las auxinas, los brasinosteroides (BRs) y las giberelinas (GAs) son hormonas
estimuladoras del crecimiento, mientras que las citoquininas (CKs) son consideradas inhibidoras.
Estas hormonas pueden actuar en el mismo sentido o antagonisticamente a las respuestas
fotomorfogénicas.

Estudios previos relacionaron la actividad de miembros de la subfamilia HD-Zip Il con las GAs
(ATHB4), los BRs (ATHB4 y HAT3) (Sorin et al. 2009 ) y las auxinas (ATHB2, ATHB4 y HAT2) (Sawa
et al. 2002; Steindler et al. 1999; Salla-Martet 2012), si bien se desconocian los mecanismos
implicados. En el caso concreto de las auxinas, cuya implicacion en el alargamiento del hipocotilo
en respuesta a sombra simulada ha sido bien establecida (Roig-Villanova et al. 2007; Bou-Torrent
etal. 2014; de Wit et al. 2015), se vio que (1) la sobreexpresién de ATHB4 produce un incremento
en la epinastia de los cotiledones, especialmente en condiciones de sombra simulada, efecto
gue se suprime cuando se afade el inhibidor del transporte polar de auxinas NPA (1-N-
Naphthylphthalamic Acid); (2) las plantas con elevada actividad ATHB4 presentan una reduccién
de respuesta en respuesta a la auxina sintética 2,4-D, sugiriendo un papel de este factor en la
capacidad de respuesta de los hipocétilos en respuesta a auxinas (Sorin et al. 2009); y (3) la
induccién por sombra de genes involucrados en respuestas a auxinas como SAUR15 (SMALL
AUXIN UPREGULATED RNA 15), SAUR68 y HAT2, esta fuertemente atenuada en las plantas que
sobreexpresan ATHB4 (Sorin et al. 2009). El conjunto de estos resultados sugiere que ATHBA4 (y
por extensién otros miembros de la familia HD-Zip IlI) puede integrar la sefial de sombra
percibida por los phys con la sefalizacion de auxinas en la modulacién de las respuestas SAS.

4.1.4. Familia HD-Zip Il y el desarrollo.
Plantulas del doble mutante athb4hat3 mostraban defectos importantes en el desarrollo. En

concreto, se observd que el mutante athb4hat3 tiene un eje embrionario mas largo y dos
cotiledones irregulares que se pliegan de forma asimétrica. La caracterizacidon con imagenes de
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confocal mostraron que los cotiledones de algunos individuos athb4hat3 carecian del
parénquima en empalizada (Bou-Torrent et al. 2012).

Experimentos de ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) mostraron que HAT2, HAT3, ATHB2 y
ATHB4 son genes diana directos de REV (REVOLUTA), un miembro de la subfamilia HD-Zip lll, y
gue regula su expresion. En consistencia con estos resultados, la expresion espacial de REV es
similar a la de HAT1, HAT3 y ATHB4, en el dominio adaxial de las hojas (Brandt et al. 2012).
Estudio de las respuestas a sombra simulada de mutantes de pérdida de funcidon de los
miembros de la subfamilia HD-Zip Ill [REV, PHB, PHAVOLUTA (PHV/ATHB9), CORONA
(CNA/ATHB15) y ATHB8] mostraron que hay redundancia génica entre ellos, al igual que ocurre
en la subfamilia HD-Zip Il. Ademas, la red reguladora formada por miembros pertenecientes a
HD-Zip Ill y los factores de transcripcion KANADI (KAN) (que actian de manera antagonica, ya
qgue los HD-Zip Il regulan activando la expresion génica mientras que los de la familia KAN la
inhiben) estaban implicados en la regulacién de las respuestas a sombra simulada en A. thaliana
(Brandt et al. 2012). Estos resultados planteaban una conexidn entre las respuestas a sombra
simulada y la polaridad de las hojas, en la que ATHB4 actuaria como un elemento integrador de
ambas vias. No obstante, no esta claro cémo se activaria REV en respuesta a una baja razon R:FR
para inducir la expresién de ATHB4 y otros miembros de la subfamilia HZ-Zip II.

4.1.5. Estructuray funcion de ATHBA4.

Estudios de unién de ATHB4 a DNA mediante protein-arrays y de ChlIP permitieron identificar
secuencias consenso de union de ATHB4, resultados que confirmaron que ATHB4 unia
directamente al DNA. Mediante el uso de una forma mutada en el dominio HD (ATHB4y;10a)
producida en el laboratorio por comparacion con informacién disponible sobre ATHB2, pudimos
demostrar que la unién de ATHB4 al DNA era especifica, dependia de este residuo y que otras
regiones de ATHB4 no eran capaces de reconocer ni unir otras secuencias de DNA (Gallemi 2013;
Gallemi et al. 2017).

En los estudios para relacionar la estructura y la funcion de ATHB4, se dividié la proteina en
cuatro dominios o regiones: Nt (1 al 142), HD (residuos 143-220), Zip (Z; 221-263) y C-terminal
(Ct; 264-318) (Figura 14). Se generaron 12 formas truncadas o mutadas conteniendo
combinaciones de estos dominios o regiones y se estudio su funcién en plantas transgénicas.
Especificamente se estudiaron las siguientes respuestas: alargamiento del hipocotilo, expresiéon
génica y la polaridad de las hojas en respuesta a sombra. Tras el estudio funcional de estas
formas se vio que (1) el extremo Ct no era necesario para las funciones bioldgicas estudiadas;
(2) los dominios HD y Zip eran suficientes para la homodimerizacién y su unidon a DNA pero no
para proporcionar actividad bioldgica; y (3) la parte Nt, de funcion desconocida, era fundamental
para su papel regulador tanto de de la respuesta del hipocotilo a sombra simulada y su actividad
represora de la transcripcion y la regulacién de la polaridad de las hojas (Gallemi 2013; Gallemi
et al. 2017). Por otro lado, se vio que formas que contenian la region Nt pero carecian de
actividad de unién DNA (p.ej., la parte Nt fusionada al HD, o la forma mutada en la region HD,
ATHBA4y;10a) mostraban una actividad bioldgica y molecular similar a la de la forma entera y
silvestre en la respuesta del hipocotilo y/o expresién génica, pero no en la la polaridad de las
hojas (Gallemi et al, 2017) (Figura 14). Para explicar el conjunto de resultados obtenidos tanto
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de la actividad biolégica como de las respuestas génicas se propuso que ATHB4 actuaria
mediante dos mecanismos moleculares diferentes (Figura 14).

A) Uniendo el DNA (formando homodimeros) en la regulacién de la expresion
génica y la polaridad de las hojas, actuando por tanto como un factor de
transcripcion.

B) Sin unir el DNA en la regulacion de la expresién génica y la respuesta del
hipocotilo, actuando como un cofactor de transcripcion.

Para llevar a cabo ambos mecanismos requiere interaccionar con otras proteinas via su regién
N-terminal. Dada la complejidad de accidon de ATHB4 sera importante avanzar en la elucidacién
de los mecanismos de estas conexiones entre la regulacién de la luz y el desarrollo.

En el primer capitulo de la presente tesis presentamos estudios encaminados a profundizar en
los mecanismos de accion de ATHB4 como factor y cofactor transcripcional en las distintas
respuestas a sombra simulada.

ATHB4
L e
' Nt Ili W -z i o«
Actividad molecular: Interaccién Unién al DNA Sin funcién

Proteina-proteina

|~ | |

. Cofactor Factor
Mecanismo molecular: L. L
transcripcional transcripcional  sin funcién conocida
Actividad biolégica: l l l
Alargamiento Polaridad
del hipocotilo de lashojas Sin funcién conocida

Adaptada de Gallemi et al, 2017

Figura 14. Resumen del anadlisis estructura-funcion de ATHB4. Esquema resumen de los analisis de
estructura-funcion previos a esta tesis doctoral. ATHB4, la proteina en cuatro dominios o regiones: N-
terminal (Nt; del residuo 1 al 142), homeodominio (HD; 143-220), cremallera de leucinas Zip (Z; 221-263)
y C-terminal (Ct; 264-318) (Gallemi et al, 2017).

4.2. Tolerancia a la sombra.

Como se ha descrito anteriormente, existe mucha informacion de cémo las plantas perciben y
evitan la sombra, pero en el caso de las plantas que la toleran se desconoce cémo se regula este
proceso (Gommers et al. 2013). Actualmente se desconocen los mecanismos moleculares y
componentes genéticos por los cuales las especies tolerantes a la sombra no responden
alargando los tallos. Por este motivo el segundo capitulo de esta tesis se ha dedicado al estudio
e identificacion de los mecanismos moleculares que participan en la regulacion de la tolerancia

a la proximidad y la sombra vegetal.
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4.2.1. Cardamine hirsuta: un sistema modelo para andlisis genéticos comparativos.

Como modelo para el estudio de tolerancia a la sombra decidimos emplear C. hirsuta, una planta
gue también pertenece a la familia de las brasicaceas, por tanto filogenéticamente es muy
cercana a A. thaliana. C. hirsuta es una buena planta modelo ya que su ciclo de vida es corto
(aproximadamente como el de A. thaliana, unas 6 semanas desde la germinacién hasta tener
las semillas maduras), tiene un tamafo pequefio, se autofecunda, es relativamente facil realizar
cruces genéticos y produce semillas con abundancia (Hay & Tsiantis 2016). Es importante
remarcar que es una especie diploide (2n = 16), con un genoma pequefio (225 Mbp) que ha sido
secuenciado recientemente (Gan et al. 2016). Ademas, C. hirsuta puede ser transformada
genéticamente por inmersion floral, permitiendo asi la manipulacién de su expresion génica;
también se pueden mutagenizar semillas con las mismas metodologias que en A .thaliana, lo
gue permite llevar a cabo abordajes de genética clasica (Hay & Tsiantis 2016). Esta combinacion
de atributos hace de esta planta una excelente plataforma para los estudios funcionales y de
genética comparativa, lo que permite la explotacion de los conocimientos y las herramientas
generadas en A. thaliana en un contexto nuevo.

Nuestros experimentos mostraron que los hipocotilos de C. hirsuta no se alargan en respuesta
a sombra simulada (Hay et al. 2014), diferencias que son la base de nuestros analisis
comparativos. No obstante, estas dos especies presentan otras diferencias no sélo de estrategia
frente a la proximidad vegetal sino también morfolégicas (Tabla I1). En C. hirsuta el tamafio de
las plantulas es mayor (tanto la raiz, el hipocotilo como los cotiledones). Asi, los hipocotilos de
plantulas crecidas en W durante 7 dias eran 2-3 veces mas largos que los de las plantulas de A.
thaliana crecidas a la vez en las mismas condiciones. En estadio adulto, las hojas de C. hirsuta
son compuestas, a diferencia de las de A. thaliana que son simples (Hay et al. 2014; Hay &
Tsiantis 2016). Ademas, C. hirsuta produce semillas mas grandes, con mayor peso, mas
redondeadas y con un sistema de dispersidn por explosion del fruto, a diferencia de A. thaliana
gue tiene semillas mds pequefas y con silicuas (frutos) dehiscentes (Tabla 11). Actualmente
desconocemos si algunos de las diferencias que presenta C. hirsuta estan relacionadas con la
diferente estrategia a la proximidad vegetal.

La disponibilidad de dos especies préximas filogenéticamente pero que difieren en sus
respuestas a la sombra (huida versus tolerancia), nos proporciona una gran herramienta para
estudiar las diferencias moleculares de ambas estrategias evolutivas. En el segundo capitulo de
la presente tesis presentamos un estudio comparativo entre A. thaliana, y C. hirsuta, dos
especies que emplean estrategias opuestas a la sombra vegetal, con el fin de diseccionar las
bases genéticas y moleculares de estas diferencias.
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Morfologia A. thaliana (Col-0) C. hirsuta (Ox)
Forma foliar simple compuesta
Tricomas foliares ramificados Sin ramificar
N2 de estambres 6 4
N2 de pétalos 4 0-4
Dispersion de semillas No explosiva Explosiva
P (dehiscencia del fruto) P

Forma de la semilla ovalada circular
Superficie de la semilla Con surcos Con rugosidades
Peso de las semillas (mg) 0,02 0,146
Media de lalongitud del
hipocotilo de plantulas de dia7 en 1,35 3,82
luz continua (mm)
Respuesta a la sombra simulada ,

. R Si No
del hipocotilo
Células dels cértex y endodermis 8 12
Capas de las células del cortex 1 12

Tabla I1.

Diversidad morfolégica entre A. thaliana y C. hirsuta.
diferentes momentos de desarrollo.

Comparativa entre las dos especies en
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OBIJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es entender la regulacién del sindrome de la huida de la
sombra (SAS) a nivel molecular y genético. Utilizando la planta modelo A. thaliana (que evita la
sombra), nos centramos en el estudio de los mecanismos de accion del factor de transcripcion
ATHBA4, identificado previamente en nuestro laboratorio por su papel en la regulacién del SAS
en las plantulas. Por otro lado, en el laboratorio vimos que C. hirsuta, una especie
filogenéticamente proxima a A. thaliana, no se alarga en respuesta a la exposicidon a sombra
simulada, presentando una estrategia adaptativa a la proximidad de vegetacion: tolerancia a la
sombra. El andlisis comparativo entre A. thaliana y C. hirsuta nos ha ayudado a conocer las bases
moleculares y genéticas que sustentan la diferencia de respuesta observada entre especies que
evitan y toleran la proximidad vegetal.

Se plantearon los siguientes objetivos concretos:

1. Estudio de los mecanismos moleculares de ATHB4 en las respuestas del SAS.

¢ Analisis del mecanismo de accién de ATHB4 en la regulacion de diferentes procesos
bioldgicos, generando plantas transgénicas que sobreproducen ATHB4 fusionado a
VP16 (del virus herpes simplex de animales), el cual codifica un dominio con una
fuerte capacidad activadora de la transcripcion.

¢ Identificacion y analisis de los interactores con la region Nt de ATHB4, para
establecer su relevancia bioldgica en la regulacion del SAS.

* Estudio de la funcién de los motivos EAR (ubicados en la region Nt de ATHB4)
analizando las actividades biolégicas de una forma en la que estos dominios se han
mutado.

2. Estudio comparativo de los componentes genéticos implicados en las
respuestas de la planta a la proximidad vegetal en especies que evitan y toleran
la sombra.
¢ Identificacidon y caracterizacion de lineas transgénicas de C. hirsuta con niveles
reducidos de fitocromo A (phyA).

¢ Cribado genético para la busqueda de plantulas mutantes de C. hirsuta que
respondan a la sombra simulada: Caracterizacién genética y molecular de mutantes
slender in shade (sis).

¢ Estudio de la complementacion de plantas deficientes en phyA de A. thaliana con
las proteinas PHYA de A. thaliana y de C. hirsuta.

21



Objetivos

22



RESULTADOS







Capitulo | Resultados

RESULTADOS

Capitulo I. Estudio de los mecanismos moleculares de ATHB4 en las
respuestas del sindrome de huida de la sombra (SAS).

1.1. Analisis de la estructura y funcion de ATHB4 en la regulacion del SAS.

Con anterioridad a este trabajo, en nuestro laboratorio se llevé a cabo un estudio de la relacion
entre la estructura y la funcion de ATHB4 sobreexpresando de forma estable en A. thaliana
formas truncadas o mutadas de este factor fusionadas al GR (Glucocorticoid Receptor, receptor
de glucocorticoides de origen animal inducible por la aplicacion de dexametasona, DEX) que
contenian combinaciones de los cuatro dominios o regiones que la componen: N-terminal (Nt;
del residuo 1 al 142), homeodominio (HD; 143-220), cremallera de leucinas Zip (Z; 221-263) y C-
terminal (Ct; 264-318) (Figura R1.1).

A

Motivo EAR1 Motivo EAR2

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7

4 Met Gy Glu Arg Asp Asp Gly | Leu |Gly| Leu| Ser|Leu |Ser| Leu |G Asn Ser Gin Gin Lys G Pro Ser| Leu |arg|Leu | Asn |Leu|Met Pro Lew Thr Thr Ser

ATGGGGGAAA GAGATGATGG GTTGEGYTTG [AGYCTARG]T TGEGARATAG TCAACAARAA GAACCATCYC TGRGEITGRA TCTTRTGCCG TTGACAACTT
TACCCCCTTT CTCTACTACC (AACECHAAC |TCAGATFCAA ACECTTTATC AGTTGITTIT CTTGGTAGAG ACICCRACET MGAAIACGGC AACTGTTGAR
+1  Ger Ser Ser Ser Ser Ser Phe Gin His Met His sn Gin - Asn Asn Asn Ser His Pro Gin Lys lle His Asn lle Ser Trp Thr His Leu Phe Gin Ser Ser
101 CTICTICTIC TTCTTCGITT CAACACATGC ACAATCAGAA TAACAATAGC CATCCCCAGA AGATTCATAA CATCTCTTGG ACTCATCTGT TTCAATCTTC
GARGAAGAAG AAGAAGCAAA GTTGTGTACG TGTTAGTCIT ATTGTTATCG GTAGGGGTCT TCTAAGTATT GTAGAGAACC TGAGTAGACA AAGTTAGAAG

of SerGly lle Lys Arg Thr Thr Ala Glu Arg Asn Ser Asp Ala Gly Ser Phe Leu Arg Gly Phe Asn Val Asn Arg Ala GIn Ser Ser Val Ala Val Val Asp
201 TGGGATTAAA CGTACARACTG CAGAGAGAAA CTCCGACGCC GGGTCATTTC TAAGAGGTTT CAACGTGAAC AGAGCTCAGT CTTCGGTGGC GGTAGTGGAC
ACCCTAATTT GCATGTTGAC GICTCICTIT GAGGCTGCGG CCCAGTAAAG ATTCTCCAAA GTTGCACTTG TCTCGAGICA GAAGCCACCG CCATCACCIG
o Leu Glu Gl Glu Ala Ala Val Val Ser Ser Pro Asn Ser Ala Val Ser Ser Leu Ser Gly Asn Lys Arg Asp Leu Ala Val Ala Arg Gly Gly Asp Glu Asn
301 TTGGAAGAAG AAGCCGCCGT CGTCTCGTCT CCRAACAGCG CCGTTICGAG TCTGAGTGGA AATAARAGGG ATCTTGCGGT GGCGAGAGGA GGAGATGRAA
AACCTTCTTC TTCGGCGGCA GCAGAGCAGA GGTTTGICGC GGCAAAGCTC AGACTCACCT TTATTTTCCC TAGAACGCCA CCGCTCTCCT CCICTACTIT
Asn Glu Ala Glo Aig Ala Ser Cis Ser Aig Gy Gy Gly Ser Gy G Ser Asp Asp Glu Asp Gl Gy Asn |Gl Asp G Ser Arg Lis Lus Leu Arg Lew
401 ACGAGGCGGA GAGAGCTTCT TGCTCACGCG GAGGGGGAAG CGGTGGTAGC GACGATGAAG ACGGCGGAAA CGGCGACGGA TCAAGGAAGA AACTACGGIT | NLS
TGCTCCGCCT CTCTCGAAGA ACGAGTGCGC CTCCCCCTTC GCCACCATCG CTGCTACTIC TGCCGCCITT GCGCTGCCT AGTTCCTICT TTGATGCCAR

o JLeu Ser JLys Asp GIn Ala Leuw Val Leu Glu Glu Thr Phe Lys Glu His Ser Thr Leu Asn Pro Lys Gin Lys Leu Ala Leu Ala Lys Gin Leu Asn Leu Arg

501 | ATCGAAGGAT CARAGCTCTTG TTCTCGAGGAR GACTTTTAAA GAACATAGCA CTCTTAATCC GAAGCAAAAG CTGGCTCTAG CARAACAGTT GAATCTRAGG
TAGCJTCCTA GTTCGAGAAC AAGAGCTCCT CTGAARATTT CTTGTATCGT GAGAATTAGG CTTCGTTTTC GACCGAGATC GITTTGTCAA CTTAGATTCC
A Ala Aig Gin Val Glu Val Tip Phe Gin Asn Ag Arg Ala Arg Thr Lys Leu Lys Gin Thr Glu Val Asp Cys Glu Ty Leu Lys Arg Cys Cys Asp Asn Lew
AAGACRAG TTGRAGTGTG GTTTCAGRAC CGTAGGGCAR GGACGAAGCT GAMACARACG GAGGTTGATT GTGAGTATTT AAAGAGATGT TGCGATAATC
CGTTCTGTTC AACTTCACAC CARAGTCTTG GCATCCCGTT CCTGCTTCGA CTTTGTTTGC CTCCAACTAA CACTCATAAA TTTCTCTACA ACGCTATTAG

W deu Thr Glu Gl Asn A Arg Leu Gin Lys Gl Val Ser Gl Leu Aig Ala Leu Lys Leu Ser Fro His Leu Tw Met His Met Thi Fro Pro Thr Thr Leu
701 TGACCGAGGA GRATCGACGG CTGCAGARAG AAGTGTCGGA GCTGAGGGCG TTGAAGTTGT CTCCACATCT CTACATGCAC ATGACTCCTC CTACTACTCT
ACTGGCTCCT CTTAGCTGCC GACGTCTITTIC TTCACAGCCT CGACTCCCGC AACTTCAACA GAGGTGTAGA GATGTACGTG TACTGAGGAG GATGATGAGA

A Leu Thr Met Cys Pro Ser Cys Glu Arg Val Ser Ser Ser Ala Ala Thr ¥al Thr Ala Ala Pro Ser Tt Tht Thi Thr Pro Thr Yl Val Gly Ag Pro Ser

801 CACCATGIGC CCTTCTTGCG AACGIGTICIC CTCCTCIGCC GCCACTGTGA CCGCTGCTCC TTCCACTACT ACTACTCCTA CGGTGGIGGG GCGGCCAAGT
GTGGTACACG GGAAGARACGC TTGCACAGAG GAGGAGACGG CGGTGACACT GGCGACGAGG AAGGTGATGA TGATGAGGAT GCCACCACCC CGCCGGITICA
A P Gin Ag Lew Thr Pro Tip Thr Ala lle  Ser Leu Gin Gin Lys Ser Gy Arg ™
901 CCACAGCGAT TAACTCCITG GACTGCTATT TCTCTCCAGC AARRATCAGG TCGCTAG
GGTGICGCTA ATTGAGGAAC CTGACGATAA AGAGAGGICG TITTITAGICC AGCGATC

MOTIVOS: EAR NLS
|ctactact. || mctact,|
NH2 — Nt - HD - 7 = Ct —COOH

Figura R1.1. Esquema de las diferentes regiones y dominios definidos en ATHB4. (A) Secuencia de
nucleétidos y aminodcidos de ATHB4. Se resaltan las regiones N-terminal (Nt; amarillo), el Homeodominio
(HD; naranja), la cremallera de leucinas (Zip, Z; lila) y C-terminal (Ct; verde). Las cajas muestran la ubicacion
de los motivos EAR (granate) y la sefial de localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal, NLS; azul). (B)
Esquema de las diferentes regiones y dominios mostrados en A.
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Los analisis funcionales se llevaron a cabo estudiando tres respuestas reguladas por ATHB4: (1)
el alargamiento del hipocotilo y (2) la modulacién de la expresién génica en respuesta a sombra
simulada, y (3) la polaridad de las hojas. Tras los estudios funcionales se vio que el extremo Ct
no tenia funcion bioldgica, mientras que la actividad dependia fundamentalmente de la region
Nt, que hasta el momento habia sido muy poco estudiada. Asi, la sobreexpresién de formas
truncadas de ATHB4 sin la region Nt o con una mutacién puntual de la Leu10 por una Ala en esta
region, especificamente en un motivo EAR (ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR-
ASSOCIATED AMPHIPHILIC REPRESSION) (Hiratsu et al. 2003; Kagale et al. 2010; Kagale &
Rozwadowski 2011) mostraban actividad biolégica atenuada o incluso anulada en todas las
respuestas analizadas. Mientras que las que contenian la regién Nt WT (Wild Type) no podian
unir el DNA (como las formas NtHD y la ATHB4y,10s, cOn un cambio de la Asn210 por una Ala).
Estas tenian una actividad bioldgica similar a la de ATHB4 silvestre en la respuesta del hipocotilo
y/o expresion génica (respuestas del SAS) pero carecian de actividad en la regulacion de la
polaridad de las hojas (Bou-Torrent et al. 2012; Brandt et al. 2012; Turchi et al. 2015). Puesto
gue ATHB4 podia actuar en el control del alargamiento del hipocotilo y cambios en la expresion
génica en respuesta a sombra simulada de manera independiente a la union al DNA, pero no en
la regulacion de la polaridad de las hojas, donde requeria disponer de la actividad de unién al
DNA intacta, estos resultados sugerian que ATHB4 mostraba dos mecanismos de accién
complementarios: como un factor de transcripcién (que une directa y especificamente al DNA)
en procesos bioldgicos como la regulaciéon de la polaridad de las hojas, y como cofactor
transcripcional (que no precisa unir al DNA) en la regulacion de la respuesta a sombra del
hipocotilo (Gallemi et al. 2017).

Esta actividad dual nos resultd muy interesante. Por lo que como primer objetivo concreto de
esta tesis nos propusimos analizar en profundidad este doble mecanismo de accién de ATHB4
utilizando una aproximacién diferente: estudiando el efecto de la sobreexpresiéon de ATHB4
fusionado a VP16 (del virus Herpes Simplex de animales), que codifica un dominio con una fuerte
capacidad activadora de la transcripcion (Tiley et al. 1992; Hagmann, Georgiev, and Schaffner
1997) en plantas de A. thaliana (lineas pMJ4, 355:ATHB4-VP16). Una aproximacion similar se
empled para demostrar que PAR1, una bHLH atipica que regula las respuestas del SAS, no es
capaz de unir el DNA y actia como un cofactor transcripcional (Galstyan et al 2011). Como se ha
descrito anteriormente, ATHB4 es un represor transcripcional, con lo que reprime la expresiéon
de sus genes diana directos (Gallemi et al. 2017). El razonamiento detras de esta fusion es que
si ATHB4 se comporta como cofactor transcripcional, las proteinas ATHB4 y ATHB4-VP16 no se
unirian a los promotores de los genes que regulan; como consecuencia, la actividad
transcripcional de ambas proteinas deberia ser similar. Por el contrario, si ATHB4 se comporta
como un factor de transcripcién, la unidon de las proteinas ATHB4 o ATHB4-VP16 a los
promotores de sus genes diana resultaria en actividades biolégicas opuestas (represiéon vy
activacion de la transcripcidn, respectivamente). A nivel fenotipico, ambas formas tendrian
probablemente efectos diferentes en la regulacién de la polaridad de las hojas, proceso que
hemos postulado que se regula por ATHB4 actuando como un factor transcripcional. En cambio,
si ATHB4 no une al DNA en la regulacién del alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra
simulada, esperariamos que la respuesta del hipocotilo de las lineas 35S:ATHB4-GFP vy
35S5:ATHB4-VP16 fuera similar; por el contrario, si nuestra hipdtesis no fuese correcta y ATHB4
une el DNA, la respuesta a sombra simulada de estas lineas transgénicas seria diferente.
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Tras la transformacion de Arabidopsis para la sobreexpresion de ATHB4-VP16 obtuvimos un
total de 35 plantas transgénicas independientes (transformantes primarios, T1). En la
generacion T2 se determind que un total de 9 lineas tenian una insercion de T-DNA, que en la
generacion T3 llevamos a homocigosis. Comparamos la respuesta a sombra simulada en tres
lineas transgénicas homocigotas independientes 355:ATHB4-VP16 con el de la sobreexpresion
constitutiva de ATBH4 fusionada a GFP (355:ATHB4-GFP) (disponible en el laboratorio) y el de
plantulas silvestres (ecotipo Columbia-0, de ahora en adelante Col-0) (Figura R1.2). Para este
tipo de experimentos, las plantas germinaron (dia 0, d0) y crecieron a 22°C durante 2 dias (d2)
en luz blanca continua (W). A partir de este dia las plantulas se mantuvieron en W o se
transfirieron a sombra simulada (W+FR) hasta el dia 7 (d7) (Figura R1.2A). Como se vio
anteriormente, las plantulas Col-0 tratadas con sombra simulada mostraban hipocotilos mas
largos que las mantenidas en W. Ademds, los hipocotilos de la linea 355:ATHB4-GFP eran mas
largos que los Col-0 en W pero se alargaban menos en respuesta a sombra simulada que los
silvestres, resultados consistentes con los observados con lineas inducibles 355:ATHB4-GR (Sorin
et al. 2009). Los hipocotilos de las plantulas 355:ATHB4-VP16 eran como los silvestres en W; y
dos de las lineas analizadas (#035 y #065) respondian menos a W+FR, (Figura R1.2B) mostrando
un fenotipo similar al de las lineas 355:ATHB4-GFP.
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Figura R1.2. Longitud del hipocotilo de plantulas de A. thaliana que sobreexpresan variantes de ATHB4
en respuesta a la sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas
germinaron (dia 0, d0) y crecieron a 22°C durante 2 dias (d2) en luz blanca continua (W); posteriormente
se mantuvieron en W o se transfirieron a W enriquecida con luz roja lejana (W+FR) hasta el dia 7 (d7). (B)
Longitud de los hipocotilos de plantulas silvestres Col-0, y lineas transgénicas 35S:ATHB4-GFP vy
35S:ATHB4-VP16 cultivadas como se indica en A. Las barras representan la media de la longitud y el SE de
un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre
cada genotipo y Col-0 para cada condicidn de luz (Prueba t de Student; ** P<0,01).

A continuacion, analizamos estas lineas mediante RT-qPCR para cuantificar los niveles de ATHB4
en plantulas transgénicas de d7 (Figura R1.3). La expresion de ATHB4 era significativamente mas
alta que en Col-0 en plantulas 355:ATHB4-GFP y las de las lineas 355:ATHB4-VP16 #035 y #065,
mientras que en las de la linea #215, con fenotipo silvestre, los niveles de expresién eran
similares a las plantulas silvestres (sin diferencias significativas); por este motivo nos focalizamos
para los posteriores analisis en las lineas 355:ATHB4-VP16 #035 y #065. Ademas, la expresion de
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ATHB4 se observa significativamente incrementada tras el tratamiento de sombra simulada en
todos los casos.

A Figura R1.3. Comparacién de los niveles
0 47 de ATHB4 en plantulas que sobrexpresan

W rTTTTT =4 9" ATHBA4-GFP y ATHBA4-VP16 en respuesta a

E 1h W+FR la sombra simulada. (A) Esquema del
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B crecieron a 22°C en W durante 7 dias (d7)
600 y se trataron durante 1 h con W+FR. Se
ATHB4 recolectaron muestras inmediatamente
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** E (B) Niveles de mRNA de ATHB4 en
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100

355:ATHB4-VP16

En base a datos previos del laboratorio, ATHB4 se une directamente a los promotores de ATHB2
y HAT2, mientras que el promotor del gen OPT1 carece de sitios consenso de union de ATHB4
(Gallemi et al. 2017). Estos datos se han interpretado como indicativos de que ATHB4 reprimiria
la expresion de ATHB2 y HAT2 como un factor de transcripcién, y la de OPT1 como un cofactor
transcripcional. A continuacidon, comparamos la expresion de los genes OPT1 (gen no regulado
por sombra simulada), ATHB2 y HAT2 (genes marcadores de la respuesta a sombra simulada)
(Steindler et al. 1999; Sawa et al. 2002; Roig-Villanova et al. 2007; Sorin et al. 2009) en Col-0, y
las lineas 355:ATHB4-VP16 (#035, #065) y 35S:ATHB4-GFP (Figura R1.4). La expresién de OPT1,
gue no se inducia en respuesta a W+FR, se reprimia en todas las lineas de sobreexpresion de las
formas de ATHB4 respecto a la linea Col-0 (Figura R1.4B). Sin embargo, la inducciéon por W+FR
de la expresidn de los genes marcadores de sombra, ATHB2 y HAT2, estaba atenuada en la linea
35S5:ATHB4-GFP e incrementada en las lineas 35S5:ATHB4-VP16 (Figura R1.4C-D). Estos
resultados sugerian que ATHB4-VP16 resulta en una proteina con actividad transcripcional
activadora, en contraste con la de la proteina ATHB4-GFP, y que regula la expresién génica tanto
por unidn al DNA, actuando como un factor de transcripcion (caso de ATHB2 y HAT2) como sin
unir al DNA (caso de OPT1) actuando como un cofactor transcripcional.

En resumen, ATHB4 regula la expresion génica tanto actuando como un factor de transcripcién
(caso de ATHB2 y HAT2) o como un cofactor transcripcional (caso de OPT1). Ademas, la actividad
biolégica de 35S5:ATHB4-VP16 y de 35S5:ATHB4-GFP en la regulacién del alargamiento del
hipocotilo en respuesta a sombra simulada es similar, ya que los hipocotilos se alargan menos
en respuesta a W+FR que los silvestres, sugiriendo que ATHB4 modula la respuesta del hipocotilo
sin unir a DNA, de acuerdo con nuestra hipdtesis previa.
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Figura R1.4. Efecto de la sobreexpresion de ATHB4-VP16 y ATHB4-GFP en la expresion de los genes
OPT1, ATHB2 y HAT2 en plantulas de A. thaliana en respuesta a la sombra simulada. (A) Esquema del
disefio experimental utilizado. Las plantas se crecieron tal y como se detalla en la Figura R1.3. (B-D) Niveles
de mRNA de OPT1 (B), ATHB2 (C) y HAT2 (D) en plantulas Col-0, 35S:ATHB4-GFP y 35S:ATHB4-VP16
cultivadas como se describe en A. Se representa la media de tres réplicas bioldgicas, normalizada a los
niveles de transcrito del gen UBQI0, y el SE. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente

significativas entre cada genotipo y Col-0 para cada condicion de luz (Prueba t de Student; *P<0,05;
*%p<0,01).

Tras estos resultados, nos planteamos estudiar el papel de ATHB4 en la regulacion de la
polaridad de las hojas de la roseta en plantas adultas (Bou-Torrent et al. 2012). Por tanto,
comparamos este caracter en las lineas de sobreexpresion 35S5:ATHB4-VP16 y en la linea
inducible 355:ATHB4-GR (tratada con dexametasona) en plantas adultas crecidas en W y en
W+FR (Figura R1.5). En estos experimentos dejamos de utilizar la linea 355:ATHB4-GFP (debido
a que en estadio adulto el fenotipo se perdid), pasando a utilizar la linea 355:ATHB4-GR.

Utilizando el mismo razonamiento anterior, a nivel fenotipico, si ATHB4 no unia al DNA,
esperabamos que tanto las hojas de ATHB4-VP16 como las de 355:ATHB4-GR tratadas con DEX
mostraran la misma actividad bioldgica: se curvaran hacia arriba. Por el contrario, si como
habiamos postulado ATHB4 unia al DNA para regular la polaridad de las hojas, esperabamos que
la accion de ATHB4-VP16 fuera opuesta a la de ATHBA4. Para estos ensayos las rosetas de plantas
crecidas en fotoperiodo de dia corto (Short Day, SD; 8h W/16h D) de 3 semanas desde la
germinacion, se trataron diferencialmente con luz W o W+FR. En el caso de lineas inducibles
35S5:ATHB4-GR, el tratamiento diferencial con W+FR se combiné con aplicaciones continuadas
de 10 uLde 5 uM Dexametasona (+DEX) en la region del meristemo apical (indicadas con flechas,
Figura R1.5).
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En dia 30 se fotografiaron las rosetas (Figura R1.5B, D, F, H, J, L) y series heteroblasticas de sus
hojas (Figura R1.5C, E, G, I, K, M) de plantas Col-0 (Figura R1.5B-E), 355:ATHB4-GR (tratadas con
DEX) (Figura R1.5F-1) y 35S5:ATHB4-VP16 (Figura R1.5J-M). En las imagenes de las series
heteroblasticas, las hojas se iluminaron desde la izquierda; de esta manera, las sombras
proyectadas informaban de la curvatura de la [dmina foliar.

A
O w [ sD(8hw/16h D +Dex (SuM)
do d7 d7 d21 d21 d30 +
I (T IRIRIIRIERIE ] W/+DEX
W4+FR /+DEX
w SD SD + tratamiento/s
En placa : 7 dias Ensuelo: 14 dias En suelo: 7 dias
W/+ DEX
W+FR/ + DEX
W/ + DEX
W+FR /+ DEX
w
W+FR

355:ATHBA-VP16 (M035)

Figura R1.5. Efecto de la sombra simulada y la sobreexpresion de ATHB4-VP16 y ATHB4-GR en el aspecto
de las rosetas. (A) Esquema del procedimiento empleado para los ensayos de polaridad de las hojas.
Plantulas de 7 dias de edad (d7) crecidas a 22°C con luz W se pasaron a tiestos individuales y se crecieron
en fotoperiodo de dia corto (Short Day, SD; 8h W/16h D). A partir de la tercera semana (d21 desde la
germinacion), las plantas se trataron diferencialmente con luz W o W+FR (durante la fase luminosa del
fotoperiodo); en el caso de lineas inducibles (por ejemplo, 355:ATHB4-GR) el tratamiento diferencial con
W+FR se combind con aplicaciones de 10 pL de 5 UM Dexametasona (+DEX) en la regidn del meristemo
apical (indicadas con flechas). En dia 30 se realizaron las fotografias de las rosetas y de las hojas de plantas
Col-0 (B-E), 35S5:ATHB4-GR (F-1) y 355:ATHB4-VP16 (J-M). Aspecto de las rosetas (B, D, F, H, J, L) y serie
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heterobléastica de las hojas analizadas (C, E, G, I, K, M). La punta de flecha indica la hoja que estaba
emergiendo (<0.5 mm) en el momento en que se iniciaron los tratamientos.

También realizamos cortes transversales de hojas (3 mm) para mostrar el efecto de la
sobreexpresion de las lineas en la respuesta a la sombra (Figura R1.6). A pesar de que en
nuestros experimentos incluimos Col-0 tratado con DEX (+DEX) o sin tratar, como control de
35S5:ATHB4-VP16, que no requiere DEX, como el fenotipo es idéntico, sélo se incluyen las
imagenes de Col-0 tratado con DEX. Este ensayo mostrd que en las lineas 355:ATHB4-GR tratadas
con DEX crecidas en W las hojas se curvaban hacia arriba, lo que sugeria que la expansién relativa
de la parte abaxial de las hojas era mayor que la adaxial. Por el contrario, en las lineas
35S5:ATHB4-VP16 las hojas se curvaban hacia abajo, lo que sugeria que en estas plantas el
crecimiento de la parte abaxial era menor que la adaxial. El tratamiento de sombra simulada
tanto en 35S5:ATHB4-GR como en 355:ATHB4-V/P16 producia un incremento de estos fenotipos.

w W+FR w WH+FR

+5 UM DEX :}

S b

w W+FR w W+FR

355:ATHB4-VP16 (#035)

Figura R1.6. Efecto de la sombra simulada y la sobreexpresién de ATHB4-VP16 y ATHB4-GR en la
polaridad de las hojas. (A) Esquema del procedimiento seguido en la obtencidn de los cortes transversales
de hojas mostrados en la parte B. (B) Cortes de hojas representativas de las plantas tratadas tal como se
indica en la Figura R1.5 (izquierda) y esquema del efecto observado (derecha); cara adaxial (ad) y abaxial
(ab) de las hojas; 5 uM de +DEX (como se indica en la Figura R1.5).

