Universitat
de Barcelona

Analisis de la interconexion entre rutas
transcripcionales hormonales y del sindrome de
huida de la sombra de Arabidopsis

Nicolas Cifuentes Esquivel

ADVERTIMENT. La consulta d'aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual
Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d'investigacio i docéncia. No s'autoritza la seva reproduccié amb
finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicié des d'un lloc alie al servei TDX. No s’autoritza la presentaci6 del
seu contingut en una finestra o marc alie a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacié
de la tesi com als seus continguts. En la utilitzaci6 o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de
propiedad intelectual nicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigaciéon y docencia. No se
autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private uses placed
in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and
availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service is
not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using
or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




9 Universitatde Barcelona

Centre de Recerca en Agrigenémica (CRAG) Universidad de Barcelona
Departamento de Genética Molecular. Facultad de Biologia

Departamento de Biologia Vegetal
Bienni 2007-2008

ANALISIS DE LA INTERCONEXION
ENTRE RUTAS TRANSCRIPCIONALES
HORMONALES Y DEL SINDROME DE

HUIDA DE LA SOMBRA DE ARABIDOPSIS

Memoria presentada por Nicolas Cifuentes Esquivel para optar al titulo de
doctor de la Universidad de Barcelona

Este trabajo, realizado en el laboratorio de Genética Molecular del CRAG, ha estado
financiado por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica de Chile
con la beca de doctorado en el extranjero por Gestion Propia 2008.

Firmado por
Director de tesis Co-Director de Tesis
Dr. Jaime F. Martinez-Garcia Dr. Jordi Bou-Torrent
Tutor Autor
Dra. Carmen Bergareche Mantuliz Nicolas Cifuentes Esquivel

Barcelona, 2012






A mis queridos padres
A mis queridos hermanos

A mi queridos abuelos






Agradecimientos

“.....Gracias a la vida que me ha dado tanto. Me ha dado la risa y me ha dado
el llanto. Asi yo distingo dicha de quebranto, los dos materiales que forman mi
canto y el canto de ustedes que es el mismo canto, y el canto de todos, que es
mi propio canto....... "™ Me acojo al cantico de Violeta para darle un
reconocimiento a la vida por esta oportunidad que he tenido te venir desde tan
lejos a perfeccionar mi carrera y a la para crecer como ser humano. Por toda la
gente que he conocido y las experiencias que he vivido. Alegrias, penas, amor,
decepciones, y asi emociones varias que siempre te acompafian en la vida...
Fue uno decisién dificil hacer las maletas y dejar mi tierra con la familia y
amigos, pero habia que hacerlo y si bien hay momentos en que dude de esta
decision, el enriquecimiento personal que he logrado justifica tan magno
sacrificio. He vivido experiencias que recordaré siempre, tanto buenas como
malas, he conocido a gente increible que esperas que siempre sigan en tu vida,
gue han compensado cosas que me he perdido de mi querido Chile.. Quizas
podria haber vivido y disfrutado mas cosas aun, pero me siento realmente

realizado por lo vivido.
En lo que respecta a los agradecimiento intentaré ser breve para no aburrir.
Ademas los haré en forma global, ya que de otra forma esta parte te la tesis

terminaria del mismo tamafo que la parte cientifica.

A la parte Europea

Primero quiero dar las gracias Jaime por haberme abierto la puerta de su
laboratorio. Sin conocerme previamente no tuvo problemas en darme una
pipeta y una poyata, e instruirme para convertirme en un buen cientifico.

Gracias por esta oportunidad y el conocimiento adquirido.

También agradecer a la gente del lab tanto los que estdn como los que
pasaron, sobretodo por los buenos momentos vividos y que espero que sigan
junto a la gente alegre que se queda. La alegria es el mejor reactivo en un

laboratorio.



A la gente del CRAG gracias por todo. No profundizaré en nombres porque
cada persona importante sabe lo que significa para mi, y a ellos les digo
jHasta Pronto! Las cenas, fiestas, casas rurales se pueden seguir disfrutando
en otras partes del mundo donde nos volvamos a reunir, como ltalia, Portugal,
Francia, Argentina, Colombia, Espafa y por que no Catalunya en un futuro....

No faltard un bautizo con orujo o algo parecido!!!

A los servicios del CRAG, microscopia, secuenciacion, invernaderos, etc, por el

soporte que también han permitido lograr esta tesis.

A nivel de financiacién agradecer a CONIYT por la beca concedida que me
permitid hacer estos estudios. También al CRAG por la ayuda complementaria
de predoc, asi como también al Gobierno Espafol por la concesién de

proyectos que permitieron al laboratorio hacer nuestra investigacion.

A la parte Chilena

Primero agradecer a mis amigos chilenos que estaban tanto en Londres como
en Lyon. Ellos fueron la familia cercana durante estos afos... Casorios,
nacimientos, navidades, afios nuevos.... Amigos, Usachinos, familia.... Eramos

5y ahora hay 2 nuevas integrantes... Gracias por todo...

A mis amigos en Chile... El apoyo a pesar de la lejania ha sido Unico y preciso.
La verdad es que los mensajes, los chat, los mail, puta que daban apoyo y
también han mantenido estas amistades verdaderas a pesar de la distancia.

Bueno ahora la parte mas importante, la familia.... No puedo quejarme por la
familia que tengo, y no me refiero solo a mis padre y hermanos sino que al
conclave que nos juntamos siempre, primos, tios, abuelos.. Puta que era rico
visitar Chile y verlos a todos como siempre, riéndonos, weando, comiendo y
bebiendo a lo lindo... Quiero agradecer puntualmente antes de pasar al nucleo
familiar, a mi abuela Inés y abuelo Carlos Cifuentes. Siempre me han dicho lo
orgullosos que estan de tenerme como nieto mayor, pero la verdad el orgullo es

mio de tenerlos como abuelos. Doy gracias por que aun estan conmigo, que en



estos 5 afos lejos se mantienen con energia vital y siempre han estado ahi

recibiéndome y regaloneandome.. Nona y Tata en mi corazén por siempre.

A mis hermanos.. que son mi orgullo y mi felicidad. Gracias por estar siempre
ahi, por los magicos videos de cumple, los chat, los chistes y claro las visitas.
Me he perdido cosas importantes que les han pasado pero las que vienne y
gue seran mas importantes estaré ahi, se los prometo. Ale, colega, gracias por
la ayudas hermanita, por las conversaciones, el animo y preocuparte de mi
futuro profesional y personal. Max, la distancia nos unié mas y lo agradezco,
sobretodo por las conversaciones y lo que vivimos cuando estuviste por estos
lados. Aun queda carrete pendiente aqui, asi que tenemos que volver los dos.

A los dos los amo mucho y recuerden que tenemos un viaje pendiente.

A mis padres. Aqui tienen otro motivo para sentirte orgulloso de los 3 hijos que
tienes. He llegado tan lejos para perfeccionarme y triunfar, gracias a todo lo
gue me han dado, carifio, sabiduria, alegrias y una familia que se basa en
buenos principios, que lucha por lo que quiere, que Si NOS caemos noOS
levantamos una y otra vez.... Yo soy lo que uds han creado.... Gracias por

haberme dado la vida...






indice

1. INTRODUCCION. ....oomiirmiirneireeeresssesssessssessss s sttt essssssssesssessssssssssons 1
1.1. La luz: importante sefial en el ciclo de vida vegetal...........ccccecveeviieniiinienieenenne, 3
1.2. Desarrollo vegetal: Escotomorfogénesis y Fotomorfogénesis. ..........cccceeueennenee. 4
1.3. Fotorreceptores: Captadores de la luz como sefal. ........ccoeceeviieiiieniienienieeienne, 4

1.3, 1. CIIPLOCTOIMIOS. ..uviuiiiieiieiteeitesteete ettt ettt ettt et st et ebe et et saeesaeeeesanens 5
1.3.2. Fototropinas y otras proteinas con dominio LOV. ........cccccevviiiiniiieniiennnen. 7
1.3.3. FILOCTOMIOS. ..eieneieeitieiie ettt ettt ettt ettt e et e e et et e sateenbeesneeeneeas 9
1.4. Transduccion de sefal de 10s fotorreceptores. ......ccuevvieruieeieeriieeiieiieeieeiee e 12
1.4.1. Componentes de la red de transduccion de sefiales que regulan las
TOTOTTESPUESLAS. ..eevviieeiiieeciie et ettt ettt e e st e s te e e eteeeaaeeeabeesnseeesnseeennnes 12
1.4.2. Sefializacion de 10S fitOCTOMOS. .....covueiiiiiiiiiiiieie e 14
1.4.2.1. Componentes de la sefalizacion de phyA. ........ccccoeevvevieeciienienirenene, 14
1.4.2.2. Componentes de la sefializacion de phyB. .........ccccoceviniiniiiincneene. 15
1.4.3. Respuestas fisiologicas reguladas por fitocromos. ...........ceecveevvveeieenieennnnnns 17
1.5. El sindrome de huida a la sombra: un mecanismo adaptativo a la competicién por
luz impuesto por la proximidad vegetal. ..........cccceeeviieiiieiiieiieeieeee e 19
1.5.1. Componentes moleculares del SAS.........cccooiiiniiiininceeen 21
1.5.1.1. Papel de PIFs en la respuesta a SAS. ......ccovviieiiieiiiieeeeeeee e 23
1.5.1.2. Proteinas DELLAS. ......cooiiiiiiiiieteeteeeeeee et 25
1.5.1.3. Factores ATHB y HAT. ...ooooiiiiieeee et 26
1.5.1.4. Genes PAR del tipo BHLH. ......ccccociiiiiiiiiiiincccceccceee, 28
1.5.1.5. PAR1: un gen PAR del tipo BHLH..........ccccoovtiiiiiiiiiiieeeieeee 29
1.5.1.6. POF: proteinas que interaccionan con PARI. ........ccccooviiniinininennne. 31
1.5.2. Integracion del SAS con otras vias de regulacion del crecimiento. ............. 33
1.5.2.1. Conexion SAS-HOTmONAs. .........cccueeriieiieiieeiieniie e 33
1.5.2.2. Conexion SAS-Reloj Circadiano..........cc.eeeveeieerveeiieenieeieenieeeie e 39
1.5.2.3. Conexion SAS-TempPeratura. .......c..ccoceevveeruereenenieneerienreneeseeseeseeennes 40
1.5.3. Aspectos espaciales y temporales de la sefalizacion de SAS. .................... 41

2. OBIETIVOS. ...ttt ettt sttt e bbb 43

3. RESULTADOS. ...ttt ettt sttt ettt et e saeesesneens 47

CAPITULO L ottt ettt 49
1. Analisis de la integracion del SAS y las hormonas. ...........ccccveevierciienienciieniieeians 51
2. Integracion de la respuesta a SAS con el efecto de Giberelinas...........ccccceeenneee. 51
3. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de componentes del SAS....... 52

3.1. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de PAR1 y PAR2. .......... 53

3.2. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de BIMs y BEEs............. 55

3.3. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de HFR1. ....................... 56
4. Efecto de la sombra simulada en el alargamiento del hipocotilo mediado por
NOTINONAS. ...ttt ettt ettt e et e et e e sabeenbeesneeeneeas 57

CAPITULO L.ttt ettt sttt et sae e b enees 67
1. Analisis del mecanismo molecular de PARI. .......cccccooiiiiiiniiiiiieeee 69

CAPITULO TIL ittt ettt ettt sttt e st e b enees 79
1. Interactores de PARI.....cc..ooiiiiii e 81

1.1. Caracterizacion funcional de genes POF. ...........ccccoooiiiiiiiiiiiicieeeeee 81
1.2. Analisis de expresion de mutantes simples de genes POF..............c.cceee.. 84
1.3. Respuesta de mutantes simples POF a sombra simulada............c..cccccoeeneene. 92
1.4. Identificacion de dobles mutantes y analisis de su respuesta a sombra

STMULAAA. 1.ttt 95



2. Estudio de los genes BEE y BIM. .......cccooiiiiiiiiiiieiicecececee e 98

2.1. Estudio de Interaccion PAR1-BEE por Y2H. .....ccccooiiiiiiiiiiiieceeee 98
2.2. Estudio de Interaccion PAR1-BEE por complementacion bimolecular de la
fluorescencia (BIFC). ....ccuoiiiiiiiiiiee e 101
2.3. Estudio de interaccion entre phyB y elementos POF (BEE y BIM). ............ 105
2.4. Estudio de los factores BEE y BIM como modulos funcionales redundantes o
modulos funcionales independientes reguladores del SAS. .........oocvveiiieiienennne. 106
CAPITULO IV ottt ettt ettt e e s esseensensaenseennens 113
1. Estudio de la union de las proteinas BEE1, BEE2, BEE2 y BIM1 a DNA.......... 115
1.2. Ensayos de union de dominios BHLH (dBHLH) a la caja G-box................. 115
1.3. Mutagénesis de residuos en el dominio basico de BEE1 y BEE2................. 120
1.4. Identificacion de los sitios de de la union de BEE1 a DNA..............cc.ec..e. 123
1.4.1. Produccion de proteina de fusion MBP-BEEL. .........ccccoiiiiiiniiieee 123
1.4.2. Analisis in vitro de especificidad de union de BEEI a diferentes motivos
e DINA L ettt ettt sttt et ettt et 125
1.5. Comparacién de los sitios de union de BEE1 y BEE2 al DNA. ................... 126
1.6. Ensayos de unién de dBHLH de BEE1 y BEE2 a la G-box y G-box+.......... 128
1.7. Ensayos de union de dBHLH de BEE2 y BIM1 a la G-box en presencia de
PAR1 y PAR1L66. ................................................................................................. 130
4. DISCUSION. ...ttt ettt ettt ettt este st esae et eseeeseeneesseenseeneesseensesnnens 133
4.1. La sensibilidad y niveles de hormonas en plantulas cambian tras la percepcion de
la proximidad VEZEtal. .........cocuiiiiiiiiiiecee e 135
4.2. PARI1 actiia como Cofactor Transcripcional..........ccocceevieeiiienieeiiieniieniieieene 138
4.3. Identificacién de nuevos componentes del SAS que interaccionan con PAR... 139
4.4. BEEs y BIMs como componentes de la red del SAS..........cccocooiiiiiiiiiiieenn 145
5. CONCLUSIONES. ... oottt sttt ettt nae s e b eneeene e 151
6. MATERIALES Y METODOS. ..ottt 155
6.1. Material BiOlOZICO. ......ieiiiieiiieeciie ettt et rae e s 157
6.1.1. Material BacteriolOZICO. .......cccueeruiieiiiiriieiieeie ettt 157
6.1.1.1. Cepas baCterianas. ........cccuveeriueeeriieeriieerieeereeeetreeeereeeeeeeeaeeeereeeeenes 157
6.1.1.2. Medios de CULtIVOS. .....coeiriiiiiiieriiiierieieeeeieeee e 157
6.1.1.3. Condiciones de cultivos de bacterias...........cccceevveriieniieenienienniieneee 158
6.1.1.4. Obtencion de células competentes para choque térmico. .................... 158
6.1.1.5. Obtencion de células electrocompetentes. .........cceeeevveeeeieeenciieencneeennne. 159
6.1.2 Material de 1evadura. .........cocovieviriiniiniiiieneeeee e 160
6.1.2.1. Cepas de 1evaduras. ........ccceeevveeeeiiieriie et 160
6.1.2.2. Medios de CULLIVOS. .....ooueiriiiiiiieieeieriteieete e 160
6.1.2.3. Condiciones de cultivos de levaduras..........cccccoeoeeiieniinneniinniene. 160
6.1.3. Material Vegetal. .........cocieiiieiiieieeiee et 160
6.1.3.1. Lineas de ganancia y pérdida de funcion utilizadas. ...........cceeeneeeee. 161
6.1.3.2. Condiciones cultivo en invernadero y fitotron ...........cceeeeeeveeniiennnnnn. 162
6.1.3.3. Condiciones de cultivo en placa. ..........cccueeveveeeciieeiieeeieeeee e 163
6.1.3.4. Medios de CULIVOS. .....ooiiriiiiiiieriiiierteeeteeee e 163
6.1.3.5. PIASIMIAOS. ..ottt 163
6.1.3.5.2. CONSLIUCLOS. .envviiiiiiiieieeiteeteeite ettt ettt eas 164
6.1.3.6. OligONUCIEOTICOS. . .eeuvieeiiieeeiieeciee ettt e e e et e e e e e eaae e aeeeeenes 166
0.2. MEtOdOLOZIA. ... .eeuiieiiieiieeie ettt 167
6.2.1. Técnicas de biologia molecular de los acidos nucleicos. ..........ccccuveeeeneennee 167
6.2.1.1. Obtencion de DNA plasmidiCo........cceeruieruieniiriiieniieeiieniie e 167
6.2.1.2. Clonaje de fragmentos de DNA en vectores. .......cccccueeeevveercreeenneeennne. 168

il



6.2.1.4. RetrotranSCriPCION. .......eecvierureeiieriieeieesieeeteesteeereessaeeseesseessneesaessseens 171

6.2.1.5. PCR Cuantitativo en tiempo real (QPCR)........cccceceriiniiviniiiniininnne 172
6.2.1.6. Clonaje de fragmentos de DNA. ......c.cccooieiiiiriiiiieieeie e, 172
6.2.1.7. Electroforesis de DNA en geles de agarosa..........cccceeveevieniieniiennnnnn. 173
6.2.1.8. Secuenciacion del DNA. ..ot 173
6.2.1.9. Purificacion de fragmentos de DNA. ........ccoooiiiiiiiiiniieeeeeieee 173
6.2.1.10. Precipitacion de DNA.......cccoovoriiiiiiieeieeeeeeeee e 174
6.2.1.11. Obtencion de RNA total de Arabidopsis. ......ccccevuervereevienicneenennene 174
6.2.1.12. Cuantificacion de 4cidos NUCIEICOS.....c..eevvireeriieriirierieieeereeeee 176
6.2.1.13. Analisis de RNA por RNA-DIOL. .......ccoooveiiiiiiicieieeeeeee 176
6.2.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR DE PROTEINAS............... 180
6.2.2.1. Produccion y purificacion de proteinas. ..........coeceeveeeieeneenieenieennean. 180
6.2.2.2. Cuantificacion de proteinas. ..........ceeceereeeeiiereeeireenieeireeneeeveesseesneens 182
6.2.2.3. Separacion electroforética de proteinas. ..........coceevvevveveevieniicneeniennne 182
6.2.2.4. Deteccion de proteinas por tincion de Coomassie. .........ccceeeveervrennnenn. 183
6.2.2.5. Deteccion proteica por Western Blot. .......cocceviiiiiiiiieniiiiiiieeee 184
6.2.3. Técnicas de biologia molecular de interacciones. ...........ccoeeeeeveerueeneneenen. 185
0.2.3.1. Y2H. oot ettt enaen 185
0.2.3.2. BIFC. oo 186
0.2.3.3. EMSA. et 188
6.2.4. Métodos de Plantas. .........ceceeeiieriieiiienie ettt 189
6.2.4.1. Esterilizacion y siembra de semillas..........cccceeevvieeiiiencieeniieeeieeee, 189
6.2.4.2. Obtencion de dobles mutantes por cruzamiento. ............eceeeveereeennnenn. 191
6.2.4.3. Tratamiento de PlANtas..........ccceeecvieeriieeriie e 192
6.2.4.4. Medida de fenotipos fiSiolOZICOS. .....c.eevuueriieriiiiieiieeieeiie e 193
6.2.4.5. Obtencion de plantas tranSgENICas.........ccueeerveeereveeerveeeireeeeeeesveeenenes 193
6.2.4.6. Analisis molecular de las plantas mutantes. ............ccceceevveriieniiennnnnn. 195

7. REFERENCIAS. ..ottt sttt sne e 197
8. AINEXO. ..ttt sttt 213

iii



Abreviaturas y simbolos.