El analisis de la expresidon de ATHB4 en las hojas de las diferentes lineas transgénicas (Figura
R1.7) mostrd que la expresion del transgen en las plantas 355:ATHB4-GR tras tratar las plantas
con DEX y sombra simulada no variaba significativamente (Figura R1.7A). En el caso de las lineas
35S5:ATHB4-V/P16, la expresion del transgen se incrementaba significativamente en respuesta a
W+FR sélo en las plantas #035 (Figura R1.7B).

Esto nos indicaba que en hojas de roseta la expresién del transgen o bien no estaba afectada
por el tratamiento de sombra, o la heterogeneidad del material vegetal recogido era alta y
enmascaraba las diferencias encontradas en estado de plantula (Figura R1.3).
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Figura R1.7. Comparacion de los niveles de ATHB4 en hojas de plantas ATHB4-GR y ATHB4-VP16 en
respuesta a sombra simulada. Las plantas se crecieron tal y como se detalla en la Figura R1.5A. Niveles
de mRNA de ATHB4-GR (A) o ATHB4-VP16 (B) en plantas cultivadas como se describe en Figura R1.5A. Las
barras representan la media normalizada a los niveles de transcrito del gen UBQ10y el SE de tres réplicas
bioldgicas. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre la expresion antes y
después del tratamiento de sombra simulada para cada genotipo (Prueba t de Student; *P<0,05).

Este conjunto de resultados es consistente con los obtenidos previamente en el laboratorio,
sobreexpresando diversas formas truncadas de ATHB4 que sugerian que ATHB4 actia como un
factor de transcripcion en la regulacion de la polaridad foliar.

Como se ha descrito anteriormente, el estudio de las formas truncadas de ATHB4 indicé que la
region Nt era necesaria para la actividad de ATHB4 tanto como factor como como cofactor de
transcripcion. Debido a la poca informacion disponible sobre esta region, nos planteamos buscar
posibles interactores de ATHB4 via la region Nt y analizar la relevancia bioldgica de dichas
interacciones.
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1.2. Identificacion y analisis de la relevancia biolégica de los interactores via el N-
terminal de ATHB4 en la regulacion del SAS.

1.2.1. Bisqueda de interactores de ATHB4 por cribado de doble hibrido (Y2H).

Esta descrito que los distintos miembros de la familia HD-Zip Il tienen una gran homologia de
secuencia, especialmente en los dominios HD, responsable de la unién al DNA, y Z, responsable
de la dimerizacién con cremalleras de Leucinas (Ariel et al. 2007). En nuestro laboratorio se
dividiéd ATHB4 en cuatro regiones o dominios (residuos): Nt, HD, Z y Ct (Figura R1.1A). En algunas
de estas regiones se encuentran motivos de gran relevancia para la funcién de ATHB4 (Figura
R1.1B): en el HD hay una seial de localizacién nuclear (Nuclear Localization Signal, NLS) y la
region Nt que contiene dos motivos EAR muy conservados (LXxLxLxL y LNLxL) (Hiratsu et al. 2003;
Kagale et al. 2010; Kagale & Rozwadowski 2011). Estos motivos se han implicado en la represién
transcripcional y en la interaccidon proteina-proteina (Szemenyei et al. 2008; Kagale &
Rozwadowski 2011; Pauwels et al. 2010).

Tras un escrutinio empleando el sistema de doble hibrido de levadura (Y2H, del inglés Yeast Two
Hybrid, realizado por la compafiia Hybrigenics) con la proteina ATHB4 entera, se identificaron
mas de 70 interactores de ATHBA4. Entre ellos, nos centramos en TOPLESS (TPL), TPL-RELATED 4
(TPR4) y SEUSS (SEU) que codifican correpresores transcripcionales (Wang, Kim, and Somers
2013; Ke et al. 2015; Causier, Ashworth, et al. 2012; Sitaraman, Bui, and Liu 2008). Se ha descrito
gue TPL y TPRs interaccionan con proteinas que contienen motivos EAR (Pauwels et al. 2010b;
Causier, Lloyd, et al. 2012; Wang, Kim, and Somers 2013), lo que nos llevd a pensar que podrian
ser candidatos a actuar conjuntamente con ATHB4, que hemos descrito como un represor de la
transcripcion (Gallemi et al 2017). Para validar las interacciones entre proteinas se realizaron dos
técnicas complementarias: Y2H y Complementacion de Fluorescencia Bimolecular (Bimolecular
Fluorescence Complementation, BiFC). En nuestro laboratorio pusimos a punto el ensayo de Y2H
basado en el mating (apareamiento) de cepas haploides. Se transformaron células competentes
de la cepa pJ694a con los plasmidos derivados del dominio de unién al DNA de GAL4 (BD), y las
de la cepa YM4271a con plasmidos derivados del dominio de activacion de GAL4 (AD). Como
controles negativos se utilizaron los plasmidos vacios (-), que sélo contienen el BD o el AD, y
como controles positivos de interaccion los plasmidos BD-p53 y AD-SV40 T-antigen. Después de
seleccionar separadamente los transformantes obtenidos mediante los plasmidos individuales
se combinaron mediante el mating de las cepas trasformadas haploides, se sembraron gotas de
4 pL de diluciones seriadas en medios minimos para levaduras SD (del inglés, Synthetic Defined)
sin leucina (L) ni triptéfano (W) (SD-LW) y medios SD sin histidina (H), L, ni W (SD-HLW). En SD-
LW se observaba crecimiento en todas las combinaciones, lo que indicaba que el mating habia
funcionado correctamente. La interaccién entre proteinas se comprobaba en medio SD-HLW,
donde no se esperaba crecimiento de los controles negativos y si del control positivo. Mediante
este ensayo, se vio que la regién Nt de ATHB4 (Nt-ATHB4) no interaccionaba con la forma entera
de TPL (datos no mostrados). Varios autores utilizaban exclusivamente el dominio Nt de TPL en
ensayos Y2H (Szemenyei, Hannon, and Long 2008; Ke et al. 2015); ademas, en el cribado Y2H se
identificd que la parte Nt de TPL era la que interaccionaba con la proteina ATHB4 entera. Asi, se
analizd la interaccion del Nt-ATHB4 con el Nt de TPL (Nt-TPL; 1-242) (Figura R1.8A). No habia
crecimiento en medio SD-HLW en la combinacion que produce las proteinas BD-Nt-ATHB4 + AD-
Nt-ATHB4 (#5) indicativo de que Nt-ATHB4 no era capaz de homodimerizar via el Nt. Si
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observamos crecimiento en medio SD-HLW en la combinacién que expresa las proteinas BD-Nt-
ATHB4 y AD-Nt-TPL (8) y en la combinacién BD-Nt-TPL y AD-Nt-ATHB4 (#9), indicativo de que la
region Nt de ATHB4 (Nt-ATHB4) interaccionaba con con Nt-TPL. Posteriormente, para el ensayo
BiFC de la interaccion entre las dos proteinas in planta, realizamos agroinfiltraciones en hojas de
N. benthamiana. No observamos fluorescencia en los controles negativos (Figura R1.8B, paneles
izquierda y central), mientras que en la combinacion YN-TPL + YC-ATHB4 se detectd
fluorescencia en los nucleos, mostrando que la forma entera de ATHB4 interacciona con la forma
entera de TPL (Figura R1.8B, panel derecha).

Este conjunto de resultados indicaba que ATHB4 y TPL interaccionaban via sus regiones Nt. A
partir de estos resultados hipotetizamos que la interaccidon entre ATHB4 y TPL podria darse via
los motivos EAR presentes en la regiéon Nt-ATHB4 y el dominio LisH presente en la region Nt-TPL
(Szemenyei, Hannon, and Long 2008; Causier, Ashworth, et al. 2012)). Esta hipodtesis serd
abordada mds adelante en la seccion 1.3 de la tesis.

A BD- AD- SD-LW SD-HLW
1:1 1:10 1:50 1:1 1:10 1:50
1. ps3 sva0
2. _
3. Nt-ATHB4 —
a4 — Nt-ATHB4

5. Nt-ATHB4 Nt-ATHB4
6. — Nt-TPL
7. Nt-TPL N

8. Nt-ATHB4 Nt-TPL

9. Nt-TPL Nt-ATHB4

YN +YC-ATHB4 YN-TPL +YC YN-TPL +YC-ATHB4

Figura R1.8. Analisis de interaccion entre ATHB4 y TPL. (A) Ensayo de doble hibrido en levadura (Y2H). A
la izquierda se indica las combinaciones de proteinas hibridas empleadas en el ensayo. A la derecha se
muestran las diluciones de cultivos crecidos a partir de colonias resultantes del mating en medios
selectivos SD-LW y SD-HLW. Todos los ensayos se realizaron minimo dos veces obteniendo resultados
iguales. La fusion del BD a la forma truncada de la murina p53 (en pVA3) y la fusién del AD al SV40 large T-
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antigen (Simian Vacuolating Virus 40 Tag; en pTD1) se usaron como control positivo de la interaccion, y los
vectores vacios (BD y AD) como negativos. Nt-ATHB4, aminoacidos 1-142 de ATHB4; Nt-TPL, aminoacidos
1-242 de TPL. (B) Complementacién Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC) en hojas de N. benthamiana
tras 3 dias de la agroinfiltracion de las proteinas fusionadas a YN- y YC- indicadas. Se muestran imdagenes
de fluorescencia en confocal de células epidérmicas (paneles de arriba) e imagenes sobrepuestas de
fluorescencia y campo claro (paneles de abajo). YN, parte Nt de la Yellow fluorescent protein (YFP); YC,
parte Ct de la YFP; YN-TPL, YN fusionado a la proteina TPL entera; YC-ATHB4, YC fusionado a la proteina
ATHB4 entera. Se utilizaron como controles negativos YN-TPL+ YC (vacio) y YN- (vacio) + YC-ATHBA4.

Tras validar la interaccion de TPL con ATHB4, nos planteamos si TPL tendria un papel en sombra.
Por ello estudiamos la respuesta del hipocotilo a sombra simulada en plantas con la funcién
alterada de TPL. Los hipocotilos de plantulas pTPL:TPL-HA (sobreexpresién bajo el promotor
endoégeno de TPL, pDS1), mostraban una respuesta a la sombra simulada ligeramente atenuada
respecto a la de las plantulas Col-0 (Figura R1.9).

A
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B Figura R1.9. Efecto de la sobreexpresién de TPL en

la longitud del hipocotilo en respuesta a la sombra
simulada. (A) Esquema del tratamiento realizado.
Las plantas se crecieron tal y como se detalla en la

= Figura R1.2. (B) Longitud del hipocotilo de plantulas
silvestres Col-0 y pTPL:TPL-HA cultivadas como se
indica en A. Las barras representan la media de la
longitud y el SE de un experimento representativo.
Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas en la longitud de los
hipocotilos entre genotipos para cada condicién
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A continuacion, analizamos por RT-qPCR la expresion de genes marcadores de sombra simulada,
ATHB4, ATHB2 y SAUR15 (Figura R1.10). Observamos que en las plantulas pTPL:TPL-HA crecidas
en W, el gen ATHB2 se expresaba significativamente mas que en Col-0. Ademas, la expresion de
ATHB4 y ATHB2 se inducia ligera pero significativamente mas que en Col-0 tras 8h de tratamiento
de sombra simulada; otros casos como SAUR15 (Figura R1.10D), XTR7 o HAT2 (datos no
mostrados) no mostraban cambios.

Este conjunto de resultados indicaban que un incremento de los niveles de TPL (aumento del
correpresor) resultaba en una inducciéon génica a tiempos largos por sombra de marcadores de
sombra como ATHB4 y ATHB2. Una posible explicacién de estos resultados seria que TPL actuaria
como un regulador positivo de la respuesta del alargamiento del hipocotilo en sombra simulada.
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Figura R1.10. Efecto de la sobreexpresion de TPL en la expresion de los genes ATHB4, ATHB2 y SAUR15
en respuesta a sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas se crecieron
tal y como se detalla en la Figura R1.3. Se recolectaron muestras antes (Oh) y después de una (1h), cuatro
(4h) y ocho horas (8h) de W+FR. (B-D) Niveles de mRNA de ATHB4 (B), ATHB2 (C) y SAUR15 (D) en plantulas
Col-0 y pTPL:TPL-HA cultivadas como se describe en A. Se representa la media, normalizada a los niveles
de transcrito del gen UBQI10, y el SE de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas para cada condicién de luz respecto a Col-0 (Prueba t de Student; *P<0,05;
*%p<0,01).

A continuacion, se analizé el mutante dominante tp/-1 (donde el residuo Asn176 esta cambiado
por una His) que actia como un alelo dominante negativo para la familia TPL/TPR. Las plantulas
de tpl-1 son de ecotipo Lansberg erecta-0 (de ahora en adelante Ler-0). Este mutante (tp/-1)
muestra una diversidad de fenotipos, que varia desde plantulas con dos cotiledones (2C), con
un solo cotiledén (1C), con cotiledones fusionados (F) incluso formando una copa (copa), y en
plantulas sin parte aérea (fenotipo por el cual recibe el nombre). Analizamos el alargamiento del
hipocotilo en respuesta a sombra simulada de estas plantulas que se distribuyeron por fenotipo
y comprobamos que en general el mutante responde menos que el silvestre (Figura R1.11). La
interpretacion de los resultados era compleja, ya que no es facil establecer si los efectos de la
reduccion de la respuesta a W+FR son directos (por la falta de TPL y TPRs) o indirectos (por los
defectos en el desarrollo).
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Figura R1.11. Efecto de la mutacion tp/-1 en la longitud del hipocotilo en respuesta a la sombra
simulada. (A) Las plantas se crecieron tal y como se detalla en la Figura R1.2. (B) Longitud de los
hipocotilos de plantulas silvestres Ler-0 y la linea tpl/-1 cultivadas como se indica en A. Los datos de tp/-1
se representan divididos en grupos segun los diferentes fenotipos observados. Las barras representan la
media de la longitud y el SE de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos con W y W+FR (Prueba t de Student; *P<0,05; **
P<0,01). (C) Aspecto de plantas representativas de los diferentes grupos mostrados en B. 2C: plantulas
con dos cotiledones (aspecto WT), 1C: plantulas con 1 cotileddn, F: plantulas con cotiledones fusionados,
Copa: plantulas con cotiledones fusionados con forma de copa.

El analisis por RT-gPCR de la expresién génica (Figura R1.12) mostrd un incremento significativo
en la induccién rapida por sombra simulada de la expresion de ATHB2 (Figura R1.12B), pero no
en otros como SAUR15 (Figura R1.12C), XTR7 o HAT2 (no mostrados). Este conjunto de
resultados era llamativo puesto que a pesar de los defectos morfolégicos que presentaban las
plantulas tpl-1 los efectos moleculares sobre la induccion génica de ATHB2 en respuesta a W+FR
eran pequenos.
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Figura R1.12. Efecto de la mutacidn de tpl-1 en la expresion de los genes ATHB2 y SAUR15 en respuesta
a sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas se crecieron tal y como
se detalla en la Figura R1.10 (B-C) Niveles de mRNA de ATHB2 (B) y SAUR15 (C) en plantulas Ler-0 y tpl-1
cultivadas como se indica en A. Se representa las medias normalizadas a los niveles de transcrito del gen
UBQI10 vy el SE de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente
significativas entre tpl-1 y Ler-0 para cada condicién de luz (Prueba t de Student; *P<0,05).

Seguidamente quisimos comprobar si un mutante de pérdida de funcién por insercién mostraba
respuestas mas robustas para poder esclarecer el papel de TPL en respuesta a la sombra. Por
este motivo se obtuvieron diversos mutantes de T-DNA de la coleccion Salk para TPL y TPR4
(Figura R1.13A). Seleccionamos por PCR mutantes en homocigosis utilizando los
oligonucledtidos especificos correspondientes. Posteriormente se obtuvo el doble mutante
tpr4-10 tpl-20 mediante el cruce de los dos mutantes simples (Figura R1.13B), y se analiz6 el
alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra simulada (Figura R1.13C). Tanto los
mutantes simples (tpr4-10 y tpl-20) como el doble mutante (tpr4-10 tpl-20) presentaban
hipocotilos igual de largos que las plantas silvestres en luz W, pero la respuesta a sombra
simulada era significativamente menor en todos ellos. Estos resultados indicaban que TPLy TPR4
tendrian un papel positivo en la regulacion del alargamiento del hipocotilo en respuesta a
sombra simulada y actuaria como un represor transcripcional.

Las respuestas tanto de la sobreexpresion de TPL como del mutante tp/-1 (dominante negativo),
por lo que provoca una pérdida de funcién no eran muy claras y nos planteamos que la
interaccion ATHB4 con TPL/TPRs no fuera la de mayor relevancia en la regulacion del SAS.
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Figura R1.13. Longitud del hipocotilo de plantulas de pérdida de funcion en TPL y TPR4 en respuesta a
sombra simulada. (A) Esquema de la estructura genémica de TPL y TPR4 y de distintas inserciones de T-
DNA utilizadas en este estudio. Los oligonucledtidos usados para los genotipados estan marcados con
flechas y el nombre correspondiente. (B) Esquema del cruce realizado para la obtencién del doble
mutante tpl-20 tpr4-10 (C) Longitud de los hipocotilos de plantulas silvestres Col-0, tpr4-10, tpl-20 y tpr4-
10 tpl-20 cultivadas como se indica en la Figura R1.2. Las barras representan la media de la longitud y el
SE de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas
de los mutantes respecto a Col-0 para cada condicion de luz (Prueba t de Student; ** P<0,01).

A continuacién analizamos el papel de SEU, otro posible interactor de ATHB4 identificado en el
mismo cribado de Y2H. SEU estd descrito como una proteina que forma parte de complejos
represores de la transcripcion (Gregis et al. 2006; Pfluger and Zambryski 2004; Sridhar et al.
2004); no obstante, otros autores indican que SEU podria actuar como activador o represor
dependiendo del contexto celular (Mannervik et al. 1999; Freiman and Tjian 2002; Pfluger and
Zambryski 2004). Estas observaciones nos llevaron a profundizar en la interaccién SEU-ATHB4,
y si esta interaccion tenia relevancia en la regulacion del SAS. Con el objetivo de validar la
interaccion de ATHB4 con SEU repetimos la misma metodologia que habiamos utilizado
anteriormente. En primer lugar, mediante ensayos Y2H observamos crecimiento en medio SD-
HLW de los controles positivos (combinaciones #1 y #5) y en el caso de la combinacidon BD-SEU
y AD-Nt-ATHB4 (combinacién #7), que indicaba que SEU interaccionaba con Nt-ATHB4 (Figura
R1.14A). En los ensayos BiFC detectamos fluorescencia sélo en nucleos de las células
epidérmicas de N. benthamiana transformadas con la combinacion YN-SEU + YC-ATHB4 (Figura
R1.14), indicando que la forma entera de ATHB4 interacciona con la forma entera de SEU.
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Figura R1.14. Analisis de interaccion entre ATHB4 y SEU. (A) Ensayo de doble hibrido en levadura (Y2H).
Experimento realizado como se detalla en Figura R1.8A. SD-LW y SD-HLW se refiere a los medios selectivos
de transformacion y de interaccion entre las proteinas hibridas, respectivamente. Todos los ensayos se
realizaron un minimo de dos veces obteniendo resultados iguales. La combinacion de las proteinas de
fusién BD-p53 y AD-SV40 se usdé como control positivo de interaccién y los vectores vacios, como
negativos. Nt-ATHB4, aminoacidos 1-142 de ATHB4; SEU, proteina SEU entera. (B) Ensayo de BiFC en hojas
de N. benthamiana tras 3 dias de la agroinfiltracion de las proteinas fusionadas a YN- y YC- indicadas. Se
muestran imdgenes de fluorescencia en confocal de células epidérmicas (paneles de arriba) e imagenes
sobrepuestas de fluorescencia y campo claro (paneles de abajo). YN, parte Nt de la YFP; YC, parte Ct de la
YFP; YN-SEU, YN fusionado a la proteina SEU entera; YC-ATHB4, YC fusionado a la proteina ATHB4 entera.
Se utilizaron como controles negativos YN- (vacio) + YC-ATHB4 y YN- ATHB4 + YC- (vacio).

Obtuvimos un mutante de pérdida de funcién de SEU (seu-3) que contiene una mutacién puntual
que introduce un coddn stop temprano en la secuencia de la proteina (Figura R1.15A). La
respuesta de alargamiento del hipocotilo a sombra simulada estaba fuertemente atenuada en

plantulas seu-3 respecto las plantulas silvestres (Figura R1.15C).
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Figura R1.15. Efecto de la pérdida de funcién SEU en la longitud del hipocotilo en respuesta a sombra
simulada. (A) Detalle de la secuencia de DNA donde se muestra la localizacién del cambio de nucleétido
que contiene el mutante seu-3 respecto al alelo WT. (B,C) Longitud de los hipocotilos de plantulas
silvestres Col-0 y la linea seu-3 cultivadas tal y como se detalla en la Figura R1.2. Las barras representan la
media de la longitud y el SE de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas entre el mutante respecto a Col-0 para cada condicion de luz (Prueba t de
Student; ** P<0,01). (D) Aspecto de plantulas representativas de las medidas en C.

El analisis de la expresion inducida por sombra de PIL1, ATHB2 y SAUR15 en plantulas Col-0 y
seu-3 por RT-gPCR (Figura R1.16) mostraba que la induccién por sombra de todos estos genes
estaba ligeramente disminuida en el mutante seu-3 respecto a las plantulas silvestres tras 1h de
tratamiento. En conjunto, estos experimentos indicaban que SEU tiene un rol positivo en la
regulacién del alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra simulada, y actuaria como un

activador transcripcional de los genes de respuesta a sombra.
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Figura R1.16. Efecto de la pérdida de funcion SEU en la expresion de PIL1, ATHB2 y SAUR15 en respuesta
a sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas se crecieron tal y como
se detalla en la Figura R1.10. (B-D) Niveles de mRNA de PIL1 (B), ATHB2 (C) y SAUR15 (D), en plantulas
Col-0 y seu-3 cultivadas como se indica en A. Se representa la media, normalizada a los niveles de
transcrito del gen UBQI0, y el SE de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas para cada condicién de luz respecto a Col-0 (Prueba t de Student; *P<0,05;
*%p<0,01).

1.2.2. Bisqueda de interactores via el N-terminal de ATHB4 por aproximacion proteémica
en plantas.

En paralelo, llevamos a cabo una aproximacién protedmica para detectar nuevos interactores
de Nt-ATHB4 in planta. Esta aproximacion se realizé durante una estancia de 4 meses en el
laboratorio del Dr. Graf en el “Max Planck Institute for Molecular Plant Physiology” en Golm,
Alemania. Utilizamos una linea pMG62 disponible en el laboratorio (Gallemi 2013) que
sobreexpresaba los dominios N-terminal y HD de ATHB4 fusionados a la GFP (35S:NtHD-GFP)
(Figura R1.17A), que no habia sido seleccionada ni caracterizada completamente. Primero
analizamos la generacidn T2, en la que se identificaron un total de 8 lineas con una insercion de
T-DNA, que en la generaciéon T3 llevamos a homocigosis. Finalmente seleccionamos tres lineas
independientes (#082, #163, y #205) para caracterizarlas molecular, genética y fisioldgicamente.
Este conjunto de experimentos los realizamos para finalmente escoger una linea en concreto
para los posteriores experimentos de inmunoprecipitacion. Tras seleccionar las lineas
transgénicas, quisimos analizar los niveles de expresién de la GFP por RT-qPCR. Para ello se
incluyeron como controles la linea silvestre Col-0 y la linea 355:ATHB4-GFP (Figura R1.17B). La
comparacion de los niveles de transcrito GFP de las lineas 355:NtHD-GFP respecto a los de las
plantulas 355:ATHB4-GFP mostraba que en los tres casos eran del mismo orden.
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Figura R1.17. Comparacion de los niveles de expresion de ATHB4-GFP y NtHD-GFP. (A) Esquema de las
construcciones empleadas. (B) Niveles de mRNA de GFP en plantulas Col-0, 355:ATHB4-GFP y tres lineas
35S:NtHD-GFP cultivadas como se indica sobre la grafica. Se representa la media de tres réplicas biolégicas
normalizada a los niveles de transcrito del gen UBQI10 y el SE. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas respecto a la linea ATHB4-GFP (Prueba t de Student; *P<0,05; **P<0,01).

Tras comprobar que el NtHD-GFP se expresaba, quisimos estudiar si la sobrexpresién de esta
forma truncada de ATHB4 tenia actividad bioldgica. El analisis del alargamiento del hipocotilo
en respuesta a sombra simulada en plantulas (Figura R1.18) mostré que las lineas NtHD-GFP
presentaban una ligera atenuacién en el alargamiento del hipocotilo en respuesta a W+FR en
comparacion de las plantulas silvestres, un fenotipo que recordaba al de las plantulas de la linea
35S:ATHB4-GFP en W+FR, a pesar de la menor respuesta observada por la linea control
35S:ATHB4-GFP si se compara con los resultados de la Figura R1.2.
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Figura R1.18. Efecto de la sobreexpresion de ATHB4-GFP y NtHD-GFP en el alargamiento del hipocotilo
en respuesta a sombra simulada. (A) Las plantas se crecieron tal y como se detalla en la Figura R1.2. (B)
Longitud de los hipocotilos de plantulas Col-0, 355:ATHB4-GFP y 35S:NtHD-GFP, cultivadas como se indica
en A. Las barras representan la media de la longitud y el SE de un experimento representativo. Los
asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre genotipos para cada condicién de
luz respecto a Col-0 (Prueba t de Student; *P<0,05; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantas representativas
medidas en B.

Como las plantulas mostraban un fenotipo relativamente suave, quisimos detectar la proteina
en las lineas de sobreexpresion ATHB4-GFP y NtHD-GFP, informacién fundamental para llevar a
cabo el cribado protedmico. En primer lugar, analizamos la actividad GFP por microscopia
confocal en plantas crecidas a 22°C durante d7 en W vy tratadas con oscuridad durante 12h
(Figura R1.19). Previamente habiamos observado que el tratamiento de 1-3h con W+FR parecia
estabilizar la proteina ATHB4-GFP; como estos experimentos se iban a realizar en el laboratorio
del Dr. A. Graf, que no disponia de camaras para proporcionar las condiciones de W+FR,
procedimos a dar un tratamiento de oscuridad sustitutorio porque observamos que tanto la
proteina WT como la forma truncada eran mas facil de detectar cuando se mantenian las
plantulas en estas condiciones. En la Figura R1.19 se muestra la deteccion de la actividad GFP
en los nucleos tanto de la linea transgénica 355:ATHB4-GFP como de 35S:NtHD-GFP.
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Figura R1.19. Deteccion de la actividad GFP de ATHB4-GFP y NtHD-GFP. (A) Esquema del disefio
experimental utilizado. Las plantas crecieron a 22°C durante 7 dias (d7) en luz blanca continua (W) y se
trataron con oscuridad durante 12h. (B) Se muestran imagenes de fluorescencia confocal de hipocotilos
de plantulas Col-0, ATHB4-GFP y NtHD-GFP (#082, #163, #205) (paneles de arriba) e imdgenes
sobrepuestas de fluorescencia y campo claro (paneles de abajo).

Tras estos analisis utilizamos la linea 35S:NtHD-GFP #082 en el experimento de
immunoprecipitaciéon. Como controles adicionales utilizamos ademas plantulas 355:ATHB4-GFP
y una linea transgénica que sobreexpresa la proteina GFP sola (35S:GFP), también disponible en
el laboratorio. En lineas generales, el experimento consistia en obtener extractos de proteinas
de plantulas en condiciones nativas, aislar los complejos mediante inmunoprecipitaciéon con
anticuerpos comerciales anti-GFP (Figura R1.20A) e identificar los posibles interactores de
ATHB4 mediante cromatografia liquida (LC), la cual separa los péptidos segun la polaridad
mediante una elucidon en gradiente que se conduce hacia dos espectrometros de masas
(MS/MS), que estan acoplados a un sistema de deteccién muy sensible (LC-MS/MS) (Figura
R1.20B).
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Figura R1.20. Esquema de la estrategia de inmunoprecipitacion de complejos empleada para detectar
interactores de ATHB4 via el dominio N-terminal. Esquema de la inmunoprecipitacién para purificar
complejos de la proteina de interés (A) y del procedimiento para la identificacion de posibles interactores
partiendo de la solucién inmunoprecipitada y enriquecida en las proteinas de interés. (B) LC-MS/MS,
cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem.

Previamente se establecieron las condiciones de crecimiento: las plantulas de las lineas
35S:ATHB4-GFP, 355:NtHD-GFP y 35S:GFP crecieron a 22°C en LD. En d7, se trataron durante 6h
con oscuridad (Figura R1.21A). Tras ello, se realizé primero una extraccidn de proteina total en
condiciones desnaturalizantes, que se separé mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se procedié a la deteccidon de las proteinas por inmunoblot con
anticuerpos anti-GFP (Figura R1.21B). Mientras que la forma 35S:GFP se detectaba sin
problemas, las proteinas ATHB4-GFP y NtHD-GFP se detectaban con mayor dificultad. A
continuacidn se crecieron plantulas en las mismas condiciones y se extrajeron proteinas totales,
esta vez en condiciones nativas. Para la inmunoprecipitaciéon, empleamos un kit comercial
(LMACS GFP Isolation Kit de Macs molecular) con columnas que contenian particulas magnéticas
gue retenian las beads magnéticas conjugadas con el anticuerpo anti-GFP. Esto permitid la
purificacién por elucion de ATHB4-GFP, NtHD-GFP y la GFP sola, junto con las moléculas
acomplejadas con estas proteinas. En estos eluidos, que constituyeron los extractos
inmunoprecipitados, verificamos la presencia de las proteinas fusionadas a la GFP por
inmunoblot (Figura R1.21C): la proteina GFP se detectaba sin problemas, ATHB4-GFP no se
detectaba y NtHD-GFP se detectaba pero con dificultad. Procedimos a la digestidn con tripsina
de estos productos de eluciéon y a la purificacion de los péptidos mediante columnas de afinidad,
y posteriormente las muestras generadas se inyectaron en el LC-MS/MS.
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Figura R1.21. Inmunoprecipitacion e identificacién de complejos proteicos que interaccionan con las
proteinas GFP, ATHB4-GFP y NtHD-GFP. (A) Esquema de las condiciones de crecimiento utilizadas para la
obtencion del material vegetal a inmunoprecipitar. Las plantas germinaron (dia 0, d0) y crecieron a 22°C
durante 7 dias (d7) en dia largo (Long Day, 16h W/8h D) y se transfirieron a oscuridad (D) durante 6h. (B,
C) Deteccidn por inmunoblot de las distintas fusiones a la proteina GFP en extractos totales obtenidos en
condiciones desnaturalizantes. Se indica con una flecha roja las bandas que corresponderian a las
proteinas detectadas tras la extraccién total de proteina (B), y en extractos de las proteinas
inmunoprecipitadas. Se indica con una flecha roja las bandas que corresponderian a las proteinas
detectadas tras la inmunoprecipitacién con anti-GFP (C) separadas en electroforesis en gel de 10 %
poliacrilamida con SDS (10% SDS-PAGE). Como control de la inmunoprecipitacién se utilizé una linea
transgénica sobreexpresora de la GFP (35S:GFP). Las proteinas se detectaron por inmunoblot usando
anticuerpos comerciales contra la GFP (anti-GFP). (D) Tabla simplificada de los resultados obtenidos tras
las lecturas del LC-MS/MS. Se muestran los putativos interactores por accesiéon, nombre, funcidn
molecular descrita, y respuestas a diferentes condiciones ambientales en las que se han implicado. La
valoracién asignada se detalla en la tabla Tabla R1.1.
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El analisis tras el LC-MS/MS de los diferentes extractos indicé que en ninguno de los tres
inmunoprecipitados de las muestras ATHB4-GFP y sélo en uno de los tres de NtHD-GFP #082 se
detectd ATHB4, con lo que posteriormente sdlo se analizd esa réplica. Se detectaron un total de
68 proteinas. Esta lista de posibles interactores la simplificamos segin una serie de parametros
(Tabla R1.1). Seleccionamos sdélo los interactores cuyo valor total adjudicado era mayor al
detectado para ATHB4 (At2g44910) y en las proteinas descritas con localizacién subcelular
nuclear. En la Figura R1.21D mostramos los 11 interactores candidatos seleccionados detallando
su cadigo AGI, nombre, funcion molecular descrita, respuestas a diferentes condiciones
ambientales en las que se han implicado y valoracién (obtenida como se detalla en la Tabla
R1.1). Se incluye ATHB4 como referencia (cédigo AGI en rojo). De entre estos 11 putativos
interactores nos focalizamos en SAP18 (SIN3-ASSOCIATED POLYPEPTIDE 18), descrito en la
literatura como un factor que interacciona con proteinas que contienen motivos EAR (presentes
en el Nt de ATHB4) (Hill, Wang, and Perry 2008).

Cédigo AGI Ab. Rel PepCount (>2) PepUniq (>2) | Ab. rel PepUniq Total
AT1G31440 2 1 1 9,0 13,0
AT2G25980 1 1 1 9,2 12,2
AT3G14210 1 1 1 8,0 11,0
AT3G14220 2 1 1 4,2 8.2
AT4G32760 2 1 1 3,0 7,0
AT1G67730 2 1 1 3,0 7,0
AT3G62120 1 1 1 3,0 6,0
AT1G52100 2 1 1 3,8 7,8
AT3G16470 2 1 1 2,9 6,9
AT3G21370 2 1 1 2,7 6,7
AT3G16430 2 1 1 2,7 6,7
AT1G10200 1 1 1 2,0 5,0
AT2G26250 1 1 1 2,0 5,0
AT3G32980 1 1 1 1,0 4,0
AT2G34470 1 1 1 1,0 4,0
AT3G16440 1 1 1 13 43
AT5G26280 2 1 1 1,9 59
AT5G08180 2 1 1 1,0 5,0
AT4G36880 2 1 1 1,0 5,0
AT2G06850 1 1 1 1,0 4,0
AT5G64730 1 1 1 1,0 4,0
AT5G64100 2 1 1 13 53
AT3G45780 1 1 1 1,0 4,0
AT1G26630 1 1 1 1,5 45
AT5G14660 1 1 1 1,0 4,0
AT2G45640 1 1 1 15 4,5
AT1G24510 1 1 1 1 43
AT3G53740 2 1 0 1 3,5
AT3G26560 2 1 0 0 2,0
AT1G52400 1 1 0 1 2,8
AT4G18480 1 1 0 1 2,5
AT2G44910 ' 1 1 0 17

Tabla R1.1. Resumen de los resultados obtenidos como posibles interactores de ATHB4 identificados
mediante la estrategia de inmunoprecipitacion en planta. Lista de los putativos interactores
identificados por el codigo AGI. Se determiné la abundancia de cada proteina inmunoprecipitada con anti-
GFP en una réplica bioldgica de extractos de plantas 355:NtHD-GFP y dos réplicas de plantas 35S:GFP. Ab.
rel: Para cada proteina se estimd la abundancia relativa obteniendo el ratio entre la abundancia en la
muestra 35S5:NtHD-GFP y cada una de las dos muestras 35S:GFP (fold change 1, FC1 y FC2). Si FC1>5y
FC2>5, se asigna un valor de 2; si el FC1>5 o FC2>5, se asigna un valor de 1; y si en ambas comparaciones
el FC<5, se asigna un valor de 0. PepCount>2: Numero de péptidos totales detectados por el
cromatdgrafo; se le otorga valor de 1 cuando se detectaron mas de dos péptidos. PepUnig>2: Nimero de
péptidos Unicos detectados por el cromatégrafo; se otorga el valor 1 cuando se detectaron mas de dos
péptidos. Ab. rel PepUniq: nimero de péptidos Unicos menos la proporcién de péptidos Unicos
detectados y péptidos totales detectados. Total: Sumatorio de los valores anteriormente descritos. ATHB4
es At2g44910 (en color rojo). Se muestran aquellas proteinas cuyo valor total es superior al de ATHBA4. El
* indica que el valor Ab. rel es oo,
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Mediante ensayos de Y2H, observamos crecimiento en medio SD-HLW en la combinacion que
expresa las proteinas BD-Nt-ATHB4 y AD-SAP18 (combinacién #7) indicativo de que Nt-ATHB4
interacciona con SAP18 (Figura R1.22A). También realizamos un ensayo de BiFC entre la
proteina SAP18 y la region Nt-ATHB4 (en estos ensayos utilizamos la forma Nt-ATHB4, debido a
gue los experimentos con la proteina entera la fluorescencia era muy tenue), que mostré
fluorescencia sélo en nucleos de hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con la combinacién
YN-Nt-ATHB4 + YC-SAP18 (Figura R1.22B).

A
BD- AD- SD-LW

1. ps3 SV40

2. _

3. — SAP18

4. Nt-ATHB4 —

5. Nt-TPL

6. Nt-ATHB4  Nt-TPL

7. Nt-ATHB4  SAP18

YN+YC-SAP18 YN-Nt-ATHB4+YC YN-Nt-ATHB4 +YC-SAP18

B

Figura R1.22. Analisis de interaccidn entre Nt-ATHB4 y SAP18. (A) Ensayo de doble hibrido en levadura
(Y2H). Experimento realizado como se detalla en Figura R1.9.A. SD-LW y SD-HLW se refiere a los medios
selectivos de transformacion y de interaccidén entre las proteinas hibridas, respectivamente. Todos los
ensayos se realizaron un minimo dos veces obteniendo resultados iguales. La combinacién entre las
proteinas BD-p53 y AD-SV40 se usé como control positivo de interaccidn, y los vectores vacios, como
negativos. Nt-ATHB4, aminoacidos 1-142 de ATHB4; Nt-TPL, aminoacidos 1-242 de TPL; SAP18, proteina
SAP18 entera. (B) Ensayo de BiFC en hojas de N. benthamiana tras 3 dias de la agroinfiltracion de las
proteinas fusionadas a YN-y YC- indicadas. Se muestran imagenes de fluorescencia en confocal de células
epidérmicas (paneles de arriba) e imagenes sobrepuestas de fluorescencia y campo claro (paneles de
abajo). YN, parte Nt de la YFP; YC, parte Ct de la YFP; YN-Nt-ATHB4, YN fusionado al Nt-ATHB4; YC-SAP18:
YC fusionado a SAP18 entero. Se utilizaron como controles negativos YN- (vacio) + YC-SAP18 y YN- Nt-
ATHB4 + YC- (vacio).
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Este conjunto de resultados nos indicaban que la regiéon Nt de ATHB4 interaccionaba con SAP18.
Tras estos resultados y con el objetivo de conocer el papel de SAP18 en el SAS, se obtuvo una
linea mutante de insercion de T-DNA (coleccién GABI-KAT) que llamamos sap18-10 (Figura
R1.23A). Para comprobar si este alelo era de pérdida de funcidn, localizamos la insercién de T-
DNA vy analizamos los niveles de expresion de SAP18 por RT-gqPCR utilizando dos pares de
oligonucledtidos, uno antes (MJO71+MJO72) y otro después (MJO73+MJO74) del sitio de
insercion del T-DNA (Figura R1.23B). Los resultados de las RT-gPCR junto con la informacidn
sobre el sitio de insercion del T-DNA sugerian que era un mutante de pérdida de funcién.