%
2,4-D

AD
APB
Aux

BC
BD
BEE
BHLH
BIM
BRs
BL
bp

CaMVv

CbR
cDNA
CHX
cm
cpm
cry
Ct

dBHLH
DEX
DNA
dNTP

EBL
EMSA
EOD-FR
EOD-R

FRc

aproximado

longitud de onda
porcentaje

acido 2,4-dichlorofenoxiacético
adenina

dominio de activacion
dominio de unién a phyB
auxinas

luz azul

complejo Proteina/DNA
dominio de unién a DNA
Br-Enhanced Expression
basic helix-loop-helix
BES1-Interacting Myc-Like
brasinosteroides
brasinolida

pares de bases

citosina

virus del mosaico de la coliflor
carbenicilina

resistencia a carbenicilina
DNA complementario
cicloheximida

centrimetros

cuentas por minutos
criptocromo

carboxil terminal

dias

dominio BHLH

densidad optica
dexametasona

acido desoxirribonucleico
desoxirribonucleicos

acido glutamico
epibrasinolida

Ensayo de retardo de la movilidad electroforética
luz roja lejana al final del dia
luz roja al final del dia

luz roja lejano

luz roja lejana continua
sonda libre

factor de transcripcion
fuerza centrifuga relativa (RCF)
GFP

glicina

gramos

giberelinas

acido giberélico

proteina verde fluorescente
GUS-GFP

receptor de glucocorticoide
B-glucoronidasa

horas

histidina

Homeodamain Zip

Hyg
HygR
IPTG
kDa
Km
KmR
kv

LD
long

mg
min
mL
mm
mRNA
mV
NASC
ng
NPA

NLS
O/N

PAR
PCR
Pfr
phot
phy
PIFs

R:FR
Rc
RFP
RNA
RNAi
rpm
RT
RT-PCR
SAS
SAUR
SD
seg

t-DNA
Tm
uL
Hm

viv

W+FR

v

Higromicina

resistencia a higromicina
isopropil-B-D-tiogalactésido
kilodalton

kanamicina

resistencia a kanamicina
kilovolt

leucina

dia largo

longitud

molar

metro

miligramos

minutos

mililitros

milimetros

RNA mensajero

milivots

Nottingham Arabidopsis Stock Centre
nanogramos

acido naftiltalamico

amino terminal

sefial de localizacion nuclear
toda la noche

promotor

Phytochrome Rapidly Regulated
reaccion en cadela de la polimerasa
forma activa de los fitocromos
fototropinas

fitocromos

Phytochrome Interacting Factor
luz roja

razon entre luz roja y luz roja lejana
luz roja continua

proteina roja fluorescente
acido ribonucleico

RNA interferente

revoluciones por minuto
temperatura ambiental
retrotranscipcion por PCR
sindrome de la huida de la sombra
Small- Auxin Up-RNA

dia corto

segundos

tirosina

DNA transferencia

temperatura de melting
microlitros

micromolar

volts

relacion volumen volimen

luz blanca

luz blanca continua

sombra simulada



1. INTRODUCCION.







1.1. La luz: importante sefial en el ciclo de vida vegetal.

Durante todo su ciclo de vida, las plantas pasan por diferentes estadios
como son la germinacion, la formacion de la plantula, floracién, generacién de
semillas y la senescencia. La regulacién de todos estos estadios comprende la
accioén tanto de factores enddgenos (genotipo), como el de factores externos o
exdgenos (ambientales). Ya que las plantas no son organismos moviles (son
definidos como sésiles), necesitan percibir de manera continua las condiciones
ambientales que las rodean para asi ir modificando su crecimiento y desarrollo
logrando asi una Optima adaptacién al ambiente. Esto resulta en una gran
plasticidad en el desarrollo, que implica la integracibn de las sefales
provenientes del medio ambiente, permitiendo a las plantas sincronizar su
crecimiento y reproduccion con las variaciones diarias y transitorias,
estacionales o permanentes, con el fin de competir con efectividad por los
recursos esenciales con sus vecinos. Al respecto, se ha comentado que la
plasticidad en el desarrollo es un proceso de supervivencia similar a lo que
ocurre en los animales (Galstyan and Martinez-Garcia, 2010; Halliday and
Fankhauser, 2003).

Entre los factores ambientales que afectan al desarrollo vegetal
(temperatura, agua, humedad, gravedad, nutrientes, etc.) la luz es uno de los
mas importantes y criticos, ya que las plantas la utilizan como fuente de
energia en la fotosintesis y como sefial informativa del entorno para modular su
desarrollo. Para ello, las plantas superiores han desarrollado mecanismos
sofisticados para detectar calidad de la luz, la direccion, la cantidad, la
periodicidad, y responder a los cambios de sefiales de luz ambiente con el fin
de maximizar la tasa de fotosintesis, como en el fototropismo, y / o el tiempo
apropiado para las transiciones del desarrollo (germinacién de semillas e

induccién de la floracién) (Jiao et al., 2007; Lorrain et al., 2008).



1.2. Desarrollo vegetal: Escotomorfogénesis y
Fotomorfogénesis.

Tras la germinacion de la semilla la plantula emergente presenta dos
patrones de crecimiento dependiendo de la disponibilidad de luz:
escotomorfogénesis (o etiolacion) y la fotomorfogénesis (o desetiolacion). El
primero de estos patrones se da cuando las plantas crecen en situaciones de
oscuridad, donde se reconocen hipocotilos alargados, cloroplastos sin
diferenciarse y cotiledones sin expandir protegidos por un gancho apical,
llamados en su conjunto fenotipo etiolado (Josse et al., 2008). Por el contrario,
la fotomorfogénesis ocurre en presencia de luz, patrén que se caracteriza por la
inhibicion del alargamiento del hipocotilo, la expansién de los cotiledones y
maduracién de los pigmentos fotosintéticos; en estas condiciones se dice que
la plantula se desarrolla como desetiolada (Josse et al., 2008). La percepcién
de la sefal luminica induce un rapido cambio entre los dos programas,
pasando de la escotomorfogénesis a la fotomorfogénesis.

Otras caracteristicas de la luz (longitud de onda, intensidad, direccion,
duracion) indican a las plantas informacion de importancia para su desarrollo,
como la proximidad vegetal o época de afo. Todas estas caracteristicas
luminicas son captadas por fotorreceptores de la planta, cuya sefal se traduce
luego a nivel celular modulando la diferenciacién y control del crecimiento.
Como consecuencia, la luz modula una variedad de procesos fotomorfogénicos
en la planta como la germinacion, de desetiolacion de plantulas, la respuesta a
la huida a la sombra e induccion de la floracion (Galstyan and Martinez-Garcia,
2010).

1.3. Fotorreceptores: Captadores de la luz como seiial.

Como se menciond anteriormente, las plantas perciben las diferentes
caracteristicas de la luz (es decir, al informacién que contiene) gracias a los
fotorreceptores. En sistemas vegetales se conocen al menos cuatro familias de
fotorreceptores relativamente bien caracterizadas: los criptocromos, que junto

con las fototropinas absorben luz azul (B, del inglés Blue; 390-500 nm) y UV-



A (320-390 nm), los fitocromos que absorben principalmente luz roja (R, del
ingles Red; 660 nm) y roja lejana (FR, del inglés Far Red; 730 nm) y
recientemente un conjunto de fotorreceptores de luz azul llamados Zeitlupes
(Kevei et al., 2007). También se ha identificado molecularmente un receptor de
UV-B (Rizzini et al., 2011). Estos fotorreceptores regulan de manera conjunta la
fotomorfogénesis, por medio de complejas redes transcripcionales reguladoras
a partir de la percepcion de la cantidad y calidad de luz (Figura 1a).

En general, los fotorreceptores son cromoproteinas compuesta de una
apoproteina unida a una variedad de cromdéforos (Rockwell et al., 2006). La
caracteristica del espectro de absorcion este determinado por el caracter
quimico del cromomoro y de la apoproteina. El conjunto formado por la
apoproteina y el croméforo forman la holoproteina (Rockwell et al., 2006).

Al percibir y absorber la luz, diferentes aspectos de la actividad de estos
receptores se ve afectada, tales como sus propiedades fisico-quimicas y/o la
estabilidad de la parte proteica, lo que nivel funcional puede alterar su
localizacion celular, su capacidad de interacciéon con otras proteinas y/o el

efecto sobre la expresion de genes concretos (Bae and Choi, 2008).

1.3.1. Criptocromos.

Los criptocromos (crys) son receptores luminicos que absorben la luz UV-A (~
320-400 nm) y B (~ 400-500 nm). A nivel funcional estan implicados en
respuestas reguladas por luz B, como la desetiolacién, floracién dependiente
del fotoperiodo y el reajuste del reloj circadiano. A nivel génico los crys se
codifican por los genes CRY1, CRY2 y CRY3. A nivel estructural los crys
contienen dos dominios. El dominio N-terminal PHR (del inglées PHOTOLYASE-
HOMOLOGOUS REGION), al cual se unen no covalentemente dos croméforos,
el FAD (del inglés FLAVIN ADENINE DINUCLEOTIDE) y una pterina o
deazaflavina (bases nitrogenadas derivados de la pteridina), que proporciona la
capacidad de deteccion de luz. El otro dominio es el C-terminal DAS (del inglés
DQXVP-ACIDIC-STAES), ausente en cry3. Este dominio tiene la capacidad de
transducir las sefales percibidas por dominio PHR y es importante para el

trafico nuclear/citosol y para las interacciones proteina-proteina (Figura 1b).
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Fisiologicamente el criptocromo cry1 esta implicado en la respuesta de
desetiolacion a altas intensidad de luz B, mientras que cry2 a bajas
intensidades de luz (Figura 2). Sobre cry3 es poco lo que sabe en cuanto a su
funcién.

Sobre la estabilidad luminica de los criptocromos, esta varia al igual
como se ensefara mas adelante para los fitocromos. Cry1 es fotoestable
(como phyB-phyE), mientras que cry2 es fotolabil (como phyA). Ademas de la
estabilidad, la condicién luminica es participe de la localizacion de estos
receptores. Cry2 esta constitutivamente localizado en el nucleo, mientras que
cry1 es nuclear en oscuridad, ubicandose en el citoplasma en luz. Cry3, que
carece del dominio C-terminal, posee un péptido sefal que lo ubica en
cloroplastos y las mitocondrias (Li and Yang, 2007; Lin and Shalitin, 2003;
Yanovsky and Kay, 2003).

La secuencia de aminoacidos del dominio PHR comparte similitudes (en
la secuencia proteica con las fotoliasas, una clase de enzimas inducidas por luz
UV-A/B que reparan el DNA dafiado por UV-B. Esto sugiri6 que quizas los crys
pueden unirse a la cromatina, actividad que sélo se ha demostrado para cry3,
pero no se ha demostrado si poseen capacidad reparadora como las fotoliasas
(Chen et al., 2004; Galstyan and Martinez-Garcia, 2010; Kleine et al., 2003).

En relacién a los receptores de luz UV-B, lo que se sabe es que existen
los receptores UVBR8 que como se comentara mas adelante estan implicados

en respuesta fotomorfogénica (Rizzini et al., 2011).

1.3.2. Fototropinas y otras proteinas con dominio LOV.

Las fototropinas (phots) son fotorreceptores identificados como
reguladores especificos de respuesta a luz B, como fototropismo, rapida
inhibicion de la elongacidon del hipocotilo, apertura estomatica y movimientos
cloroplastidicos (Boccalandro et al., 2007; Kang et al., 2008). En Arabidopsis
estos receptores se codifican por los genes PHOT1 y PHOT2, que trabajan a la
par para regular las respuestas antes mencionadas. Estructuralmente estos

fotorreceptores poseen en el dominio N-terminal que dos subdominios LOV (del
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de fenatipo comparando el confrol Codd v los mutantes. Adaplado de Galstyan and Mardinez-Garcia,
2010).

inglés LIGHT, OXIGEN, VOLTAGE) y un dominio C-terminal con similitud a
Ser/Thr quinasa. En los subdominios LOV se une de manera no covalente el
cromoéforo mononucleotido flavina (FMN) y pueden sufrir autofosforilacion
dependiente de luz B (Figura 1b). Las phots son proteinas asociadas a
membrana. A nivel fisiolégico phot1 regula respuestas a baja intensidad de luz
B, en cambio phot2 lo hace a altas intensidades (Figura 2). En lo que respecta
a phot1, luego de su activacion luminica, se libera al citoplasma. La expresion
de PHOT2 se induce por la luz, mientras que los niveles proteicos de phot1
disminuyen en condiciones de larga exposicion a la luz. Estas caracteristicas
explicarian la diferencia de actividad entre ambas phots bajo diferentes
intensidad de luz (Briggs and Christie, 2002; Tokutomi et al., 2008).

Se han identificados otras proteinas con dominios LOV adyacentes a
motivos F-box y repeticiones Kelch. Una de estas proteinas son las ZTL (del
inglés ZEITLUPES) (Figura 1b). Genéticamente se ha mostrado que tendrian

una funcioén controlando el reloj circadiano asi como de la floracion. Debido a la



falta de evidencia funcional, estructuralmente se han clasificados como una

nueva clase de fotorreceptores.

1.3.3. Fitocromos.

Los fitocromos (phys) son cromoproteinas diméricas solubles de una
masa molecular de aproximadamente 250 kDa. Cada subunidad esta
compuesta por una cadena polipeptidica denominada apoproteina, a la que se
une covalentemente un cromoforo (pigmento). Todos los phys tienen el mismo
cromoforo pero se diferencian en la apoproteina.

Cada subunidad del dimero puede dividirse en un dominio N-terminal y
en un dominio C-terminal (Figura 1b). EI dominio N-terminal se une
covalentente al cromoforo, el que le confiere la capacidad de absorber los dos
tipos de luz, por lo que posee la capacidad fotosensorial. Con respecto al
cromoforo, este corresponde a un tetrapirrol lineal conocido como
fitocromobilina. Puede encontraste en una configuracion cis o trans
dependiendo del estado del fitocromo. El C-terminal posee dos dominios PAS y
dos dominios HKRD (del inglés HIS KINASE RELATED DOMAIN) y le otorga la
capacidad de dimerizar y migrar al nucleo. Se considera que este ultimo
dominio proporciona la capacidad reguladora a los fitocromos.