[ Exén
sap18-10 1 Intrén
G85.10<<
A
MIO71(gper) MI073(gper)
ape MJDEL 73 ape
ST I I I [ 1 [ 1 I
< « <« -«
H MIO72 (qper) QIo4 MI061
ATG TGA
1442bp
B
do d7
w CITTTTTT -
C
14 MIO71+MIO72 90 _ MIO73+MIO74
| sAp18 s0 | SAP18
< 1,2
P4 ! { <Z( 70 w
Eé <
o o 10 S g 60
= T = ©
g os S 2 s
<} ) @ g8
22 S
o= & B 40
© 0,6
&g I 3
S T < S 30
g 04 28
g 02 .g 20
=z ) Z .
0,0 o
Col-0 sap18-10 Col-0 sap18-10

Figura R1.23. Analisis de los niveles de SAP18 en plantulas de la linea mutante sap18-10. (A) Esquema
de la estructura genémica de SAP18 y de la insercion del T-DNA que hemos nombrado como sap18-10.
Los oligonucledtidos usados para los genotipados y andlisis de RT-qPCR estan marcados con flechas y los
nombres correspondientes. (B) Disefio experimental utilizado. Las plantas se crecieron tal y como se
detalla en la Figura R1.17B. (C) Niveles de mRNA de SAP18 en plantulas Col-0 y sap18-10 cultivadas como
se indica en B. Para los analisis por RT-qPCR, se utilizaron dos pares de oligonucledtidos, uno antes
(MJO71+MJ0O72) y otro después (MJO73+MJO74) del sitio de insercién del T-DNA. Se representa la media,
normalizada a los niveles de transcrito del gen UBQ10, y el SE de tres réplicas biolégicas. Las diferencias
de expresion de sap18-10 respecto a Col-0 no son significativas segun la Prueba t de Student.

El analisis del alargamiento del hipocotilo mostré que los hipocotilos de las plantulas sap18-10
se alargaban ligera pero significativamente mas en respuesta a W+FR que los silvestres (Figura
R1.24), sugiriendo un papel negativo de SAP18 en la regulacién de esta respuesta.

Este conjunto de analisis indican que la region N-terminal de ATHB4 puede interaccionar con al
menos los cofactores TPL, SEU y SAP18. Ademas, los andlisis genéticos indican que TPL y SEU
actuarian como reguladores positivos, y SAP18 como un regulador negativo de las respuestas del
SAS.
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Debido a la relevancia de la region N-terminal de ATHB4 y su funcidn en la regulacién del SAS, y
tras comprobar que las interacciones entre ATHB4 con TPL, SEU y SAP18 tenian lugar a través de
dicha regidn, nos propusimos profundizar en la posibles funciones de los motivos EAR.

1.3. Funcion de los motivos EAR de ATHBA4.

La regién Nt-ATHB4 contiene dos secuencias EAR: LxLxLxL (EAR1, E1) y LNLxL (EAR2, E2) (Figura
R1.8). Realizamos una mutagénesis dirigida de estos residuos especificos y muy conservados.
Los cambios que realizamos fueron la sustitucién de tres Leucinas (L) del E1 y del E2 por Alaninas
(A) (Figura R1.25), ya que sustituciones similares en otros motivos EAR resultaban en la abolicion
de la interaccién con otras proteinas (Pauwels et al. 2010a; Ke et al. 2015). Estas mutaciones
puntuales de los motivos EARs se introdujeron mediante PCR usando oligonucledtidos que
contenian los cambios de bases necesarios, resultando en la forma mutada ATHB4g;iesm. Tras la
confirmacién por secuenciacion de ATHB4¢tm, lo clonamos en vectores para su expresion en

levadura.
Motivo EAR1 Motivo EAR2
Ll L2 L3 L5 L6 L7
WT: GGG-TTG-GGT-TTG-AGT-CTA-AGC WT:  TCT-CTG-AGG-TTG-AAT-CTT-ATG
Mut: GGG-GCG-GGT-GCG-AGT-GCG-AGC Mut: TCT-GCG-AGG-GCG-AAT-GCG-ATG
ATHB4g;+52m ATHB4g1+£m
L8A L10A L12A L24A L26A L28A

Figura R1.25. Cambios introducidos en los motivos EAR del gen ATHB4. Detalle de la secuencia silvestre
(WT) de ATHB4 (Col-0) los cambios de nucledtidos introducidos para mutagenizar los dos motivos EAR
(Hamado ATHB4¢1,e2m). La secuencia de aminoacidos predicha se muestra debajo de cada triplete de DNA.

Realizamos ensayos de Y2H para estudiar si la interaccién con TPL y SAP18 estaba afectada por
la mutacién de los motivos EAR (SEU no se muestra debido a problemas técnicos con el ensayo
Y2H). Observamos crecimiento en medio SD-HLW en las combinaciones que expresaban las
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proteinas BD-ATHB4 y AD-HDZ (#7), y en las BD-ATHB4¢1e2, Y AD-HDZ (#8), lo que indicaba que
la mutacion de los motivos EAR no altera la homodimerizacién de ATHB4 a través del dominio
Zip. Por el contrario, observamos crecimiento en las combinaciones que expresaban las
proteinas BD-ATHB4 y AD-Nt-TPL (#9) pero no cuando se coexpresaban las proteinas BD-
ATHB4e1e2m Y AD-Nt-TPL (#10) (Figura R1.26A). Empleando el mismo procedimiento para SAP18
(Figura R1.26B), observamos crecimiento en las combinaciones que expresan las proteinas BD-
Nt-ATHB4 y AD-SAP18 (combinacion #4) y BD-ATHB4 y AD-SAP18 (#7), pero no con las proteinas
BD- ATHB4¢162m y AD-SAP18 (#10).

Estos resultados indicaban que ATHB4 interacciona con TPL y SAP18 via los motivos EAR.

A

BD- AD- SD-LW SD-HLW

1. p53 svao
2, —_
3. HD-Z
4. ATHBAg.om PR
5, —— Nt-TPL
6. ATHB4 —_
7. ATHB4 HD-Z

8. ATHB4u.om HD-Z

9. ATHB4 Nt-TPL

10. ATHB4:.20m Nt-TPL

BD- AD- SD-LwW SD-HLW

1. p53 SVao . .
2 — e @
3. — SAP18 . 9
4. Nt-ATHB4 SAP18 . .
5. Nt-ATHB4 PR . '
6. ATHB4 R . s
7. ATHB4 SAP18 ,’ .
9. ATHB4g.0m N ! 0
10. ATHBA:.0m SAP18 ._ Q.'

Figura R1.26. Analisis de papel de los motivos EAR de ATHB4 en la interaccion con TPL y SAP18. (A, B)
Ensayos de Y2H para estudiar el efecto de la mutacion de los motivos EAR en la interaccién ATHB4 con
TPL (A) y SAP18 (B). A la derecha se muestran las diluciones de cultivos crecidos a partir de colonias
resultantes del mating, como se describe en la figura R1.8A. SD-LW y SD-HLW se refiere a los medios
selectivos de transformacién y de interaccion entre las proteinas hibridas, respectivamente. Todos los
ensayos se realizaron un minimo dos veces obteniendo resultados similares. La combinacién entre las
proteinas BD-p53 y AD-SV40 se usé como control positivo de interaccidn y los vectores vacios, como
negativos. Nt-ATHB4, aminoacidos 1-142 de ATHB4; HD-Z, aminoacidos 143-263 (forma truncada de
ATHB4 que contiene el HD y el Zip); ATHB4¢1,rom (proteina entera pero con las Leucinas de los motivos
EAR cambiados a Alanina); Nt-TPL aminoacidos, 1-242 de TPL, ATHB4 proteina entera ; SAP18 proteina
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entera. En el ensayo A, se afiadid en el medio 10 mM de 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) para evitar la
autoactivacioén de la forma truncada de ATHB4 (HD-2).

Tras estos resultados nos planteamos si los motivos EAR eran claves para la funcién bioldgica de
ATHBA4 en las respuestas del SAS. Por ello, fusionamos ATHB4¢c5, al dominio GR para ser
expresado bajo el promotor constitutivo 35S (35S:ATHB4¢1em-GR; pMJ91). Transformamos
plantas de A. thaliana con esta construccién, obteniendo un total de 24 plantas transgénicas
independientes (transformantes primarios, T1). En la generacién T2 se determind que un total
de 5 lineas tenian 1 insercién de T-DNA, que en la generacién T3 se llevaron a homocigosis.
Caracterizamos molecular y fisioldgicamente tres de ellas (#032, #063, #103). A continuacioén,
analizamos el alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra simulada de plantulas
silvestres, 355:ATHB4-GR y 35S5:ATHB4¢r,,-GR (Figura R1.27). Basandonos en experimentos
anteriores, y ya que la aplicacion de DEX no afectaba significativamente el alargamiento del
hipocotilo cuando las plantas crecian en W (Gallemi et al. 2017), se simplificaron los
experimentos estudiando el efecto de la DEX en plantas crecidas en W+FR. Las plantas se
germinaron en medio suplementado sin (-DEX) o con DEX (+DEX), se crecieron a 22°C en W
durante d2 y posteriormente se transfirieron a W+FR hasta d7 (Figura R1.27A). Las plantulas
Col-0 presentaban hipocotilos largos en respuesta a sombra independientemente del
tratamiento con DEX. En cambio, los hipocotilos de la linea 355:ATHB4-GR mostraban una
disminucién en la longitud del hipocotilo en sombra simulada dependiente de la aplicacion de
DEX, tal como esta descrito (Sorin et al. 2009). Los hipocotilos de las lineas 355:ATHB4c1e5m-GR
eran similares a los Col-0 en ausencia de DEX y eran ligera pero significativamente mas cortos
tras la aplicacién de DEX.

Estos resultados sugerian que los motivos EARs son claves para la funcidn biolégica de ATHB4
en la inhibicién de la longitud del hipocotilo en respuesta a sombra simulada, si bien seria
necesario comparar los niveles de expresién del transgen en las plantulas de las lineas
35S:ATHB4-GR 'y 355:ATHB41r2m-GR.

A B W W+FR/ -DEX

do  d2 d7 N  W+FR/+DEX

T I 705
ETRNNNN +R/+DEX

10

Longitud del hipocotilo (mm)

Col-0 35S:ATHB4 #103

-GR

35S:ATHB4¢1 .2m-GR
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C 35S5:ATHB4¢; .e2m-GR

Col-0 35S:ATHB4 #032 #063 #103

T

Figura R1.27. Longitud del hipocotilo de plantulas que sobreexpresan ATHB4¢;.c2m-GR en respuesta a la
sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas germinaron (dia 0, d0) y
crecieron a 22°C durante 2 dias (d2) en W, posteriormente se transfirieron a W+FR hasta el dia 7 (d7) en
ausencia (-DEX) o presencia de DEX (+DEX). (B) Longitud de los hipocotilos de plantulas Col-0, 355:ATHB4-
GRy 3 lineas 35S: ATHB41,:m-GR cultivadas como se indica en A. Las barras representan la media de la
longitud y el SE de un experimento representativo. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente
significativas para cada condicidn de luz respecto a Col-0 (Prueba t de Student; ** P<0,01). (C) Aspecto de
plantas representativas medidas en B.

En el trabajo realizado previamente en el laboratorio por Marcal Gallemi se habia observado
gue una forma truncada de la proteina ATHB4 que carecian de los primeros 142 aminodacidos
(toda la region Nt) (A142ATHB4) y que estaba fusionada al GR (355:4142ATHB4-GR, pMG27)
presentaba una actividad bioldgica atenuada (respuesta del hipocotilo a la sombra simulada),
pero no tenia afectada la expresion génica, lo que corroboraba la idea de la doble accién de
ATHBA4 con necesidad de unidn o no al DNA (dependiendo de la respuesta) (Gallemi 2013).
Durante su trabajo genero esta misma forma truncada pero fusionada a la GFP (355:A142ATHB4-
GFP, pMG58) la cual en estadio adulto presentaba hojas curvadas hacia abajo (Gallemi et al.
2017), mostrando actividad bioldgica. Tras el estudio del doble modo de accién de ATHB4, nos
planteamos si la presencia o no del Nt de la proteina podria modificar la deteccién de esta. Tras
ver que esta linea transgénica tenia actividad bioldgica la incorporamos en nuestros analisis de
inmublot, donde el objetivo principal era comprobar si existian diferencias entre las formas que
contenian el Nt y la que no. Los resultados de los analisis por inmunoblot mostraron que en
plantulas sobreexpresoras de ATHB4-GFP y crecidas en W la proteina entera no se detectaba
mientras que en plantulas con una forma truncada sin el Nt en estas mismas condiciones de
crecimiento, se podia detectar la proteina. Estos resultados sugerian que la region Nt de ATHB4
reduciria la estabilidad de la proteina en luz W (Figura R1.28).
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Figura R1.28. Deteccion de la proteina ATHB4 y A142ATHBA4. (A) Esquema de las diferentes regiones de
ATHB4 de las lineas ATHB4 y A142ATHBA4. (B) Esquema de las condiciones de crecimiento utilizadas para
la obtencion del material vegetal. Las plantas se crecieron tal y como se detalla en la Figura R1.17B. (C)
Deteccion por inmunoblot de las distintas fusiones a la proteina GFP en extractos totales obtenidos en
condiciones desnaturalizantes. Las proteinas se detectaron usando anticuerpos comerciales contra la GFP
(anti-GFP) y TUB (anti-TUB), que se usé como control de carga.

Posteriormente, analizamos el posible papel del Nt de ATHB4 en la estabilidad de la proteina.
Utilizamos inicialmente las construcciones 35S:GFP y 35S5:ATHB4-GFP, disponibles en el
laboratorio, para agroinfiltrar hojas de N. benthamiana, que crecieron en LD a 22°C. Tras 3 dias
de la agroinfiltracién se mantuvieron en W o se transfirieron a W+FR durante 1 hora. Los
resultados que obtuvimos tras el tratamiento con W o 1 h de W+FR indicaban que en el caso de
la GFP ni la localizacién ni la intensidad de la fluorescencia variaban debido a los distintos
tratamientos de luz; en cambio, en las hojas transformadas con 355:ATHB4-GFP la intensidad de
la fluorescencia era muy baja en W pero tras 1h en sombra simulada la fluorescencia era
detectable y se localizaba en el nicleo (Figura R1.29A,B). Estos resultados se repitieron mas de
dos veces y obtuvimos resultados similares. Hipotetizamos que la parte Nt de ATHB4 podria ser
la responsable de estos cambios. Para estudiar esta posibilidad, fusionamos a la GFP ATHB4 ;15
y dos formas truncadas de ATHB4 que carecian de los primeros 30 (A30ATHB4) o 50 (A50ATHB4)
aminoacidos de ATHB4, y los clonamos bajo el control del promotor 35S (construcciones
35S:ATHB41e2m-GFP, 355:A30ATHB4-GFP y 35S5:A50ATHB4-GFP) (Figura R1.29C-E). En esta
nueva transformacion también se agroinfiltraron plantas con 355:GFP y 35S:ATHB4-GFP como
controles, repitiendo el mismo experimento (Figura R1.29C-E). En las hojas transformadas con
las construcciones 355:GFP, 35S:A50ATHB4-GFP, 355:A30ATHB4-GFP y 35S:ATHB4¢1¢5,-GFP el
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tratamiento con W o 1 h de W+FR no alteraba la localizacién ni la intensidad de la fluorescencia;
en cambio, en las plantas transformadas con 355:ATHB4-GFP la intensidad de la fluorescencia
era muy baja en W pero tras 1h en sombra simulada la fluorescencia era detectable y se
localizaba en el nucleo, tal como habiamos visto anteriormente (Figura R1.29B). Como las tres
construcciones carentes de los motivos EAR (por eliminacion o por mutaciones puntuales
dirigidas) no presentaban cambios en la fluorescencia entre el tratamiento de W y de W+FR,
postulamos que los motivos EAR participarian en la estabilidad de la proteina en respuesta a
sombra simulada. Este conjunto de resultados nos indica que los motivos EAR participan en la
interaccion de ATHB4 con TPL y SAP18. Ademads, estos motivos parecen importantes para la
funcion biolégica de ATHB4 en la inhibicién del alargamiento del hipocotilo en respuesta a
sombra y también para la estabilidad de la proteina ATHB4 en sombra simulada.

A ATHB4-GFP
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Figura R1.29. Localizacion subcelular de
ATHBA4-GFP, ASOATHB4-GFP, A30ATHB4-GFP y
ATHBA4¢1,:2m-GFP en respuesta a la sombra
simulada. Las proteinas se expresaron
transitoriamente en hojas de N. benthamiana.
Las plantas crecieron en LD a 22°C. A los 3 dias
de la agroinfiltracién, se mantuvieron en W o se
transfirieron a W+FR durante 1 hora en una
camara a 22°C. Se muestra la localizacién
subcelular de GFP (A), ATHB4-GFP (B),
AS0ATHB4-GFP  (C),A30ATHB4-GFP (D) y
ATHB4g1,£2m-GFP (E). Se muestran imagenes de
fluorescencia confocal de células epidérmicas
(paneles de arriba) e imagenes sobrepuestas de
fluorescencia y campo claro (paneles de abajo).
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Capitulo Il. Estudio de los componentes genéticos y mecanismos
moleculares que regulan la tolerancia a la proximidad vegetal.

Tolerancia a la sombra, una estrategia alternativa en respuesta a la proximidad
vegetal.

A pesar de que muchas plantas optan por el SAS como estrategia a la proximidad vegetal, otras
han desarrollado tolerancia a la vegetacion vecina. La tolerancia a la sombra se refiere a la
capacidad de las plantas a vivir en condiciones con bajos niveles de luz, como aquellas que se
encuentran en zonas sombreadas por otras plantas de mayor porte. Se asume que las especies
tolerantes perciben los cambios de R:FR, pero el alargamiento de sus drganos esta atenuado. En
el laboratorio habiamos visto que el hipocotilo de Cardamine hirsuta, una brasicacea
emparentada con A. thaliana, no se alargaba en respuesta a la exposiciéon a sombra simulada
(Hay et al. 2014). No obstante, al inicio de este proyecto no existia informacion disponible sobre
los mecanismos y los componentes genéticos que participan o regulan la tolerancia a la sombra.
Por ello, propusimos un analisis comparativo entre estas dos especies que emplean diferentes
estrategias frente a la sombra (A. thaliana que la evita, y C. hirsuta que la tolera) para diseccionar
las bases genéticas y moleculares de estas diferencias.

2.1. Respuestas a la sombra de plantulas de A. thaliana y C. hirsuta.

Se compard la respuesta del alargamiento del hipocotilo en sombra simulada (W+FR) respecto
a luz continua (W) en plantulas silvestres de cada una de las especies. Las plantas germinaron
(dia 0, d0) y crecieron a 22°C en W. Aunque las semillas de C. hirsuta (ecotipo Oxford, de ahora
en adelante, Ox) germinaban menos sincronicamente que las de A. thaliana, observamos que a
los 3 dias de exposicion a W (d3) todas las semillas habian comenzado a germinar. Por tanto, a
partir de este dia las plantulas se mantuvieron en W o se transfirieron a W+FR hasta el dia 7 (d7)
(Figura R2.1A). En el capitulo anterior, el tratamiento con W+FR se aplicé a partir del d2 desde
la germinacidn, (Figura R1.2). En este capitulo el tratamiento W+FR ha simulado la sombra por
dosel, donde se recrean las condiciones de sombra vegetal, mientras que en el anterior capitulo
se emplearon las condiciones de sombra por proximidad, donde se simulaban las condiciones
de proximidad vegetal. A pesar de estas diferencias, las plantulas de A. thaliana (ecotipo
Columbia-0, de ahora en adelante Col-0) tratadas con sombra simulada mostraban hipocotilos
mas largos que las mantenidas en W. En el caso de C. hirsuta (Ox) la longitud del hipocotilo no
diferia significativamente entre los dos tratamientos, en claro contraste con A. thaliana (Figura
R2.1B, C).

Estos resultados indicaban que los hipocotilos en ambas especies responden diferente al mismo
estimulo.
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Figura R2.1. Longitud del hipocotilo de plantulas de A. thaliana y C. hirsuta en respuesta a sombra
simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas germinaron (dia 0, dO) y crecieron
durante 3 dias (d3) en W; posteriormente se mantuvieron en W o se transfirieron a W+FR hasta el dia 7
(d7) a 22°C. (B) Longitud del hipocotilo de plantulas de A. thaliana y C. hirsuta cultivadas como se indica
en A. Las barras representan la media de la longitud y el error estandar (SE). Los asteriscos indican las
diferencias estadisticamente significativas entre plantulas crecidas en W+FR respecto a W para cada
especie (Prueba t de Student; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantulas representativas de A. thaliana y C.
hirsuta medidas en B.

A continuacion nos planteamos si las plantulas de C. hirsuta eran capaces de percibir la sombra.
Para comprobarlo analizamos otras respuestas a la proximidad vegetal, como la acumulacién de
pigmentos fotosintéticos o cambios rapidos en la expresidon génica.

Se sabe que en plantulas de A. thaliana crecidas en W+FR los niveles de los pigmentos
fotosintéticos carotenoides (CRT) y clorofilas (CHL) se reducen (Roig-Villanova et al. 2006; Bou-
Torrent et al. 2015). En colaboracion con el grupo del Dr. M. Rodriguez-Concepcion (CRAG),
estudiamos el efecto de la sombra simulada en los niveles de CRT y CHL (cuantificados por HPLC)
de plantulas de A. thaliana y C. hirsuta (Figura R2.2). En las graficas se muestran los niveles
relativos de cada pigmento, tomando como 100% los de plantas de cada especie crecidas en W.
Los niveles de CRT y CHL se redujeron significativamente en respuesta a sombra simulada tanto
en A. thaliana (un 20%) como en C. hirsuta (un 10%).
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Figura R2.2. Acumulacion de pigmentos en plantulas de A. thaliana y C. hirsuta en respuesta a sombra
simulada. Niveles relativos (en %) de carotenoides (CRT), clorofilas (CHL) y tocoferoles (TOC) en plantulas
silvestres de (A) A. thaliana (Col-0) y (B) C. hirsuta (Ox) crecidas en W y W+FR. Las plantulas crecieron
como se indica en la Figura R2.1A. Se representa la media y la desviacidon estandar (SD). Los asteriscos
indican las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con W y W+FR (Prueba t de
Student; ** P<0,01).

Por otro lado, la expresion de genes marcadores de sombra, como PIL1 y ATHB2, estaba
rapidamente inducida tanto en plantulas de A. thaliana como de C. hirsuta (Christiane Then,
comunicacién personal; ver Figura R2.19B, datos para Ox).

En conjunto, estos resultados indicaban que C. hirsuta era capaz de percibir la sombra y
responder molecularmente a ella, si bien los hipocotilos no se alargaban (en contraste con A.
thaliana). Basandonos en estos analisis comparativos, hipotetizamos que en C. hirsuta la
tolerancia a la sombra ocurre por (1) una alteraciéon en la percepcion de la proximidad vegetal
(por ejemplo, por cambios en la actividad de los fotorreceptores fitocromos), y/o (2) cambios en
componentes de la seiial aguas abajo.

2.2. PhyAvylatolerancia a la sombra en C. hirsuta.

Analizamos estas posibilidades estudiando el papel del phyA, descrito en A. thaliana como
regulador negativo de las respuestas del SAS del hipocotilo. Asi, plantulas de A. thaliana con
niveles reducidos o incrementados de PHYA responden mas o menos a diferentes condiciones
de sombra simulada, respectivamente (Johnson et al. 1994a; Roig-Villanova et al. 2006;
Martinez-Garcia et al. 2014a). Estas observaciones sugerian que niveles altos de phyA podrian
resultar en tolerancia a la sombra. A continuacion, estudiamos la respuesta a las condiciones de
sombra simulada utilizadas en el laboratorio de una linea de A. thaliana que sobreexpresa el
PHYA de avena, 355:AsPHYA (AOX) (Boylan & Quail 1991), disponible en el laboratorio (Figura
R2.3). Las plantulas silvestres (ecotipo Nossen-0, de ahora en adelante No-0) presentaban un
hipocotilo significativamente mas largo que las plantulas de AOX en W. Al tratar con sombra
simulada, las plantulas No-0 mostraban hipocotilos mas largos que las mantenidas en W,
respuesta que estaba atenuada en las plantulas AOX.

w - o Figura R2.3. Longitud del hipocotilo de plantulas
[(TTITTITT] w de A. thaliana sobreexpresantes de PHYA (AOX)
L1 [ IR en respuesta a sombra simulada. (A) Esquema del

disefio experimental utilizado. Las plantas

crecieron tal y como se detalla en la Figura R2.1A.

(B) Longitud de los hipocotilos de plantulas

silvestres No-0 y AOX (35S:AsPHYA) cultivadas

* % como se indica en A. Las barras representan la

media de la longitud y el SE de un experimento
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Ademas, se analizé por RT-gPCR el efecto de la sobreexpresion de PHYA sobre la induccidn por
sombra simulada de los genes PIL1 y ATHB2 (Figura R2.4). Observamos que la expresién de estos
genes se inducia significativamente por el tratamiento de sombra simulada (respecto al W) pero
gue solo era significativamente menor en las plantulas AOX respecto a las No-0 en el caso del
gen PIL1.

A
do d7
i S ey
[ 1hW+FR
B C
125 25
PIL1 ATHB2
s s
aé 100 QE: 20
(=}
S 3 g3 +
g 8 75 T 38 15
QS D >
D5 =
— O o O
= ¢ 50 T e 10
“ 8 - <3
g g
z ’—l—‘ Z
0 0

No-0 AOX No-0 AOX

Figura R2.4. Efecto de la sobreexpresion de PHYA sobre la expresion de los genes PIL1 y ATHB2 en
plantulas de A. thaliana en respuesta a sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado.
Las plantas crecieron en W durante 7 dias (d7) a 22°C. Se recolectaron muestras antes (Oh, cuadrado
blanco) y después de una hora de W+FR (1h, cuadrado rojo) tal y como se indica en la figura R1.3. (B-C)
Niveles de mRNA de PIL1 (B) y ATHB2 (C) de plantulas silvestres (No-0) y AOX cultivadas como se describe
en A. Se representa la media de tres réplicas bioldgicas normalizada a los niveles de transcrito del gen
UBQ10 vy el SE. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas para cada condicion
de luz respecto a No-O (Prueba t de Student; *P<0,05).

Estos resultados, junto con otros disponibles del mutante deficiente en PHYA realizados en
nuestras mismas condiciones de luz y crecimiento (Martinez-Garcia et al. 2014a), indicaban que
el incremento en la actividad phyA reducia la respuesta a la sombra tanto a nivel de
alargamiento del hipocotilo como de regulacion rapida de la expresidon génica.

Nos planteamos la posibilidad de que C. hirsuta pudiera tener aumentados los niveles de phyA
y esto contribuir a la falta de respuesta del hipocotilo a la sombra simulada. Por este motivo
comparamos los niveles de transcrito PHYA y de proteina PHYA en plantulas silvestres de las dos
especies comparando los dias 3,5y 7 de desarrollo. La cuantificacion de los niveles de transcrito
de PHYA por RT-qPCR se llevo a cabo utilizando oligonucleétidos especificos en una secuencia
compartida de ambas especies, lo que permitia comparar directamente los niveles de expresion
entre ambos genes (Figura R2.5), y se normalizé con el gen de referencia ELONGATION FACTOR
1-ALPHA (EF1a) de cada especie.
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A. thaliana PHYA ATGTCAGGCTCTAGGCCGACTCAGTCCTCTGAGGGCTCAAGGCGATCAAGGCACAGEGCTAGGATCATTGCGCAGACCACTGTAGATGCGAA

C. hirsuta PHYA ATGTCEGGGTCTAGGCCGAGTCAGTCCTCTGAGGGCTCAAGGCGATCAAGGCACAGIGCTAGGATCATTGCGCAGACCACTGTAGATGCGAG 92
A thaliana PHYA  CTCCATGCTGATTTTGAGGAGTCAGGCAGETCCTTTGATTACTCAACCTCAGTGCGTGTCACTGGCCCEGTTGTGGAGAATCAGCCACCAAG 185
C. hirsuta PHYA CTCCATGCTGATTTTGAGGAGTCAGGCAGITCCTTTGATTACTCAACCTCAGTICGTGTCACTGGCCCAGT TGTGGAGAACCAGCCACCAAG
A thaliana PHYA  GTCTGACAABGTIACCACGACTTATCTTCATCATATACAGAAGGGAAAGCTGATTCAGCCCTTCGGTTGTTTACTTGCCTTGGATGAGAAGA 277
C. hirsuta PHYA GTCTGACAAGGTGACCACGACTTATCTTCATCACATACAGAAGGGARAGCTGATTCAGCCCTTCGGTTGTTTGCTTGCCTTGGATGAGAAGA
A. thaliana PHYA CETTCAAAGTIATTGCATACAGCGAGAATGCATCTGAGCTGTTGACAATGGCECAGTICATGCAGTTCCTAGTGTTGGEGARCACCCTGTTCTA 369
C. hirsuta PHYA CITTCARAGTEATTGCATACAGCGAGAATGCECCTGAGCTGTTGACAATGGCTAGECATGCAGTTCCTAGTGT TGGIGAGCACCCTGTTCTA
A. thaliana PHYA  GGCATTGGGACAGATATAAGGAGTCTTTTCACTGCTCCTAGTGCGTCTGCATTGCAGAAAGCCCTTGGATTTGGAGATGTCTCICTITTGAA

C. hirsuta PHYA GGCATTGGGACAGATATAAGGAGTCTTTTCACTGCTCCTAGTGCETCTGCATTGCAGAAAGCCCTTGGATTTGGAGATGTCTCECTETTARA 461
A. thaliana PHYA TCCCATTCTTGTGCACTGCAGGACTTCTGCAAAGCCCTTTTATGCGATTATCCACAGGGT TACAGGGAGCATCATEATCGACTTTGAACCCG

C. hirsuta PHYA CCCCATTCTTGTGCACTGCAAGACTTTCGCAAAGCCCTTTTATGCAATTGTCCACAGGGTTACAGGGAGCATCATIGTCGACTTTGAACCGG 553
A thaliana PHYA TGAAGCCTTATGAAGTCCCCATGACAGCTGCTGGTGCCTTACAATCATACAAGCTCGCTGCCAAAGCAATCACTAGGETGCARTCTTTACCC

C. hirsuta PHYA TGAAGCCTTATGAAGTCCCCATGACAGCTGCTGGTGCCTTACAATCATACAAGCTCGCTGCCAAAGCAATCACTAGGETGCAGTCTTTECCC 645
A. thaliana PHYA  AGCGGGAGTATGGAAAGGCTTTGTGATACAATGGTTCAAGAGGTTTTTGAACTCACGGGGTATGACAGGGTGATGGCTTATAAGT TTCATGA 737
C. hirsuta PHYA AGCGGGAGCATGGARAGGCTTTGTGATACGATGGT TCAGGAGGT TTTTGAACTCACAGGGTATGACAGGGTGATGGCTTATAAGT TTCATGA
A thaliona PHYA  AGATGATCACGGTGAGGTEGTCTCEGAGGTTACAAAACCTGGECTEGAGCCITATCTTGGGCTGCATTATCCTGCCACCGACATCCCTCAAG 829
C. hirsuta PHYA AGATGATCACGGTGAGGTAGTCTCEGAGGTTACAAAACCTGGACTIGAGCCATATCTTGGGCTGCATTATCCAGCCACCGACATCCCTCAAG
A thaliana PHYA  CAGCECGTTTTCTGTITTATGAAGAACAAGGTCCGGATGATAGTTGATTGCAATGCAAAACATGCTAGGGTGCTTCAAGATGARAAGCTTTCC 91
C. hirsuta PHYA CAGCECGTTTTICTGTTATGAAGAACAAGGTIICGCATGATCGTTGATTGCAATGCAAAACATGCTAGAGTGCTTCAAGATGAAAAGCTTTCC
A. thaliana PHYA  TTTGACGCTTACCTTGTGTGGCTCCACCCTTAGAGCACCGCACAGCTGCCATTTGCAGTACATGGCCAACATGGATTCAATTGCATCTCTGGT 1013
C. hirsuta PHYA TTTGATCTTACCTTGTGTGGCTCCACCCTTAGAGCACCGCACAGCTGCCATTTGCAGTACATGGCCAACATGGATTCAATTGCATCTCTGGT
A thaliana PHYA  TATGGCGGTTGTAGTTAACGAGGAAGATGGAGAAGGGGATGCTCCTGATGCTACTACACAGCCTCAARAGAGARAGAGACTATGGGGTTTAG 1105
C. hirsuta PHYA TATGGCGGTTGTAGTTAACGAGGAAGATGGAGAAGGGGATGCTCCTGATHCTACTACACAGCCTCAAAAGAGAAAGAGACTATGGGGTTTGG
A thaliana PHYA  TGGTTTGTCACAATACGACTCCGAGGTTTGTTCCATTTCCTCTCAGGTATGCCTGTGAGTTTCTAGCTCAAGTGTTTGCCATACACGTCAAT 1197
C. hirsuta PHYA TGGTTTGTCATAACACAACTCCTAGGTTTGTTCCETTTCCTCTCAGGTATGCCTGTGAGTTTCTAGCTCAGGTGTTTGCCATACACGTCAAT
A. thaliana PHYA  ARNGGAGGTGGAACTEGATAACCAGATGEGTGGAGAAGAACATTTTGCGCACGCAGACACTCTTGTGCGATATGCTGATGCGTGATGCTCCACT 1289
C. hirsuta PHYA AAAGAGGTGGAACTGGAGAACCAGATIGTGGAGAAGAACAT TTTGCGCACACAGACACTCTTGTGCGATATGCTGATGCGTGATGCTCCACT
A. thaliana PHYA  GGGEATTGTGTCGCABAGCCCCAACATAATGGACCTTGTGAAATGTGATGGAGCAGCTCTCTTGTATAAAGACAAGATATGGAAACTGGGAA 1381
C. hirsuta PHYA GGGAATTGTGTCACAGAGCCCCAATATAATGGACCTTGTGAAATGTGATGGAGCAGCTCTCTTGTATAAAGACAAGATATGGAAACTGGGAA
A thaliana PHYA  CAACTCCAAGTGAGTTCCAGCTGCAGGAGATAGCTTCATGGTTGTETGAATACCACATGGATTCAACGGGTTTGAGCACTGATAGETTGCAT

C. hirsuta PHYA CAACTCCAAGTGATTTCCATCTGCAGGAGATAGCTTCATGGTTGTATGAATATCATACGGATTCAACGGGTTTGAGCACTGATAGETTGCAC 1473
A. thaliana PHYA  GACGCEGGGTTTCCTAGGGCTCTATETCTEGGGGATTCEGTATGTGGEATGGCAGCTGTGAGEATATCATCEARAGACATGATTTTCTGGTT

C. hirsuta PHYA GATGCIGGGTTTCCTARGGCTCTAGETCTAGGGGAT TCAGTATGTGGAATGGCAGCTGTGAGAATATCGTCIAAAGACATGAT TTTCTGGTT 1565
A. thaliana PHYA ~ CCGTTCTCATACCGCTGGTGAAGTGAGATGGGGAGGTGCEAAGCATGATCCAGATGATAGGGATGATGCAAGGAGAATGCACCCARGGTCAT

C. hirsuta PHYA CCGTTCTCATACCGCTGGTGAAGTGAGATGGGGAGGTGCAAAGCATGATCCAGATGATAGGGATGATGCAAGGAGAATGCATCCGEGGTCIT 1657
A. thaliana PHYA  CGTTCAAGGCTTTCCTTGAAGTGGTCAAGACAAGGAGTTTACCETGGAAGGACTATGAGATGGATGCCATACACTCCTTGCAACTTATTITG 1749
C. hirsuta PHYA CETTCAAGGCTTTCCTTGAAGTGGTCAAGACAAGGAGTTTACCETGGAAGGACTATGAGATGGATGCCATACACTCCTTGCAGCTTATTETG
A thaliana PHYA  AGGAATGCTTTCAAGGATAGTGAAACTACTGATGTGAATACAAAGETCATETACTCGAAGCTAAATGATCTCAAAATTGATGGTATACAAGA

C. hirsuta PHYA AGGAATGCTTTCAAGGATGGTGAAAGTACTGATGTGAATACAAAGATCATCCACTCGAAGCTGAATGAGCTAAAAATTGATGGTATACAAGA 1841
A thaliana PHYA  ACTAGAAGCTGTGACCAGTGABATGGTTCGTTTAATTGAGACTGCTACGGTGCCAATATTGGCGGTTGATTCTGATGGAGTGGTTAATGGET 1933
C. hirsuta PHYA ACTAGAAGCTGTCACCAGTGAAATGGTTCGTTTAATTGAGACTGCTACGGTGCCAATATTGGCGGT TGATTCTGATGGATNTGGTTAATGGET
A thaliana PHYA  GGAACACGAAAATTGCTGAGCTGACTGGTCTTECEGTTGATGAAGCAATCGGGAAGCATITCCTCACACTTGTTGAAGATTCTTCAGTGGAA 2025
C. hirsuta PHYA GGAACACGAAAATTGCTGAGCTGACTGGTCTTCCEGTTGATGAAGCAATCGGGAAGCATETCCTCACACTTGT TGAGGATTCTTCAGTGGAA
A thaliana PHYA  ATEGTTAAAAGGATGETAGAGAAEGCATTAGAAGGAACEGAGGAGCAGAATGTCCAGTTTGAGATCAAGACACATCTGTCEAGGGCTGATGC 2117
C. hirsuta PHYA ATTGTTAAAAGAATGITAGAGAATGCATTAGAAGGAACEGAGGAGCAGAATGTCCARTTTGAGATCAAGACACATCTGTCAAGGGCTGATGC
A thaliana PHYA TGGGCCAATAAGTTTAGTTGTAAATGCATGEGCAAGTAGAGATCTCCATGAAAACGTGGTTGGGGTGTGT TTTGTAGCECATGATCTTACTG 2209
C. hirsuta PHYA TGGGCCAATAAGTTTAGTTGTAAATGCATGIGCGAGTAGAGATCTCCATGAAAACGTGGTTGGGGTGTGT TTTGTAGCACATGATCTTACTG
A. thaliana PHYA GCCAGAAGACTGTGATGGACAAGTTTACEEGGATTGAAGGTGATTACAAGGCAATCATCCAAAATCCARAECCGCTGATCCCEGCCAATATTT 2301
C. hirsuta PHYA GCCAGAAGACTGTGATGGACAAGT TTACTAGGATTGAAGGTGATTACAAGGCGATCATCCAAAACCCARATCCGCTGATCCCTCCEATATTT
A thaliana PHYA GGTACEGATGAGTTTGGATGGTGCACAGAGTGGAATCCAGCAATGTCARAGTTAACCGGI TTGAAGCGAGAGGAAGTGATTGACARABATGCT 2393
C. hirsuta PHYA GGEACEGATGAGTTTGGTTGGTGTACGGAGTGGAATCCAGCAATGTCAAAGT TAACCGGAT TGAAGCGEGAGGAAGTGATGGACAAGATGCT
A. thaliana PHYA CTTAGGAGAAGTAT TIGGGACECAGAAGTCATGTTGTCGTCTAAAGAATCAAGAAGCCTTTGTAAACCTTGGGATTGTGCTGAACARTGCTG 2485
C. hirsuta PHYA GTTAGGAGAGGTCTTCGGAACTCAGAAGTCITGTTGTCGTCTAAAGAATCAAGAAGCCTTTGTAAACCTTGGGATTGTGCTGAACAGTGCTG
A. tha”ana PHVA TGACCAGTCAAGAFCCAGAGAAAGTATCEBTTTGCTTTCTTTACAAGAGGTGGCAAGTATGTGGAGTGTCTETTGTGTGTEAGTAAGAAACTG

C. hl‘l’SUtﬂ PHYA TGACCAGTCAGGAGTCAGAGAAAGTEGTCECTTTGCTTTCTTTACAAGAGGTGGCAAGTATATCGAGTGTCTATTGTGTGTAAGTAAGAAACTA 2577
A thﬂliana PHYA GACAGGGAAGGTGTAGTGACAGGEGTCTTCTGTTTCCTGCAACTTGCOEAGCCATGAGCTGCAGCAAGCGCTCCATGTTCAACGTETAGCTGA

C. hirSUta PHYA GACAGGGAAGGTGTAGTGACEGGEGTCTTCTGTTTCCTGCAACTTGCPTAGCCATGAGCTGCAGCAAGCGCTCCATGTTCAGCGTETAGCTGA 2669
A thﬂ/fana PHYA GCGAACEGCAGTGAAGAGACTAAABGCTCTAGCATACATAAAAAGACAGATCAGGAATCCGCTATCEGEGATCATGTTTACAAGGAAAATGA

C hirsuta PHYA GCGAACAGCEGTTGAAGAGACTAAARAGCTCTEGCATACATAAAAAGACAGATCAGGAATCCGCTEGTCEGAGATCATGTTTACEAGGAAAATGA 2761
A tha[[ana PHYA TAGAGGGTACTGAATTAGGACCAGAGCABAGACGGATTTTGCAAACTAGCGCGTTATGTCAGAAGCAACTAAGCAAGATCCTIEGATGATTCG 2853
C hirsuta PHYA TEGAGGGEACTGAATTAGGACCAGAGCABGAGACGGATTTTGCAAACTAGCGCGTTATGTCAGAAGCAACTEAGCAAGEGTCCTIEGATGATTCG
A tha”ana PHYA GATCTTGAAAGCATCATTGAAGGEBTGETTGGATETEGAAATGAAAGAATTCACCTTAAATGAAGTGTTEBACTGCTTCCACAAGTCAAGTAAT 2945
C hirsuta PHYA GATCTTGAAAGCATCATTGAAGGATGETTGGATETGGAAATGAAAGAGTTCAGCTTAARACGAAGTGTTAACTGCTTCCACAAGTCAAGTAAT
A thg/fana PHYA GATGAAGAGTAACGGAAAGAGTG CGGATAACAAATGAG. GGAGAAGAAGTBATGTCTGABACTTTGTATGGAGACAGTATTAGGCTTC 3037
C hifsutﬂ PHYA GATGAAGAGTAATGGAAAGAGEG ATAACAAATCAC GGAGAAGAAGTEATGTCTGATACTTTGTATGGAGACAGTATTAGGCTTC

. >>
A thaliana PHYA AACAAGTCTTGGCAGATTTCATGCTEATGECTHIAAACTTTACACCATCCHSAGGTCAGCTAACTGTTECAGCTTCOEBTGAGGAAGGATCAG 3129
C hirsuta PHYA AACAAGTCTTGGCAGATTTCATGCTECATGECTHIAAACTTTACACCATCCHSAGGTCAGCTAACTGTTEGCAGCTTCORTGAGGAAGGATCAG

. <<M 6
A, tha/fana PHYA CTEGGGCGETCTGTGCATCTTGCTAATETAGABGATCAGGETAACGCATACCGGAGCTGGGATRCCEGAGTTTTTACTAAACCAAATGTTTGG 3221
C h"rsuta PHYA CTPGGGCGATCTGTGCATCTTGCTIATETAGAAATCAGGETAACGCATACCGGAGCTGGGATGCCAGAGTTTTTEGCTAAACCAAATGTTTGG
A thaliana PHYA GACEGAGGAAGATGTGTCAGABRGAAGGATTGAGCTTAATGGTTAGCEGGAAACTGGTGAAGCTGATGAATGGAGATGTTCAGTACTTGAGAC 3313
C h,’rsuta PHYA GACAGAGGAAGATGTGTCAGAGGAAGGATTGAGCTTEATGGTTAGCAGGAAACTGGTGAAGCTGATGAATGGAGATGTTCAGTACTTGAGAC
A thaliana PHYA ARGCTGGEAAATCEAGTTTCATTATCACTGCEGAACTCGCTGCAGCAAACAAGTAG 3369
C. hirsuta PHYA AAGCTGGAAAATCGAGTTTCATTATCACTGCIGAACTCGCTGCAGCGAACAAGTAG

94,4% de similitud entre PHYA de A. thaliana y C. hirsuta

Figura R2.5. Alineamiento de las secuencias de cDNA de PHYA de A. thaliana y C. hirsuta. En gris se
marcan las bases que difieren entre las dos especies. En rojo se indican los oligos (MJO75+MJO76)
empleados para la comparacién y cuantificacion de los niveles de PHYA entre estas dos especies mediante
RT-qPCR.
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Debido a que la expresidon de PHYA se reprime por luz, y la proteina PHYA es fotolabil, es decir,
se degrada en presencia de luz (Clough & Vierstra 1997; Bauer et al. 2004; Seo et al. 2004), las
plantulas crecieron y se recogieron en oscuridad (Figura R2.6A, plantulas etioladas,
caracterizadas por mostrar los cotiledones cerrados, sin expandir y el hipocotilo muy largo). Se
observé que los niveles de PHYA para las dos especies eran similares en el dia 3 (d3), apenas
cambiaban con la edad de la plantula en A. thaliana y aumentaban significativamente en C.
hirsuta a partir del dia 5 (d5) (Figura R2.6B). Para cuantificar los niveles de proteina PHYA (Figura
R2.6C, D), se realizd una extraccion total de proteinas en condiciones desnaturalizantes, que se
separaron por electroforesis. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y se
detectd el PHYA con un anticuerpo monoclonal especifico (anti-phyA 0.73D) (Quail et al. 1995);
como control de carga se utilizd un anticuerpo monoclonal comercial contra la TUBULINA (anti-
TUB). La comparacién de niveles de PHYA:TUB se llevd a cabo entre muestras de plantulas de
las dos especies de la misma edad. En d3 los niveles de PHYA:TUB eran similares entre especies
mientras que en d5 y d7 eran significativamente mas altos en C. hirsuta, resultados que estaban
de acuerdo con la tendencia que se habia observado en los niveles relativos de expresion del
PHYA.