Estudios fisiologicos, bioquimicos e inmunoldgicos realizados
principalmente en plantulas etioladas (crecidas en oscuridad) demostraron la
existencia de dos tipos principales de fitocromos: el tipo |, que predomina en las
plantulas etioladas y se degrada por la luz (fotolabil) y el tipo Il, que predomina
en plantas crecidas en luz y es fotoestable. Posteriormente, estudios genéticos
y moleculares demostraron que la apoproteina de los fitocromos estaba
codificada por una familia de genes divergentes. En Arabidopsis thaliana la
familia consta de 5 genes (PHYA a PHYE), que codifican las aproproteinas
respectivas (PHYA a PHYE), que al unirse a los cromoforos forman las
holoproteinas fotoactivas (phyA a phyE). El phyA, muy abundante en plantulas
etioladas y que practicamente desaparece cuando la planta se expone a luz R

o blanca, es de tipo | (fotolabil). En cambio, los otros se consideran de tipo I,



pese a que los phyB y phyC no son completamente fotoestables (Sharrock and
Clack, 2004).

Los fitocromos existen en 2 formas fotointerconvertibles, la Pr, y la Pfr.
Los fitocromos se sintetizan en la forma inactiva Pr, que tiene un maximo de
absorcion en luz R y se localiza en el citoplasma. Tras la percepcién vy
absorcion de luz, la forma Pr se convierte en la forma biolégicamente activa Pfr,
que presenta un maximo de absorcion en luz FR y se transloca al nucleo para
ejercer su funcion. A su vez, la forma Pfr puede absorber luz y convertirse en la
forma Pr (Nagy and Schafer, 2002) (Figura 1b). Ambas formas, tienen
espectros de absorcion parcialmente solapados (Figura 1¢), por lo que también
pueden absorber luz UV, B e infrarroja cercana (800 nm). Como consecuencia
de este solapamiento se establece un equilibrio dinamico entre las dos formas
denominado fotoequilibrio (= [Pfr]/[Piota], Siendo Pt = Pfr + Pr). Es por esto
que 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.

Las respuestas reguladas por los fitocromos se han clasificado de
acuerdo a la cantidad de energia de radiacion requerida para obtener la
respuesta:

i) Respuestas de alta irradiancia de luz (HIR, del inglés HIGH IRRADIANCE
RESPONSE): necesitan iluminacién intermitente prolongada o de alta
frecuencia.

ii) Respuestas de baja fluencia de luz (LFR, del inglés LOW FLUENCE
RESPONSE): son las respuestas reversibles R/FR.

iii) Respuestas de muy baja fluencia de luz (VLFR, del inglés VERY LOW
FLUENCE RESPONSE): sensibles a una amplia longitud de ondas (300
hasta 780 nm).

Los fitocromos son responsables de varias respuestas fisioldgicas en
respuesta a luz R y FR, incluyendo germinacion, desetiolacién, floracion y
respuesta a sombra. Como se observa en la Figura 2, phyA seria responsable
de respuestas en luz FR, y phyB de las de luz R.

La identificacion de mutantes nulos en Arabidopsis, deficiente en cada
uno de los cinco miembros de la familia de fitocromos, ha permitido dilucidar el
rol que podrian tener cada uno de ellos en diferentes procesos fisioldgicos
(Franklin and Quail, 2010) (Tabla 1).
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Funcién Fitocromos

Promocion de la germinacién de la semilla. phyA, phyB, phyE
Regulacion de la desetiolacon de la plantula. phyA, phyB, phyC, phyD, phyE
Regulacion de la randomizacién del hipocotilo. phyA, phyB

Regulacion de la curvatura gravitrépica de la raiz. | phyB

Suprecion del crecimiento del pelo radicular. phyB

Regulacién de la arquitectura foliar. phyA, phyB, phyC, phyD, phyE
Supresion de la elongacién internodal. phyA, phyB, phyE

Supresion de la huida a la sombra. phyB, phyD, phyE
Antagonismo de la huida a la sombra. phyA

Regulacién del indice estomatico. phyB

Incorporacion del reloj circadiano. phyA, phyB, phyD, phyE
Percepcion del fotoperiodo. phyA, phyC

Represién de la floracion phyB, phyC, phyD, phyE

Tabla 1. Resumen de las funciones de los fitocromos, a partir de los andlisis hechos en
mutantes de Arabidopsis. Adaptado de Franklin KA y Quail PH, 2010).

En contraste con otros fitocromos, phyA media exclusivamente las
respuesta a VLFR, las cuales son generadas con una reducida cantidad de luz
(Shinomura et al.,, 1996), y respuesta a alta irradiancia de FR (FR-HIR, del
inglés FR HIGH |IRRADIANCE RESPONSE), la cual es observada bajo
continua luz FR (Nagatani et al., 1993; Parks and Quail, 1993; Whitelam et al.,
1993). PhyB que es el responsable de mediar las respuestas a respuesta a
alta irradiancia de R (R-HIR, del inglés R HIGH IRRADIANCE RESPONSE) y
de clasica respuesta reversible R:FR de baja fluencia durante fotomorfogénesis
(Mancinelli, 1994; Shinomura et al., 1996). Ademas que la ausencia de todos
ellos refuerza el rol importante que tienen con la sefial de la fotomorfogénesis y
su relacion con el proceso que controla el desarrollo vegetal (Strasser et al.,
2010).
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1.4. Transduccion de sefal de los fotorreceptores.

Podemos definir como transduccion de senales, al conjunto de procesos
que ocurren desde la percepcion de una senal biolégica o fisica hasta la
aparicion de un cambio en el desarrollo o crecimiento, pasando por cambios en
la expresion génica (Quail, 2002b). La luz modula la accién de los
fotorreceptores induciendo cambios en la su localizacién y/o abundancia
provocando que, como es el caso de phy (y cry) se movilicen al nucleo para
regular la expresion génica de dianas directas implicadas en la activacion de la

red de transduccion de sefiales que regulan las fotorrespuestas.

1.4.1. Componentes de la red de transduccién de sefales que
regulan las fotorrespuestas.

Mediante el uso de cribados genéticos basandose en el proceso de
desetiolacion, es decir plantulas caracterizadas por la inhibicion del
alargamiento del hipocaotilo, la expansién de los cotiledones, entre otros, se han
podido identificar dos clases principales de mutantes que sugieren codmo se

organiza esta ruta de transduccién:

(i) Mutantes que se desetiolan en oscuridad. Los mutantes identificados en
este grupo han sido cop (del inglés constitutive photomorphogenic), det (del
inglés de-etiolated), fus (del latin fusca, referido al color purpura oscuro,
visualizado como caracter en las semillas de este mutante), y se caracterizan
por tener un fenotipo de desetiolacion en completa oscuridad como si creciesen
en luz. Debido a la pleiotropia que presentan en mayor o menor grado los
mutantes recesivos cop/det/fus, se ha postulado su funcién como reguladores
negativos rio debajo de la ruta en donde convergen crys y phys,. Ademas su rol
seria de reguladores negativos de la fotomorfogénesis (Liu et al., 2011; Ma et
al., 2003; Schwechheimer and Deng, 2000).

(ii) Mutantes con desarrollo normal en oscuridad, pero con respuestas
alteradas a diferentes longitudes de onda. Dicha clasificacién fue hecha de

acuerdo a la longitud de onda a la cual son incapaces de percibir estos
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mutante. Se caracterizan por tener un fenotipo normal en oscuridad pero
presentan respuestas alteradas a diferentes longitudes de onda. El mutantes
mas caracterizado de este grupo es hy5 (del inglés long hypocotyl 5). En esta
clase se encuentra un primer grupo de componentes especificos de la
sefalizacion del phyA o del phyB, o de phys vs crys. El mutante hy5 (del inglés
long hypocotyl 5), que presenta hiposensibilidad a luz B, Ry FR. HY5 codifica
un factor de transcripcidon de tipo bZIP, cuya accion se reprime por la
degradacion mediada por COP1. Como componente involucrado en las
respuestas a luz B, R y FR, se cree que HYS5 actua rio abajo de la
convergencia entre senales de los multiples fotorreceptores y otras sefales de
desarrollo, junto con COP/DET/FUS (Quail, 2002b).

En relacion a componentes de la via de senalizacion de criptocromos, se
ha identificado un regulador positivo de esta via, PP7 (del inglés PROTEIN
PHOSPHATASE 7). Ademas se han identificados algunos reguladores
negativos, como HFR1 (del inglés LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1), SUB1
(del inglés SHORT UNDER BLUE LIGHT 1) HYH (del inglés HY5 HOMOLOG)
y HY5, comentado anteriormente. Estos factores también han sido identificados
como componentes de la sefalizacién de phyA (Duek and Fankhauser, 2003;
Galstyan and Martinez-Garcia, 2010; Li and Yang, 2007; Schwechheimer and
Deng, 2000). Un ejemplo de senalizacion de cry, es la que propone que cry1
regula la estabilidad de HY5 dependiente de luz y la formacién de un complejo
de regulacién con COP1, dependiente de luz (Figura 3b).

En lo que respecta a la caracterizacion de la sefalizacion medida por
phots, la informacién es escasa identificandose so6lo dos componentes que
interactuan con phot1 a nivel de membrana plasmatica: NPH3 (del inglés NON-
PHOTOTROPIC HYPOCOTYL 3) y RPT2 (del inglés ROOT PHOTOTROPISM
2). Las interacciones formadas entre phot1 con NPH3 y RPT2 han sido
implicadas en la regulacién de la inhibicion de la hipocotilo dependiente de phot
y de la apertura estomatica, respectivamente (Pedmale and Liscum, 2007). Si
bien NPH3 y RPT2 forman complejos con phot1 con una finalidad funcional, se
ha descrito que s6lo NPH3 es esencial para todas las respuestas fototropicas
dependientes de phot1 (Kang et al., 2008; Pedmale and Liscum, 2007).

Las respuestas a UV-B median las respuestas fotomorfogénicas como

son la inhibicién de la elongacién del hipocotilo y una regulacion transcripcional
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de la expresion génica. La sefializacion fotomorfogénica es captada por un
receptor de UV-B llamado UVR8 (Rizzini et al.,, 2011). UVR8 y COP1 son
requeridos para la induccién en la expresiéon de HY5, el cual tiene un papel
central en la regulacion de genes involucrados en las respuestas
fotomorfogénicas a UV-B (Favory et al., 2009; Jenkins, 2009). Otro componente
especifico involucrado en la transduccion de sefial UV-B es ULI3 (del inglés
UV-B LIGHT 3) (Suesslin and Frohnmeyer, 2003).

(a)

Oscuridad

(b) Oscuridad

Figura 3. Modelo simplificado que resume los diferentes mecanismos de la accién de
fotorreceptores. Mecanismo que involucra la sefalizacién por fitocromos (a) y por criptocromos (b).
(a) Se ejemplifica la activacion de los fitocromos dependiente de la luz y como se ve involucrado en la
interaccion con factores de transcripcion (F) y la regulacidon génica. (b) Se ejemplifica la regulacion de
la transcripcion dependiente de luz por parte del complejo cry1/COP1/HY5. Adaptado de Galstyan
and Martinez-Garcia, 2010).

1.4.2. Senalizacion de los fitocromos.

1.4.2.1. Componentes de la sefializacion de phyA.

Los mutantes que se desetiolan en luz FR andmalamente (es decir, son
hipo o hipersensibles) se consideran como mutantes de la sefalizacion de
phyA, ya que es el unico fotorreceptor que controla esta respuesta a esta
longitud de onda (Figura 4) a nivel de establecimiento de las plantulas. De esta
forma se han identificado FHY1 (del inglés FAR-RED ELONGATED
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HYPOCOTYL 1), su paralogo FHL (del inglés FHY1-LIKE), FHY3 y FAR1 (del
inglés FAR-RED IMPAIRED RESPONSE 1). El analisis funcional de mutantes
de estos genes, ha mostrado un rol de FHY1 y FHL en la localizacion nuclear
de la forma activa de phyA (PfrA). La captacién de luz por parte de phyA,
permite que pase a su forma activa la cual es capaz de interactuar con FHL y
FHY en el citoplasma. La senal nuclear que presentan estos factores permite la
entrada del complejo al nucleo. Ademas los factores FHY3 y FAR1 permiten la
acumulacion de PfrA a nivel nuclear, controlando la expresion de FHY1 y FHL
(Hiltbrunner et al., 2006). Recientemente se ha visto que la fosforilaciéon de
FHY1 es el mecanismo clave que define la dinamica de sefalizacion de phyA
en condiciones de luz Ry FR en Arabidopsis (Chen et al., 2012).

Otros factores que se han mostrado como parte de la sefalizacién de
phyA es LAF1 (del inglés LONG AFTER FAR-RED LIGHT 1) que codifica una
proteina MYB, y HFR1 (ya mencionado anteriormente) que codifica una BHLH
atipica (del inglés BASIC-HELIX-LOOP-HELIX) la cual esta relacionada
filogenéticamente con otra proteina BHLH, PIF3 (del inglés PHYTOCHROME-
INTERACTING FACTOR 3) (Bae and Choi, 2008; Boccalandro et al., 2007).
Finalmente se ha especulado que el factor SPA1 (del inglés SUPRESSOR OF
PHYA 1) también seria parte de esta via de senalizacion. Se ha propuesto que
el complejo formado entre COP1/SPA1 podria interactuar directamente con
phyA para regular su abundancia y localizacion subcelular, actuando como un

represor de sefalizaciéon del phyA (Saijo et al., 2008).

1.4.2.2. Componentes de la sefializacion de phyB.

Para poder identificar componentes de la sefalizacion de este fitocromo se han
encontrado mutantes con la desetiolacion en luz R alterada, ya que phyB es el
fitocromo principal que controla este proceso en esta longitud de onda (Figura
4). No obstante, la aproximacién que ha resultado mas exitosa ha sido la
combinacion de experimentos de genética reversa y ensayos de interaccion por
el sistema de doble hibrido (Y2H, del inglés YEAST TWO HYBRID), que han

permitido identificar nuevos componentes de la senalizacion. Mediante esta
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estrategia se han identificado factores de transcripcion como los PIFs y PILs
(de inglés PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR-LIKE).

phyA phyB
i

]
—d

J_ PIFs

[ Fotomorfogénesis ] Escotomorfogénesis

Figura 4. Modelo de vias de seializacion de phyA y phyB. Se muestra que phyA es el principal
fotorreceptor de la respuesta a FR mientras que phyB lo es para R. Ambos receptores estan
involucrados en los procesos morfogénicos de a plantas activando o reprimiendo directa o
indirectamente otros factores de sus vias reguladora. Adaptado de Li et al, 2011 Arabidopsis book).

Uno de los PIFs mas estudiados es PIF3. Como se comento
previamente es un factor de transcripcion del tipo BHLH que se une
preferentemente a las formas activas de phyA (PfrA) y phyB (PfrB) (Ni et al.,
1998). Se ha visto que in vitro PfrB puede interaccionar con PIF3 para unirse a
DNA, lo cual sugiere que hay una regulacion directa de la expresidén génica via
fitocromos en respuesta a luz R y FR (Martinez-Garcia et al., 2000a) (Figura
3a). Si bien no hay suficientes datos que avalen este mecanismo, ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP, del inglés CHROMATIN
IMMUNOPRECIPITATION) han identificado algunos genes que son dianas
directas de PIF3 (Shin et al., 2007). Ademas, también se ha visto que tras la
percepcion de luz los PIFs rapidamente se induce la fosforilacion de los PIFs lo

cual provoca la interaccion y subsecuente degradacion via proteosoma 26S (Al-
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Sady, et al. 2006, Lorrain, et al. 2008, Nozue, et al. 2007, Oh, et al. 2006, Park,
et al. 2004, Shen, et al. 2005).

A nivel de mecanismo de transduccion de sefiales, se ha visto que los
phys pueden fosforilarse. La fosforilacién y desfosforilacion de los phys puede
tener un rol importante en la regulacion de la respuesta de crecimiento,
modulando la localizacion subcelular de los fotorreceptores, su estabilidad y/o
su afinidad por otros componentes de la cadena de la transduccion de la senal.
La actividad kinasa de los phys fue sugerida después de la identificacion e
varios sustratos como PKS1 (del inglés PHYTOCHROME KINASE
SUBSTRATE_1 (Fankhauser et al., 1999), Aux/IAA (Colon-Carmona et al.,
2000) y crys (Ahmad and Cashmore, 1996). En ese contexto, se ha sugerido
que la fosforilacién de fitocromos podria afectar la interaccidn proteina-proteina
entre fitocromo y sus putativos componentes de la sefializacién (Kim et al.,
2004).

1.4.3. Respuestas fisiolégicas reguladas por fitocromos.

Los fitocromos pueden participar en conjunto o independientemente en
la regulacion de diferentes procesos a lo largo del ciclo de vida vegetal
asociados a luz. Puntualmente mediante mutantes deficientes en uno o mas de
estos fotorreceptores se ha podido ver su implicancia en procesos como la
germinacion, desetiolacion, fototropismo, floracion, y el sindrome de huida a la
sombra (Tabla 1).

- Germinacion: La participacion de los fitocromos en este proceso radica en
que la germinacion es un proceso dependiente de la luz, mediado
principalmente por phyA y phyB. En situaciones donde tenemos condiciones
luminicas como VLFR o HIR, la germinacién esta inducida por phyA. Por otra
parte en condiciones de LFR la germinacion esta controlada por phyB. También

se ha implicado en este proceso al phyE (Botto et al., 1996; Jiao et al., 2007).

- Desetiolacion: El analisis de mutantes de fitocromos crecidos en diferentes

condiciones de luz, ha permitido caracterizar la funcion de cada uno de ellos.
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Por ejemplos mutantes de phyA no muestran fenotipos alterados al crecerlos
en luz blanca (W, del inglés WHITE LIGHT) o R, mientras que al crecerlos en
luz FR presentan un fenotipo escotomorfogénico, confirmando que phyA es
responsable de percibir y mediar varias respuestas a la luz FR (Matsushita et
al., 2003; Parks and Quail, 1993; Whitelam et al., 1993) (Figura 12.A). Por otro
lado phyB es el fotorreceptor predominante en regular las respuestas de
desetiolacion en W y R (Figura 2.a). Mutantes de phyC muestran una pérdida
parcial de sensibilidad a la luz R, con hipocotilo mas largos y cotiledones mas
pequefios que lo normal, indicando su funcién en la regulacion de la
desetiolacion en R (Franklin et al., 2003; Monte et al., 2003). Esta funcién se
deberia a la formacion de heterodimeros con phyB (Clack et al., 2009). En luz B
los fitocromos co-actuan con fotorreceptores de luz B/UV-B para regular la

desetiolacion de las plantulas (Franklin and Quail, 2010).

- Fototropismo: Si bien en Arabidopsis esta respuesta esta controlada
principalmente por fototropinas, también ha sido descrita la contribucién de los

fitocromos en la regulacién de este proceso (Jiao et al., 2007).

- Floracion: En Arabidopsis este proceso se ve acelerado en fotoperiodos de
dia largo (>14h de luz), lo que ha llevado a definir a esta planta como de dia
largo. El analisis de mutantes de phyA (como de cry2) en el tiempo de floracion,
han mostrado el rol de este fitocromo en la percepcion del fotoperiodo (Reed et
al., 1994). Ademas esto se reafirma con lo observado en la floracion tardia en
mutante de phyA crecidos en fotoperiodo de dia largo (Neff and Chory, 1998).

Los fitocromos phyB, phyD y phyE actian de manera redundante
reprimiendo la floracion en condiciones de una elevada razéon R:FR, a través de
la represion de la expresion del integrador floral FT (del inglés FLOWERIN
TIME) (Halliday and Fankhauser, 2003). Mutantes phyC crecidos en dia corto
muestran una ligera aceleracion en la floracion, sugiriendo un papel de este
fitocromo en la regulacion del tiempo de floracion en Arabidopsis (Monte et al.,
2003).
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1.5. El sindrome de huida ala sombra: un mecanismo
adaptativo a la competicion por luz impuesto por la proximidad
vegetal.

Cuando una planta crece en baja densidad vegetal la luz solar que
recibe presenta una razéon R:FR alta. La proximidad de vegetacion refleja
especificamente luz FR. Esto provoca el enriquecimiento selectivo en esta
longitud de onda de la luz percibida por la planta, con la consiguiente reduccion
de la proporcion R:FR (Figura 5). La luz de baja razén R:FR es percibida por
los fitocromos e interpretada como una sefial de la proximidad vegetal, y pone
en marcha una serie de respuestas conocidas conjuntamente como el
sindrome de huida de la sombra (SAS, del inglés SHADE AVOIDANCE
SYNDROME). Las respuestas del SAS se caracterizan por un mayor
crecimiento longitudinal, un cambio en la expansion foliar (normalmente una
menor expansion de la lamina foliar y mayor alargamiento de los peciolos), una
menor ramificacion (por el reforzamiento de la dominancia apical) y, por ultimo,
una reduccion del tiempo de floracion. En condiciones naturales, este
fendmeno permite a las plantas anticiparse al sombreado vegetal y/o finalmente
asegurar la produccién de semillas (Figura 6). En condiciones de alta densidad
propias de los monocultivos, la puesta en marcha del SAS puede ser perjudicial
para la agricultura debido al redireccionamiento de los recursos de la planta
focalizados en el crecimiento longitudinal (p.ej., tallos), en un esfuerzo de la
planta por optimizar la captacion de la luz, a expensas de los o6rganos de
interés agrondmico (como las hojas, semillas u otros 6rganos de reserva), de
manera que se reduciria la productividad agricola (Quail, 2002a; Smith and
Whitelam, 1997).

Para estudiar los efectos de la proximidad vegetal, en el laboratorio se
incrementa la cantidad de la luz FR (730nm) manteniendo constante la
cantidad de radiacion fotosintéticamente activa (RFA=400-700 nm). Esto se
consigue utilizando tubos de luz blanca (W) fluorescente, que aportan RFA
constante (luz blanca de razén R:FR alta), y enriqueciéndola con luz FR emitida
por una fuente casi monocromatica (tipo LED), simulando asi las condiciones
de proximidad vegetal (luz blanca de razon R:FR baja) (Smith, 1982b). Estas

condiciones las denominaremos como sombra simulada.
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Figura 5. El sindrome de la huida de la sombra (SAS). Esquema que representa las condiciones
naturales que alteran la razén R:FR para desencadenar el SAS. La planta de la izquerda recibe luz
con una alta razéon R:FR y en estas condiciones el SAS esta inactivado. La planta de la derecha
recibe la misma luz que la plnata anterior pero ademas enriquecida en luz FR reflejada de las plantas
vecinas dando una razon final de R:FR baja, condicién para la activacion de SAS.

Los cambios en la razon R:FR son percibidos rapidamente por los
fitocromos, afectando directamente el equilibrio entre sus formas inactivas (Pr)
y activas (Pfr). Si bien el principal fitocromo involucrado en el SAS es phyB,
analisis fisioldgicos y moleculares han mostrado la participacion de manera
redundante de los otros fitocromos con phyB en algunos aspectos de esta
respuesta, como el tiempo de floracion (phyD, phyE), elongacion del peciolo
(phyD, phyE) y elongacién de los entrenudos entre las hojas de la roseta
(phyE). Ademas phyA y phyB tienen un efecto antagonista: mientras que phyA
inhibe fuertemente la respuesta a SAS en condiciones de baja razén R:FR,
phyB inhibe la respuesta en condiciones de alta razon R:FR (Bae and Choi,
2008; Smith and Whitelam, 1997).
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1.5.1. Componentes moleculares del SAS.

En condiciones de oscuridad phyA y phyB se encuentran en el
citoplasma en su forma inactiva (PrA y PrB), hasta el momento de su activacion
por luz (PfrA y PfrB), en que se traslocan al nucleo (Quail, 2002a). En el caso
de phyB se requiere su activacién y traslocacion para la senalizacion que
desencadenara (Huq et al., 2003). Como se dijo anteriormente, en el nucleo
PfrB se une a PIF3 formando un complejo que se une a DNA especificamente
a un motivo G-box, ubicado en promotores de genes que regulan directamente
en respuesta a los cambios de luz (Martinez-Garcia et al., 2000a). Para reforzar
esta posibilidad, se ha visto que PIF3 se une a promotores de genes regulados
por luz como CHS, implicados en la biosintesis de antocianinas, aunque dicha
union parece ser independiente de la condicion luminica (Shin et al., 2007), lo
que sugiere la existencia de mecanismos adicionales por lo cuales los
fitocromos regulan cambios en la expresién génica regulado por luz medida por
PIF3 (Al-Sady et al., 2008).

r
A~
|

Figura 6. Alteraciones morfolégicas producidas por el SAS durante el ciclo de vida
Arabidopsis. Cuando la planta crece en condiciones de sombra (+), hay un cambio en el patron de
crecimiento y desarrollo como es la represion de la germinacién, alargamiento del hipocotilo y
peciolos, rapida floracion y formacion de frutos, entre otros.

21



La percepcion de las plantas vecinas por los fitocromos provoca cambios
rapidos y reversibles en la expresion de los genes denominados PAR (del
inglés PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED) (Carabelli et al., 2007; Devlin
et al., 2003; Roig-Villanova et al., 2007; Roig-Villanova et al., 2006; Salter et al.,
2003; Sessa et al.,, 2005) (Figura 7a). Estos cambios inician una red
transcripcional que es probablemente dinamica y esta afectada por factores
endogenos (estadio de desarrollo, niveles hormonales) y exdgenos
(temperatura, irradiancia, reloj circadiano), que explicarian la complejidad en la
respuesta del SAS. La rapidez de los cambios en la expresion génica inducida
por la sombra simulada es consistente con la hipotesis de que los fitocromos
trasmiten la sefial rapidamente a los promotores de los genes fotorregulados en
otros procesos como la desetiolacién (Martinez-Garcia et al., 2000a; Quail,
2002a)

Entre los genes PAR analizados, algunos codifican proteinas que
pertenecen a factores de transcripcion de la subfamilia Il de las HD-Zip, como
son ATHB2/HAT4 (a partir de ahora ATHB2), ATHB4, HAT1, HAT2 y HAT3.
Otro grupo integrante de estos genes PAR son HFR1, PIL1, PIL2, PAR1 y
PAR2, que codifican para factores pertenecientes a la familia BHLH,
mencionada anteriormente.

Los genes PAR se han propuesto como componentes clave para la
implementacion de las respuestas morfogénicas, metabdlicas vy fisioldgicas del
SAS. Experimentos que combinaban la aplicacion de cicloheximida (CHX), un
inhibidor de la sintesis proteica, con el tratamiento de sombra simulada,
mostraron que algunos de estos genes PAR, como PAR1, ATHB2, ATHB4 y
PIL1, son dianas directas de la accién de los fitocromos (Roig-Villanova et al.,
2006) (Figura 7b). Por lo tanto, estos factores PAR serian el punto de entrada
de la senal 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 laboratorio nos hemos centrado en el
estudio de PAR1 y ATHB4 en la regulacion de las respuestas del SAS, en el
control de la expresion génica y de su interaccion con el desarrollo vegetal

regulado por hormonas.
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Figura 7. Cambios transcripcionales rapidos inducidos por los fitocromos tras la percepcion
de la proximidad vegetal. (a) Esquema de una célula vegetal crecida en alta (arriba) o baja razon de
R:FR (abajo), indicativa de la proximidad vegetal y su efecto en la expresiéon génica. (b) Efecto de la
sombra simulada sobre la expresion de los genes PAR. Plantulas de 3 ecotipos de Arabidopsis (Col-
0, No-0, Ler) de 7 dias crecidas en luz blanca continua (W) se trataron con luz W+FR (sombra
simulada). Se extrajo RNA de plantulas inmediatamente antes (0) o 1 h (1) de iniciar el tratamiento
con sombra simulada para estudiar el efecto en la expresiéon de los genes indicados. Los niveles de
rRNA 25S se muestran como control de carga. En rojo se sefialan los que se consideran como genes
primarios (1°%) de la accién de fitocromos por tratamientos con CHX. FT, factor de transcripcion.

1.5.1.1. Papel de PIFs en la respuesta a SAS.

Como se ha comentado anteriormente los PIFs son factores de
transcripcion que se unen a la forma activa de phyB a nivel nuclear, resultando
en un complejo regulador de la expresion de ciertos genes. Se ha visto que
este complejo se fosforila rapidamente, luego de lo cual vendrian un proceso
de ubiquitinacién y degradacién (Leivar and Quail, 2011). Es importante
mencionar que la interaccion entre phys y PIFs se ve alterada en condiciones
de baja razén R:FR induciendo el SAS, ya que el fotoequilibrio de las formas Pr
y Pfr de los phys se desplaza hacia la forma inactiva.

Mediante experimentos genéticos y moleculares se ha determinado el rol

de algunos PIF en el SAS. Es el caso de PIF4 y PIF5, factores que se

23



acumulan en oscuridad, se degradan en luz R o W, y luego se vuelven a
acumular en condiciones de baja razén R:FR (Lorrain et al., 2008). Se ha visto
que en experimentos de sombra simulada (luz W+FR), los mutantes pif4 y pif5
presentan una respuesta reducida a esta condicién, lo cual diria que estos
factores son reguladores positivos del SAS. Esto se ha validado con
experimentos hechos en lineas sobreexpresoras de estos genes que presentan
un fenotipo parcial de SAS. 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, idea validada al ver que la respuesta constitutiva de
phyB se ve revertida en fondos genéticos carentes de los PIF mencionados
(Lorrain et al., 2008). Recientemente ambos PIFs se han implicado en un
modelo del desarrollo del carpelo marginal, basado en una via dependiente de
luz donde PIF4 y PIF5 regulan genes marcadores de sombra, los que luego
regulan el desarrollo del carpelo marginal (Reymond et al., 2012). PIF7, que
interacciona con phyB, también se ha asociado al SAS. Asi, los hipocotilos
mutantes de pif7 se alargan menos que los silvestres en respuesta a sombra
simulada (Li et al., 2012).

Recientemente, mediante experimentos ChIP se ha mostrado que phyB
inhibe la actividad regulatoria de PIF3 liberandolo de su union a DNA de sus
genes blancos (Park et al., 2012). PIF3 también se ha mostrado que tendria un
rol en la regulacidn en respuesta a condiciones de sombra simulada (Leivar et
al., 2012b).

Ademas, la expresion de varios genes PAR en respuesta a sombra
simulada esta atenuada en plantulas mutantes para estos 3 PIFs (Hornitschek
et al., 2012; Leivar et al., 2012a; Li et al., 2012).

Como se ha visto, estos factores presentan un rol importante en
respuesta a sombra simulada, involucrando una rapida regulaciéon en la
expresion génica en condiciones de sombra de genes PAR, relacionados con

hormonas, crecimiento y desarrollo, entre otros (Leivar et al., 2012b).
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1.5.1.2. Proteinas DELLAs.

Las DELLAs son un grupo de proteinas definidas como reguladoras
negativas del crecimiento originalmente identificados como componentes de la
senalizacion de giberelinas (GAs). Su nombre deriva de que todos sus
integrantes poseen los residuos aminoacidicos DELLA (Achard and Genschik,
2009; Bolle, 2004). Son componentes de la sefalizacidon de giberelinas (GAs),
siendo regulada su degradacion por la presencia de GAs (Achard and
Genschik, 2009; Bolle, 2004). En Arabidopsis, las proteinas DELLA estan
codificadas por cinco genes: GAI (GA INSENSITIVE), RGA (REPRESSOR OF
GA1), RGL1 (RGA-LIKE 1), RGL2 y RGL3.

La unién de las GAs activas a sus receptores (GID1a, GID1b y GID1c en
Arabidopsis) provoca la activaciéon de los ultimos, lo que permite que la
formacion de un complejo con las DELLAs y SCF E3 ubiquitina-ligasa, que
provoca la ubiquitinacion y posterior degradacién DELLA, tal como se
menciond al principio, (Achard and Genschik, 2009; Bolle, 2004). Ademas de
esta regulacion mediada por GAs, la estabilidad de las DELLAS también esta
afectada a nivel hormonal (auxina y etileno) y por luz, entre otros (Achard and
Genschik, 2009; Bolle, 2004; Swain and Singh, 2005), dando a entender que
estas proteinas podrian ser integradores moleculares de diferentes vias de
sefalizacion que regulan el crecimiento. Una posible explicacion para esto
seria al impedir la union de PIF3 y PIF4 al DNA, los cuales estan implicados en
la regulacién del desarrollo (de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008)

Las proteinas DELLA son parte de la familia de las proteinas GRAS, al
igual que SCARECROW, y poseen caracteristicas similares a factores de
transcripcion (Bolle, 2004). Las proteinas DELLA son de localizacion nuclear y
reprimen la expresion de genes involucrados con GAs (Sun and Gubler, 2004).

Se ha mostrado que las DELLAs estan implicadas en cambios
transcripcionales tempranos durante la desetiolacion. Esta participaciéon en la
regulacion génica por parte de GAI parece ser en parte a través de los PIFs y
de HY5. Ademas datos muestran la participacion de DELLAs en la regulacién
de via de las GAs, en la mediacidén de la interaccion de las vias de auxinas y
etileno, y también su incidencia en redes transcripcionales como las moduladas
durante el SAS (Gallego-Bartolome et al., 2011).
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Mediante analisis genéticos de las DELLAS se ha podido ver su
participacion en la regulacion del SAS (Djakovic-Petrovic et al., 2007a). El
mutante de ganancia de funcion gai-D (en el que se expresa una forma
truncada de la proteina GAl que es estable), insensible a GA, muestra una
respuesta reducida a baja razén R:FR, lo que indica que la induccién de la
degradacion DELLA por esta sefal luminica es necesario para la respuesta de
crecimiento. Sin embargo el cuadruple mutante gai/rga/rgll/rgl2 muestra
hipocotilos parcialmente alargados en experimentos de sombra con el adicidon
de paclobutrazol (PAC, un inhibidor de la biosintesis de GAs), concluyendo que
las DELLAs no son las unicas responsables de las respuestas SAS, dando a
entender que hay otros reguladores de la SAS independientes de las DELLAs
(Djakovic-Petrovic et al., 2007a). Analisis transcripcionales han mostrado que
HAT3, un componente de la red reguladora del SAS y clasificado como un gen
PAR, es un gen diana directa de DELLAs (Gallego-Bartolome et al., 2011),
dando otro soporte a que las DELLAs podrian estar implicadas en el SAS.

La existencia de otros reguladores del SAS es consistente con el
concepto antes mencionado de que las respuestas del SAS son reguladas por
redes transcripcionales complejas. Con esto se esperaria otros encontrar mas
componentes que modulan la expresiéon de cientos de genes (Jiao et al., 2007;
Martinez-Garcia et al., 2010).