Conjuntamente, estos resultados indicaban que en C. hirsuta la acumulacién de transcrito y de
proteina PHYA en plantulas etioladas es mayor que en A. thaliana, sugiriendo que este
incremento podria contribuir a las diferencias de respuesta del hipocotilo a la proximidad
vegetal entre las dos especies.
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Figura R2.6. Niveles de transcrito PHYA y proteina PHYA en A. thaliana y C. hirsuta en oscuridad. (A)
Esquema del disefio experimental utilizado. Tras la estratificacion durante 4 dias a 4°C, la germinacién de
semillas se indujo transfiriendo las placas a 22°C e irradidndolas 2 horas con luz W (d0O, indicado con una
flecha). A continuacién, las placas se mantuvieron en oscuridad a 22°C y se recolectd el material a los 3
(d3), 5 (d5) y 7 (d7) dias (indicado con un circulo). (B) Niveles relativos de mRNA de PHYA en plantulas
crecidas en las condiciones descritas en A para cada especie. Las barras representan la media normalizada
a los niveles de transcrito del gen EF1a y el SE de tres réplicas bioldgicas. (C) Deteccién de las proteinas
PHYA (banda superior) y tubulina (TUB, banda inferior) en extractos de plantulas crecidas como se indica
en A. Las bandas se detectaron por inmunoblot usando anticuerpos especificos contra las proteinas PHYA
(anti-phyA) y TUB (anti-TUB), que se us6 como control de carga. (D) Niveles de proteina relativizados a los
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del PHYA de A. thaliana (normalizados con los de TUB). En B, los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas para cada dia y especie (datos relativos al nivel de PHYA de A. thaliana en
d3). En D, los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre especies para cada
dia (Prueba t de Student; *P<0,05; ** P<0,01).

2.3. Estrategias para el analisis comparativo entre especies.

2.3.1. Estrategia directa: Identificacion y caracterizacidn de lineas transgénicas de C. hirsuta
con niveles reducidos de fitocromo A (phyA).

Con el fin de estudiar la hipétesis de que niveles altos o bajo de phyA podrian resultar en la
diferencia de entrategia de tolerancia o en la huida de la sombra, se generaron y analizaron
lineas de C. hirsuta con niveles reducidos de phyA mediante sobreexpresion de un RNAi (en
inglés, RNA interference) dirigido contra el gen que codifica el PHYA de C. hirsuta (RNAi:ChPHYA)
(plasmido pCT31 generado por C. Then). Tras la transformacién de plantas de C. hirsuta con este
plasmido, se obtuvieron un total de 25 plantas transgénicas independientes (transformantes
primarios, T1). En la generacidn T2 se determind que un total de 9 lineas tenian 1 insercion de
T-DNA, que en la generaciéon T3 llevamos a homocigosis. Finalmente seleccionamos tres lineas
RNAI:ChPHYA (#0532, #0865 y #134) para caracterizarlas molecular, genética y fisiolégicamente.
El analisis de los niveles de expresion de ChPHYA por RT-gPCR en plantulas etioladas de 4 dias
mostro que en las diferentes lineas analizadas los niveles de ChPHYA estaban significativamente
reducidos (un 80%) respecto a los de la linea Ox silvestre (Figura R2.7A, B). Asimismo, la proteina
PHYA no se detectaba en analisis de inmunoblot (experimentos realizados por E. Botterweg)
(Figura R2.7A, C). Estos resultados indicaban que el RNAI dirigido contra el gen ChPHYA habia
funcionado y habia resultado en plantas con niveles reducidos de fotorreceptor.
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Figura R2.7. Niveles de PHYA y phyA en plantulas etioladas de lineas transgénicas RNAi:PHYA de C.
hirsuta. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal y como se detalla en la
Figura R2.6A, y el material bioldgico se recogié en dia 4 (d4). (B) Cuantificacidn de los niveles de mRNA de
PHYA de plantulas crecidas en las condiciones descritas en A. Las barras representan la media normalizada
a los niveles de transcrito del gen EF1a y el SE de tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican las
diferencias estadisticamente significativas para cada linea RNAi:ChPHYA respecto a la silvestre (Ox)
(Prueba t de Student; ** P<0,01). (D) Deteccidn por analisis inmunoblot de proteina PHYA y TUB en
extractos de plantulas crecidas como se indica en A. Las bandas se detectaron usando anticuerpos
especificos anti-phyA y anti-TUB.
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El andlisis del alargamiento del hipocotilo (Figura R2.8) mostré que las plantulas RNAi:ChPHYA
se alargaban significativamente mas en respuesta a sombra simulada que las Ox, tal y como se
observaba en los mutantes phyA en A. thaliana respecto al Col-0 (Martinez-Garcia et al. 2014).

El conjunto de estos resultados indicaba que la reduccion de los niveles de ChPHYA resultaba en

plantulas que respondian a sombra simulada alargando sus hipocotilos, tal como habiamos
postulado. Esto sugeria que el phyA inhibe el alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra
simulada en C. hirsuta.
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Figura R2.8. Longitud del hipocotilo de plantulas de lineas transgénicas RNAi:PHYA de C. hirsuta en
respuesta a sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal y
como se detalla en la Figura R2.1A. (B) Longitud de los hipocotilos de plantulas de C. hirsuta silvestres (Ox)
y RNAi:ChPHYA cultivadas como se describe en A. Se representa la media de la longitud y el SE. Los
asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con W y W+FR
para cada genotipo (Prueba t de Student; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantulas representativas medidas
en B.

2.3.2. Estrategia indirecta: Cribado genético para la identificacion de mutantes en C. hirsuta.

Como estrategia complementaria para identificar componentes implicados en la tolerancia a la
sombra en C. hirsuta se realizd un cribado genético de una poblacion mutagenizada con
MetanoSulfonato de Etilo (EMS, del inglés Ethyl MethaneSulfonate,) de C. hirsuta (poblacidn
cedida por el Prof. M. Tsiantis, Max Planck Institute for Plant Breeding Research, Colonia,
Alemania).

En colaboracién con C. Then se sembraron 100 semillas de cada una de las 200 familias de la
generacion M2 disponibles. Cada familia M2 provenia de 5 plantas de la generacién M1 (Figura
R2.9A). En total se sembraron unos 20.000 individuos que crecieron en sombra simulada hasta
d7 (Figura R2.9B). Debido a la edad de las semillas, la tasa de germinacion fue baja y el aspecto
de las plantulas era muy heterogéneo. No obstante, se determind como parametro de seleccion
gue la longitud del hipocotilo fuera mayor que 6 mm, debido a que las plantas Ox en W+FR
raramente alcanzaban tal longitud en nuestras condiciones del laboratorio (ver Figura R2.1). Con
este criterio, se midio la longitud de los hipocotilos de todas las plantulas totalmente germinadas
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en las condiciones descritas, se identificaron y seleccionaron mutantes putativos. Los mutantes
encontrados se nombraron como sigue: “mx.y”, donde “m” indica que se trata de un mutante,
“x” es el numero de la familia (1 a 200), e “y” un numero correlativo que identificaba cada
individuo encontrado en dicha familia. Asi m181.2 indicaria que se trataba del segundo mutante
de la familia 181 con un hipocotilo mayor de 6 mm de longitud. Inicialmente se encontraron 37
posibles mutantes que se pasaron a tierray crecieron en W para obtener la siguiente generacion
(M3) (Figura R2.9B). De estas plantas, 26 sobrevivieron, llegaron a estadio adulto y produjeron
semillas. En la generacién M3 se confirmaron los resultados incorporando al experimento placas
donde las plantulas crecian tanto en W como en W+FR (por ejemplo, Figura R2.1A), experimento
gue nos permitié establecer si el alargamiento de las plantulas en sombra simulada era

significativamente mayor que cuando crecian en W.

A Material de partida:
* Semillas de C. hirsuta mutagenizadas
con EMS.
e 200 familias (generacién M2).
¢ Cada familia procede de 5 plantas M1.
B
Condicionesdel cribado genético:
1. Siembra equidistante de ~100 semillas 2. Condiciones de crecimiento.
de cada una de las 200 familias (M2).
Familia 1 Familia 2
amilia amilia do d3 d7
[T T T \W+FR
3. ldentificacion y seleccién de plantulas 4. Crecimiento y producciéon de semillas
con hipocotilo con una longitud > 6 mm (M3) de los mutantes putativo:
(M2): mutantes putativos. Comprobacién del fenotipo mutante.
C

Figura R2.9. Esquema del cribado genético para la identificacion de mutantes de C. hirsuta que evitan
la sombra. (A) Se partié de 200 familias de semillas de C. hirsuta mutagenizadas con EMS (generacién
M2). (B) Condiciones del cribado genético: (1) siembra de unas 100 semillas de cada una de las 200 familias
M2; (2) esquema de las condiciones de crecimiento para el cribado (3) identificacidon y seleccion de
posibles mutantes en base a la longitud del hipocotilo; (4) comprobacion del fenotipo mutante en la
generacion M3. (C) Aspecto de una placa con dos familias M2 (181 y 182) tras el cribado genético; los
circulos rojos sefialan los dos individuos seleccionados en la familia 181, denominados m181.1y m181.2.
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Los 26 mutantes se clasificaron en dos tipos generales: (1) con hipocotilos mas largos que los
silvestres en W+FR pero que apenas se alargaban en W (14 mutantes; p.ej., m10.2); y (2) con
hipocotilos largos tanto en W+FR como en W (12 mutantes; p. ej., m8.3). De éstos, nos
interesaban los mutantes del grupo (1), ya que buscabamos mutantes que hubieran recuperado
la capacidad de responder a sombra en contraste con las plantulas Ox, que mostraban un
crecimiento del hipocotilo similar en ambas condiciones (Figura R2.1B). De los 14 mutantes
obtenidos, nos centramos en los que mostraban fenotipos mas fuertes, es decir, aquellos cuyos
hipocotilos eran mas largos en W+FR. Ademas, con la finalidad de caracterizar las respuestas
dependientes de fitocromos de los mutantes encontrados, se realizaron experimentos en luz
monocromatica FR continua (FRc, percibida por phyA) y R continua (Rc, percibida principalmente
por phyB). Se resumen los resultados en |la Tabla R2.1.

Como resultado de estos estudios, seleccionamos los mutantes m10.2, m31.2, m181.1, m181.2
(marcados con una flecha), que compartian los siguientes fenotipos: hipocotilos mas largos que
los silvestres en W+FR pero iguales o algo mas largos en luz W, hipocotilos etiolados (ciegos) en
FRc e hipocotilos con fenotipo silvestre en Rc. Debido al fenotipo tan alargado de los hipocotilos
observado en sombra simulada, estos mutantes se renombraron como slender in shade (sis).

M3, M4y M5
Respuesta del hipocotilo

Germinacion

Mutantes W+FR FRc Rc y
semillas
m8.3 - WT WT
— m10.2 + Ciega WT
m31.1 - Na Na
—>» | m31.2 ++ Ciega WT
m33.1 - Na Na
m37.1 - Na Na
m39.1 - Na Na
m39.2 + Na Na Sin semillas
m55.1 + WT WT
me66.1 + Na Na Sin semillas
m70.1 +? WT ? Problemas de germinacion
m74.1 ++ WT Na Problemas de germinacion
m77.1 ++ Na Na Sin semillas
m91.1 + Na Na Sin semillas
m96.1 ++? WT WT
m104.2 - WT ? Problemas de germinacion
m110.3 - WT ? Problemas de germinacion
m116.1 ++ Hiposensible  Hiposensible
mi126.2 - Na Na
m133.1 - WT Hiposensible
mi143.4 - Na Na
m147.1 + Ciega Ciega Problemas de germinacién
—»  mislLi ++ Ciega WT
—p  mi8l2 ++ Ciega WT
m194.1 - WT Ciega
m199.1 - Na Na

Tabla R2.1. Resumen de los fenotipos analizados de los putativos mutantes de C. hirsuta que evitan la
sombra encontrados en el cribado genético. Para cada mutante identificado (primera columna izquierda)
se indica la respuesta del hipocotilo cuando crecieron en W+FR, en luz monocromatica FRcy Rc. En W+FR,
las plantas crecieron tal como se indica en la Figura 2.1A. Se indica si el alargamiento en W y W+FR es
significativamente diferente (+, P<0,05; y ++, P<0,01, prueba t de Student). Para los experimentos en FRc
y Rg, tras la estratificacién durante 4 dias a 4°C se indujo la germinacién de semillas de Col-0 y Knox-18
transfiriendo las placas a 22°C e irradiandolas 2 horas con luz W (dO, indicado con una flecha). A las 24 h
del inicio de la induccién de la germinacién, las placas se mantuvieron en oscuridad (Dark, D) o se
irradiaron con distintas intensidades FRc o Rc hasta el dia 4 (d4). Se indica si las plantulas mostraban
hipocotilos etiolados (Ciega), mas largos (Hiposensible) o iguales a los de las linea silvestre (WT) en las
condiciones de luz indicadas; N.a., No analizada; ?, si los resultados no eran concluyentes por poblaciones
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pequenias o resultados contradictorios. Las observaciones detalladas en la columna de la derecha indican
aspectos relacionados con el mantenimiento y analisis de las lineas. Las flechas sefialan los mutantes que
se seleccionaron para su caracterizacién posterior.

Utilizando semillas de las generaciones M4 y M5 se repitieron los experimentos de respuesta
del hipocotilo a sombra simulada, a FRc y a Rc para las lineas especificas indicadas. Excluimos el
mutante m181.2 de estos analisis debido a que en estadio adulto las plantas presentaban un
aspecto poco saludable y nos proporcionaron semillas mas tarde.

El conjunto de andlisis fenotipicos realizados con las semillas de las diferentes generaciones
disponibles de m10.2, m31.2, m181.1 confirmdé que (1) en sombra simulada las plantulas
mutantes presentan hipocotilos mas largos que los silvestres (Figura R2.10A), (2) en FRc eran
etiolados (Figura R2.10B) y (3) en Rc tenian un fenotipo silvestre (Figura R2.10C). La similitud de
respuestas de m10.2, m31.2, m181.1 nos llevé a pensar que podrian ser mutantes para el mismo
gen; ademas, la ceguera de estas plantulas especificamente a FRc recordaba el fenotipo por el
gue se encontrd el mutante de phyA en A. thaliana (Whitelam et al. 1993), lo que sugeria que
podia tratarse de mutantes de PHYA o de alguno de los componentes de su via de sefializacién.
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T 4 2 o **
'gn é 40
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5 20
0 0——
Ox m10.2 m31.2 Ox mi181.1 Ox mi10.2 m31.2 Ox mi81.1
C
do da Figura R2.10. Comparacion de la respuesta del
gc hipocotilo de los tres mutantes de C. hirsuta
Iy seleccionados (generacion M4) a diferentes
2henW condiciones de luz. (A) Longitud del hipocotilo de

plantulas crecidas en W+FR, tal como se
esquematiza en la parte superior. Las plantas

100 silvestres (Ox) y las mutantes m10, m31y m181 se
20 ** - * - germinaron y crecieron tal y como se detalla en la
Figura R2.1A. Se representa la media de la longitud

60 y el SE. (B, C) Longitud relativa del hipocotilo (en %)
20 de plantulas crecidas en luz FRc (B) o Rc (C). La
germinacion de semillas se indujo transfiriendo las

20 placas a 22°C eirradiandolas 2 horas con luz W (dO,
o indicado con una flecha). A continuacidn, las placas

Ox

m10.2 m31.2 mi181.1 se mantuvieron en oscuridad a 22°C durante 24h;

posteriormente se mantuvieron en D o se

transfirieron a FRc (B), o Rc (C) hasta el dia 4 (d4) a 22°C. Como se indica en la parte superior de cada
grafica. En B y C se representa la media y el SE. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente
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significativas (prueba t de Student; ** P<0,01) entre W y W+FR (A) , FRc y D (B) y Rc y D (C) para cada
genotipo.

2.3.2.1. Analisis genéticos.

Los mutantes m10.2y m181.1 (de ahora en adelante m10y m181, respectivamente) se cruzaron
con Ox y en la F2 se determind la proporcion de plantulas con fenotipo mutante y silvestre
(Figura R2.11A). En el momento de realizar estos cruces no disponiamos de semillas de m31.2
por lo que se continud el proceso sin este mutante.

Los analisis de segregacion se realizaron en sombra simulada donde se observé que los datos se
ajustaban a la proporcién 1:3 y la prueba Chi-cuadrado (x?) realizada daba un valor menor a 3,84
(valor presente en las tablas de Chi-cuadrado, para probabilidad mayor o igual a 0,05 y un grado
de libertad) (Figura R2.11B) indicando que el fenotipo sis estaba causado por una mutacion
monogénica y recesiva. A la vez se realizaron analisis de segregacion en FRc, condicién de
crecimiento en que las plantas mutantes son etioladas y las silvestres desetioladas. En las plantas
de la generacion F2 de los cruces m10 x Ox y m181 x Ox, el fenotipo mutante (etiolado en FRc)
y el silvestre también segregaban en una proporcién 1:3 (Figura R2.11C), confirmando los
resultados obtenidos en los analisis de segregacion en sombra simulada. Una vez dispusimos de
esta informacidon, ambos mutantes se cruzaron una vez mas (un total de dos veces) con la linea
silvestre Ox y en la F2 se volvieron a seleccionar los individuos mutantes. Este proceso se llevé a
cabo para eliminar otras mutaciones que pudieran existir y que no tuvieran relacion con el
fenotipo sis pero que pudieran alterar la viabilidad de la planta y/o interferir en el fenotipo
analizado.

A

mio ¢ x o Ox

m181

(F2)

Estudio de la segregacion del fenotipo

B C
do d4
do  d3 d7
[TT . W-+R [N rRc
4
Zhenw
Fenotipo Fenotipo
¥ T
WT: g Mut: X WT: Mut: X

F2:m10 x Ox 20 3 1,75 F2:m10 x Ox 64 25 0,45

F2:m181 x Ox 23 7 0,04 F2:m181x Ox 51 17 0

Figura R2.11. Cruce entre los mutantes (m10 y m181) y la linea silvestre (Ox) para el analisis de
segregacion del fenotipo. (A) Esquema de los cruces realizados. Las semillas de las generacién F2
germinaron y crecieron sombra simulada (B) o en luz FRc (C), tal como se indica en la parte superior y se
detalla en la Figura R2.1A y Figura R2.10 respectivamente. En B y C, las tablas muestran el nimero de
plantulas F2 con fenotipo silvestre (WT) y mutante (Mut) para cada cruce y el resultado del test Chi-
cuadrado (x?) realizado.
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La similitud de los fenotipos mostrados por los mutantes m10 y m181 (Figuras R2.10, R2.11)
sugeria que las mutaciones podrian afectar al mismo gen (es decir, que se trataba de mutaciones
alélicas) o de componentes diferentes pero de la misma via de sefalizacion (mutaciones no
alélicas). Por tanto, se cruzaron entre ellos para llevar a cabo un test de alelismo. Tras el cruce
entre plantas m10y m181, se analizé el fenotipo mutante en la generacién F2 (Figura R2.12B)
(aunque la prueba de alelismo se puede realizar en la generacidn F1, tuvimos problemas de
germinacion con esta generacién y analizamos sélo las plantulas de la F2). Se observd que el
100% de la poblacién tenia fenotipo mutante tanto cuando crecian en sombra simulada (Figura
R2.12B) como en FRc (Figura R2.12C). Estos datos indicaban que los dos mutantes eran alélicos,
es decir, que correspondian a dos mutaciones independientes en el mismo gen, que se
denomind SIS1. Asi, se les renombré como mutantes sis1-1 (m181)y sis1-2 (m10).

A
mi181 % x o mio
(F1)
(F2)
Estudio de la segregacion del fenotipo
B C
do d3 d7 do 4
[T T R i
+
2henW
Fenotipo Fenotipo
WT: {Y Mut: ;’r X2 WT: g Mut: X2
F2:m10 x m181 0 50 150 F2:m10 x m181 0 25 75

Figura R2.12. Test de alelismo de los mutantes m10 y m181. (A) Esquema de los cruces realizados. (B)
Las semillas de las generacidén F2 germinaron y crecieron en sombra simulada (B) o luz FRc (C), tal como
se indica en la parte superior y como se detalla en la Figuras R2.1A y Figura R2.10 respectivamente. Las
tablas muestran el nimero de plantulas F2 con fenotipo silvestre y mutante para cada crucey el resultado
del test chi cuadrado (x?) realizado.
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2.3.2.2.ldentificacion de las mutaciones en sis1.

Como ya se ha mencionado, en base a los fenotipos que se han descrito previamente en A.
thaliana, el comportamiento de los mutantes sis1 se asemejaba al de los mutantes deficientes
en phyA o en componentes de su via de sefializacidn, lo cual sugeria que podrian ser mutantes
para alguno de estos componentes en C. hirsuta (Casal 1996; Johnson et al. 1994b; Hiltbrunner
et al. 2005; Martinez-Garcia et al. 2014a). Para analizar esta posibilidad, se clond, secuencié y
compard la secuencia del gen de ChPHYA de los mutantes sis1-1 (m181), sis1-2 (m10) y m31 con
la secuencia silvestre. Estos estudios se realizaron en colaboracién con dos miembros del
laboratorio, M. Bevilaqua y E. Botterweg. En el caso del mutante m31, se postulé que podria
afectar al mismo gen, ya que tenia el fenotipo de respuesta del hipocotilo a sombra y a FRc muy
similar al de sis1-1 vy sis1-2; por este motivo se incorporé en estos analisis. El material de partida
para los clonajes fue DNA gendmico de plantulas, del que amplificamos dos fragmentos
manejables con oligonucledtidos especificos. El gen ChPHYA tiene un tamafio de 3355 pares de
bases (base pair; bp) y amplificamos dos fragmentos de 2400 bp y 1700 bp que compartian una
secuencia de solapamiento de unos 400 bp. Estos productos de PCR se purificaron y subclonaron
en un vector pCRII-TOPO para la posterior secuenciacién de los insertos.

Los resultados de la secuenciacion mostraron que en cada uno de los mutantes sis1 habia una
mutacion puntual en la secuencia genémica del ChPHYA (Figura 2.13A). Ademas, el mutante
m31 también mostraba una mutacion en el gen ChPHYA, lo que confirmaba que se trataba de
otro alelo mutante de sis1, por lo que de ahora en adelante se nombrara como sis1-3. En el caso
de sis1-1y sis1-3, las mutaciones puntuales introducian un codén stop temprano en la secuencia
de la proteina PHYA correspondiente, mientras que el mutante sis1-2 resultaba en un cambio
de aminoacido con caracteristica apolar (Gly, G) a uno con carga negativa (Glu, E). Ademas,
alineamientos realizados en el laboratorio del gen de PHYA de diferentes especies vegetales
(alineamiento no mostrado) se observd que esta G era un residuo conservado tanto en
miembros de la familia de las brasicaceas como de otras familias mas lejanas filogenéticamente.
La inmunodetecciéon de la proteina PHYA en plantulas etioladas mostré que en los extractos del
mutante sis1-2 y de la linea Ox se detectaba una banda que corresponderia a una proteina de
tamano similar mientras que en los de los mutantes sis1-1 y sis1-3 no se detectaba ninguna
banda (Figura 2.13B).

Estos resultados los interpretamos como: mientras que los alelos mutantes sis1-1 y sis1-3 no
producian proteina PHYA, el alelo mutante sis1-2 producia una proteina PHYA que no era
funcional. Asi pues, los analisis a nivel proteico ChPHYA en los distintos mutantes sis1 eran
consistentes con las lesiones moleculares en la secuencia gendmica que identificamos por
secuenciacioén, evidenciando que SIS1 codificaba el gen ChPHYA e indicando que los mutantes
sis1 identificados eran mutantes de pérdida de funcidn (knock-out) para este fitocromo.
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Figura R2.13. Cambios en la secuencia del gen ChPHYA en los mutantes sis1. (A) Detalles de la secuencia
de DNA de ChPHYA donde se muestra la ubicacion de los cambios de los mutantes (sis1-1, sis1-2y sis1-3)
respecto a la secuencia del WT (Ox). La secuencia de aminoacidos predicha se muestra debajo de cada
triplete de DNA. (B) Analisis inmunoblot de la proteina PHYA en las plantas WT (Ox), sis1-1, sis1-2y sis1-3
realizado tal y como se detalla en la Figura R2.6A. Las plantas para analisis de inmunoblot crecieron como
se detalla sobre la figura y como se detalla en la Figura R2.6A, y el material bioldgico se recogié en dia 4
(d4).

A continuacidn, nos centramos en la caracterizacién de los mutantes sis1 y su comparacién con
mutantes de pérdida de funcidn del phyA en A. thaliana.

2.4. Estudio fisioldgico de los mutantes sis1.

Como el mutante sis1-3 se caracterizé mas tarde, no llegamos a cruzarlo con la linea Ox. Por esta
razon solo caracterizamos en profundidad los mutantes sis1-1 y sis1-2 y comparamos sus
respuestas con las del mutante de A. thaliana phyA-501, alelo disponible y caracterizado en el
laboratorio (Martinez-Garcia et al. 2014).

2.4.1. Comparacion de las respuestas a la luz entre especies.

Tal como se ha comentado al inicio del capitulo, los tratamientos de W+FR empleados para las
plantulas de C. hirsuta simulaban la sombra producida por un dosel vegetal (que resulta en R:FR
muy bajas, <0,05). Nos planteamos realizar un andlisis de la respuesta del hipocotilo en
mutantes de A. thaliana (phyA-501) y C. hirsuta (sis1-1, sis1-2) en diferentes razones de R:FR,
gue simulan condiciones naturales con las que las plantas lidian en sus habitats: desde sombra
producida por un dosel vegetal (R:FR muy bajas, de ~0,03) a sombra por proximidad de
vegetacion (R:FR bajas o intermedias, 0,05-0,09). La condicidn sin sombra vegetal, W, se describe
como R:FR alta (>1,5). Las plantulas silvestres de A. thaliana (Col-0) tratadas con cualquier tipo
de sombra simulada (R:FR 0,03 a 0,09) mostraban hipocotilos mas largos que las mantenidas en
W (R:FR >1,5). Los hipocotilos de las plantulas phyA-501 crecidas en condiciones de sombra
producida por dosel (R:FR 0,03) eran significativamente mas largos que los de Col-0. Esta
diferencia de elongacién del hipocotilo entre phyA-501 y Col-0 se atenuaba (R:FR 0,05) y
desaparecia (R:FR 0,09) en condiciones de proximidad vegetal, como habiamos descrito en
(Martinez-Garcia et al. 2014) (Figura R2.14B).
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Las plantulas silvestres de C. hirsuta (Ox) no presentaban cambios sustanciales en el
alargamiento del hipocotilo en ninguna de las condiciones de sombra aplicadas respecto a las
crecidas sin sombra vegetal (R:FR >1.5). En cambio, las plantulas mutantes sis1-1 y sis1-2
presentaban hipocotilos mas largos que las plantulas silvestres en todas las condiciones de
sombra estudiadas (Figura R2.14C).

En resumen, tanto las plantulas de phyA-501 de A. thaliana como las de sis1-1 y sis1-2 de C.
hirsuta presentaban hipocotilos mas largos que las plantulas silvestres cuando crecian en
condiciones de sombra con razén R:FR muy bajo o bajo. Sin embargo, los mutantes sis1-1vy sis1-
2 presentaban hipocotilos mas largos que las plantulas silvestres en todas las condiciones de
sombra estudiadas.
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Figura R2.14. Longitud del hipocotilo de plantulas mutantes en PHYA de A. thaliana y C. hirsuta en
respuesta a diferentes razones de R:FR. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas
crecieron tal y como se detalla en la Figura R2.1A. (B) Longitud de los hipocotilos de plantulas silvestres y
mutantes en PHYA de A. thaliana (phyA-501) y (C) C. hirsuta (sis1-1 y sis1-2) cultivadas como se indica en
A. La razon R:FR variaba de muy baja (0,03), baja (0,05), intermedia (0,09) a alta (> 1,5). Se representa la
media de la longitud de los hipocotilos para cada razén R:FR aplicada y el SE. Los asteriscos indican las
diferencias estadisticamente significativas entre plantulas mutantes respecto a las WT para cada especie
crecidas en la misma razon R:FR (Prueba t de Student; ** P<0,01).

Ademads analizamos las respuestas de estas lineas mutantes en la desetiolacion en luz
monocromatica de diferentes colores. En este tipo de experimentos, tras la estratificacion
durante 4 dias a 4°C se indujo la germinacién de las semillas transfiriendo las placas a 22°C e
irradiandolas 2 horas con luz W (d0). A las 24 h del inicio de la induccidn de la germinacion, las
placas se mantuvieron en oscuridad (Dark, D) o se irradiaron con distintas intensidades de luz
monocromatica azul continua (Blue continuous; Bc, percibida mayormente por los
criptocromos) (Figura R2.15A), Rc (percibida principalmente por phyB) (Figura R2.16A) o FRc
(percibida por phyA) (Figura R2.17A).

72



Capitulo 1l Resultados

La respuesta de las plantulas mutantes se estimé midiendo la longitud del hipocotilo en las
diferentes intensidades de luz aplicada (representadas como F4, F2/F1 y FO), experimentos que
dieron lugar a curvas dosis-respuesta para los tres colores de luz y para las dos especies. En estos
experimentos se observa que la longitud del hipocotilo de las plantulas silvestres disminuye a
medida que aumenta la intensidad de luz aplicada, tal como estaba descrito para A. thaliana.
Los hipocotilos de las plantulas phyA-501 de A. thaliana y las sis1-1 vy sis1-2 de C. hirsuta eran
ligeramente mds largos que los de las plantulas silvestres en todas las intensidades de luz Bc
empleadas (Figuras R2.15B, C).

Estos resultados indicaban que la ausencia de phyA provoca una cierta hiposensibilidad a Bc en

ambas especies, indicando que phyA se comportaigual en A. thaliana y C. hirsuta en la respuesta
de desetiolacién en Bc.
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Figura R2.15. Longitud del hipocotilo de plantulas mutantes en PHYA de A. thaliana y C. hirsuta crecidas
en luz monocromatica azul (Bc). (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal
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y como se detalla en la Figura R2.10 pero en luz monocromatica Bc. (B) Longitud relativa de los hipocotilos
crecidos en distintas intensidades de luz Bc obtenidas mediante la utilizacion de filtros (FO, F1y F4) y
relativizada a las crecidas en D de cada genotipo, siendo éstas el 100%. Se representa la media y el SE. Los
asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre plantulas mutantes respecto a las
WT para cada intensidad de luz (Prueba t de Student; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantulas representativas
de A. thaliana y C. hirsuta medidas en B. Debajo de cada filtro empleado se detalla la intensidad de luz Bc
resultante.

En los experimentos con Rc se incorporaron como control adicional plantulas del alelo mutante
phyB-9 de A. thaliana, deficiente en phyB, que son practicamente ciegas a luz Rc. Se observo
gue los hipocotilos del mutante phyB-9 eran mas largos que los de Col-0 y phyA-501 en todas las
intensidades de Rc aplicadas, de acuerdo con la informacion publicada (Reed et al. 1993).
Ademas, los hipocotilos mutantes phyA-501 eran ligeramente mas largos que las plantulas
silvestres en la mayoria de las intensidad testadas (Figura R2.16B, C); los mutantes sisl
mostraban hipocotilos mas largos que las plantulas silvestres pero sélo en las intensidades mas
altas de Rc empleadas (F1 y FO) (Figura R2.16, panel de la derecha).

Estos resultados indicaban que en ambas especies la ausencia de phyA provocaba una cierta
hiposensibilidad a Rc (Figura R2.16-panel de la izquierda).
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Figura R2.16. Longitud del hipocotilo de plantulas mutantes en PHYA de A. thaliana y C. hirsuta crecidas
en luz monocromatica Rc. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal y como
se detalla en la Figura R2.10C. (B) Longitud relativa de los hipocotilos crecidos en distintas intensidades
de Rc obtenidas mediante la utilizacion de filtros (FO, F1 y F4) y relativizada a las crecidas en D de cada
genotipo, siendo éstas el 100%. Se representa la media y el SE. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas entre plantulas mutantes respecto a las WT para cada condicién de luz
(Prueba t de Student; *P<0,05; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantulas representativas de A. thaliana y C.
hirsuta medidas en B. Debajo de cada filtro empleado se detalla la intensidad de luz Rc resultante.

En los experimentos con FRc, los hipocotilos de phyA-501 eran mucho mas largos que los de Col-
0 en todas las intensidades de luz aplicadas, y mostraban un aspecto etiolado similar al de las
plantulas crecidas en D (Figura R2.17B, C), de acuerdo con la informacién publicada (Cantén &
Quail 1999). Los mutantes sis1 de C. hirsuta también presentabas los hipocotilos largos y un
fenotipo etiolado en todas las intensidades de FRc aplicadas (Figura R2.17B, C).
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Estos resultados indicaban que los mutantes deficientes en phyA de ambas especies no son
capaces de percibir FRc.
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Figura R2.17. Longitud del hipocotilo de plantulas mutantes en PHYA de A. thaliana y C. hirsuta crecidas
en luz monocromatica FRc. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal y
como se detalla en la Figura Figura R2.10B. (B) Longitud relativa de los hipocotilos crecidos en distintas
intensidades de FRc obtenidas mediante la utilizacion de filtros (FO, F2 y F4) respecto a las crecidas en D
de cada genotipo, siendo éstas el 100%. Se representa la media y el SE. Los asteriscos indican las
diferencias estadisticamente significativas entre plantulas mutantes respecto a las WT para cada
intensidad de luz (Prueba t de Student; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantulas representativas de A. thaliana
y C. hirsuta medidas en B. Debajo de cada filtro empleado se detalla la intensidad de luz FRc resultante.
En resumen, los experimentos de desetiolacion mostraron que los mutantes deficientes en phyA
de A. thaliana y C. hirsuta son ligeramente hiposensibles a Bc y Rc y ciegos a FRc, indicando que
el papel de phyA en la percepcién de las diferentes luces monocromaticas es similar en ambas
especies.
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Tras estos experimentos nos planteamos si la ausencia de phyA podria alterar la acumulacién de
pigmentos fotosintéticos en respuesta a la sombra simulada. Los niveles de CRT y CHL se
redujeron significativamente en respuesta a sombra simulada tanto en plantulas silvestres de A.
thaliana (reduccién del ~15-20%) como en C. hirsuta (reduccion del ~10%), tal como se describid
previamente (Figuras R2.2, R2.18). Tanto las plantas de phyA-501 como las de sis1-1 vy sis1-2
presentaban una mayor reduccion de los niveles de CRT respecto a Col-0 y Ox, respectivamente,
en respuesta a sombra (reducciéon del ~ 30% en phyA-501 y del ~ 25-30% en sis1) (Figura
R2.18B). Por lo que respecta a los niveles de CHL, los patrones de acumulacidén era muy similares
a los observados para los CRT. Tanto las plantas phyA-501 como las sis1-1y sis1-2 presentaban
una mayor reduccién de los niveles de CRT respecto a las plantulas silvestres en respuesta a
sombra simulada (reduccion del ~ 30% tanto en phyA-501 como en sis1) (Figura R2.18C).

En general, los mutantes sis1-1y sis1-2 de C. hirsuta presentaban una disminucién muy similar
para ambos pigmentos fotosintéticos (CRT y CHL), que siempre era sustancialmente mayor en
las plantulas Ox (Figura R2.18B, C).
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Figura R2.18 Acumulacién de pigmentos en plantulas mutantes para PHYA de A. thaliana y C. hirsuta
en respuesta a sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron
tal y como se detalla en la Figura R2.1A. (B,C) Niveles relativos y el SD (en %) de carotenoides (CRT) (B) y
clorofilas (CHL). (C) en plantulas de A. thaliana (Col-0 y phyA-501) y C. hirsuta (Ox y sis1-1, sis1-2) crecidas
como se indica en A. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre plantulas
crecidas en W+FR respecto a W (Prueba t de Student; ** P<0,01).

Al inicio del capitulo se menciond que la expresion de genes marcadores de sombra, como PIL1
0 ATHB2, estaba rapidamente inducida tanto en plantulas de A. thaliana como de C. hirsuta. En
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este punto nos planteamos si phyA tenia un papel en la induccidn de estos genes en respuesta
a sombra simulada (0 a 8h) en C. hirsuta. Observamos que en Ox la expresion de PIL1 y ATHB2
se inducia significativamente a partir de 1h del inicio del tratamiento con sombra simulada. En
los mutantes sis1-1 y sis1-2 la induccion de ambos genes era significativamente mas fuerte que
en el silvestre a las 4-8h del tratamiento con sombra simulada (Figura R.19).

Estos resultados indican que phyA de C. hirsuta inhibe la induccidn tardia por sombra simulada
de los genes PIL1 y ATHB2, al igual que esta descrito para phyA en A. thaliana (Ciolfi et al. 2013)
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Figura R2.19. Efecto de la pérdida de funcidon de PHYA en la expresion de los genes PIL1 y ATHB2 en
plantulas de C. hirsuta en respuesta a sombra simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado.
Las plantas crecieron tal como se indica en la Figura R2.4A. Se recolectaron muestras antes (Oh) y después
de una (1h), cuatro (4h) y ocho horas (8h) de W+FR. (B-C) Niveles de mRNA de PIL1 (B) y ATHB2 (C) de
plantulas Ox, sis1-1 y sis1-2 cultivadas como se describe en A. Se representa la media de tres réplicas
biolégicas normalizada a los niveles de transcrito del gen EF1a y el SE. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas para cada condicion de luz respecto a Ox (Prueba t de Student; ** P<0,01).

En conjunto, hemos observado que en las dos especies estudiadas la ausencia de phyA conduce
a fenotipos similares como una menor acumulacidon de pigmentos fotosintéticos (carotenoides
y clorofilas) y un incremento en la induccién tardia de la expresién de ATHB2 o PIL1 en respuesta
a la sombra simulada. Encontramos diferencias en el alargamiento de los hipocotilos en
respuesta a sombra simulada, ya que mientras los hipocotilos de las plantas phyA-501 de A.
thaliana se diferenciaban de los silvestres principalmente cuando crecian en condiciones de R:FR
muy bajo o bajo, las plantas sis1-1 vy sis1-2 presentaban hipocotilos mas largos que las plantulas
silvestres en todas las condiciones de sombra estudiadas. Estas diferencias de respuestas de los
mutantes phyA-501 vy sis1-1 y sis1-2 nos indujeron a pensar que podrian existir diferencias
especificas entre estas dos especies en componentes aguas abajo en la sefializacién de phyA que
estarian implicados en la supresién del alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra.
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2.5. Complementacion de plantas deficientes en phyA de A. thaliana con
las construcciones pPHYA:PHYA y pPHYA:SIS1.

Tras comparar la secuencia aminoacidica del PHYA de A. thaliana con el de C. hirsuta, no se
observaron diferencias obvias entre la estructura primaria de ambos phyA (Figura R2.20) lo que
sugeria la posibilidad de que ambos fitocromos fueran completamente intercambiables, y que
las diferencias observadas en el papel de phyA entre A. thaliana y C. hirsuta se debieran a
componentes de la sefializacion de las respuestas a la proximidad vegetal aguas abajo del PHYA.

NTE PAS

A thaliana PHYA

C. hirsuta PHYA %0
A thaliana PHYA EKTFKVIAYSENABELLTMASHAVP 181
C. hirsuta PHYA SENABELLTMASH? QKALGFGDVSLLNPILVHCKTSAKPFYATMHRY
GAF
A. thaliana PHYA ) ) VTKPGLED
C. hirsuta PHYA HGEVVSEVTKPGLET H 271
A thaliana PHYA VMA \
C. hirsuta PHYA VMAVVVNEEDG 361
PHY
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PAS-B
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C hirsuta PHYA LHENVVGVCEVAHDLTGQKTVMDKFTRIEGDYKAI IQNPNPLI PPIFGTDEFGWCTEWNPAMSKLTGLKREEVMDKMLLGEVFGTQKSCC
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A thaliana PHYA RITNETGEEVMS DT LYGDS IRLOOV L ADEMLVAVNE T PSGGOL TVBAS LRRDOLGRSVALAN L IRLTHTGAGH PE F LLNOME GTEE DV, 1080
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96,8% de similitud entre PHYA de A. thaliana y C. hirsuta

Figura R2.20. Alineamiento de las secuencias de la proteina PHYA de A. thaliana y C. hirsuta. En gris se
marcan los aminoacidos que difieren entre las dos especies. Se resaltan las diferentes regiones y dominios
delimitados de phyA en A. thaliana (Li et al. 2011) (dominios descritos en la introduccién): Extension del
N-terminal (NTE, 1-69 ; naranja), el dominio PER-ARNT-SIM (PAS, 70-185; verde), una FOSFODIESTERASA
CQMP-ESPECIIFICA ADENIL CICLASA Y FHLA (GAF, 218-412; amarillo) dominio PHYTOCHROMe (PHY, 413-
591; azul), dominio PER-ARNT-SIMA (PAS-A, 621-735; lila), dominio PER-ARNT-SIMB (PAS-B, 750-873;
rosa) y el dominio de HISTIDINAS-KINASAS (HKRD, 750-873; marrén).

Para estudiar esta posibilidad planteamos experimentos de complementacion, en los que
generamos plasmidos binarios para transformar las plantas mutantes phyA-501 de A. thaliana
con el gen PHYA de A. thaliana (Figura R2.21A) o con el de C. hirsuta, que para diferenciarlo
facilmente del de A. thaliana nombraremos como S/S1 (Figura R2.21B), bajo el control del
promotor endégeno de A. thaliana (pPHYA), plasmidos que denominamos pPHYA:PHYA (pMJ86)
y pPHYA:SIS1 (pMJ84), respectivamente.
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) ) Figura R2.21. Construcciones usadas en los
A Iﬁ_ﬁw—-fl pPHYAPHYA ensayos de complementacién de plantas
. mutantes phyA-501 de A. thaliana. Esquema de
las construcciones para expresar el gen PHYA de
5’ 3 A. thaliana (PHYA) (A) y C. hirsuta (SIS1) (B) bajo
B :__-I. PPHYASIST el control del promotor endégeno de PHYA de
Arabidopsis: pPHYA:PHYA 'y pPHYA:SIS1,

respectivamente.

Tras la transformacién de plantas phyA-501 de A. thaliana con el plasmido pPHYA:PHYA se
obtuvieron un total de 25 plantas transgénicas independientes (transformantes primarios, T1).
En la generacién T2 se determind que un total de 8 lineas tenian 1 insercion de T-DNA, que en
la generacion T3 llevamos a homocigosis. Se analizé el fenotipo de desetiolacidon en FRc en la
generacion T2 (en la que el transgen esta segregando), condicién que permite distinguir las
plantas mutantes etioladas de las silvestres desetioladas, que nos llevd a seleccionar 5 lineas
homocigotas en la T3 que tenian diferentes grados de complementacion del fenotipo silvestres,
lineas que nombramos como pPHYA:PHYA (phyA-501). Posteriormente, en la T3 medimos la
respuesta de alargamiento del hipocotilo durante la desetiolacién en FRc (Figura R2.22) de las 5
lineas homocigotas independientes pPHYA:PHYA (phyA-501) #02F1, #06F5, #093, #011F2 y
#232, donde observamos que las lineas seleccionadas tenian diferente longitud del hipocotilo
(relativa a D) lo que nos indicaba que existian diferentes niveles de complementacién debido a
probablemente a la variabilidad del sitio de insercion del T-DNA y a los diferentes niveles de
expresion de las lineas.
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Figura R2.22. Longitud del hipocotilo de plantulas pPHYA:PHYA (phyA-501) crecidas en luz
monocromatica FRc. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal y como se
detalla en la Figura R2.10B. (B) Longitud relativa de los hipocotilos de cada genotipo crecidos en FRc,
tomando como 100% los crecidos en D. Se representa la media y el SE de un experimento representativo.
Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre la longitud del hipocotilo en FRc
respecto a D para cada genotipo analizado (Prueba t de Student; ** P<0,01).
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A continuacidn, analizamos la respuesta del hipocotilo a sombra simulada de las mismas lineas
(Figura R2.23), que se representd como la diferencia de la longitud media de los hipocotilos
crecidos en W+FR y en W. Este experimento mostré que las plantulas de las diferentes lineas
PpPHYA:PHYA (phyA-501) obtenidas se alargaban significativamente mds que la linea silvestre
pero menos que las plantulas phyA-501 cuando crecian en W+FR.
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Figura R2.23. Respuesta del hipocotilo de plantulas pPHYA:PHYA (phyA-501) crecidas en sombra
simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas germinaron tal y como se detalla en
la Figura R1.2. (B) La respuesta del hipocotilo se representa como la diferencia entre las medias de la
longitud de los hipocotilos de las plantulas crecidas en W+FR y en W; las barras representan la media de
valor y el SE de cuatro experimentos independientes. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas entre la longitud del hipocotilo de plantulas crecidas en W+FR respecto a
W (Prueba t de Student; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantulas analizadas en B.

El mismo procedimiento se siguid tras transformar plantas de A. thaliana (phyA-501) con el
plasmido pPHYA:SIS1. Se obtuvieron un total de 29 plantas transgénicas independientes
(transformantes primarios, T1). En la generacién T2 se determind que un total de 12 lineas
tenian 1 insercién de T-DNA, que en la generacion T3 llevamos a homocigosis, lineas que
nombramos como pPHYA:SIS1 (phyA-501). Seleccionamos 7 lineas en la T3 (#041, #148, #151,
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#163, #198, #204 y #247) porque las plantulas mostraban diferentes niveles de desetiolacion en
FRc, tal como se muestra en la (Figura R2.24).
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Figura R2.24. Longitud del hipocotilo de plantulas pPHYA:SIS1 (phyA-501) crecidas en luz
monocromatica FRc. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal y como se
detalla en la Figura R2.10B. (B) Longitud relativa de los hipocotilos de cada genotipo crecidos en FRc,
tomando como 100% los crecidos en D. Se representa la media y el SE de un experimento representativo.
Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas entre la longitud de los hipocotilos de
las plantulas crecidas en FRc respecto a D para cada genotipo analizado (Prueba t de Student; ** P<0,01).

El analisis de la diferencia de la alargamiento de los hipocotilos crecidos en W+FR y en W (Figura
R2.25) mostré que todas las lineas pPHYA:SIS1 (phyA-501) seleccionadas se alargaban menos
qgue la phyA-501. En el caso de tres lineas (#163, #204 y #247), |la diferencia era incluso menor
que la de las plantulas Col-0 (linea silvestre).
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Figura R2.25. Respuesta del hipocotilo de plantulas pPHYA:SIS1 (phyA-501) crecidas en sombra
simulada. (A) Esquema del disefio experimental utilizado. Las plantas crecieron tal y como se detalla en
la Figura R1.2 (B) La respuesta del hipocotilo se representa como la diferencia entre las medias de la
longitud de los hipocotilos de las plantulas crecidas en W+FR y en W; las barras representan la media de
este valor y el SE de cuatro experimentos independientes. Los asteriscos indican las diferencias
estadisticamente significativas entre la longitud del hipocotilo de plantulas crecidas en W+FR respecto a
W (Prueba t de Student; *¥*P<0,05; ** P<0,01). (C) Aspecto de plantulas pPHYA:SIS1 analizadas en B.

Estos resultados mostraban que las lineas transgénicas analizadas pPHYA:PHYA (phyA-501) y
pPHYA: SIS1 (phyA-501) tienen diferentes grados de complementacion de la actividad phyA, lo
gue indica que las construcciones empleadas eran capaces de producir phyA funcional. Las
diferencias de complementacion observadas entre las lineas individuales para cada construccion
podian deberse a diferencias de expresion del transgen de PHYA y SIS1. Ademas, como estas
lineas diferian Unicamente en el fotorreceptor phyA que regula su propia expresién nos
planteamos si existia correlacion entre la actividad bioldgica del PHYA/SIS1 transgénico y sus
niveles de expresién. Como los niveles de PHYA estan bajo el control de la luz, escogimos como
material vegetal plantulas etioladas, en la que la expresién de PHYA/SIS1 era alta, y plantulas
crecidas en sombra simulada, en las que esperabamos niveles de expresion mas bajos por la
represion impuesta por la exposicion a luz.
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Como un primer paso, cuantificamos los niveles de PHYA/SIS1 en oscuridad y en sombra
simulada de las lineas pPHYA:PHYA (phyA-501) y pPHYA:SIS1 (phyA-501). Como controles se
incluyeron plantulas de Col-0 y phyA-501 crecidas en las mismas condiciones. Asi, se extrajo RNA
total de plantulas crecidas en oscuridad durante 4 dias (Figura R2.26A) y de plantulas crecidas
durante 2 dias en W y 5 dias mas en W+FR (Figura R2.26B). Los niveles de transcrito de
PHYA/SIS1 se estimaron por RT-qPCR utilizando oligonucleétidos especificos en una secuencia
compartida para ambos genes de ambas especies, lo que permitia comparar directamente los
niveles de expresidon entre ambos genes (ver Figura R2.5) y normalizados con los del gen UBQ10
de A. thaliana.

Primero quisimos averiguar si existia correlacion entre los niveles de PHYA/SIS1 en oscuridad y
en sombra simulada. A continuacion se representaron los niveles de PHYA/SIS1 para cada linea
en W+FR y en oscuridad. Para precisar la relacion que existia entre los niveles de expresion de
PHYA/SIS1 en W+FR y en oscuridad en cada linea, realizamos una regresion lineal de estos datos
(Figura R2.26C). Los datos de los niveles de RNA en Col-0 (que se tomaron como valor de
referencia 1) se incorporan en la grafica, pero no se emplearon para calcular la recta de
regresion; por el contrario, los datos de los niveles de RNA en phyA-501 si que se emplearon
para calcular las rectas, de las que se estimé el coeficiente de determinacién (R? con valores
entre 0-1), que proporciona el grado de correlacidon de las variables (cuanto mas cerca de 1,
mavyor serd la correlacién). En las lineas de pPHYA:PHYA (phyA-501) se obtuvo un R* =0,82 y en
las lineas de pPHYA:SIS1 (phyA-501) un R® =0,79, indicandonos que existia correlacién positiva
entre los niveles de PHYA y SIS1 en sombra simulada y en oscuridad en las lineas transgénicas
obtenidas; por tanto, los niveles relativos de expresion de PHYA o SIS1 entre lineas se mantenian
en las condiciones de crecimiento y luz comparadas. También se determiné la pendiente de las
rectas (coeficiente de x) para las lineas pPHYA:PHYA (phyA-501) y pPHYA:SIS1 (phyA-501) que
variaba de 8,34 a 2,80, respectivamente. Estas diferencias de pendiente indican que lineas con
unos niveles de expresién de PHYA y SIS1 similares en oscuridad, muestran niveles de expresion
mas altos de PHYA que de SIS1 en W+FR, lo que indicaria que el tratamiento con W+FR reprime
mas débilmente la expresién de PHYA que la de SIS1. Como estas lineas difieren Unicamente en
el fotorreceptor phyA (PHYA frente a SIS1) que regula su propia expresion, parece probable que
las alteraciones comentadas se deban a que PHYA y SIS1 presentan diferencias funcionales
intrinsecas.
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Figura R2.26. Correlacién entre la expresion de PHYA/SIS1 en sombra simulada y oscuridad en plantulas
PPHYA:PHYA (phyA-501) y pPHYA:SIS1 (phyA-501). (A,B) Esquema del disefio experimental utilizado. Los
niveles de PHYA o SIS1 se determinaron en plantulas etioladas de 4 dias (A), crecidas tal como se detalla
en la Figura R2.10, y en plantulas de dia 7 en W+FR (B), crecidas tal como se detalla en la Figura R2.23A.
(C) Los niveles relativos de mMRNA de PHYA en plantulas [pPHYA:PHYA (phyA-501) y pPHYA:SIS1(phyA-501)]
crecidas en W+FR (eje de las Y) se representan respecto a los de las plantulas crecidas en D (eje de las X)
para cada una de las linea analizadas. Cada punto representa la media y el SE de tres réplicas bioldgicas
de cada linea. A la derecha se muestra las formulas de las rectas de regresion calculadas para cada
construccién a partir de los datos mostrados; RZ, cuadrado del coeficiente de correlacién lineal para cada
grupo. En el cdlculo de la recta se incluye los valores de phyA-501 pero no Col-0.

Tras este conjunto de resultados nos planteamos si existia una relaciéon entre la actividad
bioldgica de PHYA/SIS1 transgénico (medida como diferencia de la longitud del hipocotilo en
W+FR respecto a W) y sus niveles de expresiéon en oscuridad (Figura R2.27) o en sombra
simulada (Figura R2.28). En las graficas se representa la diferencia de la longitud de los
hipocotilos crecidos en W+FR y en W (eje de las Y) respecto a los niveles relativos de mRNA de
PHYA/SIS1 (eje de las X) en plantulas etioladas (Figura R2.27) o en plantulas crecidas en W+FR
(Figura R2.28).

En las Figura R2.27 y R2.28, el célculo del cuadrado del coeficiente de correlacion lineal R* para
cada grupo indicaba que en las lineas pPHYA:PHYA (phyA-501) la actividad biolégica observada
correlacionaba con los niveles de PHYA:UBQ10 tanto cuando se habian estimado en oscuridad
(R?=0,59) como en W+FR (R?=0,78). Por el contrario, en las lineas pPHYA:SIS1 (phyA-501) la
actividad bioldgica no correlacionaba con los niveles de expresion del transgen ni en oscuridad
(R’=0,21) ni en W+FR (R* =0,02). Estas diferencias de correlacién entre las lineas pPHYA:PHYA
(phyA-501) (correlacidn positiva) y las lineas pPHYA:SIS1 (phyA-501) (correlacién negativa) nos
estaria indicando que existen diferencias funcionales entre las proteinas PHYA y SIS1.
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Figura R2.27. Correlacién entre la actividad bioldgica de PHYA/SIS1 en la inhibicién de la elongacion del
hipocotilo en respuesta a sombra simulada y sus niveles de expresion en oscuridad. La actividad
biolégica se estima como la diferencia de la longitud de los hipocotilos crecidos en W+FR y en W. En la
grafica se representa esta diferencia entre longitudes de los hipocotilos (eje de las Y) respecto a los niveles
relativos de mRNA de PHYA en plantulas etioladas (eje de las X). Los datos de la actividad biolégica son
los mismos que los mostrados en las Figuras R2.23B [lineas pPHYA:PHYA (phyA-501)] y R2.25B
[pPPHYA:SIS1(phyA-501)]. Los datos expresion de PHYA/SIS1 en oscuridad son los mismos que los
mostrados en la Figura R2.26. A la derecha se muestra las férmulas de las rectas de regresién calculadas
para cada construccion a partir de los datos mostrados; RZ, cuadrado del coeficiente de correlacién lineal
para cada grupo. En el cdlculo de las rectas se incluye los valores de phyA-501 pero no Col-0.
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Figura R2.28. Correlacion entre la actividad biolégica de PHYA/SIS1 en la inhibicion de la respuesta de
elongacion del hipocotilo y sus niveles de expresion en sombra simulada. La diferencia de la longitud de
los hipocotilos crecidos en W+FR y en W (eje de las Y), se representa respecto a los niveles relativos de
MRNA de PHYA en plantulas crecidas en W+FR (eje de las Y). Los datos de la actividad bioldgica son los
mismos que los mostrados en las Figuras R2.23B [lineas pPHYA:PHYA (phyA-501)] y R2.25B
[bPHYA:SIS1(phyA-501)]. Los datos de expresidn de PHYA/SIS1 en W+FR son los mismos que los mostrados
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en la Figura R2.26. A la derecha se muestra las formulas de las rectas de regresién calculadas como se
describe en R2.27.

En resumen, los andlisis de las lineas transgénicas pPHYA:PHYA (phyA-501) y pPHYA:SIS1 (phyA-
501) indicaban que tanto el phyA de A. thaliana (PHYA) como el de C. hirsuta (SIS1)
complementaban la pérdida de funcién del phyA en la regulacion del alargamiento del hipocotilo
en respuesta a sombra simulada (y en FRc). Los diferentes grados de complementacion parecian
ser causados por las variaciones en los niveles de expresion del PHYA/SIS1 transgénico en las
diferentes lineas individuales. Posteriormente, observamos que existia una correlacién positiva
entre los niveles de expresion de PHYA y SIS1 en sombra simulada y en oscuridad en las lineas
transgénicas obtenidas. Las diferencias entre las pendientes estimadas de estas correlaciones
sugeria que PHYA y SIS1 presentan diferencias funcionales intrinsecas, tales como una diferente
capacidad de reprimir su propia expresion.

Tras comprobar si existia una relacion entre la actividad bioldgica de PHYA/SIS1 transgénico y
sus niveles de expresion en oscuridad o en sombra simulada obtuvimos que en el caso de las
lineas phyA-501 complementadas con PHYA correlacionaba mientras que en caso de las lineas
complementadas con SIS no existia dicha correlacién. Las diferencias de correlacidon podrian
indicar que hay algo intrinseco en las proteinas PHYA y SIS1 que hace que se comporten de
manera distinta, apoyando la idea de que ambos fotorreceptores no son intercambiables.
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DISCUSION

La proximidad vegetal provoca una disminucion del R:FR, sefal que es captada por los
fitocromos e induce un conjunto de respuestas conocidas como el sindrome de huida de la
sombra (SAS) en muchas especies vegetales (Martinez-Garcia et al. 2010; Roig-Villanova &
Martinez-Garcia 2016). Otras plantas, por el contrario, como estrategia frente a la proximidad
vegetal han desarrollado tolerancia a la vegetacién vecina.

En esta tesis hemos estudiado los mecanismos moleculares de un factor de transcripciéon
implicado en el SAS en A. thaliana, ATHB4 (capitulo ). Ademas, hemos realizado un analisis
comparativo entre dos especies que emplean diferentes estrategias frente a la sombra (A.
thaliana, que la evita, y C. hirsuta que la tolera) para diseccionar las bases genéticas y

moleculares de estas diferencias (capitulo Il).

Cuando la estrategia es huir de la proximidad vegetal:

1.1.  Estructuray funcion de ATHB4 en el sindrome de la huida de la sombra.

ATHB4 es un factor de transcripcién de la familia de HD-Zip Il cuya expresion esta directamente
controlada por la accion de los fitocromos (Roig-Villanova et al. 2006). La sobreexpresion de este
factor altera el desarrollo de la plantula, afectando al alargamiento del hipocotilo, de laraiz, y la
expansion de los cotiledones (Sorin et al. 2009). Como se ha visto en la introduccién, los
miembros de la familia HD-Zip Il muestran cierta redundancia funcional entre ellos; ademas, la
reduccion del R:FR puede afectar de manera directa a los niveles de expresién de distintos
miembros de la familia, apuntando a que actdan en conjunto para regular la expresion génica
(Ohgishi et al. 2001).

Experimentos de microarrays de nuestro laboratorio mostraron que ATHB4 actuaria como un
represor de la transcripcion (Gallemi 2013; Gallemi et al. 2017a), datos que eran consistentes
con lo publicado por otros autores sobre otros miembros de la familia como ATHB2, HAT2 y
HAT3 (Ohgishi et al. 2001; Sawa et al. 2002; Turchi et al. 2013). En estos microarrays se
identificaron una serie de posibles genes diana directos de ATHB4, como SAUR15 (gen
integrador de respuestas hormonal cuya expresién se induce por sombra simulada) (Nakamura
et al. 2003; Roig-Villanova et al.2007; Yin et al. 2002; Yin et al. 2005), HAT2 (miembro de HD-Zip
Il y cuya expresion también se induce por sombra simulada) y OPT1 (transportador de péptidos
durante el desarrollo del tejido vascular, los cotiledones y el hipocotilo en plantulas, cuya
expresiéon no varia en funcion de sefiales luminicas) (Stacey et al. 2006). Aunque ATHB2 no se
identificd en estos andlisis, las regiones promotoras de HAT2 y ATHB2 tenian muchas secuencias
de unidn de ATHB4 in vitro, lo que lo que sugeria que ATHB4 podria unirse a estas regiones de
ATHB2 in vivo. Tras utilizar otras técnicas, como Chromatin InmunoPrecipitation (ChlIP), se
confirmd que ATHB4 se une directamente a secuencias promotoras tanto de ATHB2 como de
HAT2, lo que permitid concluir que estos dos genes estan por tanto regulados directamente por
ATHB4 (Gallemi et al. 2017). SAUR15 y OPT1 no tenian secuencias de union de ATHB4 en sus
promotores, por lo que no se estudié la unién de ATHB4 a sus promotores por ChIP. Esto sugeria
la posibilidad de que ATHB4 pudiera reprimir la expresién de genes concretos sin unirse a sus

87



Discusion

regiones reguladoras, actuando por tanto como un cofactor transcripcional.

En los analisis de estructura-funcién de ATHB4 se analizd la participacion de las diferentes
regiones o dominios de ATHB4 en la actividad de esta proteina en (1) la respuesta del
alargamiento del hipocotilo inducida por la exposicion a sombra, (2) la represion de la
transcripcion de genes marcadores de sombray (3) la polaridad de las hojas (Gallemi et al. 2017).
Estos estudios se realizaron sobreexpresando de manera estable en A. thaliana 9 formas
truncadas, que contenian combinaciones de los cuatro dominios o regiones que la componen
(Nt, HD, Z y Ct) (Figura R1.1), y 3 mutadas fusionadas al GR. Tras estos estudios funcionales se
concluyé que el extremo Ct no tenia funcidn bioldgica mientras que la actividad dependia de la
region Nt. Esta ultima region contiene dos motivos EAR definidos como dominios de interaccion
de proteinas (Szemenyei et al. 2008; Pauwels et al. 2010; Ke et al. 2015) con funcidn represora
de la transcripcién (Hiratsu et al. 2003; Ikeda & Ohme-Takagi 2009; Kagale et al. 2010; Kagale &
Rozwadowski 2011). Plantas transgénicas que sobreexpresaban formas truncadas que carecian
de toda la region Nt (los primeros 142 aminoacidos, A142ATHB4) (Figura R1.28A) o bien tenian
una mutacién en los motivos EAR (ATHB4 (105, mutacion puntual de un aminodcido polar Leul0,
por otro polar, Ala) en la region Nt mostraban actividad biolégica atenuada o anulada en todas
las respuestas analizadas, mientras que las que contenian la region Nt wild type (WT) pero no
podian unir el DNA (como las formas NtHD y ATHB4y,104) tenian una actividad bioldgica similar
a la de ATHB4 en la respuesta del hipocotilo y/o expresidn génica a la sombra, pero carecian de
actividad en la regulacién de la polaridad de las hojas (Bou-Torrent et al. 2012; Brandt et al.
2012; Turchi et al. 2015). Estos datos nos indicaban que ATHB4 podia controlar la respuesta del
alargamiento del hipocotilo y los cambios en la expresidén génica en la respuesta a sombra de
manera independiente de la unién al DNA. Sin embargo, necesitaba la unién al DNA en la
regulacién de la polaridad de las hojas. Se concluyd por tanto que ATHB4 tenia dos mecanismos
de accion transcripcional alternativos que regulaban procesos de desarrollo diferentes: como
factor de transcripcién (uniendo directa y especificamente al DNA), mecanismo necesario para
regular la polaridad de las hojas, o como cofactor transcripcional (sin unir al DNA) mecanismo
implicado en la regulacion de la respuesta del hipocotilo a sombra (Gallemi et al. 2017).

Nos resulté sorprendente que un factor de transcripcion no requiriese la actividad de unién al
DNA pararegular algunos procesos fisioldgicos. Con lo que con el fin de profundizar en el analisis
de este mecanismo dual de accion de ATHB4 (como factor o cofactor transcripcional), en esta
tesis estudiamos el efecto de la sobreexpresién de ATHB4 fusionado a VP16, dominio activador
de la transcripcion con la capacidad de convertir un represor transcripcional en activador. Puesto
gue ATHB4 actua principalmente como un represor transcripcional (Gallemi et al. 2017) , el
razonamiento detrds de estas fusiones era que si ATHB4 se comporta como un factor de
transcripcion (Figura D1.1A, B), la unién de las proteinas ATHB4 o ATHB4-VP16 a los promotores
de sus genes diana resultaria en actividades opuestas (represién y activacion de la transcripcién,
respectivamente). Por el contrario, si ATHB4 se comporta como cofactor transcripcional, las
proteinas ATHB4 y ATHB4-VP16, que no unirian ni accederian a los promotores de los genes que
regulan (Figura D1.1C, D), mostrarian una actividad transcripcional similar. La comparacién del
efecto de la sobreexpresion en plantas de ATHB4-GFP (con actividad represora de la
transcripcion) y ATHB4-VP16 (supuestamente convertida en un factor activador de la
transcripcidn) sobre la expresidn génica (Figura R1.4C, D) indicaba que ATHB4-VP16 actia como
un activador transcripcional de ATHB2 y HAT2, a los que ATHB4 regula uniéndose a sus regiones
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promotoras (Gallemi et al. 2017), en contraste con ATHB4-GFP, que actla como un represor
transcripcional; por el contrario, tanto ATHB4-VP16 como ATHB4-GFP reprimia la expresion de
OPT1, gen directamente regulado por ATHB4 pero sin unir sus regiones promotoras (Figura
R1.4B). Estos resultados, son consistentes con nuestra hipdtesis de que ATHB4 puede regular la
expresién génica uniéndose o sin unirse a sus secuencias reguladoras de DNA dependiendo del
gen que regule, y proporcionan apoyo experimental de la existencia del mecanismo dual de
accion de ATHB4 (Figura R1.4C-D).

FACTOR de transcripcion
Unién directaa DNA

COFACTOR de transcripcion
SIN union directaa DNA

ATHB4 ATHB4

ATHB4 ATHB4

DA<

Figura D1.1. Modelos de posible mecanismo de accion de ATHB4-GFP y ATHB4-VP16. (A-B) Si ATHB4 es
capaz de unir DNA, la sobreexpresiéon de ATHB4-VP16 permitiria que el dominio activador de la
transcripcion accediese a los promotores de los genes directos de ATHB4, como ATHB2/HAT2, y activase
su transcripcidén. ATHB4, actuaria como factor transcripcional. (C-D) Si ATHB4 no es capaz de unir DNA, la
sobreexpresion de ATHB4-VP16 resultaria en fenotipos moleculares similares a los de lineas que
sobreexpresan ATHB4 fusionado a GFP. ATHB4, actuaria como cofactor transcripcional.

ATHB4 ATHB4

En la regulacion de la respuesta del hipocotilo a sombra propusimos que ATHB4 actuaria como
cofactor transcripcional (sin unir al DNA) (Gallemi et al. 2017). La comparacion de la respuesta
del hipocotilo a sombra de plantulas 35S:ATHB4-GFP y 35S:ATHB4-VP16 indicé que los
hipocotilos de los dos tipos de plantulas transgénicas respondian menos que la linea silvestre
(Figura R1.2), sugiriendo un rol negativo similar en la regulacién de esta respuesta, papel que
seria independiente de la capacidad de ATHB4 de unir a DNA, con lo que actuaria como un
cofactor transcripcional, de acuerdo con nuestra hipdtesis previa.

En la regulacion de la polaridad de las hojas de la roseta habiamos propuesto un papel para
ATHB4 como factor de transcripcién, uniendo directa y especificamente al DNA. La comparacién
del efecto de la sobreexpresién en la curvatura de las hojas de la roseta en plantas 355:ATHB4-
GR inducidas con DEX y 35S5:ATHB4-VP16 mostrd que la sobreexpresion de ATHB4 curvaba las
hojas hacia arriba, lo que sugeria que el crecimiento o expansion de la capa de células adaxial
(superior) era menor que la adaxial (inferior), y la de ATHB4-VP16 las curvaba hacia abajo (lo
que sugeria que el efecto era el contrario (Figuras R1.5, R1.6). Como ATHB4 parece inhibir el
crecimiento (Sorin et al. 2009), estos resultados muestran que ATHB4-VP16 lo estimularia e

indicaria que en la regulacién de esta respuesta las dos formas tendrian un papel opuesto,

89



Discusion

resultados que sugerian que ATHB4 actia como un factor de transcripcion (con unidn directa al
DNA) en la regulacién de la polaridad foliar. El conjunto de resultados apoyaban que
efectivamente ATHB4 tenia dos mecanismos de accidn.

La participacion de cofactores transcripcionales en la regulacion de las respuestas del SAS ya se
ha descrito para otras proteinas. Asi, proteinas como PAR1 y HFR1 también actian como
cofactores transcripcionales (Hornitschek et al. 2009; Galstyan et al. 2011) pero sin accion dual
como ATHBA4. PAR1 y HFR1 pertenecen a la familia de reguladores transcripcionales bHLH, y su
mecanismo de accién implica la inhibiciéon de la actividad de bHLHs auténticos con los que
interaccionan, como por ejemplo los PIFs (Hao et al. 2012; Bou-Torrent et al. 2015) y/o las
proteinas BIMs y BEEs (Cifuentes-Esquivel et al. 2013).

La novedad de nuestro trabajo reside en que un mismo regulador transcripcional pueda actuar
como factor o cofactor transcripcional en funcién del proceso de desarrollo que regule.

Sin embargo, este mecanismo de accién dual no parece ser Unico de ATHB4. En el caso de la
proteina PIF3, factor de transcripcién que actia como regulador negativo de la sefializacion de
phyB), se demostré que no era necesaria la union de PIF3 a DNA para modular la respuesta del
alargamiento del hipocotilo (en luz R monocromatica) (Al-Sady et al. 2008). La accién de PIF3 en
la regulacion del alargamiento del hipocotilo se realiza sin unir directamente a DNA, igual que
en el caso de ATHB4. No obstante, no esta claro qué papel tendria el dominio de unién al DNA
de PIF3 en su actividad bioldgica. Ambos factores de transcripcion, PIF3 y ATHB4, contienen
dominios implicados en la interaccidn proteina-proteina: PIF3 contiene un dominio APB (ACTIVE
PHYTHOCROME BINDING) implicado en la interaccién con phyB (Al-Sady et al. 2008) y ATHB4
contiene los motivos EAR muy conservados (LxLxLxL y LNLxL), apoyando la importancia de estas
interacciones para su actividad biolégica. Nuestros analisis indicaban que la region Nt de ATHB4
era necesaria para todas las respuestas analizadas (alargamiento del hipocotilo, regulacién de la
expresién génica y la polaridad de las hojas). En este contexto, los motivos EAR (localizados en
el Nt) proporcionarian la base de estas interacciones. Mediante estas interacciones ATHB4
podria inhibir la unién al DNA de auténticos factores de transcripcion que activarian la
transcripcion de genes que regulan esta respuesta, actuando entonces como un cofactor
transcripcional, tal y como de ha sido descrito para las bHLH atipicas HFR1 y PAR1 (Galstyan et
al. 2011; Cifuentes-Esquivel et al. 2013; Hornitschek et al. 2009). Por el contrario, en la
regulacién de genes marcadores de sombra como ATHB2 o HAT2 y de la polaridad foliar, ATHB4
formaria dimeros a través de la regidén Z para interaccionar con el DNA via el HD; ademas, los
dominios EAR de la region Nt de ATHB4 interaccionarian con otras proteinas que les llevaria a
actuar como represores transcripcionales.

1.2. Relevancia bioldgica de los interactores via el N-terminal de ATHB4 en la
regulacion del SAS.

Con el objetivo de entender el papel del Nt en la regulacién del SAS se utilizaron dos estrategias
complementarias para detectar nuevos interactores del Nt-ATHB4: (1) escrutinio empleando el
sistema de doble hibrido en levadura (Y2H) utilizando la proteina ATHB4 (entera) como cebo; y
(2) inmunoprecipitacion de complejos e identificacion por LC-MS/MS con el fin de detectar
nuevos interactores in planta.

90



Discusion

Fruto de la primera estrategia se habian identificado mas de 70 posibles interactores. El analisis
de los mismos nos llevd a estudiar tres de estas proteinas: TOPLESS (TPL), TPL-RELATED 4 (TPR4)
y SEUSS (SEU), ya que codifican correpresores transcripcionales (Wang et al. 2013; Ke et al.
2015b; Causier, Ashworth, et al. 2012; Sitaraman et al. 2008). Ademas, se ha descrito que TPLy
TPRs interaccionan con proteinas que contienen motivos EAR (Pauwels et al. 2010; Causier,
Lloyd, et al. 2012; Wang et al. 2013), lo que los convertia en candidatos interesantes a
interaccionar a través de la region Nt-ATHB4.