1.5.1.3. Factores ATHB y HAT.

Los factores ATHB y HAT son proteinas pertenecientes a la familia de
los factores de transcripcion HD-ZIP. Esta familia se caracteriza
estructuralmente por contener un dominio de union a DNA (HD, del inglés
HOMEDOMAIN), y un dominio Cremallera de Leucina (ZIP, del inglés
LEUCINE ZIPPER). Los factores HD-ZIP se han clasificado en cuatro familias
de acuerdo a un conjunto de caracteristicas como son especificidad de unioén a
DNA, estructura génica, motivos comunes y funciones fisiolégicas. Algunos de
los componentes de esta familia participan en la regulacion del desarrollo
vegetal y hormonales (Ariel et al., 2007). En el caso concreto de varios de los

factores pertenecientes a la familia Il (Ariel et al., 2007; Ciarbelli et al., 2008),
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como ATHB2, ATHB4, HAT1, HAT2 y HATS3, se han caracterizado como genes
PAR (Martinez-Garcia et al., 2010).

Los dos primeros genes reportados como probablemente involucrados
en la respuestas del SAS fueron ATHB2 y ATHB4, ya que se vio que su
expresion se inducia rapidamente en condiciones de sombra (Carabelli et al.,
1996). Mediante estudios genéticos en plantas transgénicas de sobreexpresion
o0 en antisentido se concluyé que ATHBZ2 es un regulador positivo de la
respuesta a SAS. Por ejemplo en plantas sobreexpresoras de ATHB2 se
observan hipocotilos alargados, opuesto a lo que pasa con lineas antisentido
de ATHB2 (Schena et al., 1993; Sessa et al., 2005; Steindler et al., 1999). No
obstante mutantes de pérdida de funcion athb2 no muestran ningun fenotipo
(Sorin et al., 2009). En cualquier caso, este rol de regulador positivo también se
ha visto para HAT1 y HAT2. En el caso de ATHB4 asi como también para
HAT3 se ha postulado que son reguladores complejos del SAS ya que tienen
facetas de reguladores negativos como de reguladores positivos (Sorin et al.,
2009).

A nivel molecular se ha visto que factores como ATHB2, ATHB4, y HAT1
regulan negativamente la expresion de varios de los genes de esta familia
(Ciarbelli et al., 2008; Ohgishi et al., 2001; Sawa et al., 2002; Sorin et al., 2009),
lo que sugiere la existencia de un bucle regulador de la expresion de
componentes de la misma familia. Dado que la expresion de algunos de estos
genes esta regulada rapidamente por sombra simulada (que a su vez modulan
la expresion del resto de la subfamilia), la percepcion de la proximidad vegetal
por parte de los fitocromos podria afectar la expresiéon de toda la subfamilia,
contribuyendo a la complejidad mencionada anteriormente de la funcién de
estos factores de transcripcion para la control de las respuestas SAS (Martinez-
Garcia et al., 2010).

Como se dijo al principio la familia HD-ZIP esta implicada en diferentes
tipos de acciones y respuestas. Asimismo se ha visto que factores HD-ZIP Il
son elementos integradores de las respuestas del SAS y hormonal. Ademas se
ha visto que ATHB4 y HAT3 también estan implicados en el establecimiento de
la polaridad de las hojas, hecho que también ha sido caracterizado para

integrantes de la familia HD-ZIP Ill. Finalmente se ha visto una regulacién de la
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expresion de las HD-ZIP 1l por parte de las HD-ZIP Il (Bou-Torrent et al., 2012;
Brandt et al., 2012).

1.5.1.4. Genes PAR del tipo BHLH.

Dos de los primeros genes del tipo BHLH descritos como PAR (es decir,
rapidamente regulado por la percepcién de la proximidad vegetal) y luego
caracterizados como el regulador negativo del SAS, fueron PIL1 y HFR1.
Experimentos fisiolégicos en mutantes pill, permitieron primero ver su
implicancia en el SAS (Salter et al., 2003) y luego especificarla como regulador
negativo (Roig-Villanova et al., 2006). EI homdlogo de éste gen, PIL2 (o PIF6),
también presenta una induccion en condiciones de percepcién de proximidad,
pero su funcién en la regulacion de SAS no ha sido establecida (Salter et al.,
2003). HFR1 fue definido como un regulador negativo del SAS basandose en
experimentos fisioldgicos con los mutantes hfrl-4 y hfrl-5, que presentan una
mayor elongacién de hipocotilo en condiciones de SAS (Sessa et al., 2005).
Estructuralmente HFR1 se parece a los PIF, aunque carece del dominio basico
de unién a DNA y del de interaccion con phyA o phyB; no obstante el
heterodimero de HFR1 con PIF3 puede unir la forma activa de fitocromo. De
hecho se ha visto que esta heterodimerizacién podria modular la via de
senalizacion de phyA durante la desetiolacion de plantulas (Fairchild et al.,
2000). Recientemente se ha visto que HFR1 inhibe la respuesta a SAS por la
formacion de heterodimeros con PIF4 y PIF5, impidiendo que estos PIFs
regulen la expresién de genes implicados en la respuesta a SAS (Hornitschek
et al., 2009). Analisis de la estructura-funcion de HFR1 en plantas transgénicas
han apoyado estas observaciones, de forma que HFR1 actuaria como un
cofactor de la transcripcion, es decir, un factor de transcripcién que no necesita
unir directamente DNA para regular directamente la expresion génica (Galstyan
et al., 2011).
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1.5.1.5. PARI1: un gen PAR del tipo BHLH.

PAR1 es una proteina que pertenece a la familia de factores de
transcripcion BHLH. La sobreexpresiéon de PAR1 y su homologo PAR?2 resulta
en plantulas con fenotipo enano y de coloracion verde oscura, cuya respuesta a
tratamiento de sombra se ve reducida en comparacion a la de los controles
(Col-0) (Figura 8). Plantulas con niveles reducidos de PAR1 y PAR2 (PAR1-
RNAI y par2-1) presentan una respuesta a sombra potenciada. Conjuntamente
estos datos muestran a estos factores como reguladores negativos del SAS
(Roig-Villanova et al., 2007).
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Figura 8. Caracteristicas de plantas con altos niveles de PAR1. (a) Plantas sobreexpresoras de
PAR1-G y PAR1-GG presentan un fenotipo de enanismo y una coloracién verde oscura en
comparaciéon a Col-0. (b) Experimento de sombra simulada donde se aprecia que en las lineas con
altos niveles de PAR1 la respuesta de elongacion del hipocotilo es menos en comparacién a Col-0.

El dominio BHLH (dBHLH) que define a este tipo de factor de
transcripcion presenta aproximadamente 60 residuos aminoacidicos divididos
en el subdominio basico (15 a 20 residuos) y el dominio HLH (del inglés HELIX-
LOOP-HELIX) compuesto de dos hélices alfa anfipaticas (helix) separadas por
una region lazo (loop). ElI dominio basico esta implicado en la unién a DNA,
especificamente a motivos E-box (CANNTG) o G-box (CACGTG) en los
promotores de los genes diana que regulan (Atchley and Fitch, 1997), mientras
que el dominio HLH es necesario para la interaccion proteina-proteina. El
analisis de la estructura primaria de PAR1 ha mostrado que la region N-
terminal junto al motivo HLH es acida en vez de basica, lo que convierte a

PAR1 en una BHLH atipica, y sugiere que PAR1 no uniria DNA (Heim et al.,
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2003) (Figura 9). Este tipo de BHLH atipicas se han propuesto como
reguladores negativos de BHLHs que unen DNA, por su capacidad de
heterodimerizar con ellas e inhibir su actividad de union al DNA (Toledo-Ortiz et
al., 2003).

PAR1 actua a nivel nuclear en el control del desarrollo vegetal. Esta
localizacion se ha visto mediante fusiones traduccionales de PAR1-GFP y
PAR1-GUS-GFP (Roig-Villanova et al., 2007). Se ha sugerido un mecanismo
dual para explicar la localizacién nuclear: una mediada por una sefial no
consenso de localizacion nuclear (NLS) ubicada en la region N-terminal de la
proteina, y la otra basada en la interaccion con otras proteinas a través del
dominio de dimerizacion (Galstyan et al.,, 2012). Esta dimerizacion,
comprobada por el sistema del Y2H, se debe a su dominio HLH y depende del
residuo Leucina 66, conservado en las BHLH de plantas dentro del dominio
HLH (Carretero-Paulet et al., 2010; Galstyan et al., 2011).

| B AT ear

dominio_activacion - HLH | | bHLH clasica
v v

Unién aDNA Dimerizacién con otras bHLH

Figura 9. Esquema de la estructura primaria de PAR1. Comparacién estructural de PAR1 y un
factor de transcripcion clasico de la familia BHLH.

Se ha visto que la localizacion nuclear de PAR1 es necesaria para su
actividad biolégica (Galstyan et al., 2011) lo cual ha sugerido su rol como un
tipo de factor de transcripcion. Experimentos con microarrays y moleculares
usando plantas que sobreexpresan PAR1 indican que cambios en los niveles
de PAR1 impactan en la expresion de ciertos genes, algunos de ellos
regulados por auxinas y brasinosteroides como son SAUR15, SAURG8 y P1R1
(del inglés PAR1-RESPONSIVE 1) (Roig-Villanova et al., 2007) (Figura 10).
Estos resultados sugieren que la sefializaciéon por ambas hormonas y por luz
confluyen a nivel de los promotores de estos genes y que PAR1 actuaria como
integrador de las mismas (Roig-Villanova et al., 2007).

El conjunto de estos resultados nos ha llevado a postular que la

regulacion de la expresion génica por PAR1 estaria mediada por su
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heterodimerizacion con factores BHLH capaces de unir elementos reguladores
en los promotores de sus genes diana (Figura 21). Recientemente se ha visto
que PAR1 heterodimeriza con PIF4, inhibido la capacidad de este ultimo de
activar sus genes dianas (Hao et al., 2012). Por lo tanto PAR1 podria ser un
cofactor transcripcional y funcionar de esa manera regulando negativamente el
SAS. Asi como se ha identificado a PIF4 como interactor de PAR1, seria clave
la identificacidon de interactores de PAR1 para entender los pasos que regula vy,

por lo tanto, su implicacion en el SAS.
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Figura 10. Efecto de los altos niveles de PAR1 sobre la respuesta a 2,4-D y BL de la expresion
de los genes SAUR15 y SAURG68. (a) Analisis de northern-blot de la expresion de los dos genes
SAUR en plantas silvestres (Col-0) y PAR1-GG tratadas con 2,4-D y cultivadas tal como se indica en
el esquema superior. (b) Analisis de northern-blot de la expresion de los dos genes SAUR en plantas
silvestres (Col-0) y PAR1-GG tratadas con BL y cultivadas tal como se indica en el esquema superior.
En a y b como control de carga se muestra la hibridacién con la sonda constitutiva 25S.

1.5.1.6. POF: proteinas que interaccionan con PARI.

En el laboratorio se ha llevado a cabo un cribado (screening) mediante el
sistema de Y2H que resultdé en la identificacion de cerca de 70 genes que
codifican proteinas que interaccionan directamente con PAR1. De estos genes,
denominados genéricamente como POF (PARTERNS OF PAR1 FACTOR), 28
codifican proteinas de la superfamilia BHLH. En el genoma de Arabidopsis se
han identificado mas de 135 genes que codifican BHLHs (Bailey et al., 2003;
Carretero-Paulet et al., 2010; Heim et al., 2003; Toledo-Ortiz et al., 2003). La
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comparacién de la secuencia aminoacidica y el analisis de la distribucion de los
exones e intrones ha permitido agruparlas en 12 grupos o familias. Los genes
agrupados comparten similar numero de intrones con posiciones conservadas,
tamafno para la proteina a codificar y posicion del dominio BHLH dentro de la
proteina (Heim et al., 2003)

De las BHLH encontradas en el cribado, la expresion de 9 de ellas
también esta rapidamente regulada por sombra simulada (Galstyan, 2011).
Asimismo, de los 28 genes que codifican BHLH, 12 pertenecen a la familia XIlI
(Heim et al., 2003) lo que sugiere una preferencia de reconocimiento de PAR1
por factores BHLH (Figura 27). El grupo XIl esta compuesto por un total de 16
miembros, de los que 12 se identificaron como factores POFs. Dentro de este
grupo se han identificado los genes BEE1/BHLH44 (del inglés BR-ENHANCED
EXPRESSION 1), BHLH58/BEE2 y BHLHS50/BEE3, los cuales han sido
descritos como reguladores positivos (y redundantes) en la respuesta temprana
de sefalizacién de BRs y su antagonista ABA (Friedrichsen et al., 2002). Se ha
visto que la expresion tanto de los genes BEEs se induce por aplicacion de
BRs. La expresion de BEE1 y BEE2 también se induce rapidamente en
condiciones de sombra simulada (Tao et al.,, 2008), lo cual sugiere su
implicancia en el SAS. Ademas los hipocotilos del triple mutante
beel;bee2;bee3 (que Illamaremos beel23) (Friedrichsen et al., 2002)
responden menos a sombra simulada que los del control Col-0, lo que ha
llevado a proponer que los genes BEEs son reguladores positivos del SAS
(Galstyan, 2011).

Otro grupo de BHLH clasificados como POF pero que no fueron
identificados en el cribado mediante el Y2H son los genes BIM1 (del inglés
BES1-INTERACTING MYC-LIKE 1), BIM2 y BIM3, involucrados en la
senalizacion de BRs (Yin et al., 2005). La expresion de BIM1 y BIM2 se induce
rapidamente por sombra (Carabelli et al., 2007). Ademas BIM1 se une
especifica y directamente al promotor de SAUR15, activando su expresion (Yin
et al., 2005), gen que se reprime directamente por la accion de PAR1 (Roig-
Villanova et al., 2007). Experimentos de Y2H y de complementacion
bimolecular de la fluorescencia (BiFC, del inglées BIMOLECULAR
FLUORESCENCE COMPLEMENTATION) en nuestro laboratorio han mostrado

que BIM1 interacciona con PAR1. Ademas el analisis de la respuesta a sombra
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simulada hecha con el triple mutante biml;bim2;bim3 (a partir de ahora
bim123) (Yin et al., 2005), han mostrado una respuesta a sombra reducida por
parte de este mutante en comparacion a Col-0 (Galstyan, 2011). Estos datos
suponen que los genes BIMs también serian reguladores positivos del SAS.
Por tanto, la caracterizacion funcional otros factores POF y su papel
durante el SAS es importante para entender la red transcripcional del SAS vy

también el papel de PAR1 en la regulacion de este proceso.

1.5.2. Integracion del SAS con otras vias de regulaciéon del
crecimiento.

El responder a un estimulo luminico ha llevado a que diferentes redes de
sefalizacion interacciones entres si con el fin de dar una respuesta al estimulo
percibido. Asi pues como hemos visto respuestas a sombra como la elongacion
del hipocotilo, son también respuesta clasicas descritas para fitohormonas
como auxinas, GAs, etc. Las respuestas hormonales pueden o no actuar en la
misma direccion para contribuir en la regulacion de la respuesta
fotomorfogénica. Ademas otros estimulos externos, como la temperatura,
también puede participar en la regulacion de este proceso, de forma que se
presupone que todas estas redes de senalizacion tanto internas como externas
se entrelazan para integrar la informacion requerida para que la planta se
desarrolle. A continuacion se comenta aspectos de conectividad entre el SAS y

otros factores reguladores del crecimiento vegetal.

1.5.2.1. Conexion SAS-Hormonas.

Caracteristicas como la elongacion del hipocotilo o expansion de los
cotiledones son procesos regulados por hormonas como auxinas, BRs y GAs.
Estas caracteristicas son también vistas en respuesta a experimentos de
sombra simulada, por lo cual posiblemente existen conexiones entre hormonas
y el SAS para dar estas respuestas en comun. Esta posibles conexiones ya
han sido establecidas ciertas interacciones entre las vias de sefalizacion de

estas hormonas y el SAS (Martinez-Garcia et al., 2010).
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- Auxinas.

Las auxinas regulan aspectos del crecimiento vegetal como elongacion
del hipocotilo y tallo, expansién de cotiledones y hojas, y la dominancia apical.
La accion de esta hormona esta influenciada por la luz, cuya percepcion afecta
los niveles, transporte y respuesta de la planta a las auxinas (Halliday and
Fankhauser, 2003). Con respecto a la proximidad vegetal, la biosintesis,
transporte y respuesta esta controlada por los fitocromos. Asi se ha visto en
lineas mutantes a nivel de sintesis, transporte o percepcion de auxinas que hay
una reduccion del alargamiento del hipocotilo.

El gen SAV3/TAAL (del inglés SHADE AVOIDANCE 3/TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1) codifica una proteina implicada
en la biosintesis de auxinas e involucrada en al alza de la auxina activa, el
acido indolacético (IAA), en condiciones de baja razén de R:FR y de bajos
niveles de PfrB. Experimentos en mutantes deficientes de este gen (sav3) han
mostrado que esta proteina se requiere para una rapida alza de IAA y para la
elongacion del hipocotilo en respuesta a la proximidad vegetal (Tao et al.,
2008). PIN3 (del inglés PIN-FORMED 3) es un regulador del flujo de auxinas en
Arabidopsis, que en condiciones de baja razén R:FR cambia su localizacion
celular (a nivel de hipocotilo), resultando en un incremento en los niveles de
auxinas y elongacién de los hipocotilos, lo cual no ocurre en el mutante pin3-3
(Keuskamp et al., 2010). Esto también ocurre con el gen TIR1 (del inglés
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1), un receptor de auxinas, cuyo
mutante tirl-1 responde menos a sombra. Plantulas mutantes en otro
componente regulador de auxinas, AUXIN RESISTANT 1 (AXR1, una enzima
con actividad ubiquitina que controla la estabilidad de transportadores de
auxina) también presenta respuestas a sombra reducidas (Pierik et al., 2009).
Plantulas expuestas a acido naftilaftalamico (NPA, del inglés N-1-
NAPHTHYLPHTHALAMIC ACID), un bloqueador de los transportadores de
auxina, presentan una supresién de la respuesta a SAS (Sorin et al., 2009;
Steindler et al., 1999). Por otra parte se ha visto que tratamientos de sombra
intervienen en la produccion de raices laterales producidas por las auxinas
derivadas del tallo (Bhalerao et al., 2002; Salisbury et al., 2007). Con estos

experimentos se ha presumido que posiblemente en condiciones de sombra
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existe una reduccion del transporte de auxinas basipétalo a través del centro
del hipocotilo a favor de las capas celulares en el mismo 6rgano. Debido a lo
deficiente que son las capas laterales movilizando la hormona en cuestion
desde su fuente, daria como resultado un incremento de la cantidad de auxinas
en estas capas incrementando la elongacién del hipocotilo y reduciendo la
cantidad de auxinas alcanzadas por las raices (Morelli and Ruberti, 2002). Los
resultados obtenidos mostrarian una implicacién de los phys en el transporte de
auxinas durante la respuesta a SAS. Cuando se han tratado lineas DR5:GUS
(gen artificial reportero de los niveles o actividad de las auxinas) con
tratamientos de sombra simulada se ha visto que han un cambio en el patrén
expresion de GUS, lo que se entiende como los niveles de auxina libre
(Sabatini et al., 1999; Tao et al., 2008). Aunque es cuestionable el uso de esta
linea marcadora como indicadora de los niveles de auxina libre, su uso permite
visualizar si el estimulo de la proximidad de vegetacion altera la respuesta a
auxina en diferentes 6rganos y/o dentro de células individuales. Asi, estas
lineas presentan actividad GUS en el tercio inferior de hipocotilos y cotiledones,
y reducido en raices, lo que indicaria que después de la percepcién de
proximidad vegetal, los phys también controlan la respuesta local a auxinas
(Roig-Villanova et al., 2007; Sabatini et al., 1999; Tao et al., 2008).

Estudios genéticos y moleculares de PIF4, PIF5 y PIF7 han mostrado
que estos factores estan implicados en la interaccion de auxinas y SAS, ya que
estos reguladores de la respuesta a sombra regulan la expresion de genes
implicados en la biosintesis de auxina (como el gen YUCCAS, entre otros),
ademas de ver que en el mutante pif4pif5 esta afectada la acumulacién de
auxinas en situaciones de sombra (Hornitschek et al., 2012). En los mutantes
pif7-1 y pif7-2 los niveles de auxinas libre no cambian en comparacion a lineas
control, ademas de tener reprimidos genes de la biosintesis de auxinas (Li et
al., 2012).

Oftra perspectiva de ver la relacion SAS-auxinas, ha sido estudiando
factores ya descritos que estan involucrados en la regulacion SAS y su
implicancia con auxinas. Asi, plantas que sobreexpresan ATHB2 o HAT2
poseen fenotipos relacionados con auxinas como hipocotilos largos,
cotiledones epinasticos (tipicos en plantas que producen mucha cantidad de

auxinas) o reduccion de la produccion de raices laterales (Schena et al., 1993;
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Steindler et al., 1999) (Sawa et al., 2002). Cuando ATHB4 se sobreexpresa
también presenta cotiledones epinasticos, sobre todo en condiciones de
sombra, caracter que se ve abolido en presencia de NPA. Ademas plantas con
alta actividad de ATHB4 mostraron una reduccion de la respuesta a 2,4D
(auxina sintética), sugiriendo un papel de este factor en la modulacion de la
respuesta de los hipocotilos a auxinas (Sorin et al., 2009). Puesto que estos
genes codifican HD-ZIP I, estos resultados sugieren que la expresion de los
genes HD-ZIP Il inducida por sombra podrian integrar la sefial de proximidad
vegetal captada por los phys con algunos aspectos de la capacidad de
respuesta a auxina y modular la respuesta a SAS (Martinez-Garcia et al.,
2010).

- Brasinosteroides.

Los BRs son moléculas esteroidales que regulan procesos de
crecimiento y desarrollo como el desarrollo vascular, senescencia, elongacién
celular y la fotomorfogénesis (Li and Chory, 1999; Yang et al.,, 2011). Los
primeros resultados que implicaron a los BRs con el desarrollo fotomorfogénico
fueron los obtenidos en mutantes de los genes que codifican enzimas de
biosintesis de esta hormona, como son DET2, CPD y DWF (Li and Chory,
1999). Los mutantes de estos genes presentaban un fenotipo desetiolado en
oscuridad. En relacion a la respuesta a sombra, se ha visto que los BRs se
requieren para responder a este estimulo implicandose en la elongacién de
hipocotilo o expansion de los cotiledones. Asi, el mutante dwarfl-101 no elonga
el hipocotilo en respuesta a sombra vegetal y la elongacion del mutante det2-1
estd reducida cuando crece en sombra simulada (Luccioni et al., 2002;
Martinez-Garcia et al., 2010). Otra conexién entre BRs y SAS es basada en el
efecto que tiene BAS1 sobre el mutante phyB-9, suprimiendo su fenotipo
constitutivo de sombra (Neff et al., 1999). El conjunto de estos resultados
apoyan la importancia de los BRs en la respuesta al SAS.

Asi como se comento del rol de los factores HD-ZIP en la conexién de
sombra y auxina, se ha visto que en plantas con alta actividad de ATHB4 los
hipocotilos se alargan sustancialmente mas que los controles tras la aplicacion
de epibrasindlido (EBL), un BR comercial que estimula la elongaciéon del

hipocotilo. EI mutante athb4/hat3 presenta una longitud del hipocotilo similar a
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las de las plantas silvestres en luz W (razéon R:FR elevada), pero responde
menos a luz W de razén R:FR baja y a la aplicacion de BRs (Sorin et al., 2009).
Estos resultados sugeririan que la sombra simulada incrementaria la
sensibilidad a BRs, ademas que ATHB4 y HAT3 tendrian funciones de
reguladores positivos de la elongacion de hipocotilo inducido por BRs. Esto
también mostraria que diferentes reguladores de las respuestas del SAS, como
ATHB4 y HAT3, participarian de la integracion entre BRs y SAS, involucrando a
los fitocromos en la modulacién del SAS por control de la respuesta a y/o
niveles de BRs (Sorin et al., 2009).

- Etileno.

El etileno es una fitohormona implicada en diferentes respuestas de
crecimiento, incluyendo la germinacion, crecimiento de plantulas, desarrollo de
hojas, raices y flores, maduraciéon de frutas, senescencia y abscision de las
hojas. Su implicacién en la fotomorfogénesis se pudo apreciar en un principio
cuando se vio en Sorghum bicolor que la produccién de etileno seguia un ritmo
circadiano; ademas la amplitud del ciclo circadiano aumentaba en el mutante
phyB-1 que presenta un fenotipo constitutivo de SAS, proporcionando datos
que relacionarian ritmo, fitocromo y hormonas (Finlayson et al., 1999). A nivel
de su relacion con el SAS, el etileno se ha involucrado en la elongacion del tallo
y peciolo en tabaco inducido por sombra (Pierik et al., 2004). Recientemente se
vio que esta respuesta se produce a través de la via de auxinas ya que
mutantes de sefalizacién de auxinas pierden capacidad de responder a etileno
pero mutantes de etileno si que responden a auxinas (Pierik et al., 2009). Se ha
demostrado que el etileno regula la estabilidad de las proteinas DELLA (Achard
and Genschik, 2009), previamente implicadas en la regulacion de la elongacién
de hipocotilo y peciolo en condiciones de sombra simulada, proponiendo a esta
hormona como integradora molecular de diferentes vias de sefalizacion.
Recientemente se ha mostrado que la elongacion del hipocotilo inducida por
sombra puede ser medida por etileno de manera independiente de GAs
(Martinez-Garcia et al., 2010; Pierik et al., 2009).
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- Giberelinas.

Las GAs son otra clase de fitohormonas implicadas en promover el
crecimiento, regulando un amplio espectro de procesos de desarrollo y
crecimiento, tales como la germinacion, expansioén foliar, induccién de la
floracién y desarrollo de semillas y flor (Sun and Gubler, 2004; Yamaguchi,
2008). Estudios en diferentes especies indican que la induccidon de la
elongacion del hipocotilo o tallo en respuesta a sombra simulada o tratamiento
con FR al final del dia (EOD-FR, del inglés END-OF-DAY-ER) altera el
metabolismo y los niveles de GAs activas (Devlin et al., 2003; Garcia-Martinez
et al., 1987; Martinez-Garcia et al., 2000b; Pierik et al., 2004). En el mutante
phyB el crecimiento del hipocotilo por razon R:FR baja (Djakovic-Petrovic et al.,
2007b) se ve afectado por la adicion de paclobutrazol (PAC, un inhibidor de la
biosintesis de GAs), asi como también en fondos genéticos de mutantes
deficientes en sintesis de GAs activas.

Diferentes factores podrian tener un rol integrador entre el SAS y GAs.
Asi, hipocotilos de plantulas de sobreexpresion de PAR1 no responden (no se
alargan) en respuesta a diferentes concentraciones de GAS3, resultado que
muestra que estas plantas son insensibles a esta hormona (resultados no
publicados). Esta funcién de PAR1 con relacién a la respuesta a GAs podria
involucrar también a los factores PRE1 y PIF4, con los que se ha mostrado que
PAR1 interacciona (Hao et al., 2012).

Como se comentd en una seccion anterior, las DELLAS son
componentes de la regulacién de GAs. Su implicacion en la respuesta de
elongacion inducida por sombra ha sido determinada en varias ocasiones. Se
ha visto que la respuesta de elongacién en respuesta a sombra simulada esta
mediada por la degradacién de las DELLA, posiblemente, pero no medido, por
el aumento de las GAs. Pero si bien esta degradacion es necesaria, no es
suficiente para inducir la respuesta a sombra. El cuadruple mutante
gai;rga;rgll;rgl2 (della4) no presenta un fenotipo constitutivo de sombra y
responde a sombra con una inducciéon de la elongacién similar a la del control
Ler (Djakovic-Petrovic et al., 2007b; Pierik et al., 2007). Esto también daria a
especular la posibilidad de que RGL3 tenga un papel en la respuesta a sombra,
0 que hay una redundancia total de los cinco integrantes de las DELLA. Por

otro lado, en base a la capacidad de las DELLA de interaccionar con PIF3 y
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PIF4 (que también participan en la regulacién del SAS), impidiendo que se
unan a al DNA para regular la expresion de genes, cabe especular sobre el
papel de las DELLA en la respuesta a sombra (Feng et al., 2008). Toda esta
informacion sugiere que los mecanismos de implicancia de las GAs en la
respuesta a sombra son multiples, tal como pasa con otras hormonas. En este
trabajo se dara mas informacion sobre esta interaccion, ademas de una posible

regulacion de las GAs en condiciones de sombra mediada por auxinas.

1.5.2.2. Conexion SAS-Reloj Circadiano.

El reloj circadiano es un complejo regulador de la fisiologia vegetal, que
controla cambios diarios de la expresion génica, crecimiento, actividad
fotosintética y floracion estacional. Los ritmos circadianos sincronizan procesos
de sefalizacion internos con estimulos externos, permitiendo a los organismos
llevar a cabo procesos metabdlicos en diferentes momentos y coordinar las
respuestas de determinadas fases para que se lleven a cabo en el momento
mas Optimo, lo cual da una ventaja adaptativa en comparacion a las actividades
realizadas al azar (Harmer, 2009; Mas, 2008). El reloj circadiano es puesto a
punto con los ciclos de dia/noche gracias a las sefiales luminicas traducidas
por phys y crys, mostrando que por lo tanto hay una conexiéon entre
componentes del reloj y fotorreceptores. Este proceso se conoce como foto-
aclimatacion (photoentrainment) y se logra ajustando los ritmos del oscilador al
ciclo solar de 24 h (Fankhauser and Staiger, 2002). A nivel de relacién con la
respuesta a sombra, se ha visto que la expresion de los genes PIL1 y PIL2
inducida por sombra se controla por el reloj circadiano, con minimos
incrementos al inicio del dia (Salter et al., 2003). Estos resultados indicarian
que componentes implicados en el SAS estan conectados con el reloj, y por lo
tanto que el SAS podria estar regulado por el reloj. Tratamientos transitorios de
sombra simulada (2 h) pueden desencadenar la elongacién del hipocotilo
dentro de las siguientes 24 h luego que plantulas fueron crecidas en luz W (alta
razon R:FR). Estos experimentos mostraron que la elongacién del hipocotilo en
respuesta a sombra esta regulada por el reloj, con un incremento maximo en el

anochecer subjetivo. Ademas la elongacién del hipocotilo fue inhibida, en vez
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de inducirse, después del tratamiento de sombra transitorio aplicado en el
amanecer (Salter et al., 2003). En luz W (alta razéon R:FR), el patron de
elongacion del hipocotilo crecido en fotoperiodos neutros también es ritmico,
mostrando una represion del crecimiento diario al amanecer y un intervalo de
crecimiento rapido al anochecer (Dowson-Day and Millar, 1999). Se ha visto
que los valles de induccion por sombra de PIL1 y PIL2 coinciden con los picos
de elongacién de hipocotilo, sugiriendo un rol negativo de estos genes en la
regulacion de esta respuesta. Otros componentes del SAS que han sido
propuestos como elementos importantes para explicar el crecimiento ritmico
son PIF4 y PIF5. Se sabe que a nivel de mRNA estos se empiezan a acumular
durante el final de la noche bajando al final del dia, por el contrario a nivel
proteico estos se comienzan a degradar al inicio del dia por causa de la luz,
comenzando a acumularse tras el inicio de la noche (Nozue et al., 2007).
Ademas se ha visto que también esta participacion de PIF4 y PIF5 en el ritmo
del alargamiento implica la modulacion de vias relacionadas con auxinas
(Nozue et al., 2011). Todo esto indicaria una regulacion a traves del reloj, que
también incluye a los fitocromos. En condiciones de baja razén de R:FR hay
una estabilidad de PIF4 y PIF5, lo que podria implicar a estos factores con PIL1
y PIL2 en las respuestas transitorias de elongacion del hipocotilo inducido por
sombra y controlado por el reloj (Lorrain et al., 2008; Martinez-Garcia et al.,
2010).

1.5.2.3. Conexion SAS-Temperatura.

Existen datos que indican la interaccion entre la luz y la temperatura en
la regulacion de respuestas del SAS a nivel floracion (Halliday et al., 2003) o de
germinacion (Smith, 1982a). En condiciones de alta temperatura (29°C) se ha
visto que hay cambios dramaticos en la planta como la induccion de la
elongacion del hipocotilo, floracion temprana e hiponastia foliar. En
Arabidopsis, esta mayor elongacion del hipocotilo en altas temperaturas se ha
asociado a un incremento en la produccion de auxinas (Gray et al., 1998; Koini
et al., 2009). Analisis genéticos en mutantes de auxinas han mostrado

reduccion de la elongacion del hipocotilo a altas temperatura, como es el caso
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de del mutante sav3 (Tao et al., 2008). PIF4 y PIF5 podrian tener un papel, ya
que en los simples mutantes deficientes en estos factores se vio que la
respuesta del hipocotilo a alta temperatura esta anulada (pif4) o atenuada
(pif5); esto sugeria que PIF4 y en menor medida PIF5 podrian regular la
acumulaciéon de auxinas en respuesta a altas temperaturas (Franklin et al.,
2011; Nozue et al.,, 2011; Stavang et al.,, 2009). Recientemente se ha
demostrado que PIF4 regula la biosintesis de auxinas a altas temperaturas
(Franklin et al., 2011) y especificamente media la activacion de la expresion de
YUCAS integrando asi las vias de auxinas y temperatura con la elongacién del
hipocotilo (Sun et al., 2012). Estas observaciones sugieren que altas
temperaturas y condiciones de sombra comparten mecanismos de control de la
elongacion de hipocaotilo.

Otro componente que podria relacionar el SAS y temperatura es PAR1,
ya que lineas de sobreexpresion de PAR1, descrito anteriormente como un
regulador negativo del SAS, no responden a altas temperaturas (29°C),
definiendose como menos sensible al igual que pasa con el mutante pifg (Hao
et al., 2012).

En relacion a bajas temperaturas, andlisis transcriptdmicos de
Arabidopsis crecidas a 16°C y 22°C mostraron que la expresion de decenas de
genes estaba afectada diferencialmente por sombra simulada, entre los que se
encontraban los CBF (del inglés CRT/DRE BINDING FACTOR), COR (del
inglés COLD REGULATED) (Franklin and Whitelam, 2007). En plantas adultas,
plantas tratadas con sombra simulada a 16°C hay un incremento en la
expresion de los genes COR es suficiente para permitir la tolerancia a
congelacion en Arabidopsis.