Tras validar la interaccidn del Nt-ATHB4 con TPL (Figura R1.8) analizamos genéticamente la
funcion de TPL en las respuestas de la plantula a sombra simulada empleando una serie de lineas
con la actividad de TPL alterada. Se analizaron la respuesta del hipocotilo y de expresion génica
de una linea con un incremento de los niveles de TPL (Figuras R1.9, R1.10), del mutante tp/-1,
gue actua como dominante negativo sobre la actividad de TPL y otros TPRs (estas plantulas
tienen defectos en el desarrollo: plantulas con dos cotiledones, con un solo cotileddn, con forma
de copa y sin parte aérea) (Figura R1.11-12), y de mutantes de pérdida de funcion tpr4, tply el
doble mutante tpr4 tpl (plantulas que no muestran defectos aparentes en el desarrollo) (Figura
R1.13). De este conjunto de resultados obtuvimos que tanto la ganancia (pTPL:TPL-HA) como la
pérdida de actividad de TPL/TPR (tpl-1 6 tpr4 tpl) resultaban en una ligera disminucién de la
respuesta del hipocotilo a sombra simulada, y un incremento de la expresidon génica de
marcadores de sombra. Estos resultados sugerian que el papel de TPL en el SAS es complejo e
implica probablemente la participacion de otros factores adicionales, al igual que se observé con
el papel de ATHB4 en la regulacién de las respuestas del SAS (Sorin et al. 2009). Pese a su
complejidad, este conjunto de resultados sugieren que la proteina de TPL tendria un papel
positivo en la regulacién del alargamiento del hipocotilo. No obstante, no es facil establecer si
los efectos en la respuesta del hipocotilo o la expresién génica son directos (por la falta de TPL
y TPRs) o indirectos (por los defectos en el desarrollo). Hubiera sido interesante afiadir el analisis
molecular de tpr4tpl para ver si la respuesta molecular era similar a la del mutantes tp/-1 y asi
poder confirmar que los efectos de induccidn de tpl-1 se debian por la accion directa de la
pérdida de estos componentes y no por problemas en el desarrollo.

Algunos autores describen a SEU como una proteina puente que forma parte de complejos
represores de la transcripcion (Gregis et al. 2006; Pfluger & Zambryski 2004; Sridhar et al. 2004);
otros indican que SEU podria actuar en complejos como activador o como represor dependiendo
del contexto celular (Mannervik et al. 1999; Freiman & Tjian 2002; Pfluger & Zambryski 2004).
Tras validar la interaccion de la proteina ATHB4 con SEU (Figura R1.14), los analisis genéticos de
plantas con niveles reducidos de SEU indicaron que sus hipocotilos se alargaban menos que los
de plantulas silvestres en respuesta a la sombra simulada; pareceria por tanto que SEU tendria
un rol positivo tanto en la regulacion del alargamiento del hipocotilo como en la expresion
génica en respuesta a sombra (Figura R1.15-16). Una posibilidad seria que la unién de SEU
inhibiese la actividad de ATHB4, de forma que accién de SEU fuese indirecta. Asi, cuando SEU no
estd presente (seu-3), la actividad de ATHB4 seria mayor, lo que resultaria en un fenotipo similar
al de plantulas de sobreexpresién de ATHB4.

En paralelo, llevamos a cabo una aproximacién protedmica in planta con el fin de detectar
interactores del Nt-ATHB4. Tras comprobar que las lineas transgénicas 35S:NtHD-GFP tenian
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actividad bioldgica y que su sefial GFP se podia detectar (Figura R1.18-R1.19), realizamos la
inmuprecipitacion de los complejos y las lecturas del LC-MS/MS (Figura R1.20). Se identificaron
68 proteinas putativas interactoras del Nt-ATHB4, y tras los pertinentes filtrados nos quedamos
con una lista de los 12 candidatos cuya localizacién subcelular era nuclear (Figura R1.21D- Tabla
R1.1).

Nos focalizamos en SAP18, que interaccionaba con proteinas que tenian motivos EAR y estaba
relacionado con la represidn transcripcional en plantas (Song & Galbraith 2006; Hill et al. 2008;
Kagale & Rozwadowski 2011). Tras validar la interaccidn del Nt-ATHB4 con SAP18 (Figura R1.22)
analizamos una linea de pérdida de funcion sap18-10 (Figura R1.23). Las plantulas mutantes
sap18-10 mostraban una respuesta ligeramente incrementada a la sombra simulada respecto a
plantulas silvestres (Figura R1.24), lo que nos indicaba que SAP18 tendria un papel negativo en
la regulacién del alargamiento del hipocotilo.

La proteina SAP18 no esta muy bien caracterizada en A. thaliana, pero se considera una proteina
estructural que estabiliza el complejo correpresor SIN3/HISTONE DEACETYLASE (HDAC)
(Silverstein & Ekwall 2005). Ademas, se ha demostrado que SAP18 hace de enlace entre el
complejo HDAC y represores transcripcionales (Hill et al. 2008; Song & Galbraith 2006).
Hlpotetizamos que cuando SAP18 no esta presente (sap18-10), la interaccién del “complejo
SIN3” con ATHB4 estaria alterada. Ademas, podria ser que hubiera un incremento de HDAC
produciendo que la acetilacion de histonas estuviera reducida. No obstante, desconocemos si la
desacetilatién/acetilacion de las histonas tiene algin papel en la regulacidn de las respuestas
del SAS en plantulas.

1.3. Funcidn de los motivos EAR en ATHBA4.

Con la finalidad de tener una version de la proteina ATHB4 que mantuviera las actividades
moleculares no relacionadas con los EAR intactas (p.ej. unidon al DNA), obtuvimos la forma
mutada ATHB4em (Figura R1.25) que efectivamente no era capaz de interaccionar con otras
proteinas, como TPL y SAP18, pero si de homodimerizar via el dominio Zip, confirmando que
estos factores interaccionan con ATHB4 via los motivos EAR (Figura R1.26). En el caso de SEU,
tuvimos complicaciones técnicas que nos impidieron responder a esta pregunta. Los analisis de
las lineas transgénicas inducibles 355:ATHB4¢1c;,,-GR mostraron que la presencia de los motivos
EAR es clave para la funcion de ATHB4 en la inhibicién de la respuesta del alargamiento del
hipocotilo en sombra simulada (Figura R1.27). Por falta de tiempo nos quedé por analizar los
cambios en la expresion de los genes diana directos de ATHB4 (ATHB2, HAT2 o SAUR15) en
contraste a como lo hace la forma silvestre de la proteina (Figura R1.4). Nuestros resultados
indican por tanto que la importancia de la region Nt de ATHB4 se debe a los motivos EAR, que
son clave para la funcidn bioldgica de ATHB4 en las tres respuestas analizadas.

La deteccion de la proteina entera ATHB4 en las lineas sobreexpresoras por inmublots era
complicada y en ocasiones fallida, mientras que las formas truncadas sin la parte Nt se
detectaban con facilidad (Figura R1.28). Estos resultados nos llevaron a pensar que la regidon Nt
de ATHB4 era responsable de la estabilidad de la proteina y los motivos EAR podrian tener un
papel en esto. Los experimentos de sobreexpresion transitoria en plantas de tabaco con formas
truncadas de ATHB4 fusionadas a la GFP (Gallemi 2013) indicaban que la actividad GFP apenas
se detectaba en nucleos sobreexpresando ATHB4-GFP tratados con luz W y aumentaba cuando
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se trataba durante 1 h con W+FR, lo que sugeria que la estabilidad estaba controlada por los
fitocromos. Los motivos EAR parecen participar en la estabilidad de ATHB4 en respuesta a
sombra simulada (Figura R1.29) probablemente por las interacciones que median, pero que
dependerian de las condiciones de luz. En W, condiciones en que el fitocromo Pfr esta activo, se
reduciria la estabilidad de ATHB4; y en W+FR, condiciones en que el fitocromo pasa
mayoritariamente a la forma Pr, aumentaria la abundancia (estabilidad) de la proteina ATHBA4.
En este sentido, nuestra observacién de que el tratamiento con sombra simulada incrementaba
los fenotipos de curvatura de las hojas tanto en las plantas 355:ATHB4-GR inducidas (mayor
curvatura hacia arriba) como en las 35S:ATHB4-VP16 (mayor curvatura hacia abajo) (Figuras
R1.5, R1.6) apoyan que la estabilidad de la proteina esta incrementada en W+FR. A pesar de que
la mayoria de investigaciones sobre los motivos EAR han estado centradas en su funcion de
interaccion con otras proteinas o de represion de la expresion génica, nuestros resultados
sugieren la existencia de nuevas funciones en las que participan estos motivos, ya sean directa
o indirectamente, como la estabilidad de la proteina dependiente de luz.

En resumen, nuestros resultados indican que (1) ATHB4 interacciona con SEU, TPLy SAP18 (con
los dos ultimos via los motivos EAR), y (2) TPL y SEU tendrian un papel positivo mientras que
SAP18 un papel negativo en la regulacién del alargamiento del hipocotilo en respuesta a la
sombra. El siguiente paso seria establecer los mecanismos por lo que estas interacciones fisicas
entre proteinas (ATHB4 con SEU, TPL y SAP18) tienen un papel en el SAS. Con este objetivo, en
el laboratorio se han realizados cruces entre la linea de sobreexpresién de ATHB4-GR vy los
mutantes de pérdida de funcion: seu-3, tpl-1, sap-18. Las repuestas a la sombra de los dobles
mutantes estdn en proceso de ser analizadas.

Muiltiples trabajos han permitido elucidar que diversos correpresores (tales como TPL y SAP18)
interaccionan y actuan con proteinas con motivos EAR (Hiratsu et al. 2003; Ikeda & Ohme-Takagi
2009; Kagale et al. 2010; Kagale & Rozwadowski 2011). Se ha comenzado a esclarecer los
mecanismos de la represion mediada a través de estos motivos. La demostracion de la
interaccion genética entre TPLy HDA19 (Long et al. 2006), y asi como la interaccion fisica directa
entre SAP18 y HDA19 (Song & Galbraith 2006) apoyan un modelo donde los factores represores
de la transcripcidon que contienen motivos EAR estarian remodelando la cromatina y de este
modo facilitando la regulacién génica (Kagale & Rozwadowski 2011; Ryu et al. 2014). Todas las
proteinas de la subfamilia HD-Zip Il contienen al menos un motivo EAR en el N-terminal,
requerido para la represion transcripcional (Kagale et al. 2010; Kagale & Rozwadowski 2011).
Ademas, se sabe que varias HD-Zip Il (ATHB2, ATHB4, HAT1, HAT2, HAT3) se comportan como
represores de la transcripcidon (Ohgishi et al. 2001.; Sawa et al. 2002; Sorin et al. 2009). Por tanto,
parece probable que ATHB4 y otros HD-Zip Il participen en estos complejos de represion.
Ademas, la similitud entre ATHB4 y los otros miembros HD-Zip Il también sugiere que los
mecanismos moleculares que emplea ATHB4 en la regulacion de diferentes respuestas del
desarrollo esclarecidos en nuestro trabajo puedan también extrapolarse a los otros miembros
de la familia.
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Tolerancia a la sombra, una estrategia alternativa frente a la proximidad
vegetal.

2.1. A. thaliana y C. hirsuta, dos plantas modelo para el estudio de
estrategias alternativas a la proximidad vegetal.

La tolerancia a la sombra se refiere a la capacidad de las plantas de vivir en condiciones con
bajos niveles de luz, como las que se encuentran en zonas sombreadas por otras plantas. Se
asume que las especies tolerantes perciben los cambios de R:FR, pero en respuesta a esta
sefial, el alargamiento de sus drganos esta atenuado (o anulado). Hasta el momento existe
muy poca informacion disponible sobre los mecanismos y los componentes genéticos que
participan o regulan la tolerancia a la sombra. Por ello hemos propuesto un analisis
comparativo entre dos especies filogenéticamente cercanas que emplean diferentes
estrategias frente a la sombra vegetal (A. thaliana, que la evita, y C. hirsuta que la tolera) que
nos ha permitido diseccionar las bases genéticas y moleculares de estas diferencias.

Este estudio empezd con la observacion de que las plantulas de C. hirsuta no alargaban sus
hipocotilos en respuesta a tratamientos con sombra simulada (Figura R2.1) (Hay et al. 2014), si
bien la capacidad de estos érganos de alargarse tanto en oscuridad (Figura R2.10) como en
respuesta a hormonas vegetales, como las giberelinas (Hay et al. 2014) no estaba
comprometida. Para explicar la falta de alargamiento del hipocotilo de las plantulas de C.
hirsuta planteamos que podria haber al menos tres posibles mecanismos: (1) que no percibe la
sombra, (2) que la percepcion a la sombra no esta conectada con las redes reguladoras
enddogenas de promocion del alargamiento del hipocotilo, y/o (3) que existen mecanismos de
supresion de la respuesta de alargamiento.

El analisis en C. hirsuta de otras respuestas a la proximidad vegetal como la acumulacion de
pigmentos fotosintéticos o cambios rapidos en la expresién génica, indicaban que C. hirsuta
era capaz de percibir la sombra (Figura R2.2) (Figura R2.19), por lo que podemos descartar el
primero de los mecanismos planteados para explicar la falta de respuesta del hipocotilo a luz
de baja R:FR. Estos resultados son consistentes con las observaciones recientes de otros
autores que describieron cambios transcripcionales en dos especies de geranio (una
intolerante y otra tolerante a la sombra), resultados que indican que estas plantas,
independientemente de la estrategia empleada para responder a la proximidad vegetal,
perciben (y responden a) la sefial de sombra (Gommers et al. 2017). No obstante, como los
hipocotilos de C. hirsuta no se alargan especificamente en respuesta a la proximidad vegetal la
consideramos una especie que tolera la sombra, en contraste con A. thaliana.

La identificacion de los mutantes sis1 y el hecho de que estas mutaciones fuesen monogénicas
y recesivas (Figura R2.11), indicaba que la pérdida de la funcidn de un Unico gen era suficiente
para que los hipocotilos de las plantulas de C. hirsuta se alargasen en respuesta a sombra
simulada. Estos resultados sugerian que los mecanismos que conectan la percepcién de
sombra simulada y las redes reguladoras enddgenas de promocion del alargamiento del
hipocotilo en esta especie existen y son funcionales, al igual que ocurre en especies que evitan
la sombra, como A. thaliana. Asi, podiamos descartar el segundo de los dos mecanismos
restantes (que la percepcién a la sombra no estd conectada con las redes reguladoras
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endégenas de promocién del alargamiento del hipocotilo). Por tanto, debian de existir
mecanismos de supresién de la respuesta de alargamiento del hipocotilo a la proximidad
vegetal, y SIS1 era una parte principal del mismo.

La identificacion molecular de la mutacidn sis1 se llevé a cabo de manera razonada. Por un
lado, phyA se habia descrito como un regulador negativo de las respuestas del hipocotilo a la
sombra en A. thaliana. En esta especie las plantas mutantes phyA responden a sombra
simulada alargando mas el hipocotilo que las plantas silvestres (Johnson et al. 1994; Yanovsky
et al. 1997; Martinez-Garcia et al. 2014). El andlisis del alargamiento del hipocotilo de las
plantulas de silenciamiento RNAi:ChPHYA que se generaron en paralelo (Figura R2.7-R2.8)
indicé que la reduccion de los niveles de ChPHYA en Cardamine resultaba en plantulas que
respondian a sombra simulada alargando sus hipocotilos, tal como habiamos observado que
respondian los mutantes sis1.

Ademas, los analisis de inmunoblot con anticuerpos especificos contra phyA de extractos de
proteinas de plantulas etioladas de Ox y de los mutantes sis1 mostraron que uno de los dos
alelos carecia de phyA. La secuenciacion del gen ChPHYA confirmé que los alelos sis1 eran
deficiente en este fotorreceptor, demostrando por tanto que era necesario para la
implementacién de la tolerancia a la sombra (Figura R2.13).

Experimentos de desetiolacion bajo intensidades crecientes de distintos tipos de luz
monocromatica (Bc, Rc, FRc) indicaron que las plantulas sis1 de C. hirsuta, al igual que las
phyA-501 de A. thaliana eran hiposensibles a Bc y al Rc y completamente ciegas a FRc (Figuras
R2.15-R2.17) en contraste con las correspondientes plantulas silvestres (Ox y Col-0), indicando
gue el papel de phyA en la desetiolacion era similar en ambas especies. Los analisis del efecto
de la ausencia de phyA en la acumulacion de pigmentos fotosintéticos (CRT y CHL) en
respuesta a la sombra simulada (Figura R2.18), indicaban que phyA reprime esta respuesta a
sombra en ambas especies, independientemente de la estrategia utilizada frente a la
proximidad vegetal a nivel de alargamiento del hipocotilo. Los analisis de la induccién de genes
marcadores de sombra en respuesta a sombra simulada (PIL1 y ATHB2) (Figura R.19) indicaban
gue phyA de C. hirsuta inhibe la induccion tardia por sombra de estos genes, al igual que esta
descrito para phyA en A. thaliana (Ciolfi et al. 2013). Por tanto, en las dos especies estudiadas
la ausencia de phyA produce fenotipos similares.

También encontramos diferencias en el papel del phyA de las dos especies en el alargamiento
de los hipocotilos en respuesta a sombra simulada: los hipocotilos de las plantas phyA-501 de
A. thaliana se diferenciaban de los silvestres sdlo cuando crecian en condiciones de R:FR muy
bajo, mientras que las plantas sis1-1 y sis1-2 presentaban hipocotilos mas largos que las
plantulas silvestres en todas las condiciones de sombra estudiadas (Figura R2.14). La existencia
de diferencias de respuestas de los mutantes phyA-501 vy sis1-1 vy sis1-2 sélo en las respuestas
a sombra simulada (y no en las de desetiolacién) sugerian que podrian existir diferencias
especificas entre estas dos especies en componentes aguas abajo en la sefializacién de phyA
gue estarian implicados en la supresién del alargamiento del hipocotilo en respuesta a sombra,
componentes en los que convergeria la accién del phyA.

El hecho de que en C. hirsuta phyA inhiba el alargamiento del hipocotilo en sombra nos llevé a
hipotetizar que la tolerancia a la sombra en esta especie podria deberse a niveles o actividad
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de phyA altos, tal como se observa en plantas de A. thaliana que sobreexpresan PHYA (linea
35S:AsPHYA, AOX) (Figuras R2.3, R2.4). Los niveles de transcrito PHYA y de proteina PHYA eran
mayores en plantulas etioladas de C. hirsuta que las de A. thaliana, resultados que apoyaban
gue este fotorreceptor podria causar las diferencias de respuesta del hipocotilo entre las dos
especies a la proximidad vegetal (Figura R2.6). No obstante, no sabemos si los niveles de
PHYA/PHYA, que se estimaron en oscuridad, también son mayores en plantulas que crecen en
W y WH+FR.

2.2. Complementacion de plantas deficientes en phyA de A. thaliana.

Ademas de mayores niveles de expresidn de transcrito PHYA y de proteina PHYA (Figura R2.6),
la tolerancia a la sombra también podria establecerse si la actividad intrinseca del phyA de C.
hirsuta (que llamaremos SIS1 para diferenciarlo del PHYA de A. thaliana) es mayor que la de A.
thaliana, bien porque SIS1 sea mas activo o por ser mas estable que PHYA en sombra
simulada. Con el fin de estudiar si existian diferencias intrinsecas entre la proteina PHYA y SIS1,
transformamos el mutante phyA-501 de A. thaliana con el gen PHYA de A. thaliana y el de C.
hirsuta (SIS1) bajo el control del promotor enddgeno de PHYA de A. thaliana (pPHYA:PHYA y
pPHYA:SIS1) (Figura R2.21). Las dos construcciones empleadas eran capaces de producir phyA
funcional, puesto que las plantulas presentaban supresién del alargamiento del hipocotilo
tanto en respuesta a sombra simulada como en desetiolacion, sugiriendo que las
construcciones producen PHYA/SIS1 funcionales en A. thaliana e indicando que habia
complementacidn (Figuras R2.22-R2.25).

Los niveles de expresiéon de las lineas pPHYA:PHYA (phyA-501) y pPHYA:SIS1 (phyA-501) en
oscuridad y en sombra simulada correlacionaban positivamente, pero las pendientes de las
rectas de regresion eran diferentes (Figuras R2.26) e indicaban que lineas con unos niveles de
expresion de PHYA y SIS1 similares en oscuridad, presentaban niveles de expresién mas altos
de PHYA que de SIS1 en sombra simulada. Puesto que estas lineas soélo diferian en el
fotorreceptor SIS1/PHYA (que regula su propia expresion), interpretamos que SIS1, tras el
tratamiento con sombra simulada, es mas eficiente en reprimir su propia expresion que PHYA.

La actividad biolégica de PHYA en la respuesta del alargamiento del hipocotilo correlacionaba
tanto con los niveles de expresién de PHYA en oscuridad como en sombra simulada, mientras
gue la actividad bioldgica de SIS1 no correlacionaba con sus niveles de expresién. Dado que la
expresion de PHYA y SIS1 esta bajo el mismo promotor, las diferencias de correlacidon podrian
indicar que hay algo intrinseco en las proteinas PHYA y SIS1 que hace que se comporten de
manera distinta, al igual que habiamos concluido a partir de la correlacién entre niveles de
expresion en oscuridad y en sombra simulada (Figuras R2.27-R2.28). Si SIS1 fuese
intrinsecamente mas activo o mas estable que PHYA, cuando las plantas perciben la
proximidad vegetal, la proteina SIS1 seria mas efectiva en reprimir el alargamiento del
hipocotilo. Para poder verificar esta hipdtesis faltaria estudiar los niveles de proteina en
sombra e intentar analizar si la actividad biolégica de PHYA/SIS1 se correlaciona con los niveles
de proteina.

Por ultimo, el hecho de que la complementacién del mutante phyA-501 con SIS1 no resulte en
plantas completamente tolerantes a la sombra (Figura R2.25) sugiere que probablemente la
tolerancia a la sombra no depende Unicamente del phyA (SIS1), y por tanto que componentes
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aguas abajo en la sefializacién de phyA también estarian influyendo en la tolerancia a la
sombra.

En resumen, C. hirsuta es una especie filogenéticamente cercana a A. thaliana pero tiene como
estrategia tolerar la sombra. Nuestros estudios indican que el phyA tiene un papel
fundamental en la tolerancia a la sombra inhibiendo la respuesta de alargamiento de los
hipocotilos, pero no seria el Unico componente que tendria un papel en este proceso.
Postulamos que ademas del phyA, componentes aguas abajo de su via de sefializacién estarian
regulando la tolerancia a la proximidad vegetal.
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CONCLUSIONES

1. Los analisis de sobreexpresién de la fusién de ATHB4 al activador de la transcripcidon
VP16 confirman que ATHB4 actia como factor de transcripcion o como cofactor
transcripcional en la regulacién de procesos de desarrollo diferentes.

2. Laregién N-terminal de ATHB4 interacciona con los cofactores TPL, SEU y SAP18. Los
analisis genéticos indican que TPL y SEU actuarian como reguladores positivos, y SAP18
como regulador negativo de las respuestas del alargamiento del hipocotilo en sombra.

3. Los motivos EAR de la regién N-terminal de ATHB4 (1) median la interaccién con TPLy
SAP18; (2) son necesarios para la inhibicion del alargamiento de los hipocotilos en
respuesta a sombra simulada, y (3) participan en la estabilidad de la proteina en
respuesta a la sombra simulada.

4. Las plantulas de Cardamine hirsuta, una especie filogenéticamente préxima a
Arabidopsis thaliana, son capaces de percibir la sombra aunque no responden alargando
los hipocotilos, por lo que la consideramos como una especie que tolera la sombra.

5. Elcribado genético de una poblacidon mutagenizada de C. hirsuta resultd en la obtencion
de los mutantes slender in shadel (sis1), caracterizados por responder a sombra
alargando el hipocotilo. Estos mutantes sis1 eran deficientes en fitocromo A
(ChPHYA/SIS1).

6. Nuestros analisis genéticos, tanto de lineas RNAi:ChPHYA como del cribado genético que
resultd en la identificacién de los mutantes sis1, indican que en C. hirsuta el fitocromo
A es clave para esta supresidon y por tanto para la tolerancia a la proximidad vegetal.

7. La tolerancia a la sombra se debe a la supresién de dicha respuesta mas que a una
desconexién entre la percepcion de la sombra y los mecanismos enddgenos de control
del alargamiento del hipocotilo.

8. La pérdida de funcion del phyA en A. thaliana y C. hirsuta resulta en fenotipos similares
en la desetiolacion de la plantula.

9. La complementacién de plantas mutantes phyA de A. thaliana con pPHYA:PHYA vy

PPHYA:SIS1 sugiere que las proteinas phyA de A. thaliana y C. hirsuta tienen actividades
distintas.
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MATERIALES Y METODOS

Se describen tanto materiales como protocolos que se han utilizado durante esta tesis
doctoral. Los métodos generales de manipulacion de acidos nucleicos, proteinas, y los
relacionados con el cultivo y manipulacion de bacterias se realizaron segun los protocolos
descritos en “Current Protocols in Molecular Biology” (Ausubel et al. 2001), y “Molecular
cloning: A laboratory Manual” (Sambrook & Russell 2001) con pequefias modificaciones de
nuestro laboratorio en algunos casos.

El agua utilizada generalmente es desionizada (dH,0), mientras que para los experimentos de
biologia molecular se utilizé bidestilada (ddH,0, dH,0 tratada con el desionizador de agua
Millipore Milli-Q). Normalmente las soluciones utilizadas se esterilizaron con un autoclave
himedo de vapor de agua a 120°C y una atmosfera de presion durante 20 minutos; en el caso
de los reactivos para levadura se esterilizaron bien en las mismas condiciones de temperatura
pero solo 15 min, o bien mediante filtracion (filtros de 0,3-0,45 um).

El pH de los medios y soluciones se ajustd antes de someterlos a los ciclos de autoclave. El
material de laboratorio y las membranas para la recogida de material vegetal se esterilizaron
en autoclaves secos.

1. Material bacteriano y levaduras.
1.1. Cepas de bacterias y levaduras.

Se han utilizado las siguientes cepas bacterianas:

DH5a:: Cepa de Escherichia coli (E. coli) utilizada para los clonajes de vectores.

C58C1/GV2260: Cepa de Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens), para el uso de vectores
binarios para la transformacién de plantas.

GV3101: Cepa de A. tumefaciens utilizada para la agroinfiltracion de hojas de Nicotiana
benthamiana (N. benthamiana).

PJ694a.: Cepa de Saccaromyces cerevisiae (S. cerevisiae, levadura) que se transforma con el
plasmido que contiene la proteina de fusiéon BD-X.

YM4271a: Cepa S. cerevisiae que se transforma con el plasmido que contiene la proteina de
fusion AD-Y.

1.2, Condiciones de crecimiento de bacterias y levaduras.

El cultivo liquido de células de E. coli y A. tumefaciens se realizé en tubos de cultivo a 37°C y
28°C respectivamente en agitacion a 250 rpm, y el de S. cerevisiae se realizé en tubos de
cultivo a 28-30°C en agitacion a 180 rpm..El cultivo sdlido se realizd en placas de Petri a la T2
descrita. Los cultivos de bacterias y levaduras se almacenaron permanentemente en
eppendorfs® utilizando cultivos crecidos durante la noche (Over Night; O/N) con 50% glicerol y

conservados a -80°C.
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1.3. Maedios de cultivos de bacterias y levaduras.

Bacterias:

Los medios de cultivo utilizados rutinariamente para el trabajo con bacterias durante esta tesis
fueron los siguientes:

Medio LB pH 7,5: bactotriptona 100 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 10 g/L. Ajustar el pH
con NaOH. Para el medio sélido se afiade 15 g/L de agar . Se esteriliza en el autoclave durante
20 min.

Medio YEB pH 7,2: extracto de carne 5 g/L, extracto de levadura 1 g/L, peptona 5 g/L, sacarosa
5 g/Ly 2 mL/L MgSO, 1M. Para el medio sélido se afiade 15 g/L de agar. Se esteriliza en el
autoclave durante 15 min.

Levaduras:

Los medios de cultivos utilizados rutinariamente para el trabajo con levaduras se esterilizaron
autoclavando a 120 °C durante 15 min:

Medio YPDA liquido y sélido: peptona Difco 20 g/L , extracto de levadura 10 g/L y glucosa 20
g/L . Ajustar el pH a 5,8 con HCl, afiadir agar Difco 20 g/L (sélo para medio sdlido) y autoclavar.
Medio SD (Sinthetic Dropout): base nitrogenada de levadura sin aminodcidos (Sigma Y0626)
6,7 g/L y glucosa 20 g/L. Ajustar el pH a 5.8 con HCI, afiadir agar Difco 20 g/L (sé6lo para el
medio sélido) y autoclavar. Enfriar el medio hasta 55°C antes de anadir las soluciones 10x
dropout (10xDO).

10x DO-L: DO-L 6,4 gr/L en agua. Autoclavar.

10x DO-W: DO-W 6,4 gr/L en agua. Autoclavar.

10x DO-LW: DO-LW 6,4 gr/L en agua. Autoclavar.

10x DO-HLW: DO-HLW 6 gr/L en agua. Autoclavar.

1.4. Resumen de compuestos de seleccion anadidos a los medios de cultivo
bacterianos y de plantas.

En la tabla M1 se muestra los diferentes antibidticos y otros compuestos utilizados para la
seleccién con los que se suplementaron los medios, las concentraciones, el disolvente en el
gue se prepara y las concentraciones de trabajo.

Antibidticos, ., Concentracién de trabajo (segun el organismo)
tros compuestos de AL Disolvente A.
Ve p- . stock E. coli ) A. thaliana | C. hirsuta
seleccion tumefaciens
Carbenicilina (Cb) 100 mg/mL Etanol 50% | 100 pg/mL 100 pg/mL -
Cefotaxima (Cf) 100 mg/mL Agua - - 100 pg/mL | 100 pg/mL
Espectinomicina (Spc) 100 mg/mL Etanol 50% | 100 pg/mL 100 pg/mL
Gentamicina (Gm) 200 mg/mL Agua 40 pg/mL -
Higromicina (Hyg) 50 mg/mL Agua - - 30 pg/mL 50 pg/mL
Kanamicina (Km) 50 mg/mL Agua 25 pg/mL 25 pg/mL 25 pg/mL
Rifampicina (Rf) 50 mg/mL DMSO 20 pg/mL 50 pg/mL -
5-bromo-4-chloro-3-
. 3-D-
indolyl-B-D- 20 mg/mL DMF 40 pg/mL
galactopyranoside
(X-Gal)
Basta (ppt) - - - - 16 pg/mL 32 pg/mL
Isopropil-B-D-
propil-B 23,8 mg/mL Agua 23,8 pg/ml
Tiogalactésido (IPTG)

Tabla M1. Antibiéticos y otros compuestos de seleccién que se han utilizado en este trabajo con las
bacterias: E. coli, A. tumefaciens y en plantas: A. thaliana, C. hirsuta. DMF:N,N-DIMETILFORMAMIDA.
DMSO: DIMETILSULFOXIDO.
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2. Material vegetal.

En este trabajo se han utilizado plantas de Arabidopsis thaliana (A. thaliana) de las accesiones
Columbia-0 (Col-0), Landsberg erecta (Ler-0), Knox (KNO-18) y Nossen (No-0). Ademas, se ha
utilizado plantas de Cardamine hirsuta (C. hirsuta) de la accesiéon Oxford (Ox).

2.1. Lineas transgénicas.

Las lineas transgénicas generadas se detallan en el apartado 3.1 "Construcciones y
transformaciones en planta".

2.2. Lineas de ganancia de funcidon cedidas por otros laboratorios.

Linea Gen Descripcion
TPL:TPL1-HA
P TPL Sobreexpression del gen TPL. Cedida por Dr. David E. Somers.
(pDS1)
Linea de ganancia de funcion que suprime de funcion delos genes TPL-TPR.
tpl-1 TPL

Cedida por el Dr. Jeff.A. Long.
Sobreexpression constitutiva del gen PHYA de A. sativa cedida por Dr.
Peter Quail.

35:AsPHYA PHYA

Tabla M2. Lineas de ganancia de funcién.

2.3. Lineas de pérdida de funcion por insercién de T-DNA.

Los mutantes que proceden de la coleccion SALK se han generado por inserciéon de T-DNA del
vector pROK2 con el gen NPTII de resistencia a Km en el genoma de A. thaliana en el fondo
genético Col-0. Han sido generadas en el laboratorio del Dr. J. Ecker en el SIGnAL (Salk Institute
Genomic Analysis Laboratory, http://signal.salk.edu/index.html). Adquiridas del NASC
(Nottingham Arabidopsis Stock Centre).

Los mutantes que proceden de la coleccion Gabi-Kat se han generado por insercién de T-DNA
que contienen una secuencia flanqueante (Flanking Sequence Tag, FST) en el genoma de A.
thaliana en el fondo genético Col-0. Han sido generados en el laboratorio del Dr. Weisshaar
(Universitat Bielefeld, https://www.gabi-kat.de/ ).

Linea Nombre en ) . )
Ecotipo GEN LOCuUsS Codigo Salk o Gabi-KAT
mutante el lab.
phyA-501 SA2 Col-0 PHYA AT1G09570 SALK_014575
Cedido por Dr. Quail (Reed et al.
phyB-9 PhyB Col-0 PHYB AT2G18790
1993)
sap18-10 C58.10 Col-0 SAP18 | AT2GA45640 Gabi-Kat_ GK-855C02
Cedida por Dr. Franks (Franks etal.
seu-3 seu-3 Col-0 SEU AT1G43850
2002)
tprd-10 5136 Col-0 TPR4 AT1G15750 SALK_150008
tpl-20 5139 Col-0 TPL AT1G04530 SALK_097230

Tabla M3. Lineas de pérdida de funcion.

103



Materiales y métodos

2.4. Cruces.

Los cruces se han realizado polinizando los pistilos (£ ) de flores emasculadas de la linea 1 con
el polen de la linea 2 (). Si la fecundacién se produce con éxito se desarrolla una silicua de la
gue se recogen las semillas (generacién F1 del cruce). La autofecundacion de los individuos de
F1 da la generacién F2 y asi sucesivamente.

Nombre del | Planta madre Planta padre (&) Finalidad del cruce
cruce (%)
CMJ19.18 tpr4-10 tpl-20 Obtencién del doble mutante

cMI6 Ox m10.024 (sis1-2) Retrocruzamiento (limpieza/anélisis del tipo de mutacion)
C56 cMJ6 m10.024 (sis1-2) Retrocruzamiento (limpieza/ andlisis del tipo de mutacién)
Cc58 CCT5 Ox Retrocruzamiento (limpieza/analisis del tipo de mutacion)
CCT5 m181.1 (sis1-1) Ox Retrocruzamiento (limpieza/analisis del tipo de mutacion)

CMJ27 CCT5.19 CMJ6.18 Test de alelismo

CcMJ31 CMJ6.19 CCT5.23 Test de alelismo

Tabla M4: Cruces realizados y/o utilizados en este trabajo.

2.5. Condiciones de cultivo en invernadero y fitrotrones.

Las plantas crecieron en tiestos con una mezcla con proporciones 2:1:1 de turba, perlita y
vermiculita, respetivamente. Las condiciones de cultivo del invernadero fueron de 22°C,
humedad ambiental del 55%, 14 h de luz y 10 h de oscuridad, aproximadamente.
En los fitotrones las plantas crecieron a 22°C, humedad ambiental del 55%,y las siguientes
condiciones de luz:

* SD (Short Day, en inglés) 8 h de luz y 16 h de oscuridad.

* LD (Long Day, eninglés) 16 h de luz y 8h de oscuridad.
En todos los casos las plantas se regaron por inundacion de las bandejas que contenian los
tiestos 2-3 veces por semana, segun las necesidades de las plantas. Una vez por semana el
riego era con solucion de fertirrigacion.

Solucion de fertirrigacidn: Soluciéon de Hoagland y Arnon (Hoagland & Arnon 1938) modificada
por Johnson y col., (Johnson et al. 1957): NO3K 8,4 mM, NH4NO3 1,2 mM, K2HPO4 1,2 mM,
KH2PO4 1,2 mM, Ca(NO3)2.4H20 2,5 mM, MgS04.7H20 0,7 mM, SO4Fe.7H20 0,6 mM. Esta
solucion se complementa con un quelante de hierro Kelamix 35 mg/L y con microelementos
0,4 g/L.

2.6. Condiciones de cultivo in vitro.

Las plantulas crecieron en luz continua o en ciclos de LD. Las condiciones de luz continua se
detallaran mas adelante en el apartado 4.3. En LD las condiciones de cultivo fueron 16h luz y
8h oscuridad a 22°C y humedad no controlada.

2.7. Medios de cultivo in vitro.

Se utilizé medio Murashige y Skoog (medio MS) el cultivo de plantulas en placas de Petri
estériles. Medio Murashige & Skoog (GM-0,5x pH 5.8): medio con vitaminas 2,15 g/L, MES
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0,25 g/L. Ajustar el pH con KOH, y por ultimo se afiade agar 8 g/L . Autoclavar 20 min.
Suplementos para los medios de cultivos de plantas: En algunos casos se afiadieron
antibidticos u otros compuestos de seleccion, tal como se describe en la tabla M1 a partir de
soluciones de stocks.

3. Plasmidos.
3.1. Vectores comerciales o cedidos.

L. .. Resistencia Resistencia
Plasmido Descripcion .
en bacterias en planta

) Vector binario que permite clonar el gen de interés fusionado al R
pCambial302 . o Km Hyg®
gen reportero -GFP bajo el promotor constitutivo CaMV 35S.

) Vector binario que permite clonar el gen de interés bajo el R R
pCambia2300 o Km Hyg
promotor constitutivo CaMV 35S.

Vector utilitzado para el clonaje de productos de PCR por el R R
pCRII-TOPO . . Amp®, Km
sistema T/A cloning.

Variante d el vector pGreen que permite clonar un gen deinterés

pGl0029/35S/GR | fusionado al receptor de glucocorticoides (GR) bajo el promotor KmF Hyg®
constitutivo CaMV 35S.
Vector Gateway (GW), de entrada donde el gen de interés estd
pENTR3C KmR
flanqueado por attB1 y attB2.
Vector GW, de entrada donde el gen de interés estd flanqueado
pDONR221 KmR
por attB1 y attB2.
Vector GW de entrada donde el gen de interés estad flanqueado
pDONR207 GmR
por attB1 y attB2.
Vector GW que sobreexpresa constitutivamente el N-terminal de
pYFN43 la proteina amarilla (YFP). Cedido por Dr. Alejandro Ferrando del AmpR HygR®
IBMCP (Belda-Palazon et al. 2012).
Vector GW que sobreexpresa constitutivamente el C- terminal
pYFC43 de la proteina fluorescente amarilla fluorescente (YFP). Cedido AmpR HygR?

por Dr. Alejandro Ferrando del IBMCP (Belda-Palazon et al. 2012)

Vector GW utilizado para el clonaje d el dominio de unién a DNA
pGBKT-7 o KmR
de GAL4 al gen de interés.

Vector GW utilizado para el clonaje con el dominio de activaciéon
pGADT-7 ] ) AmpR
GAL4 del gen deinterés.

VA3 Vector utilizado como control positivo en el Y2H. Contiene la KR
m
P proteina p53 fusionado al domino de unidon a DNA de GAL4.

Vector utilizado como control positivo en el Y2H. Contiene el N-
pTD1 terminal de la proteina SV40 fusionado al dominio de activacién AmpR
GAL4.

Tabla M5: Vectores comerciales utilizados en este trabajo.
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3.2. Construcciones y transformaciones en planta.
o g3 Tipo de
Plasmido Descripcion Vector Inserto
vector
Amplificacién de ATHB4 por PCR con
CS12 ATHB4 (cDNA CRII-TOPO
P (cDNA) P oligos (10284+CS07)
Derivado del vector pCambial300
pCS14 35S: term (OCS) (incluye un promotor CaMV 35S y sin inserto
terminador de pBinAR (term OCS))
pCS14 (promotor CaMV 35Sy el
pCS19 35S: ATHB4-GR terminador de un pBinAR vy fusionado ATHB4 Binario
ala GR)
pBJ3 355: ATHB4-GFP pCambia1302 ATHB4 (proviene de dig. Spel + Xbal Binario
a pCS12
pNOB936 con
pIR101 promotor de pNOB936 dig. Aatll sin inserto y sin promotor
SEEDSTICK
pMG15 355:GR pCS14 dig. Sall+Klenow+ BamHI PGreen0029(355:GR) dig. EcoRl+ Binario
Klenow y BamH]|
A50 ATHB4 (forma Forma truncada de A50 ATHB4
pMG42 truncada de la region PCRI-TOPO amplificacién por PCR con MGO40+CSO7
N-terminal de ATHB4) P P
N-terminal (Nt) de Forma truncada N-terminal de ATHB4
pMG59 ATHB4 pCRII-TOPO amplificacién por PCR con
2x355+MGO51
VP16 amplificado por PCR con los oligos:
pMJ2 VP16 PCRII-TOPO NCO1+MJO1 usando el plasmido pNC7
(Galstyan et al. 2011)*
. pCS14 (35:term (OCS)) VP16 (proviene del
pMJ3 355:VP16 dig. con BamHI + Sall pMJ2 dig. con BamH| + Sall )*
MJ4 35S:ATHB4-VP16 MJ3 di Kpnl +KI BamH| ATHB4 (proviene de dig. pCs12 Binario
p : - p ig. con Kpnl +Klenow+ Bam con EcoR V + BamH I)*
Nt-TPL (726 base pair Amplificacién de Nt-TPL por PCR con oligos
PMIL6 | (hp)242 aminoacid (aa) PDONR 207 (GW) MIO11+MJO13
Amplificacién de Nt-TPR4 por PCR con
Nt-TPR4 (492bp- 164
pMI17 (492bp 2a) PDONR 207 (GW) oligos MJO14+MJO15
pMI21 Nt-TPL (726 bp-242 aa) PGBKT-7 (GW) pMJ16 (Nt-TPL en pDONR207)
pMI22 Nt-TPL (726 bp-242 aa) PGADT-7 (GW) pMJ16 (Nt-TPL en pDONR207)
pMI25 Nt-TPL (726 bp-242 aa) PYFN43(GW) pMJ16 (Nt-TPL en pDONR207)
pMJ26 Nt-TPL (726 bp-242 aa) PYFC43(GW) pMJ16 (Nt-TPL en pDONR207)
YFN -TPL (Full Length PSW3 (TPL en un pENTR)
pMi27 (FL) PYFN43(GW) Cedido por Dr. Stephen Wenkel
PSW3 (TPL en un pENTR)
pM128 YFC-TPL(FL) PYFC43(GW) Cedido por Dr. Stephen Wenkel
pMJ29 ATHBA4(cDNA) PENTR3C (GW) ATHB4 (proviene de la dig. de pCS12)
pMJI30 YFN-ATHB4 PYFN43(GW) pMJ29 (ATHB4 en pENTR3C )
pMJ31 YFC-ATHB4 pYFC43(GW) pMJ29 (ATHB4 en pENTR3C)
Forma truncada Nt-ATHB4
pMJ32 Nt-ATHB4 PENTR3C (GW) (PMG59) dig. con EcoRl
pMJ33 ATHB4 PGADT-7 (GW) pMJ29 (ATHB4 en pENTR3C )
pMJ34 ATHB4 pDONR207 (GW) pMJ29 (ATHB4 en pENTR3C)
pMJ35 YFN-ATHB4 PYFN43(GW) pMJ34(ATHB4 en pDONR 207 )
pMI36 YFC-ATHB4 PYFCA43(GW) pMJ34(ATHB4 en pDONR 207 )
pMI38 Nt-ATHB4 PGBKT-7 (GW) pMJ32 (Nt-ATHB4 en pENTR3C )
pMI39 Nt-ATHB4 PGADT-7 (GW) pMJ32 (Nt-ATHB4 en pENTR3C )
pMJ40 Nt-ATHB4 pPYFN43(GW) pMJ32 (Nt-ATHB4 en pENTR3C)
pMI41 Nt-ATHB4 PYFC43(GW) pMJ32 (Nt-ATHB4 en pENTR3C )
pMI42 Nt-ATHB4 pDONR207 (GW) pMJ32 (Nt-ATHB4 en pENTR3C)
pMJ43 ATHB4,,,, pDONR207 (GW) ATHB4,,, en pDONR 207*
pMJ45 ATHB4 1 0 pDONR207 (GW) ATHB4,,, en pDONR 207 *
pMI47 ATHB4,,,, PGADT-7 (GW) ATHB4,,, en pDONR 207 *
pMS51
" " L. Forma truncada de A50ATHB4 (pMG42)
1302 .
pMJ60 A50 ATHB4 (pMG42) |(pCambial30, dlga TZHG’;ISO I + Spe 1) fusion amplificacion por PCR con MGO40+C507
Forma truncada de A30 ATHB4
pMI62 A30 ATHB4 PCRII-TOPO amplificacion por PCR con MJ043+CSO7
pMJ63 A30 ATHB4 (pMJ63) pMS51 (dig. con Bglll) Inserto digerido con BamHI
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Tipo de
Plasmido Descripcion Vector INSERTO 3
vector
oMIGS ChPHYA (cDNA) en pCRII-TOPO con oCRIITOPO N
errores
) pMJ65.6 dig.
oMJE7 ChPHYA (cDNAe)r:zor;é)SCRII TOPO sin Xhol/Xbal+pM)65.2 pMJES.2 dig. Xho I/Xba I*
Xhol/Xbal+Avrll
ChPHYA (gDNA) del m10 (sis1-2) con
pM.J68 MBO1+CT034
ChPHYA (gDNA) del m10 (sis1-2) con
pMJ69 MBOS5+MBO10
pMJ70 PAtPHYA(APAGS) pBS SK+ *
pMI72 ChPHYA (cDNA) PENTR3C *
pMI74 ChPHYA(CDNA) pENTRI3C sin Eilana Xbal en .
a region attB
pMI77 AtPHYA (pET-PHYA) DBS SK+ dig BamHI+Ecory | PEEPHYA dig: ;g;mie' + Klenow +
pMJT78 AtPHYA (CDI'\\,‘Q)lgslfNTRe’c dig: | DENTRIC dig. Notl+Sall pMJ77 digNot 1+Sal I+
pMJ83 ChPHYA (cDNA) sin promotor pDONR207 (GW) pMJ74 (cDNA ChPHYA)*
pMJ84 PAtPHYA: ChPHYA pIR101 (GW) * Binario
pMI85 PAtPHYA: ccdb pDONR221 (GW) pMJSM”AtP’;’YA"ChP HYA)
pMJ86 PAtPHYA: AtPHYA pIR101 (GW) * Binario
pMJ89 ATHB4 .oy, PGBKT-7 (GW) pMJ45.33%
pMJ90 ATHB4 o1, PGADT-7 (GW) pMJ45.33%
pMG15
pMJ91 355: ATHB4 ¢, ,,.,-GR pCS14 con fusidn a la GR pMJ45.33* Binario
dig. con BamH|
pMI92 355: ATHB4 ,, ,,-GFP pMS51 (dig con Bglll) pMJ45.33% Binario
pMJ93 SEU (cDNA) pGBKT-7 (GW)
pMJ94 SEU (cDNA) pGADT-7 (GW)

Tabla M6: Plasmidos y transformaciones utilizadas en esta tesis. *(Ver descripcidén a continuacién).

Generacion de la construccién 355: ATHB4-VP16 (pMJ4).

Para generar la construcciéon de sobreexpresion de ATHB4-VP16 se utilizd como molde un
plasmido ya existente en nuestro laboratorio (pNC7) que contenia el cDNA del gen PARI1
fusionado al dominio de activacion VP16 (Galstyan et al. 2011). La region del gen VP16 se
amplificd con los oligos NCO1 y MJO1 (ver tabla de oligonucledtidos), que incorpora un sitio de
corte Sall en el extremo 3’. El producto de PCR se subclond direccionalmente en un vector
pCRII-TOPO para generar pMJ2 y posteriormente ser secuenciado. El inserto de pMJ2 se digirid
con BamHl y Sall, y se subclond en los mismos sitios de clonaje en el vector pCS14 (disponible
en el laboratorio), dando lugar a pMJ3 (35S:-VP16).

El plasmido pCS14 es una modificacién de un vector pCambial300 digerido con EcoRl y Hindlll,
desfosforilado y ligado con un cassette que contiene el promotor CaMV 35S y un terminador
gue proviene del vector pBINAR (Galstyan et al. 2011). Para obtener el cDNA de ATHB4
recurrimos al plasmido pCS12 (disponible en el lab), que deriva del vector pCRII-TOPO y que
contiene el cDNA de ATHBA4.

El inserto obtenido de la digestion pCS12 digerido con EcoRV y BamHI (ATHB4) se clond en
pMJ3 digerido primero con Kpnl y Klenow (resultando en un extremo romo) y después con
BamHl, que resulté en pMJ4 (355:ATHB4-VP16), que se transformd en A. tumefaciens C58C1
(pGV2260) para transformar luego plantas de A. thaliana mediante inmersién floral. Las
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plantulas transgénicas resultantes se seleccionaron en medios que contenian Hyg. Sdélo se
seleccionaron lineas con una Unica insercion de T-DNA, como se describe en (Roig-Villanova et
al. 2006).

Mutagénesis de los motivos EAR y construcciones derivadas (pMJ43, PMJ45, pMJ89, pMJ90,
pMIJ91, pMJ92).

Los motivos EAR se mutagenizaron por PCR con oligonucleétidos que contenian cambios en las
bases requeridas. Sustituimos las Leucinas de los motivos EAR1 (L8, L10, L12) y EAR2 (L24, L26
y L28) por Alaninas. Realizamos las mutagénesis de cada motivo por separado. La primera
mutagénesis utilizé como DNA molde pMJ29, que contenia ATHB4 en el vector pENTR3C.

Para el motivo 1 se realizaron dos PCR: PCR 1; amplificando con un oligonucleétido directo WT
(Wild Type) (MJO25) y el reverso mutado (MJO22). PCR 2; amplificando con un oligonucleétido
directo mutado (MJO21) y el reverso WT (MJO26). Unificamos los productos de PCR y
amplificamos con los oligonucledtidos MJ0O27+MJ028 (introducian sitios attB1 y attB2). Tras la
purificacién del producto de PCR y usando sistema de recombinacion BP Clonasa Il del sistema
Gateway (Invitrogen) se introdujo en un vector pDONR207 (attP1<ccdB-Resistencia a
Cm<attP2), resultando en el vector pMJ43.

Usando sistema de recombinacion LR Clonasa Il del sistema Gateway (Invitrogen), se
recombiné pMJ43.1 con el vector de destino PGADT-7 (vector de expresion en levadura),
dando pMJ47. El plasmido pMJ47 fue utilizado como DNA molde que contenia el motivol
mutado y el motivo2 WT.

Para el motivo 2 se realizaron dos PCR: PCR 1; amplificando con un oligonucleétido directo WT
(MJO25) y el reverso mutado (MJO24). PCR 2; amplificando con un oligonucledtido directo
mutado (MJO23) y el reverso WT (MJO26). Unificamos los productos de PCR y amplificamos
con los oligonucledtidos MJO27+MJ028 (introducian sitios attB1 y attB2). Tras la purificacion
del producto de PCR y usando sistema de recombinacion BP Clonasa Il del sistema Gateway
(Invitrogen) se introdujo en un vector pDONR207 (attP1l<ccdB-CmR<attP2), resultando en el
vector pMJ45. Comprobamos mediante secuenciacion que el plasmido pMJ45 sdlo contenia
los motivos EAR mutados. Usando el sistema de recombinacidon LR Clonasa Il del sistema
Gateway (Invitrogen), se recombind con los vectores de destino para Y2H (pGADT-7 y pGBKT-
7) que contiene sitios (attBl< ATHB4:q,rm <attB2) generando pMIJ89 (BD- ATHB4ei.eom) ¥
pMJ90 (AD- ATHB4¢14£2m).

Para generar pMJ91 (35S:ATHB4¢1,:2m-GR) se digirieron los vectores pMJ45.33 y vector pMG15
(vector con promotor 35S y receptor de glucocorticoides GR) (Gallemi et al. 2017) con BamHl.
La ligacion entre el vector pMG15 vy el inserto que provenia de pMJ45.33 dié lugar a pMJ91
(35S:ATHB4¢1.2m-GR), este plasmido presenta resistencia a Hyg. en plantas. El pMJ91
(plasmido binario) se introdujo en A. tumefaciens C58C1 (pGV2260) por electroporacion y se
seleccionaron colonias transformadas en medio YEB suplementado con los antibidticos Rf, Cb y
Km con el objetivo de transformar plantas de A. thaliana mediante inmersion floral. Las
plantulas transgénicas fueron seleccionadas en medio que contenia Hyg. (concentraciones
descritas en el apartado 1.5). Sdlo se seleccionaron lineas con una Unica insercién de T-DNA,
tal como se describe en (Roig-Villanova et al. 2006).

Generamos pMJ92 (35S5:ATHB4¢1.:2m-GFP) digiriendo pMJ45.33 con BamHI y el vector pMS51
(vector pCambial302 modificado con incorporacion de dos dianas de clonaje Sall y Spel)
digerido con Bglll (vector con promotor 35S y la proteina GFP) (Gallemi et al. 2017). Se ligaron
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el inserto pMJ45.33 digerido con BamHI y el vector pMS51 digerido con Bglll dando lugar a
pMJ92 (35S5:ATHB4¢1,e2m-GFP), un vector binario que se introdujo en A. tumefaciens GV3101
qgue utilizamos para agroinfiltrar plantas de N. bethamiana para experimentos de localizacién
subcelular.

Construccion para las plantas RNAi-ChPHYA (pCT31) (generada por C. Then):

Para generar la construccion RNAI (supresion de la expresién de genes especificos mediante
RNA de interferencia) para silenciar el ChPHYA se utilizé cDNA de C. hirsuta como molde para
la PCR. Por PCR se amplific6 un fragmento de 256 pb utilizando los oligonucledtidos
especificos: CTO31 y CTO32 (ver tabla de oligonucledtidos). Esta regiéon ChPHYA,
correspondiente a los primeros 256 pb del cDNA, fue seleccionada porque mostré menos
similitud con otros fitocromos. El producto de PCR se subcloné direccionalmente en pCRII-
TOPO para generar pCT16. El fragmento pCT16 se secuencid para confirmar que no hubiera
errores. Un fragmento de pCT16 digerido con EcoRl se subclond en los mismos sitios del vector
PENTR3C (Invitrogen), flanqueado por los sitios attL1 y attL2, para dar pCT18. Usando sistema
de recombinacién LR Clonasa Il del sistema Gateway (Invitrogen) se recombiné con el vector
de destino RNAi pPB7GWIWG?2 (l), que contiene sitios attR1 y attR2 y generd pCT31 (35S: RNAI-
ChPHYA), que confiere resistencia a ppt) en plantas. Este vector binario se introdujo en A.
tumefaciens C58C1 (pGV2260) por electroporacion y se seleccionaron colonias transformadas
en medio YEB suplementado con los antibidticos (concentraciones descritas en el apartado
1.5) Rf, Km y Spc. Las plantas de C. hirsuta (Ox) fueron transformadas mediante inmersién
floral. Las plantulas transgénicas fueron seleccionadas en medios que contenian ppt
(concentraciones descritas en el apartado 1.5).

Generacion de las construcciones pAtPHYA: AtPHYA (pMJ86) y pAtPHYA: ChPHYA (pMJ84)
para la complementacidn de plantas A. thaliana phyA-501.

Como fuente del promotor del gen PHYA de A. thaliana (pAtPHYA), se empled el plasmido
APAG (pAPAG, proporcionado por A. Nagatani, Universidad de Kyoto, Japdn), que contiene 2,9
kb de la regidon promotora (Toledo-Ortiz et al. 2010). Se subclond un fragmento Xhol-BamHI de
pPAPAG en un vector pBS-SK+ digerido con las mismas enzimas, generando pMIJ70, que
permitia obtener un fragmento Xbal que cubre 2,0 Kbp del pAtPHYA (de ATG a -2.029).

Como fuente de AtPHYA, se empled el vector pET-PHYA (proporcionado por P. Quail, UC-
Berkeley, CA, EE.UU), que contiene el marco de lectura abierta (ORF, del inglés Open Reading
Frame) completo de AtPHYA en un vector pENTR3C para expresién en E. coli (Somers et al.
1991) . El vector se digirié primero con Nhel (y con extremos romos con Klenow) y después con
BamHl. El fragmento flanqueado por Nhel y BamHI, que contiene toda la ORF de AtPHYA, se
clond luego en un vector pBS-SK+ digerido con EcoRV y BamHI, generando pMJ77. Se subcloné
un fragmento Sall-Notl de pMIJ77 en los mismos sitios de pENTR3C (attLl<ccdB<attL2,
Invitrogen), generando pMJ78, que contiene AtPHYA flanqueado por sitios de recombinacién
Gateway (attL1<AtPHYA<attL2).

La secuencia codificante completa de ChPHYA se amplificd de cDNA de plantulas etioladas
usando los oligos especifico CTO31 y MBO9. El fragmento resultante se cloné en pCRII-TOPO
para dar lugar a pMJ65. Después de la secuenciacion de varias colonias independientes, nos
centramos en pMJ65.2 (que no contenia errores silenciosos entre el ATG y un sitio Unico Avrll
dentro de la secuencia de ChPHYA) y pMJ65.6 (que no contenia errores entre el Unico sitio
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Avrll y el codén STOP). Obtuvimos un fragmento Xbal-Avrll de pMJ65.2 y se subclond en los
mismos sitios del vector pMJ65.6, generando el plasmido pMJ67, que contiene el ORF
completo de ChPHYA. Se subclond direccionalmente un fragmento EcoRl de pMJ67 en los
mismos sitios de pENTR3C, generando pMJ72, que contiene ChPHYA flanqueado por sitios de
recombinacién (attL1<ChPHYAXbal<attL2). PMJ72 fue digerido con Xbal, rellenado con Klenow
y religado, para generar pMJ74 (attL1<ChPHYA<attL2), que eliminaba un sitio Xbal situado
después del coddn de parada pero antes del sitio attL2.

El vector binario de destino fue: pNOB936 (confiere resistencia a ppt en plantas) se digiridé con
Aatll (para liberar el promotor SEEDSTICK) y se volvié a ligar para generar pIR101. Usando el
sistema Gateway LR Clonasa Il (Invitrogen), recombinacién in vitro entre pIR101
(attR1<ccdB<attR2) y pMJ74 (attL1<ChPHYA<attlL2), que generd pMJ83 (attB1<ChPHYA<attB2).
Un fragmento Xbal de pMJ70, que contenia pAtPHYA, se clond direccionalmente en pMJ83
digerido con la misma enzima de restricciéon, produciendo pMJ84 (pAtPHYA:
attB1<ChPHYA<attB2).

Usando el sistema Gateway BP Clonase Il (Invitrogen), pMJ84 (pAtPHYA: attB1<ChPHYA<attB2)
se recombind con pDONR207 (attPl<ccdB-CmR<attP2) para generar pMJ85 (pAtPHYA:
attR1<ccdB-CmR<attB2), que fueron recombinados por sistema Gateway LR clonasa Il con
pMJ78 (attL1<AtPHYA<attL2) para generar pMJ86 (pAtPHYA: attB1<AtPHYA<attB2).

Estos vectores binarios (pMJ84 y pMJ86) se introdujeron en A. tumefaciens C58C1 (pGV2260)
por electroporacion y se transformaron colonias transformadas (seleccionadas en medio YEB
suplementado con los antibidticos (concentraciones descritas en el apartado 1.5) Rf, kmy Spc.
con el objetivo de transformar plantas de A. thaliana phyA-501 por inmersién floral. Las
plantulas transgénicas fueron seleccionadas en medios que contenian ppt.

3.3. Plasmidos cedidos por otros laboratorios.

Plasmido Descripcion Vector Cedido por
pSW1 TPL (cDNA) pGADT-7 (GW)
Dr. Stephan Wenkel
pSW3 TPL (cDNA) pENTR
pBD4 TPR4 (cDNA) pGBT9 Dr. Brendan Davis
pDS1 PTPL:TPL-HA pCambial300 Dr. David Somers
pIT1 SAP18 (cDNA) pDONR207
pIT2 SAP18 (cDNA) PYFN43(GW)
pIT3 SAP18 (cDNA) pYFC43(GW)
pIT4 SAP18 (cDNA) pGADT-7 (GW)
Prof. Lucia Colombo
pITS SAP18 (cDNA) PGBKT-7 (GW)
plTé SEU (cDNA) pDONR207
pIT7 SEU (cDNA) PYFN43(GW)
pIT8 SEU (cDNA) pYFC43(GW)

Tabla M7: Plasmidos cedidos por otros laboratorios utilizados en esta tesis
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3.4. Oligonucleétidos.
Los oligonucledtidos que en la descripcion tienen la abreviatura Ch pertenecen a Cardamine
hirsuta.
Nombre | Secuencias de 5’a 3’ Gen Uso
2x358S CGTAAGACTGGCGAAC promotor CaMV 35S |Genotipado
358 CTTCGCAAGACCCTTCC promotor CaMv 355 [Genotipado
T-DNA Genotipado
LBb1l CGTGGACCGCTTGCTGCAACT “left border, LB"
Directo |GTAAAACGACGGCCAGT Sec.
Revers |CAGGAAACAGCTATGAC Sec.
BO33 GCGGTCTATGTAGGAGAGAATGATC SAUR15 (FW) RT-gPCR
BO34 CCGGCACCACATATCTCTTCTT SAUR15 (Rev) RT-gPCR
BO40 AAATCTCGTCTCTGTTATGCTTAAGAAG UBQ10 (FW) RT-gPCR
BO41 TTTTACATGAAACGAAACATTGAACTT UBQ10 (Rev) RT-gPCR
BO68 AGAAGTGAGAGAGAAGGAATCTCCG HAT2 (FW) RT-gPCR
BO69 TCATCTGAGGTTCCACGTGAGTA HAT2 (Rev) RT-gPCR
BO70 GGATCTAGAATGGGCGAGCTCCCAGAAGCTCG |GR (FW) Genotipado
B071 CCTACTAGTTTTTTGATGAAACAGAAGCTTTITG|GR (Rev) Genotipado
BO87 GGAAGCAAAACCCTTAGCATCAT PIL1 (FW) RT-gPCR
BO88 TCCATATAATCTTCATCTTTTAATTTTGGTTTA |[PIL1 (Rev) RT-gPCR
BO95 TGGTGTCAAGCAGATGATTTGC EFla (FW) RT-gPCR
BO96 ATGAAGACACCTCCTTGATGATTTC EFla (Rev) RT-gPCR
CTO9 GGCCGATTGTGCTGTCCTTA EFla (FW) RT-gPCR
CTO10 TCACGGGTCTGACCATCCTTA EFla (Rev) RT-gPCR
CTO19 TCCCATCTTTTCTCCATTGGA PIL1 (FW) RT-gPCR
CTO20 GATGGCACCACGAATTGCT PILI (Rev) RT-gPCR
CTO31 ATGTCCGGGTCTAGGCCGAG ChPHYA (FW) Genotipado
CTO34 TTCTGGCCAGTAAGATCATGTGC ChPHYA (Rev) Genotipado
CTO39 AGCCCACCCACTACTTTGACC ATHB2 (FW) RT-gPCR
CT040 CGTGGCAGCTTGATTTGGT ATHB2 (Rev) RT-gPCR
MBO1 TGTTCATAAGATTACGGCATG ChPHYA (FW) Genotipado
EVIBOZ TCTGCAAAGCCCTTTTATGC ChPHYA (FW) Genotipado
MBO3 TACATGGCCAACATGGATTC ChPHYA (FW) Genotipado
MBO4 GGGTTTCCTAAGGCTCTAGG ChPHYA (FW) Genotipado
MBO5 ATCGGGAAGCATCTCCTCAC ChPHYA (FW) Genotipado
MBO6 GTGCTGTGACCAGTCAGGAG ChPHYA (FW) Genotipado
MBO7 ATGAGACCGGAGAAGAAGTC ChPHYA (FW) Genotipado
MBOS8 GAGAAACCAGTGAACCACTG ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO9 CATCCATATTTACAGCTCCAG ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO10 GAGGACTACTTGTTCGCTGC ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO11 GGACCTTGCTGAGTTGCTTC ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO12 TGGATTCCACTCCGTACACC ChPHYA (Rev) Genotipado
E43013 TCACTGGTGACAGCTTCTAG ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO14 CATCACATTTCACAAGGTCC ChPHYA (Rev) Genotipado
MBO15 CTGCTTGAGGGATGTCGGTG ChPHYA (Rev) Genotipado
MGO26 GGAGGTAGACTGCGAGTTCTTACG ATHB2 (FW) RT-gPCR
MGO27 TGCATGTAGAACTGAGGAGAGAGC ATHB2 (Rev) RT-gPCR
MGO28 AGAAGTGTCGGAGCTGAGGG ATHB4 (FW) RT-gPCR
EVIGOZQ AGACACGTTCGCAAGAAGGG ATHB4 (Rev) RT-gPCR
MGO30 GCCACAACATCGAAGACG GFP (FW) RT-gPCR
MGO31 CCATGCCATGTGTAATCC GFP (Rev) RT-gqPCR
MGO042 TTCAGCAAGCCACTGCAGG GR (FW) RT-gPCR
MGO043 GCTGTGGTAATGCTGCAGGAA GR (Rev) RT-gPCR
MGO48 TCCCTTCCATTTCCGCAAT OPT1 (FW) RT-gPCR
EVIGO49 TGAGCCCAGAACCGACAATC OPT1 (Rev) RT-gqPCR
VP16 con BamHI en .
NCO1 CCGGATCCTACCCATACGACGTTCCGG 5+ (FW) clonaje
N-terminal de ATHB4 .
J0284 AGGACAATGGGGGAAAGAGAT (FW) clonaje
Final del promotor
RO64 CGCTTGTATGACTGGTGATG de ALPHYA ?FW) PCR
Principio del
RO65 CTCCGGAGAAGATCGAATCGAC promotor de PCR
AtPHYA(Rev)
RO66 AGCCCGATGACAGCGACCACG BASTA (FW) PCR
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Nombre Secuencia Gen Uso
MJO7 CCATAAATAGCCCCCACG SALK-TPR4  (FW) Genotipado
MJO08 CATCCCATTCACCAGCTG SALK-TPR4 (Rev) Genotipado
MJO9 ACCTTGAGGTCTCGTACC SALK-TPL (FW) Genotipado
MJO10 TCCCATCAAGAGCTGITG SALK-TPL (Rev) Genotipado
— GGGGACAAGTTTGTACAARAAAGCAGGCTTCATGTCTTCTCTTAG rpy, () Clonaje-Git
TAGAGAGCTC
MI012 igggz;ggzgc*rTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGGATTTGGCCTTGG TPL (Rev) Clonaje-aw
MI013 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGETCCGTTGGTTGARATGG 1y (poyy) Clonaje-Gi
CCCGTG
MIO14 (gggilégi.gggTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCGTCACTCAG TPRA(FW) Clonaje-ai
MIO15 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGGARATTGAAGTTT| 1) poy) Clonaje-Gi
GTCTCG
MIO16 GGGGACCACTTTGTACAAGAAACCTGGETCTCTTGECTCARATEG o (peyy) Clonaje-Git
ACCGTG
MJO21 GGGGCGGGTGCGAGTGCAAGCTTGGGAAATAGTCAAC Mutagénesis EARI (FW) Clonaje-GW
MJ022 GCTTGCACTCGCACCCGCCCCATCATCTCTTTCCCC Mutagénesis EARI (Rev) Clonaje-GW
MJ023 TCTGCGAGGGCGAATGCGATGCCGTTGACAACTTC Mutagénesis EAR2 (FW) Clonaje-GiW
MJ024 CATCGCATTCGCCCTCGCAGATGGTTCTTTTIGTTG Mutagénesis EAR2 (Rev) Clonaje-GW
MJ025 GACTGATAGTGACCTGTTCG AttLl (FW) Clonaje-GW
MJ026 GACTGATAGTGACCTGTTCG AttL2 (Rev) Clonaje-GW
MJ027 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT AttBI (FW) Clonaje-GW
MJO28 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT AttB2(Rev) Clonaje-GHW
MJO043 CGATGTTGACAACTTCTTCTTC 30ANt-ATHB4 _(FW) clonaje
MJ044 TCATCCAAAACCCARATC fﬁ;’;y‘“’yﬂd Zrpe(WT) Clonaje/sec
MJ045 AGCAGAGACGGATTTTGC ChPHYA-WT _(FW) Clonaje/Sec
ChPHYA-mut181(sisl- .
MJO46 AGCAGAGACGGATTTTGT 1) (W) Clonaje/Sec
MJO047 CATTACTGCATTCTGAGTGAG ChPHYA-WT _(Rev) Clonaje/Sec
ChPHYA-mutl0 (sisl-2) .
MJ048 CAGGAATCCGCTGTCCGG (FW) Clonaje/Sec
MJO049 CAGGAATCCGCTGTCCGA ChPHYA-WT _(FW) Clonaje/Sec
MJO50 CCTGGTAAACATGATCC ChPHYA-WT _(Rev) Clonaje/Sec
ChPHYA-mut10 (sisl-2) .
MJO51 CCTGGTAAACATGATCT (Rev) Clonaje/Sec
MJ052 TCTCCTCACACTTGTTGAGGATTC ChPHYA (FW) RT-gPCR
MJO053 TCCTCGGTTCCTTCTAATGCA ChPHYA (Rev) RT-gPCR
MJ054 GCTAACTGTTGCAGCTTCCTTGA ChPHYA (FW) RT-gPCR
MJ055 cggtatgcgttagcctgattte ChPHYA (Rev) RT-gPCR
MJ056 TCTAGATAAGATTCCCAGRATTG [PChPHYA  (FW) Clonaje
MJO57 TCTAGATTTTTTCCTGACACCAG [PChPHYA (Rev) Clonaje
MJO58 AAGATCTGATCATGGCTTCTTGA ALPHYA (FW) RT-gPCR
MJO059 GGCCTAGAGCCTGACATTTIT AtPHYA (Rev) RT-gPCR
MJ060 GGTGGCTATAATGTGAGAGAG GABI-KAT-sapl8 (FW) Genotipado
MJO61 CAAACGGAAGTTCGGAAAGCG GABI-KAT-sapl8 (Rev) Genotipado
MJ064 TTCGAATGTTTCGGCTAACC seu-3 mutant (FW) Genotipado
MJ065 TTCGAATGTTTCGGCTAACT seu-3 mutant (FW) Genotipado
MJ066 GGGCCAAATTTCTCATGGCC seu-3 mutant (Rev) Genotipado
MJ069 CGCTTCTTTGGGTGGTTCTA RT-qPCR-VP16 (FW) RT-gPCR
MJO70 ATAGGGATAGCCCGCATAGT RT-gPCR-VP16(Rev) RT-gPCR
MJO71 CGATCGTGAAAAGACATG sapl8 (FW) RT-gPCR
MJO072 CAAATCTGTTAGCTCGCG sapl8 (Rev) RT-gPCR
MJO73 GTTGGGGAGACGATGGC sapl8 (FW) RT-gPCR
MJ074 GCCACATCCAGATAATC sapl8 (Rev) RT-gPCR
MJO75 TCGGATAACAAATGAGAC ChPEYA and ACPHYA (SEC. | pn_qpeg
COMPATIDA) (FW)
MJO76 CGGATGGTGTAAAGTITA ChPHYA and APHYA (SEC. | pp_opeg

COMPATIDA) (Rev)

Tabla M8. Oligonucleétidos utilizados en esta tesis.
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4. Metodologia.

4.1. Técnicas de biologia molecular de acidos nucleicos.
4.1.1. Obtencidon de DNA plasmidico.

En este trabajo se utilizaron dos métodos de extraccion de DNA plasmidico dependiendo del
grado de pureza deseado: A) Miniprep por lisis alcalina (utilizado para comprobar pasos
intermedios de clonajes mediante digestion o para PCR) y B) Miniprep de DNA plasmidico con
kit comercial.

A) Miniprep de DNA por lisis alcalina de cultivos bacterianos liquidos. Este método esta
basado en el descrito por (Sambrook & Russell 2001).

1. Transferir el cultivo liquido que ha estado en agitacién O/N a un tubo de 1,5 mL.
Centrifugar 2 min a 13000 rpm. Retirar el sobrenadante. Anadir el volumen restante de
cultivo y repetir.

2. Agregar 150 pL de tampdn P1. Resuspender el sedimento de las bacterias con ayuda
del vortex.

3. Agregar 150 pL de tampdn P2. Agitar suavemente el tubo por inversidn unas 4-5 veces.
Incubar < 5 min a T2 ambiente (RT).

4. Agregar 150 pL de tampdn P3 y mezclar inmediatamente 4-5 veces por inversion. Dejar
reposar 15-20 min en hielo. Centrifugar a velocidad maxima.

5. Pasar el sobrenadante en un nuevo tubo de 1,5 mL, agregar 900 uL de 100% (v/v)
etanol. Incubar 2 min a RT Centrifugar 10 min a velocidad maxima.

6. Descartar el sobrenadante y agregar al sedimento 700 puL de 70% (v/v) etanol.
Centrifugar 5 min a velocidad maxima.

7. Descartar el etanol. Dejar secar el sedimento de DNA al aire durante 10 min o hasta
gue se evapore todo el etanol.

8. Resuspender el pellet en 50 uL de 1xTE o agua. Guardar a -20°C.

Soluciones:

Tampodn P1 (conservar a 4°C ): 50 mM Tris-HCl pH 8,0; 10 mM EDTA, 100ug/ml| RNAsa.

Tampodn P2 (conservar a RT): 200 mM NaOH, 1%(p/v) SDS.

Tampdn P3 (conservar a 4°C): 3M NAc, acetato sédico, (pH 5,5. Ajustar el pH con acido
acético).

Tampdn 1xTE pH 7,4: 10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA.

B) Miniprep de DNA plasmidico con kit comercial. Método utilizado para obtener DNA

de alta calidad para secuenciar. Se realizé con el Kit QlAprep Spin Miniprep de Qiagen®,
siguiendo el procedimiento del fabricante.

4.1.2. Reacciones de modificacion del DNA.

Para las reacciones de modificacién del DNA realizadas, como digestiones de fragmentos
de DNA con enzimas de digestion, ligaciones, desfosforilacion de extremos de DNA, etc. se
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han utilizado enzimas de digestion de DNA vy ligasas, siguiendo los protocolos estandar y
las condiciones aconsejadas por el fabricante en cada caso. Es por este motivo por el que
en este trabajo solo se detallan las de mayor importancia, o bien, si el protocolo que se ha
seguido supone una modificacion del original.

4.1.3. Subclonaje de fragmentos de DNA en vectores con el método GATEWAY®.
Reaccion BP/LR clonasa (siguiendo recomendaciones del fabricante):

1. Mezclar en un tubo: X uL Vector de entrada (~100 ng/ uL), Y pL Vector de
destino (~100 ng/ L) y 5,5 pL tampodn TE pH=8, 2 uL BP 6 LR clonasa.
Incubar a 25°C durante 1 h.

Afadir 1 pL de solucion de proteinasa K. Incubar a 37°C durante 10 min.
Almacenaje a -20°C hasta el uso.

4.1.4. Transformacion de células competentes de E. coli por choque térmico.

La transformacion de células de E. coli se utiliza para amplificar el DNA plasmidico. Se
emplearon células competentes previamente preparadas y almacenadas a -80°C. Se
transformaron per choque térmico segun el siguiente protocolo:

1. Descongelar en hielo el tubo que contiene una alicuota de 50 pL células competentes.

2. Agregar X pL de la ligacion o producto de la reaccion LR clonasa 6 de plasmido. Incubar en
hielo (30 min).

3. Realizar un choque térmico de 90 seg-2 min a 42°C. Inmediatamente después pasar a hielo
durante 1 min.

4. Agregar 900 uL de LB liquido e incubar durante 60 min a 37°C.

5. Centrifugar 2 min a 13000 rpm. Eliminar 800 uL de sobrenadante.

6. Resuspender las células y sembrar en 2 placas de LB sdélido con el antibiético de seleccidn
adecuado.

7.Incubar las placas a 37°C durante 16-18 h.

4.1.5. Transformacion de células competentes de A. tumefaciens por
electroporacion.

Se emplearon células competentes previamente preparadas y almacenadas a -80°C. La
transformacion de células de A. tumefaciens se realiza con plasmidos binarios, que después se
introducen en las plantas mediante transformacion floral dip (ver apartado 4.3.2).

1.Descongelar una alicuota (50 pL) de células electrocompetentes en hielo. Agregar 0,5 pL del
plasmido (dilucion 1:10 en agua de la miniprep). Agitar suavemente e incubar 5 min. en
hielo.

2.Esterilizar previamente las cubetas de electroporacidon con etanol. Enfriarlas y agregar la
mezcla de células y DNA.
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3.Electroporar a 1,7 kV. Inmediatamente, transferir las células a tubo con 1 mL de medio de
cultivo YEB fresco (sin antibidticos). Incubar las células a 28°C durante 1-2 h para
recuperarlas de la electroporacion.

4.Plaquear diferentes volimenes en medio YEB con antibidticos selectivos anadidos (Rif, Spc,
Cb). Volumen de plagqueo 50 pLy 200 pL.

5.Incubar las placas a 28°C durante 2-3 dias hasta la aparicién de colonias.

4.1.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacién de fragmentos de DNA se realizé mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (Polymerase Chain Reaction; PCR) (Saiki et al. 1989) utilizando oligonucledtidos
especificos y DNA codificante (cDNA), gendmico (gDNA) o DNA de colonias como molde. Para
la amplificacién de fragmentos de DNA por PCR se utilizaron dos tipos de enzimas de DNA
polimerasa termoestable; una no comercial, utilizada para la comprobaciéon de clonajes y
colonias, y una comercial para clonajes y mutagénesis. La enzima comercial utilizada fue la
Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity, que se caracteriza por tener una baja tasa de
error. Estas enzimas disponen de sus propias soluciones y se emplearon siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las secuencias de los oligonucleétidos se detallan en el apartado
3.4,

Condiciones y método de PCR: En cada ciclo de PCR hay tres etapas que necesitan

temperaturas diferentes: Desnaturalizacion del DNA, hibridacion de los oligonucleétidos a las
secuencias complementarias de DNA vy sintesis de las cadenas de DNA complementarias en
direcciéon 5’ a 3’. Se prepara una mezcla de reaccion con los siguientes componentes
(concentracion final de la reaccidn) : tampon PCR 1x, dNTPs 0,2mM, oligonucledtidos directo y
reverso 0,5 UM (cada uno), 3-5U de Tag polimerasa y agua miliQ hasta un volumen final de
25uL. El programa utilizado consta de una etapa de desnaturalizacion inicial de 3 min a 94°C,
una etapa de amplificacion de 30 ciclos que consta de i) desnaturalizacién de 30 seg a 94°C, ii)
hibridacion de 30 seg (temperatura especifica de cada pareja de cebadores), y ii) extension a
72°C (el tiempo dependiendo del tamafio a amplificar). Finalmente, se programa una etapa de
extensién final de 3 min a 72°C.

Una vez finalizada la reaccion, analizar los productos de PCR mediante electroforesis de DNA
en gel de agarosa.