Los hipocotilos de plantulas crecidas a 16°C responden menos a sombra
simulada, si bien no hay mutantes descritos que especificamente respondan de

manera alterada sélo en esta temperatura.

1.5.3. Aspectos espaciales y temporales de la sefalizacion de SAS.

La identificacion de componentes relacionados con el SAS se ha

realizado en su mayoria a partir del analisis de toda la plantula. Sin embargo
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los modelos que describen la accién e interacciones de los fitocromos estan
realizados a nivel celular o molecular. Aunque es un hecho que las redes
regulatorias y transcripcionales estan en el contexto multicelular de una planta
(no hay un patron de expresion similar en todas las células) éste ha sido un
tépico que ha recibido poca atencidon. Recientemente una serie de trabajos han
abordado este aspecto en el contexto de la fotomorfogénesis mediada por
fitocromos (Bou-Torrent et al., 2008; Josse et al., 2008; Montgomery, 2008;
Montgomery and Lagarias, 2002). A nivel de planta total, la sefalizacién de
respuesta a sombra involucra al menos 2 etapas, una intracelular y otra
intercelular. La fase intracelular es un paso auténomo celular potenciada por
los phys dentro de la célula que percibe la sefal luminica y principalmente se
refiere a los cambios que ocurren inmediatamente por debajo de la accion de
los fitocromos, como cambios rapidos en la expresién génica. El paso
intercelular se refiere a los cambios en el crecimiento y desarrollo que ocurren
en células o tejidos diferentes de los que percibieron la luz (Bou-Torrent et al.,
2008). Esta doble senalizacion de fitocromo implica que los lugares de
percepcion de la luz y accidén pueden estar fisicamente separados de la planta,
lo que enfatiza lo importante que es la comunicacién a larga distancia para
comprender como la planta crece y se desarrolla regulada por la luz durante el
SAS (Martinez-Garcia et al., 2010). En este sentido, cabe recalcar que en lo
que respecta a las hormonas, también se sabe la importancia del lugar de
sintesis y accion. Un ejemplo clasico es la accion de las auxinas, la cual esta

controlada en tres puntos: sintesis, transporte y efecto (Chandler et al., 2009).
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2. OBJETIVOS.
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Objetivos.

El objetivo general de esta tesis es identificar y caracterizar

componentes implicados en la puesta en marcha del SAS tras la percepcion de

la proximidad vegetal en Arabidopsis thaliana. Para esto, se proponen los

siguientes objetivos especificos:

1.

Analisis de la interconexiéon entre fitohormonas y sombra. Estudiar
la respuesta de diferentes factores que integran el SAS a giberelinas, y
como componentes de la planta relacionados con la sintesis o

sensibilidad a esta hormona se regulan durante el SAS.

Analisis del mecanismo molecular de PAR1. Estudiar la capacidad de
unién a DNA de PAR1, propuesta a partir de sus caracteristicas de
BHLH atipica.

Caracterizacion funcional de genes POF en la regulaciéon de las
respuestas del SAS. Identificar factores que interaccionen con PAR1, y
caracterizarlos molecular y fisioldgicamente con la finalidad de encontrar

nuevos componentes del SAS.

Analisis del mecanismo molecular de acciéon de BEE y BIM, y como
PAR1 interfiere en él. Identificar y estudiar los motivos de union a DNA
de los factores BEEs y BIMs, y ensayar si PAR1 interfiere en dicha union

como posible cofactor transcripcional.
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3. RESULTADOS.
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CAPITULO I.
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1. Andlisis de la integracion del SAS y las hormonas.

Como se ha comentado en la introduccion, una de las respuestas que
caracteriza al sindrome de la huida de la sombra (SAS) en estadio de plantula
es la elongacion del hipocotilo. Este proceso también se regulado por las
hormonas vegetales auxinas, giberelinas (GAs) y brasinosteroides (BRs). Las
GAs, como se ha comentado en la introduccion, ya han sido asociadas al SAS
en situaciones como la induccién de genes de biosintesis y respuesta de GAs
en tratamiento de sombra simulada (W+FR) (Hisamatsu et al., 2005; Reed et
al., 1996), como también de la induccion de genes relacionados con GAs
(Devlin et al., 2003). Con esta informacién se quiso profundizar mas sobre la

exsitencia de una interaccion entre SAS y GAs.

2. Integracién de larespuesta a SAS con el efecto de
Giberelinas.

Como se comentd anteriormente las GA son hormonas implicadas en la
elongacion del hipocotilo. Esta respuesta también se ve en plantulas que
crecen en condicion de sombra. Si bien ambos estimulos generan la misma
respuesta, seria importante ver si la aplicacion de GA exdgenas en condiciones
de sombra, presenta una respuesta también de elongacion de hipocotilo, es
decir si la condicion de sombra afecta la sensibilidad a responder a giberelinas.
Para estudiar si el SAS afecta la sensibilidad de las plantulas a GA, se
realizaron experimentos de sombra simulada en presencia de diferentes
concentraciones de la giberelina activa GA3. Para esto, semillas Col-0 se
sembraron en placas de medio 0.5x GM- suplementado con 0, 5y 10 yM de
GA3. Tras la estratificacion, se realizé el experimento de sombra simulada, el
que consiste en placas se transfieren a luz W durante 2 dias, tras lo cual un
grupo se mantiene en luz W y el otro se transfiere a una condiciéon de luz W
enriquecida en luz FR (W+FR) durante 5 dias adicionales (hasta dia 7),
después de lo cual, para este el caso, se mide la elongacién del hipocotilo
(Figura 11a). Tal como se observa en la Figura 11b, en W la elongacién del

hipocotilo se inducia por la dosis de GA3 aplicadas. En condiciones de W+FR,
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Figura 11. Efecto de la sombra simulada en el alargamiento del hipocotilo en respuesta a la
aplicacion exdgena de GA3. (a) Disefio experimental empleado para estudiar el efecto de las
giberelinas y la sombra simulada en el fenotipo morfolégico de las plantulas Col-0. (b) Longitud del
hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en (a), en placas GM-0,5x con 0, 5 y
10 M de GA3. Se compara la respuesta de linea control Col-0. Valores son medias + error estandar
de 30 plantulas analizadas (tres réplicas); los simbolos representan la diferencia significativa (°P <
0.05, *P < 0.01) relativa del control (Col-0) en las dos condicione.

en ausencia de GA3 el hipocotilo era mas largo, tal como se habia observado
con anterioridad, y la aplicacién de dosis crecientes de GA3 incrementaban su
longitud. Para establecer si el tratamiento con sombra simulada alteraba
significativamente la respuesta de los hipocotilos a la aplicacion exégena de
GA3, se aplico el test estadistico de Two-way Anova (2WA) (Tabla 2), que
mostré que la interaccidn entre la condicion de sombra simulada y el
tratamiento de giberelinas en términos de la elongacién del hipocotilo era
significativa (P<0,0068). Estos resultados indican que en condiciones de W+FR
los hipocotilos de las plantulas responden al tratamiento exdégeno de
giberelinas, sugiriendo que la sombra simulada no afectaria la sensibilidad a

giberelinas de los hipocotilos.

3. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de
componentes del SAS.

Ha sido planteada la existencia de una integracion entre el SAS vy rutas
hormonales, la cual en parte esta dada por componentes en comun que
regulan ambas respuestas. Es asi como especificamente podemos encontrar
reguladores del SAS que modulan la respuesta a auxinas y brasinosteroides
como es el caso de los factores PAR1, PAR2, BEE, BIM, ATHB4, HAT2, HATS3,

PIF4, PIF5, entre otros. Ya que existe esta base del rol integrador de estos
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factores entre el SAS y algunas hormonas se quiso ver la existencia de esto
con las giberelinas, viendo el efecto en la elongacion del hipocotilo en lineas
con diferentes niveles de estos factores bajo tratamientos con la giberelina
activa GA3.

3.1. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de PAR1 y
PAR2.

Resultados previos del laboratorio habian mostrado que PAR1 y PAR2
modulan la respuesta de auxinas por la regulacion de la expresion de los genes
SAUR15 y SAURG68, implicados con auxinas y BRs. Si bien no habia datos
moleculares que implicara a PAR1 y PAR2 con las giberelinas, el aspecto de
las plantas transgénicas de sobreexpresion de PAR1 y PAR2 enanismo y color
verde oscuro) recordaba a plantas deficientes en niveles o sefializacion de GAs
como el mutante gai-1d (Peng and Harberd, 1993, 1997) y ga (Davies, 2004), lo
que sugeria una posible conexion entre estos factores y las GAs. Es asi como
previamente en el laboratorio se analizé la respuesta a GA3, en relacion al
alargamiento de cotiledones y de hojas primarias viéndose una respuesta casi
atenuada en comparacion a Col-0, descartandose que la sobreexpresion de
PAR1 provocara el fenotipo enano por inhibicion de la biosintesis de GAs
(Roig-Villanova, 2007)(Roig-Villanova tesis doctoral 2007). Nosotros quisimos
analizar el efecto de la GA3 en la elongacion del hipocotilo en lineas con altas y
bajas concentraciones de PAR1 y PAR2 en 3 concentraciones de GA3, con el
fin de para dar mas informacién con el resultado previo entregado.

Para esto se midié el hipocotilo de lineas sobreexpresoras de PAR1
(35S:PAR1-GG y 35S:PAR1-G), de PAR2 (35S:PAR2 y 35S:PAR2-G),
mutantes de PAR2 (par2-1), PAR1-RNAI, y Col-0 crecidas durante 7 dias en
placas con diferentes concentraciones crecientes de GA3, (0, 5y 10 uM) y se
crecieron en W. Como se observa en la Figura 12 en las plantas
sobreexpresoras de PAR1 (b) y PAR2 (d) la elongacion del hipocotilo en
respuesta a GA3 esta casi anulada en comparacion con Col-0 sobre todo las

de lineas 35S:PAR2 y 35S:PAR2-G. Por otro lado las lineas que tenian menos
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Figura 12. Alargamiento del hipocotilo de plantulas diferentes niveles de PAR1 y PAR2 en
respuesta a la aplicacion exégena de GA3. (a) Disefio experimental empleado para estudiar el
efecto de las giberelinas en el fenotipo morfoldgico de las plantulas. (b y ¢) Longitud del hipocotilo de
plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en (a) en placas GM-0,5x con 0, 5y 10 pM de
GA3. Se compara la respuesta de linea Col-0 con lineas sobreexpresoras de PARL1 (b), y lineas
PAR1 RNAi (c). (d y e) Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica
en (a) en placas GM-0,5x con 0, 5y 10 uM de GA3. Se compara la respuesta de linea Col-0 con
lineas sobreexpresoras de PAR2 (d) y linea mutante de ésta (e). Valores son medias * error estandar
de 30 plantulas analizadas (dos réplicas); los simbolos representan la diferencia significativa (°P <
0.05, *P < 0.01) relativa con el control (Col-0) bajo las mismas condiciones.

niveles de PAR1 y PAR2 respondieron en las 3 diferentes concentraciones de
manera similar al control Col-0. El analisis estadisticos de Two-way Anova
mostré una interaccién entre los niveles alterados de PAR1 y PAR2 y el
tratamiento de giberelinas en términos de la elongacién del hipocotilo, salvo
para lo analizado en las lineas PAR1-RNAi y par2-1 (Tabla 2). Si bien
previamente en el laboratorio se definio que PAR1 y PAR2 no son

responsables el fenotipo enano por inhibicion de la biosintesis de GAs,
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nuestros resultados de igual forma sugeririan que PAR1 y PAR2 estarian
modulando la respuesta de giberelinas en lo que respecta a la elongacion del
hipocotilo. Tanto PAR1 como PARZ2 serian reguladores negativos de la

respuesta de giberelinas, pero posiblmente de caracter redundante.

3.2. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de BIMs y
BEEs.

Como se ha comentado en la introduccion y veremos mas adelante
(Capitulo 3), otros factores involucrados en el SAS y en hormonas son los BEE
y BIM, implicados en la ruta de brasinosteroides y mostrados como reguladores
positivos del SAS (Galstyan, 2011). Con el fin de ver si también estos factores
son integradores del SAS y giberelinas, se midieron hipocotilos de plantulas
crecidas en condiciones similares a las del punto anterior de lineas
sobreexpresoras de BEE1, BEE10X (35S:BEE1) y BIM1, BIM10OX (35S:BIM1-
flag) y los triples mutantes de pérdida de funcion beel23 y bim123,
(Friedrichsen et al., 2002).

Como se aprecia en la Figura 13a, los hipocotilos de las plantulas
BIM1OX responden menos a giberelinas en comparacién a Col-0. Este
resultado fue similar al analizar las lineas bim123. El test estadistico de Two-
way Anova mostré que la interaccion los niveles de BIMs y el tratamiento de
giberelinas en términos de la elongacién del hipocotilo era significativa (Tabla
2). Estos resultados quizds nos dirian que los factores BIM tienen una
implicancia en la regulacion de la respuesta a giberelina, pero quizas no son
parte de los reguladores principales.

Cuando se vio el efecto de giberelinas en la elongacion del hipocotilo en
plantas sobreexpresoras de BEE1, se vio que habian una mayor respuesta en
comparacién a Col-0. Por otro lado, esta respuesta era menor en el mutante
beel23 al compararla al control (Figura 13b). El test estadistico de Two-way
Anova mostré que la interaccion los niveles de BEE y el tratamiento de
giberelinas en términos de la elongacion del hipocotilo era significativa. Estos
resultados sugeririan los factores BEE también modularian la respuesta de

giberelinas en lo que respecta a la elongacion del hipocotilo, y que actuarian
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como reguladores positivos de esta respuesta como también lo hacen en el
SAS.
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Figura 13. Alargamiento del hipocotilo de plantulas diferentes niveles de BIM y BEE en
respuesta a la aplicacion exdégena de GA3. Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y
crecidas tal como se indica en Figura 12a en placas GM-0,5x con 0, 5 y 10 uM de GA3. (a) Se
compara la respuesta de linea Col-0 con lineas sobreexpresoras de BIM1 y la linea mutante bim123.
(b) Comparacion de la respuesta de linea Col-0 con lineas sobreexpresoras de BEEL y de la linea
mutante beel23. Valores son medias * error estandar de 30 plantulas analizadas (tres réplicas); los
simbolos representan la diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa con el control (Col-0)
bajo las mismas condiciones.

3.3. Respuesta a GA en plantulas con niveles alterados de HFR1.

Se analiz6é también la respuesta a GA del regulador negativo de sombra,
HFR1. Para esto se utilizaron lineas que sobreexpresaban formas truncadas de
HFR1 (G-BH y G-H) (Figura 14a) que en experimentos de sombra simulada no
respondian (G-BH) o respondian poco (G-H) a W+FR (Galstyan et al., 2011), el
mutante simple hfrl-5. Con estas lineas se realizé el mismo tipo de
experimento que los descritos anteriormente en este apartado del capitulo.
Como se ve en la Figura 14b, el analisis de la elongacion de los hipocotilos en
las lineas que sobreexpresaban las truncaciones de HFR1 mostré que este
caracter responde menos que Col-0 a las diferentes concentraciones de GA3.
El analisis estadisticos de Two-way Anova mostré una interaccién entre los
niveles altos de HFR1 (G-BH y G-H) y el tratamiento de giberelinas en términos
de la elongacién del hipocatilo.

Con respecto al mutante hfrl-4, no mostré variacion en la elongacién del
hipocotilo al compararlo con Col-0 en el tratamiento con GA3 (Figura 14c).
Este resultado es similar a lo visto para PAR1, es decir altas concentraciones

del factor vemos efecto en la respuesta a GA y bajas cantidades del factor no
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hay diferencia con el control. Esto nos podria indicar que quizas HFR1 también
tiene un rol de regulador negativo de la respuesta a giberelinas, pero que no es
el responsable principal de esta regulacion teniendo rol redundante, al igual
que PAR1.
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Figura 14. Alargamiento del hipocotilo de plantulas diferentes niveles de HFR1 en respuesta a
la aplicacion exogena de GA3. Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como
se indica en Figura 12a en placas GM-0,5x con 0, 5 y 10 pM de GA3. (a) Esquema de las lineas
sobreexpresoras de formas truncadas de HFR1. (b y ¢) Se compara la respuesta de linea Col-0 con
lineas sobreexpresoras de truncaciones de HFR1 y la linea mutante hfr1-5, respectivamente. Valores
son medias t error estandar de 30 plantulas analizadas (dos réplicas); los simbolos representan la
diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa con el control (Col-0) bajo las mismas
condiciones.