4.1.7. Separacion de DNA en geles de agarosa.

Los productos de PCR o los fragmentos de DNA procedentes de las digestiones que se
utilizaron se separaron en geles de agarosa/TBE 1% (p/v) con el colorante de acidos nucleicos
GelRed de BIOTIUM (1:10000) o Bromuro de Etidio, en TBE 1x, incluyendo en todos los casos
un marcador de peso molecular para conocer el tamafio de banda.

Soluciones para la electroforesis de DNA:

Tampon de carga 6X: 30% (v/v) glicerol, 0,25% (p/v) xilencianol FF, 0,25% (p/v) azul de
bromofenol, 0,5 M EDTA pH 8,0.

Tampon 10x TBE: 0,089 M-Tris base, 0,089 M 4cido bdrico, 20 mM EDTA pH 8,0.
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4.1.8. Purificacion de DNA.

Los fragmentos de DNA, tanto lo que provienen de geles de agarosa como los productos de
PCR de interés se purificaron con el kit QlAquick Gel Extraction Kit de Qiagen® siguiendo las
indicaciones del fabricante.

4.1.9. Secuenciacion de DNA.

La determinacion de las secuencias de DNA (obtenido segun apartado 4.1.1B) fue realizado por
el Servicio de Secuenciacién del CRAG mediante secuenciacion automatica utilizando el
sistema Applied Biosystems de Pharmacia (Automated Laser Fluorencence). Este sistema se
basa en el método del dye terminator. Las lecturas varian de 500 a 800 pares de bases (base
pair, bp). Las secuencias fueron procesadas informaticamente mediante el uso de programas
gratuitos disponibles en Internet, como Serial cloner, Bioedit, ClustalW, BLAST de INCBI, Fasta,
Genedoc y con NTI vector (Invitrogen).

4.1.10. Extraccion de RNA en planta.

La extraccion de RNA de plantas se realizé con el método semiautomatico Maxwell Simply RNA
de Promega, basado en la purificacion de RNA mediante beads magnéticas. En el caso de las
plantulas de A. thaliana y C. hirsuta se emplearon aprox. 30 plantulas (~100mg), o en los
experimentos de hojas, 5 hojas en dia 30 de desarrollo. Se congelaron con nitréogeno liquido y
posteriormente, trituradas con Tissue-Lyser de Qiagen, se afiadieron dos perlas de vidrio
(4mm, casa comercial Merck) en un tubo de 2 mL con la muestra, manteniendo en nitrégeno
liquido y removiendo dos veces 1 min con una frecuencia de 30 s™.

4.1.11. Cuantificacion de acidos nucleicos.

El DNA o RNA presente en las muestras se cuantifico mediante NanoDrop 1000 de
ThermoScientific a 260 nm. Un valor de DO=1 corresponde aproximadamente a 50 ug/mL de
DNA y a 40 ug/mL de RNA. La pureza de los acidos nucleicos nos la proporciona el software del
nanodrop, a través del calculo de la relacion 260/280 (nm). En las cuantificaciones de RNA el
valor ideal es 2, en el caso del DNA el valor ideal es 1.8.

4.1.12. Retrotranscripcion.

Esta técnica se ha empleado para amplificar la primera cadena de cDNA a partir del RNA total,
utilizando como cebador un oligo (dT) proporcionado en el Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche) y siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante partiendo

de 1 ug de RNA purificado en volumen final de 10 uL (como se ha descrito anteriormente).
4.1.13. PCR Cuantitativa (Real-time quantitative PCR, RT-qPCR).

La RT-gPCR se llevd a cabo utilizando una dilucion 1:10 en ddH,0 del cDNA obtenido
anteriormente. Ademas de las tres réplicas bioldgicas por tratamiento, cada muestra se analizé
realizando 2-3 réplicas técnicas con el objetivo de minimizar errores en el pipeteo. Cada
reaccion contiene 2 pL de cDNA diluido (15-25 ng/ulL), 5 L Light Cycler® 480 SYBR Green |
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Master Mix, 0,3 uL del oligonucledtido directo (10 mM; concentracion final de 300 nM), 0,3 pL
del cebador reverso (10 mM; concentracién final de 300 nM) y 2,4 uL de H,0. Los
oligonucledtidos especificos empleados aparecen descritos en la Tabla M8 (apartado 3.4). La
reaccion se llevé a cabo en un Roche Light Cycler® 480, siguiendo un programa basado en una
desnaturalizacién inicial a 3 min. a 94°C y 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 30 seg a 94°C
durante 30 seg, e hibridacion y extensién 30 seg 60°C. Los resultados obtenidos se analizaron
utilizando el software Light Cycler® 480 1.5.0-SP3 y se exportaron al programa Microsoft®
Office Excel 2003. Los calculos de expresion relativa se realizaron tomando los valores medios
de las réplicas técnicas y, posteriormente, las medias obtenidas de las tres réplicas biolégicas,
normalizadndolas con los valores obtenidos en cada muestra para un gen constitutivo de

referencia.

4.2. Técnicas de biologia molecular de proteinas.
4.2.1. Obtencidn de extractos totales proteicos.

Para realizar la extraccidn total de proteina en condiciones desnaturalizantes se utilizaron
~60-100 plantulas (segun el experimento) y se conservaron en nitrogeno liquido.

1. Mezclar las plantulas/material vegetal congelado con el EB en una proporcion 1:1 p/v
(1mg de peso fresco en 1 pl de EB) a RT hasta obtener una mezcla homogénea.
Pasar el material a tubos eppendorf® y centrifugar a 14000g 3 min a RT.
Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo y medir la concentracién del sobrenadante
usando el kit de Pierce BCA Protein Assay, para todas las muestras (siguiendo las
instrucciones del fabricante) y realizar una recta patrdon con concentraciones conocidas
de BSA.

4. Preparar alicuotas de 1 ug de proteina total afladiendo tampdén de muestra 1xSDS-
PAGE.

Solucion de extraccion (EB): 40 mM Tris-HCL pH 6,8; 4% p/v of SDS, 5% glicerol e inhibidores

de proteasas (siguiendo las indicaciones del fabricante, Sigma).

Para realizar la extraccién total de proteina en condiciones nativas se utilizd el mismo
protocolo pero con la siguiente solucion de extraccién:

Solucidn de extraccidn en condiciones nativas (EB nativas): (Recomendado en el kit de

inmunoprecipitacion)

0,5% lgepal CA630, 150 mM NaCl, 10 mM TRIS pH 7,5, 0.5 EDTA, 2.5mM MgCl,, DNAsa 1ug/uL
y cocktel de inhibidores de proteasas (Proteases Inhibitor Cocktel; PIC) segiin recomendaciones
del fabricante (Roche).

Tras extraer las proteinas se afiade el tampdn de carga TM para que estén las muestras a 1x y
se mantienen durante 3 min a 95°C. tras esto las muestras se pueden conservar congeladas a -
80°C.

Tampoén de carga 2x TM: Tris 125 mM pH 6,8; bromofenol 0,04%; SDS 4% (p/v), glicerol 20%
(v/v). Justo antes de usar afiadir B-mercaptoetanol 10%.
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4.2.2. Separacion electroforética de las proteinas.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida o SDS-PAGE (del
inglés, Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrilamide Gel Electrophoresis). Las proteinas migran en el
gel como consecuencia del campo eléctrico aplicado. En funcidon de su tamafio, las distintas
proteinas migran con mayor o menor velocidad. El gel de electroforesis estd compuesto por
dos geles de distintos porcentajes de acrilamida, el gel separador (% variable en funcion del
tamafio de las proteinas que se separan, suele oscilar entre el 10-15%) y el gel empaquetador
al 4%.

Procedimiento para la preparacion de geles de proteinas:

1. Ensamblar el sistema de preparacién del gel (Mini-Protean®, Bio Rad) proporcionado
por el fabricante.
Preparar la solucion del gel separador y verter 8 mL entre los cristales.
Afadir 200 ulL de isopropanol para crear un frente horizontal y prevenir del contacto
con el oxigeno que actua impidiendo la polimerizacion.
Dejar polimerizar el gel durante 30 min. (El tiempo dependera de diversos factores).

5. Preparar la solucion del gel empaquetador y verterla sobre el gel separador hasta el
extremo superior.

6. Encajar un peine que nos proporcionara la forma de los pocillos donde se cargara la
muestra.

7. Dejar polimerizar durante 30 min.

8. Tras la polimerizacién, cargar las muestras junto a un marcador molecular.

9. Aplicar un amperaje constante de 20 mA por gel durante 1:30-2:00h a RT.

4.2.3. Transferencia de proteinas e inmunodeteccidn.

A partir del gel SDS-PAGE se realiza la transferencia de las proteinas a membranas de PVDF.
Estas membranas se activan durante 30 seg. en metanol 100 %, permitiendo que las proteinas
se unan a la membrana.

Para la transferencia se utiliza un Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell de BioRad
siguiendo las indicaciones del fabricante para realizar una transferencia humeda con las
siguientes condiciones: 1 h a 4°C con un voltaje fijado a 100V.

Tampodn de transferencia (a 4°C) : 6,07g Tris Base, 28,83g glicina, 200 mL de metanol (10%) i
1800 mL de H,0.

Immunodeteccién quimioluminiscente:

La deteccion de las proteinas se realiza por quimioluminescencia utilizando anticuerpo
especificos contra el proteina de fusidon o la proteina a detectar y un anticuerpo secundario
conjugado con una peroxidasa que rompe el reactivo quimioluminiscente ECL (Amersham).
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Procedimiento:

1. Bloguear con tampdn TBST 1X + 2% (p/v) de leche en polvo durante 1h a RT en
agitacion.

2. Retirar el bloqueo y afadir el anticuerpo primario en tampdén TBST 1X con 0,5 % de
leche en polvo. Incubar con el anticuerpo primario durante la noche a 4°C en agitacion.

3. Lavar las membranas 3 veces durante 15 min. con la solucién de TBST con 0,5 % de
leche en polvo a RT en agitacion.

4. Incubar 30 min. con el anticuerpo secundario (anti-cuerpo primario) en tampén TBST
1X 0,5 % de leche en polvo a RT en agitacién.

5. Lavar las membranas 3 veces durante 15 min. con la solucién de TBST con 0,5 % de
leche en polvo a RT en agitacion.

6. Tras el dultimo lavado, preparar el reactivo comercial ECL Plus (Amersham) mezclando
el reactivo A con el B (siguiendo las indicaciones del fabricante), dejandolo atemperar
durante 5 min. protegido de la luz.

7. Eliminar el exceso de reactivo con papel de filtro y eliminar las posibles burbujas.

8. Para la deteccion y tratamiento de la sefal quimioluminiscente generada se utilizaron
los sistemas LAS4000 ® de Fujifilm o en el caso de los western realizados en el grupo
del Dr. Graf se revelaron con sistema “X-ray Film” (Amersham).

Soluciones:

Tampdn TBST 10X: 200 mL Tris pH7,5 1M; 300 mL NaCl 5M; 10 mL Tween 20 en 1L de H,0.

4.2.4. Inmunoprecipitacidn de proteinas.

Para realizar la inmunoprecipitacién se utilizaron plantulas crecidas durante 7 dias en LD y
mantenidas en oscuridad durante 6h. Las plantulas se congelan en N, liquido y se trituran en
un mortero hasta obtener un material homogéneo, siempre manteniendo las condiciones de
frio para evitar la degradacion. Para la extraccién se utiliza la solucién de extraccion en
condiciones nativas (anteriormente descrita).

Inmunoprecipitacion:

Este ensayo consiste en aislar complejos formados por la proteina objeto de estudio y sus
interactores en un extracto proteico total con ayuda del anticuerpo soportado en las columnas
uColumnas (uMacs). Una vez realizada la inmunoprecipitacién, se eluyen las proteinas
capturadas por el anticuerpo y se separan por electroforesis. Posteriormente, mediante
digestidn con tripsina, se separan.

Para la inmunoprecipitacion utilizamos beads® magnéticas (uMacs™) que contienen
anticuerpo o-GFP. Se siguieron las recomendaciones y las soluciones del fabricante. A
continuacidn, se presenta el protocolo que modificamos levemente.

1. Incubar el material vegetal minimo 1 hora a 4°C en agitacién.
2. Colocar las columnas en un separador imantado (uMacs Separator).
3. Calibrar las columnas (con los reactivos y metodologia que recomienda el fabricante).
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A 4°C, pasar la extraccion de proteina total.

Eliminar el material no unido con un lavado astringente.

Eluir el complejo de interés (la proteina de interés con los putativos interactores),
siguiendo las indicaciones del fabricante (manteniendo las beads en la columna.) Tras
la inmunoprecipitacion se recomienda realizar un inmunoblot con un pequefio
volumen del material inmunoprecipitado para comprobar si el proceso ha ido bien.

Preparacion de los péptidos para LC-MS/MS

Dia 1: Filtrado de la muestra proteica (Filter Aided Sample Preparation; FASP)

Tras tener el material inmunoprecipitado.

1.

© N o vk~ wN

10.
11.
12.
13.

Mezclar la proteina inmunoprecipitada con la solucién UA (100 ug de proteina:100 uL
de solucién UA) y cargarlo el extracto proteico en una columna de filtrado (Amicon
Ultra-0.5 mL Filtros de centrifuga).

Centrifugar a 10000g, RT, durante 10 min.

Afadir 100 uL de solucién UA al filtro y centrifugar a 10000g durante 40 min.

Descartar el volumen eluido del tubo colector.

Afadir 50 uL de 10 mM DTT a la solucidn de UA, centrifugar a 14000g durante 30 min.
Descartar el volumen eluido del tubo colector.

Afadir 50 uL de 1AA en solucion UA.

Agitar a 600 rpm en un “Thermo-Mixer” durante 1 min. e incubar sin agitacién durante
5 min.

Centrifugar a 14000g durante 30 min y descartar el volumen eluido del tubo colector.
Afadir 100 uL de UA.

Centrifugar a 14000g durante 30 min y descartar el volumen eluido del tubo colector.
Transferir el filtro a un nuevo tubo colector.

Digerir con Tripsina (proporcion 1:25, Buffer de Tripsina: proteina en el filtro). Incubar
durante 14-18h a 37°C. (Volumen Final, VF=100 uL)

Dia2 (Tras la digestion):

14.
15.
16.
17.

Centrifugar a 14000g durante 40 min.

Afadir 50 uL de 0,5M NacCl.

Centrifugar a 14000g durante 20 min.

Anadir 10% (respecto al volumen) de TFA para tener una concentracion final de 1% en

la elucion.

Purificacion de los péptidos con columnas Sep-Pack®

18.
19.

20.
21.
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Humedecer las columnas con 1mL de metanol 100%.

Posteriormente, humedecer las columnas con 1mL de 80% acetonitrilo y 0,1% de TFA
en agua.

Equilibrar las columnas con 1mL de 0,1% TFA en agua (repetir 2 veces).

Afadir a la muestra 0,1% de TFA en agua. Comprobar el pH. Para que los péptidos se
unan a la columna la solucidn tendria que tener: pH <3. Si es superior, afiadir 1% de
TFA.
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22. Cargar la muestra en la columna.

23. Lavar el tubo donde estaba la muestra con 200 uL de 0,1% TFA y cargarlo en la
columna.

24, Lavar la columna con 1mL de 0,1%TFA (repetir dos veces).

25. Eluir los péptidos con 800 uL de 60% acetonitrilo en 0.1% TFA.

26. Concentrar los péptidos en SpeedVac durante 1 hora minimo.

27. Conservar los péptidos a -80°C

Los siguientes pasos, por ejemplo la inyeccidon de las muestras, fueron realizados por los
especialistas del grupo para una precisa y correcta ejecucion. Del mismo modo, los datos
producidos tras las lecturas por LC-MS/MS también fueron pre-filtrados por uno de los
especialistas del grupo (Silvia Martinez).

Soluciones:

Solucién UA (Urea Acid, UA): 100 uL de 8M Urea (Sigma, U5128) en 10 mM Tris-HCl
(pH=8).

Solucidn IAA (lodoacetamida): 0.05 M iodoacetamida en UA. Preparar 0.1 mL por muestra.
Dithiothreitol (DTT) en solucion de UA. Tripsina, Stock 0.4 pg/ul.

0.5 M NaCl en agua. Preparar 0.05 mL por muestra.

TFA Trifuoroacético (Trifluoroacetic acid,).

Nota: La soluciones de UA y IAA tienen que prepararse diariamente.

4.2.5. Anticuerpos utilizados

Anticuerpos primarios:

a-GFP (policlonal de conejo-Invitrogen): Dilucién de trabajo 1:1000
a-PHYA (monoclonal de ratdn especifico anti-phyA ): Dilucion de trabajo 1:5000

Anticuerpos secundarios:

- a-raton HRP (Pierce): Dilucion de trabajo 1:10000.
- a-conejo HRP (Pierce): Dilucion de trabajo 1:10000
4.2.6. Doble hibrido (Y2H)

El sistema de doble hibrido (Yeast Two Hybrid, Y2H) es una aproximacién para validar
interacciones proteina-proteina. Se parte de células competentes de levadura.

Protocolo para generar células competentes de levadura adaptado del Nature Protocols de
(Gietz et al. 2007).

1. Inocular una colonia de la cepa de levadura que se quiere regenerar en 25 mL en un
cultivo liquido YPDA, incubar durante 12-16 horas en un incubador con agitacién a 200
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W XN oW

rpm.
Repartir 1L de YPDA en dos erlenmeyers.

Afiadir el pre-cultivo en 500 mL de YPDA (OD 0,1 = 1 x 10° células/mL).

Incubar el Erlenmeyer a 28-30°C en agitacién a 200 rpm durante minimo 4 horas. (OD
1=1x10" células/mL).

Centrifugar los cultivos a 2000g durante 5 min y eliminar el sobrenadante.

Lavar las células con 250 mL de agua estéril.

Resuspender en 5mL de agua estéril.

Transferir a un tubo cénico de 15 mL y centrifugar las células a 2000g durante 5 min.
Resuspender las células en 5 mL de FCC.

10. Alicuotar en volimenes de 50 pl.
11. Almacenar a -80°C.

FCC (5% v/v glicerol, 10% v/v DMSO).

YPDA: Ver la seccién de medios de levaduras apartado 1.4

Transformacion de levaduras para el ensayo Y2H:

Preparar la siguiente mezcla: 240 uL 50% PEG, 36 pL 10x LiAc (1M), 10 pL ssDNA (10mg/ml), 69

pL agua estéril (Volumen total de 360 ulL para 1 transformacién). Agitar la mezcla con vortex. El

ssDNA (DNA de esperma de salmdn congelado a -20°C) se desnaturaliza durante 3 min a 95°C.

Dejar descongelar las células competentes en hielo. Centrifugar el tubo 1 min a 14000
rpm. Retirar el sobrenadante con cuidado.

Agregar los 360 pL de la mezcla. Afiadir 5 pL del plasmido de DNA (0,1 pug/uL). Incubar
a 28-30°C en agitacion durante 30 min.

Afadir 36 uL de DMSO. Incubar en bafio a 42°C durante 15 min.

Centrifugar a 14000 rpm durante 1 min. Aspirar el sobrenadante y resuspender las
células en 200 plL de agua estéril. Plaquear 50 pL y 100 pL en dos placas del medio
adecuado de seleccién.

Incubar placas a 30°C durante 2-5 dias.

Andlisis de la interaccion mediante el sistema Y2H :
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Transformar la cepa pJ694a con el plasmido con la proteina fusionada al BD (BD-X) y la
cepa YM4271a con el plasmido con la proteina fusionada al AD (AD-Y) y plaquear cada
una por separado en medio SD-LW.

Inocular dos cultivos de 2 mL de medio YPDA con colonias frescas: uno expresa BD-X
(tubo 1) y el otro AD-Y (tubo 2). Realizar este proceso por cada interaccidon que se
quiera analizar. Crecer a 28°C durante 24 h con agitacién.

Preparacion de mating. Anadir en un tubo de 10 mL (tubo 3) 500 pL de cultivo del tubo
1 (BD-X) y 500 pL del cultivo del tubo 2 (AD-Y). Mezclar e incubar durante 48 h a 28°C
sin agitacion.

Preparacion de enriquecimiento para las células diploides: Inocular 2 mL de SD-LW
(tubo 4) con 200 pL del tubo 3 e incubar durante 48 h a 28°C con agitacion.

Preparar 3 diluciones del cultivo del tubo 4: sin diluir, 10"y 1072
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6.

Plaguear en forma de gota 5 o 10 plL de las diluciones en medio de agar SD-LW
(comprobaciéon de mating) y SD-HLW (comprobacién de la interaccion de las
proteinas).

Medios y Soluciones:

LiAc 1M: Sigma #L-6883. Preparar 100 mL 1M, ajustar el pH a 7.5 y autoclavar.

PEG 50%: MW= 3350, Sigma #P-3640. Utilizar al 50% p/v de PEG3350, afadir agua y

autoclavar.

4.3.

Metodologia vegetal

Para los tratamientos de luz, las semillas de A. thaliana y de C. hirsuta se esterilizaron

superficialmente antes de sembrarlas en placas de medio (0,5xMS). Una vez sembradas, las

placas se estratificaron en oscuridad a 4°C (3-5 d), proceso que permite la rotura de la

dormicidn de las semillas y asegura su germinacién sincronizada una vez las ponemos en las

condiciones de luz y temperatura adecuadas. Tras la estratificacion, las placas se pasaron a la

camara correspondiente para inducir la germinacién y crecimiento.

4.3.1.

Esterilizacidon y siembra de semillas.

La esterilizacién de las semillas se llevé a cabo para todos aquellos experimentos que las

semillas fueron sembradas en placa.

A)

Embeber las semillas en de 0,1% Tween-20 (v/v) durante 20 min.

Eliminar la solucion de Tween-20. Agregar 1 mL de una solucién hipoclorito sédico 10%
(v/v), 0,1% Tween-20 (v/v). Agitar y dejar actuar 10 min. (no exceder el tiempo de
tratamiento, ya que puede reducir la viabilidad de las semillas).

Lavar las semillas con 1mL de agua estéril 5 veces consecutivas. Retirar el agua del
ultimo lavado de la esterilizacidn.

Las semillas estan listas para sembrar, segun el método mas apropiado de los que se
describen a continuacion.

Seleccion de semillas T1 procedentes de plantas transformadas con A. tumefaciens.

Se siembran unas 1500 semillas por placa en grupo sobre el medio de cultivo de seleccion.

1.
2.

B)

Resuspender las semillas en 2,5 mL de solucidn estéril de 0,1% agarosa (p/v).

Volcar la solucién de agarosa con semillas sobre el medio sélido 0,5xMS que contiene
el antibidtico de seleccién (ppt) y antibidtico Cf (inhibe el crecimiento de A.
tumefaciens sin afectar el crecimiento de la planta).

Distribuir homogéneamente las semillas por toda la superficie de la placa y dejar seca

en la campana.

Siembra de semillas individuales sobre el medio de cultivo.

Para facilitar el recuento de plantulas y para los experimentos fisiolégicos de medidas de la

longitud de hipocotilos, se siembran sobre el medio de cultivo unas 100 semillas por placa
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(9,5 cm de didmetro) una a una.

1.
2.

Resuspender las semillas en agua del ultimo lavado de esterilizacion.
Pipetear las semillas con una pipeta P1000 y dejarlas caer una a una sobre el medio
solido correspondiente tocando la punta de la pipeta el medio.

Para facilitar la recogida de plantulas para los experimentos de extraccién de RNA o

proteina se siembra sobre el medio de cultivo unas 100 semillas por placa (9,5 cm de

diametro) y se pone sobre el medio una membrana autoclavada de nilén.

Independientemente del sistema de sembrado utilizado, una vez finalizada la siembra de las

semillas, las placas se sellan con cinta porosa micropore®.

4.3.2.

Transformacidn de plantas por floral dip.

Se emplearon plantas de A. thaliana (Ecotipo Col-0, silvestres y mutantes phyA-501) y C.

hirsuta (Ecotipo Ox) y cultivos de A. tumefaciens con la cepa C58C1 (GV2260) portadora de la

construccion correspondiente en cada caso. La metodologia de transformacion de plantas fue

la previamente descrita por (Clough & Bent 1998).

4.3.3.

Preparar tiestos de 11,5 cm de didmetro con la superficie de sustrato cubierta por una
rejilla de plastico. Sembrar las semillas equidistantes para obtener 6-7 plantas por
tiesto.

A las 4-6 semanas desde la siembra (plantas con inflorescencias de 5-7 cm de
longitud), cortar las inflorescencias a ras de roseta. A los 9-10 d las inflorescencias
secundarias estaran éptimas para transformar.

Dos dias antes de la transformacion inocular 2 mL de medio YEB con los antibidticos
adecuados y la cepa de A. tumefaciens portadora de la construccién de interés
(precultivo). Incubar 20 h a 28°C con agitacién (200 rpm).

Inocular un cultivo de 1L de medio de YEB (suplementado con los antibidticos
adecuados) con 1 mL de precultivo. Incubar 20 h a 28°C con agitacion (200 rpm).
Centrifugar el cultivo (10 min. a 4000g). Descartar el sobrenadante y resuspender las
células en 300 mL de 5% (p/v) sacarosa. Justo antes de transformar las plantas agregar
0,02% (v/v) Siluet al cultivo de A. tumefaciens.

Trasvasar el cultivo a un recipiente adecuado. Sumergir las inflorescencias de las
plantas durante 5 min colocando el tiesto boca abajo.

Dejar los tiestos en posicion horizontal en una bandeja sobre papel de filtro que
absorbe el exceso de solucion de A. tumefaciens. Mantener en el fitotron la bandeja
tapada durante 2-4 d y con baja densidad luminica.

Retirar el plastico que cubre la bandeja y el papel de filtro. Poner las plantas en
posicion vertical. Transferir al invernadero y dejar crecer 4 semanas hasta la primera
cosecha de semillas.

Transformacion transitoria en N. benthamiana para localizacidn subcelular.

Se transformaron plantas de N. bethamiana para experimentos de localizacion subcelular. Esta

técnica, al igual que la anterior, consiste en introducir material genético exdgeno en las células
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vegetales mediante la accién de la bacteria A. tumefaciens. Sin embargo, en este caso se
transforman las células de las hojas de manera no permanente. El procedimiento se detalla a

continuacion:

1. Inocular 5mL de medio YEB liquido (con antibidticos selectivos) con una colonia
transformada con la construcciéon de interés (comprobada previamente por PCR).
Incubar durante 48h a 28°Cy 200 rpm.

2. Inocular un cultivo de 20 mL de YEB (con antibiéticos selectivos) con 0,5% del volumen
del total del precultivo del dia anterior. Incubar a 28°C y 200 rpm hasta conseguir una
DOggo= 0,5-1 (aprox. 15-20 horas) en funcidon de la saturacion del pre-cultivo empleado
para la inoculacion.

3. Medir la DO e igualarla en todos los cultivos.

Centrifugar 10 min. a 3500 rpm a RT.

5. Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento con suavidad con la solucién de
agroinfiltracién con relacion 1:1 (v cultivo: v de solucién de agroinfiltracién)

6. Incubar de 2-4h a RT.

Solucién de agroinfiltracion:

MgCl2 10 mM
MES 10 mM (pH=6)
Acetosirigona 150 uM (disolucién en DMSO)

Las plantas de tabaco dptimas son de unas tres semanas de edad, cuando aun no tienen flores.
El proceso consiste en inyectar de forma muy lenta la solucién de agroinfiltracion por la parte
abaxial de las hojas. En la mayoria de las agroinfiltraciones se utilizd una transformacion
adicional con el plasmido Ptrans5’TEV (donde esta clonado el gen que codifica para la proteina
supresora del silenciamiento HC-PRO del Potyvirus (Tobacco Etch Virus, TEV), proporcionado
por el Dr. Juan José Lépez-Moya. La actividad transitoria de esta proteina ayuda a evitar el
silenciamiento post-transcripcional inducido por la introduccién de la agroinfiltracién. Tras 3-5
dias de la agroinfiltraciéon se observan fragmentos de hoja al microscopio confocal para

estudiar la localizacién de la proteina de interés.

4.3.4. Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia (Bimolecular Fluorescence
Complementation, BiFC).

Con este experimento se puede ensayar la interaccién entre dos proteinas in vivo en base a la
reconstruccién de una proteina fluorescente YFP a partir de la fusion de sus dos mitades
unidas a proteinas capaces de interaccionar. Este ensayo se realizdé en plantas de tabaco (N.
benthamiana). El protocolo a seguir es igual al de la localizacién subcelular, pero en el
momento de poner el A. tumefaciens a incubar con la solucién hay que unir a volimenes

iguales de las dos interacciones que se quieren testear.
4.3.5. Extraccion rapida de DNA gendmico de planta para su genotipado.

Para la extraccion de DNA se siguidé un protocolo de extraccidon descrito en (Edwards et al.
1991).
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1. Cortar el tejido joven vegetal e introducirlo en un tubo eppendorf con 2 perlas de
cristal.

2. Poner las gradillas en el tissue-lyser y triturar el material durante 1,5 min. a 30 s™.
(repetir dos veces).

3. Sacar los tubos y mantenerlos en hielo. Aiadir 400 pL de tampdn de extracciéon. Agitar

con vortex. A partir de aqui trabajar a RT.

Centrifugar a 13000 rpm (5-10 min). Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo.

Afadir 400 pL de isopropanol. Incubar a RT durante 2 min.

Centrifugar a 13000 rpm (5-10 min). Descartar el sobrenadante.

N o v oA

Lavar el sedimento (que contiene el DNA) con 500 pL de 70% (v/v) etanol. Agitar con
vortex y centrifugar a 13000 rpm (2 min). Descartar el sobrenadante y dejar secar por
completo el sedimento a TA durante 10 min.

8. Aiadir 50 yL de TE 1X o agua.

4.3.6. Genotipado de plantas por PCR.

La técnica de la PCR se utiliza para detectar la presencia de un transgen introducido en la
planta, para detectar plantas mutantes procedentes de colecciones por inserciones de un T-
DNA (SALK, Gabi-Kat), mutaciones puntuales, utilizando oligonucleétidos especificos para cada
caso en concreto. Se utilizé 3-5 yL de DNA molde procedente de la extraccion de gendmica
descrita en el apartado anterior y el par de oligonucledtidos adecuados.

4.3.7. Tratamientos y ensayos en plantas.

La intensidad y la proporcién de las diferentes longitudes de onda se ha medido gracias a un
espectrometro SpectroSense2 que se encuentra asociado a un sensor de cuatro canales, que
mide el rojo lejano (Far Red, FR), rojo (Red, R), azul (Blue, B), y el PAR.

Los tratamientos de luz se realizaron en una camara de cultivo (Inkoa o Percival) a 22°C. Los
tratamientos de luz W se han realizado mediante 4 tubos haldgenos.

La sombra por proximidad: Se generd enriqueciendo la luz W con luz FR (A, 727 nm) utilizado
lamparas LED hibridas (Quantum devices) QB1310CS-670-735 resultando en un ratio R:FR en
sombra simulada total de 0,05.

La sombra por dosel: Se generd enriqueciendo la luz W con luz FR utilizado lamparas LED
hibridas (Quantum devices) QB1310CS-670-735 resultando en un ratio R:FR en sombra

simulada total de 0,025. En condiciones de W es 1,5.

Se muestran diversos tipos de ensayos con condiciones luminicas diferentes. A continuacion,
se resumen las condiciones de luz utilizadas para distintos tipos de ensayos (Figura M1).
Ensayo de alargamiento de hipocotilo: Las plantas germinaron (dia 0, d0) y en el caso de
A.thaliana (Figura M1A) crecieron durante 2 dias (d2) en luz blanca continua (W); mientras
que en el caso de C. hirsuta (Figura M1B) crecieron durante d3 W. Posteriormente se
mantuvieron en W o se transfirieron a W enriquecida con luz FR (W+FR) hasta el dia 7 (d7) a
22°C.
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Ensayos de RT-qPCR en sombra: (Figura M1C) Tanto en el caso de A.thaliana como de
C.hirsuta las plantas crecieron en W durante d7 a 22°C. Se recolectaron muestras antes (0h) y
después de 1h y/o 4h, 8h de W+FR.

Ensayo de alargamiento de hipocotilo en desetiolacién en luz monocromaticas continuas: las
plantas se irradiandolas durante 2 horas con luz W (d0), en luz blanca continua (W) (Figura
M1D). Posteriormente las placas se mantuvieron en oscuridad (Dark, D) o se irradiaron con
distintas intensidades de FRc, Bc o Rc hasta el dia 4 (d4).

Ensayo de RT-qPCR e inmublot: (Figura M1E) Tanto en el caso de A.thaliana como de C.hirsuta
las plantas se irradiaron con W por dos horas. Se mantuvieron en oscuridad y se recolectd
material a los 3, 5y 7 dias (segun experimento concreto).

A A.thaliana B C. hirsuta y en algun caso A. thaliana
do @3 7
do_d2 g7 [TITTITT1] w
COTTITTT] w CL L - v

[T /R

C D do d4 do d4
oh D D
o FRc Rc
do d7 [ 1h W+FR
w 1> 4 4
W 4h W+FR 2henW 2henW
Hl 8h W+R do da
[ ©
H Bc
E ZhinW
do d3 d5 d7
4 ! ! b
2henW

Figura M1. Tratamientos de luz utilizados durante esta tesis.

4.3.8. Medidas de los hipocotilos.

Las medidas de la longitud de los hipocotilos de las plantulas se realizaron sobre imagenes
digitales utilizando el programa Imagel® (National Institute of Health Image) software,
Bethesda, MD, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij). Para ello las plantulas se colocaron planas sobre
la placa de agar antes de tomar las fotografias. Se analizé un minimo de 20 plantulas por
tratamiento.

4.3.9. Andlisis de fenotipos dependientes de DEX:

En plantulas: germinaron en placas suplementadas con 0 (-DEX) o 5 uM DEX (+DEX) y se
crecieron en condiciones de W+FR. A los 7 dias se observé el fenotipo.

En plantas adultas: Tras la estratificacion durante 4 dias a 4°C se indujo la germinacion de las
semillas transfiriéndolas a 22°C con W. En d7, plantulas de aspecto similar se pasaron a tiestos
individuales y se crecieron en SD. A partir de la tercera semana (d21 desde la germinacién), en
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el caso de lineas inducibles (por ejemplo, 355:ATHB4-GR) el tratamiento diferencial con W+FR
se combind con aplicaciones de 10uL de 5uM Dexametasona (+DEX) o como tratamiento
mock: 50% etanol (-DEX) en la region del meristemo apical (indicadas con flechas). Se aplico
durante 7 dias pero fue interrumpido por dos dias (ver Figura R1.4).

4.3.10. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos. (clorofilas y carotenoides).

Estos analisis fueron realizados por Rosa Rodriguez del laboratorio del Dr. M. Rodriguez-
Concepcién (CRAG) siguiendo un método de extraccidon de pigmentos y deteccién por HPLC de
la serie Agilent 1200 (Agilent Technologies). Se partié de unos 4 mg de tejido liofilizado por
muestra y se utilizaron 4 muestras bioldgicas. Se muestra la media de 4 muestras y el Error
estandar (Standard Error; SE). Se utilizé6 como un patrén interno la cantanxantina, carotenoide
no presente en plantas, para no haya posibilidad de confusion con los picos de los pigmentos
de las plantas. Los picos individuales en los cromatogramas se cuantificaron integrando el area
de los picos, utilizando el programa suministrado por el proveedor Agilent Technologies.

4.4. Analisis Bioinformaticos.

Ademas de los programas mencionados con anterioridad en esta tesis se han utilizado estos
recursos informaticos:

TAIR: http://www.arabidopsis.org/index.jsp

T-DNA Express: http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

JustBio: http://www.justbio.com/

EMBL-EBI: http://www.ebi.ac.uk/

Analisis de secuencias de DNA y proteinas:

BLAST: http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp
MultiAlign: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html

Programas para diseiio de clonajes in silico :

Genevestigator: https://www.genevestigator.com/gv/
Vector NTI 10 (Invitrogen): para generar mapas de plasmidos.
Serial cloner: http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html

Imagenes de microcopia:

Programa proporcionado por la casa comercial del microscopio OLYMPUS FV1000
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Programa del LC-MS/MS:

Programa: Q Exactive Benchtop Orbitrap LC-MS/MS
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Abreviaturas y simbolos

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Aproximado

A Longitud de onda

% Porcentaje

AD Dominio de Activacion

AmpR Resistencia a ampicilina

APB Motivo de unidn a phyB

ATHB4 ARABIDOPSIS THALIANA

HOMEOBOX PROTEIN 4

ATHB2 ARABIDOPSIS THALIANA
HOMEOBOX PROTEIN 2

Aux Auxinas

B Luz azul

Bc Luz azul continua

BD Dominio de unién al DNA

BRs Brasinosteroides

cDNA DNA complementario

Cm Centimetro

Ct Regién C terminal

D Oscuridad

DEX Dexametasona

DNA Acido desoxiribonucléico

dNTP desoxiribonucleétido

EMS Etil Meta sulfanato

EOD-FR Luz roja lejana al final del dia

FR Luz roja lejana

FRc Luz roja lejana continua

g Gramos

GAs Giberalinas

GR Receptor de glucocorticoides

h Horas

HAT2 Homeobox-leucine zipper
protein HAT2

HD Homeodominio

HD-Zip Homeodominio Zip

HKRD Dominio histidina quinasa

HygR Resistencia a higromicina

IPTG Isopropil-B-D-tiogalactésido

kDa kilodalton

Km kanamicina

KmR Resistencia a kanamicina

kv kilovolt

L Litros

LD Dia largo

Long Longitud

M Molar

mg Miligramos

Mg Microgramos

puL Microlitros

Mm Micromolar

min Minutos

2,4-D
mL
mm
mRNA
mV

ng
NPA
Nt
NLS
O/N

PAR
PCR

Pfr
Phot
phy
PIFs
PIL1

Pr

Ppt

R

Rc
R:FR
lejana
RNA
RNAi
rpm
RT
RT-qPCR
SAS
sombra
SAUR
SD
Seg
t-DNA
T2

Tm

\"

vs

v/v
v/p
w

Wc
W+FR

Acido 2,4-diclorfenoxiacetico
Mililitros

Milimetros

RNA mensajero

Milivots

Nanogramos

Acido naftiltalamico

Region N-terminal

Sefial de localizacion nuclear
Toda la noche

Promotor

Phytochrome Rapidly
Regulated

Reaccidon en cadena de la
polimerasa

Forma activa de los fitocromos
Fototropinas

Fitocromos

Phytochrome Interacting Factor
Phytochrome interacting
factor-like 1

Forma inactiva de los
fitocromos

Basta

Luz roja

Luz roja continua

Razén entre luz roja y luz roja

Acido ribonucleico

RNA interferente
Revoluciones por minuto
Temperatura ambiente
Retrotranscipcion por PCR
Sindrome de la huida de la

Small- Auxin Up-RNA
Dia corto

Segundos

DNA transferencia
Temperatura
Temperatura de melting
Volts

versus

Relacién volumen volumen
Relacion volimen peso
Luz blanca

Luz blanca

Sombra simulada



Abreviaturas y simbolos

Secuencias aminoacidicas:

WUI'U"EK-<U’D'I‘I

Phe, fenilalanina
Ser, serina

Tyr, tirosina

Lys, lisina

Trp, triptofano
Leu, leucina

Pro, prolina

His, histidina

Asp, acid aspartico
Arg, arginina

<oz»z2omp - -

lle, isoleucina

Thr, treonina

GlIn, glutamina

Glu, acido glutamico
Gly, glicina

Met, metionina

Ala, alanina

Asn, asparagina
Cys, cisteina

Val, valina
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