4. Efecto de la sombra simulada en el alargamiento del
hipocotilo mediado por hormonas.

El hecho de que factores del SAS estén relacionados con la regulacion
de hormonas como auxinas, giberelinas, brasinosteroides, sugiere dos cosas.
La primera, la cual ya ha sido sugerida en otros trabajos, nos dice que la
elongacion del hipocotilo en plantas crecidas en condiciones de sombra
simulada depende de una respuesta hormonal. En el caso de las giberelinas,
para profundizar mas esta idea se realizd un experimento similar al de la
Figura 11, pero ademas se incluyo en todas las placas el inhibidor de la

sintesis de giberelinas pacobutrazol (PAC), con el fin de ver si realmente las
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giberelinas son importantes para al respuesta a sombra simulada. Por lo que
semillas del control Col-0 se sembraron sobre papel filtro en placas medio 0.5x
GM-. Luego de la estratificacion se les dio un pulso de 1 h de luz W, luego de lo
cual se pasaron a placas con medio 0.5x GM- con 0, 5y 10 yM de GA3 mas
50 uM de PAC (por duplicado), y se hizo el experimento de sombra comentado
anteriormente. Como se ve en la Figura 15, vemos que en ausencia de GA3, la
elongacion del hipocotilo en W+FR esta atenuada y es similar a lo que ocurre
en W. En las graficas con 5 y 10 yM de GA3 vemos que existe una
recuperacion de la elongacion del hipocotilo en W+FR comparandolo con W.
Estos datos ensefiaron que las giberelinas son necesarias para la respuesta a

sombra.
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Figura 15. Efecto de la sombra simulada en el alargamiento del hipocotilo en respuesta a la
aplicacion exégena de GA3. Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se
indica en Figura R11a en placas GM-0,5x con PAC y 0, 5 y 10 uM de GA3. Se compara la respuesta
de linea control. Valores son medias + error estandar de 30 plantulas analizadas (tres réplicas); los
simbolos representan la diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa con el control (Col-0)
bajo las mismas condiciones.

La otra sugerencia radica en que quizas estas hormonas no actuan de
forma independiente y hay pasos de por medio entre la captacion de la baja
R:FR y la elongacion del hipocotilo, donde primero puede actuar una hormona
y luego otra.

Se ha visto que los niveles de la giberelina activa GA4 incrementen
después de 24 h de sombra simulada. Por otro lado, a 1 h en condiciones de
W+FR hay un incremento en los niveles de auxina acompanado de un
incremento en la expresion de genes relacionados con la biosintesis de
giberelinas, genes los cuales también estan regulados por auxinas (Tao et al.,
2008). Esta informacién nos podria decir que quizas la elongacién del hipoctilo

en respuesta sombra puede deberse quizas a un mecanismo que involucra de
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manera directa o indirecta a las auxinas en cuando a la regulaciéon de
giberelinas (Figura 16).

Esta implicancia de las auxinas y giberelinas en la elongacién del
hipocotilo ya ha sido vista en condiciones de luz W, en donde se ha descrito
que las auxinas actuan de manera dependiente e independiente de las
giberelinas para generar una elongacién del hipocotilo, no a si las giberelinas
que al parecer requieren de la accion previa de auxinas (Chapman et al., 2012;
Frigerio et al., 2006).

Oh 1-4 h 24 h

Gp. — ®
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Figura 16. Modelo del efecto de la sombra simulada en el alargamiento del hipocotilo
intermediado por hormonas. Se sugiere que la elongacion del hipocotilo por el efecto de sombra
podria depender del aumento de auxinas (Paso A) o independiente de este aumento (paso C).

Para estudiar la posibilidad de una regulacion integrada entre auxinas y
giberelinas sobre la elongacién del hipocotilo en respeusta a condiciones de
sombra simulada, se realizaron experimentos moleculares y fisiolégicos sobre
mutantes de auxinas que tienen alterada su respuesta a sombra simulada.

El mutante sav3-5 se ha mostrado que es deficiente en un paso de la
biosintesis de auxinas requerido para un incremento rapido en los niveles de
IAA tras la exposicion a W+FR; como consecuencia este mutante casi no
responde a sombra simulada (Tao et al., 2008) (Figura 17b). Por otro lado, el
mutante arx1-12 esta implicado también en la sensibilidad de auxinas pero a
nivel de la maquinaria de ubiquitinacion (Pierik et al., 2009), y como se ve en la

Figura 17c, también muestra insensibilidad a W+FR.
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Figura 17. Respuesta a W+FR en lineas mutantes de auxinas, sav3-5 y axrl-12. (a) Disefo
experimental empleado para estudiar el efecto de la sombra simulada en el fenotipo morfolégico de
las plantulas sav3-5 y axrl-12. (by c) Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal
como se indica en a. Se compara la respuesta de linea control Col-0 y las lineas mutantes de
auxinas. Valores son medias + error estandar de 30 plantulas analizadas (tres réplicas); los simbolos
representan la diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa con el control (Col-0) bajo las
mismas condiciones.

Se quizé estudiar si el efecto de las auxinas era directo sobre las
giberelinas para provocar la elongacion de hipocotilo, o si quizas existia otro
ruta regulada por auxinas independiente de las giberelinas. Para esto se realizo
un experimento de sombra simulada con tratamientos de 0, 5y 10 uM de GA3
sobre el mutante sav3-5 y Col-0. Como se puede apreciar en la Figura 18 la
aplicacion de giberelina exdgena tiene afecta la elongacién del hipocotilo en el
mutante, sobre todo en W+FR donde es un poco mayor que en luz W. Pese a
que hay respuesta la aplicacién de giberelinas no es suficiente para que el
sav3-5 en condicién de sombra recupere el fenotipo silvestre (Col-0), dandanos
a entender que las auxinas estarian implicadas en la respuesta de la
elongacion del hipocotilo en sombra regulando a las giberelinas, pero que
también estarian regulando otras vias implicadas en la elongacion

independiente de las giberelinas.
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Figura 18. Efecto de la sombra simulada en el alargamiento del hipocotilo en respuesta a la
aplicacion exégena de GA3. Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se
indica en Figura 11a. Se compara la respuesta de linea control Col-0 y el mutante sav3-5. Valores
son medias * error estandar de 30 plantulas analizadas (tres réplicas); los simbolos representan la
diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa con el control (Col-0) bajo las mismas
condiciones.

Recordando lo comentado inicialmente en este apartado sobre que se
ha visto previamente que los niveles de la giberelina activa GA4 incrementan
después de 24 h de sombra antes de lo cual a 1 h de tratamiento de sombra
simulada hay un incremento en los niveles de auxina acompafado de una
inducciéon en la expresion de genes relacionados con la biosintesis de
giberelinas, se decidid hacer experimentos moleculares en plantulas Col-0,
sav3-5y axrl-12 con 7 dias sobre las cuales se hicieron tratamientos de 0, 1y
24 h de W+FR para analizar el nivel de expresion de genes implicados en la
biosintesis de giberelinas. Luego de los tratamientos de sombra simulada las
muestras fueron procesadas para obtener el RNA con el fin de sintetizar cDNA
que se utilizd como molde para las reacciones de PCR Cuantitativo en Tiempo
Real (QPCR). Los genes que fueron seleccionados para analizar fueron fueron
GA200x1 y GA200x2. La seleccion de estos genes se basdé en que su
expresion esta regulada tanto por sombra (Franklin and Whitelam, 2007; Tao et
al., 2008) como por auxinas (Curaba et al., 2004; Frigerio et al., 2006). Como
se ve en la Figura 19, los niveles de GA200x1 y GA200x2 en el mutante sav3-
5 (ay b) eran iguales a los del control Col-0 antes del tratamiento con W+FR (0
h); tras 1 h de W+FR la expresion de estos genes se indujo 3-4 veces en Col-0,
mientras que esta induccion era inferior en el mutante sav3-5, de manera
significativa para GA200x1 (P<0.05). A las 24 h del tratamiento, los niveles
bajaron tanto en las plantulas control, tal como se esperaba, como en las sav3-
5.
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Para los analisis hechos entre Col-0 y el mutante axrl-12 se vio que a
antes del tratamiento el mutante respondia menos que el control; tras 1 h de
tratamiento la expresion los genes GA20o0x1l y GA200x2 se indujo
significativamente 3-4 veces (P<0.05 y P<0.01, respectivamente) en el control,
mientras que en el mutante axrl-12 esta induccion era inferior. A las 24 h del
tratamiento, los niveles bajaron tanto en las plantulas control, tal como se

esperaba, asi como también en la linea mutante.
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Figura 19. Respuesta molecular de plantulas que mutantes sav3-5 y axrl.12. Analisis de la
expresion de los genes de sintesis de giberelinas GA200X1 y GA200X2 en plantulas control (Col-0),
en las lineas sav3-5 y axrl-12 crecidas durante 7 dias en luz blanca continua después de los cual se
hicieron se hicieron tratamientos de 0, 1 y 24 hrs de sombra simulada. Los valores son medias + error
estandar de tres réplicas independientes de qPCR normalizada con UBIQUITINA10 (UBQ10). La
expresion de genes normalizados se presenta en relacion con la expresion de las plantulas control
(Col-0) sin tratar; los simbolos representan la diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa con
el control (Col-0) bajo las mismas condiciones.

Los resultados observados nos indican que el tratamiento de sombra
simulada incide directamente en la regulacion de la expresidon de genes
involucrados en la biosintesis de de giberelinas, pero esta regulacion no es
suficiente para recuperar el nivel de expresion que tiene Col-0 cuando se
analizan los dos mutantes de auxina, lo cual nos podria estar indicando que por
lo visto las auxinas son necesarias para la regulacion de la respuesta a

giberelinas en condiciones de sombra.
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Para confirmar esta sugerencia, se llevé a cabo el cruce entre la linea
transgénica pRGA:GFP-RGA (GFP-RGA/SAV3) y el mutante sav3-5. Previos
experimentos con la linea pRGA:GFP-RGA habian mostrado que la
abundancia de RGA disminuia en condiciones de sombra simulada, mostrando
asi que una de las respuestas de SAS a nivel hormonal involucra sintesis de
GAs (Djakovic-Petrovic et al., 2007b). El cruce se realizé entre los ovarios de
flores emasculadas de la linea receptora (GFP-RGA/SAV3) con polen de la
linea donadora (sav3-5). Aproximadamente a las tres semanas se cosecharon
las semillas originadas del cruzamiento (F1), y se sembraron 3 semillas por
cruce. La autofecundacion de plantas F1 dio lugar a las semillas de la
generacion F2, en la que los diferentes alelos estaban segregando. Se
sembraron unas 30 semillas de esta generacion y tras transcurrir
aproximadamente 3 semanas se identificaron las plantas dobles mutantes
mediante genotipado por analisis por PCR. Con las lineas seleccionadas se
espero la generacion F3 con la cual se realizarian experimentos de sombra
simulada para ver la abundancia de la proteina RGA. Para esto, semillas GFP-
RGA/SAV3 y GFP-RGA/sav3-5 se sembraron en placas de medio 0.5x GM-.
Tras la estratificacion, se realizd el experimento de sombra simulada como el
comentado al inicio del capitulo. Luego del tratamiento de luz se hizo un
tratamiento de 0 y 4 h con 50 uM de GAS3 en las mismas condiciones de luz
donde se encontraban las placas. Las plantulas a 0 y 4 h de tratamiento fueron
observadas en microscopio confocal para ver la sefial GFP correlacionada con
la abundancia de RGA. Tal como se observa en la Figura 20, en W tanto la
linea control como el cruce presentaron sefial 6ptima de GFP. En condiciones
de W+FR, la linea RGA/SAV3 presentd una ausencia de la senal de GFP,
mientras en el cruce GFP-RGA/sav3-5 mostraba aun sefial de GFP, dando a
entender que el componente sav3-5 estaba alterando la normal degradacion de
RGA (Figura 20). Finalmente todas las lineas tratadas con 50 yM de GA3
mostraron degradacion total de la proteina GFP-RGA, sugiriendo que la
abundancia de RGA era totalmente dependiente de giberelinas. Estos
resultados indican, al igual que los analisis de expresion, las auxinas son
necesarias para la regulacion de la respuesta a giberelinas en condiciones de

sombra.
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Figura 20. Respuesta de hipocotilos a 5 dias de tratamiento de sombra simulada. Sefial RGA-
GFP de los hipocotilos de plantulas RGA-GFP/SAV3 y RGA-GFP/sav3-5 es reducido bajo tratamiento
de W+FR, y completamente abolido con tratamientos de 4 h de 50 uM de GAS3.
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Egura R1.1b

Long. Hipocotilo Col-0 (W) vs Col-0 (W+FR)

Egura R1.2b

Long. Hipocotilo Col-0 vs PAR1-GG

Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor | [Fuente de la variaciéon D.L. S.Q Mediana F P valor
Interaccion 2 2,664 1,332 52 0,0068 | [Interaccion 2 13.41 6,707 56,67  P<0.0001
GA3 2 72,98 36,49 142,4  P<0.0001| |GA3 2 42,96 21,48 181,56  P<0.0001
Genotipo 1 607,5 607,5 2371 P<0.0001| |Genotipo 1 63,39 63,39 535,5  P<0.0001
Error 124 31,77 0,2562 - - Error 146 17,28 0,1184 - -
Egura R1.2b Long. Hipocotilo Col-0 vs PAR1-G Egura R1.2c Long. Hipocotilo Col-0 vs PAR1-RNAi
Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor | |Fuente de la variaciéon D.L. S.Q Mediana F P valor
Interaccion 2 3,176 1,588 8,585 0,0003 | [Interaccién 2 0,1827  0,09134 1,159 0,3167
GA3 2 77,56 38,78 209,7 P<0.0001| |GA3 2 471 23,55 298,8  P<0.0001
Genotipo 1 15,08 15,08 81,55 P<0.0001| |Genotipo 1 0,01548 0,01548  0,1964 0,6583
Error 157 29,04 0,185 - - Error 143 11,27 0,07881 - -
Egura R1.2d Long. Hipocotilo Col-0 vs PAR2 Egura R1.2d Long. Hipocotilo Col-0 vs PAR2-G

Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor | |Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor
Interaccion 2 13,06 6,529 58,78  P<0.0001] [Interaccién 2 16,63 8,317 74,21  P<0.0001
GA3 2 30,4 15,2 136,8  P<0.0001| |GA3 2 23,83 11,92 106,3  P<0.0001
Genotipo 1 86,75 86,75 781 P<0.0001| JGenotipo 1 98,79 98,79 881,5 P<0.0001
Error 128 14,22 0,1111 - - Error 121 13,56 0,1121 - -
Egura R1.2e Long. Hipocotilo Col-0 vs par2-1 Egura R1.3a Long. Hipocotilo Col-0 vs BIM1

Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor | |Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor
Interaccion 2 0,2859 0,143 2,25 0,1089 | [Interaccion 2 1,169 0,5845 8,766 0,0003
GA3 2 39,48 19,74 310,7 P<0.0001] |GA3 2 52,38 26,19 392,8 P<0.0001
Genotipo 1 0,3775 0,3775 5,942 0,0159 | |Genotipo 1 2,038 2,038 30,57  P<0.0001
Error 153 9,722 0,06354 - - Error 130 8,668 0,06668 - -
Egura R1.3a Long. Hipocotilo Col-0 vs bim123 Egura R1.3b Long. Hipocotilo Col-0 vs BEE1

Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor | |Fuente de la variacién D.L. S.Q Mediana F P valor
Interaccion 2 0,9942 0,4971 7,797 0,0006 | [Interaccion 2 1,165 0,5825 4,334 0,0148
GA3 2 60,12 30,06 471,5 P<0.0001| |GA3 2 1214 60,69 451,5  P<0.0001
Genotipo 1 6,349 6,349 99,59  P<0.0001| JGenotipo 1 30,21 30,21 224,8  P<0.0001
Error 144 9,181 0,06375 - - Error 151 20,29 0,1344 - -
Egura R1.3b Long. Hipocotilo Col-0 vs bee123 Egura R1.4b Long. Hipocotilo Col-0 vs G-BH

Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor | |Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor
Interaccion 2 2,945 1,472 28,93  P<0.0001| [interaccion 2 1,875 0,9375 16,94  P<0.0001
GA3 2 72,2 36,1 709,2 P<0.0001] |GA3 2 34,31 17,15 310 P<0.0001
Genotipo 1 8,625 8,625 169,4  P<0.0001| |Genotipo 1 10,05 10,05 181,7  P<0.0001
Error 154 7,838 0,0509 - - Error 146 8,078 0,05533 - -
Egura R1.4b Long. Hipocotilo Col-0 vs G-H Egura R1.4c Long. Hipocotilo Col-0 vs hfr1-5

Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor | |Fuente de la variacion D.L. S.Q Mediana F P valor
Interaccion 2 0,804 0,402 6,955 0,0013 | [Interaccion 2 0,1874  0,09372 1,951 0,1453
GA3 2 41,43 20,71 358,3 P<0.0001] |GA3 2 40,26 20,13 418,9  P<0.0001
Genotipo 1 4,495 4,495 77,76 P<0.0001| |Genotipo 1 0,1812 0,1812 3,771 0,0538
Error 148 8,555 0,0578 - - Error 171 8,216 0,04805 - -

Tabla 2. Tabla de analisis estadistico Two-way Anova para los tratamientos con giberelinas.
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1. Analisis del mecanismo molecular de PARL.

Como se menciond en la introduccion, genéticamente PAR1 es un
regulador negativo del SAS que actua en el nucleo reprimiendo directamente la
expresion de genes como SAUR15 y SAURG68. La secuencia primaria de PAR1
sugiere que esta BHLH atipica no une DNA ya que posee el dominio HLH (que
permite dimerizacién) pero carece del dominio basico (b, de union a DNA), que
esta reemplazado por un dominio acido (a). PAR1 si es capaz de interaccionar
consigo misma o con otras proteinas a través del dominio HLH (Galstyan et al.,
2011). Esto nos ha llevado a postular que se trataria de un cofactor
transcripcional, es decir, que reprimiria la expresion de sus genes diana
SAUR15 y SAURG68 sin unir directamente DNA pero heterodimerizando con
factores de transcripcion BHLH y modulando su capacidad de unir elementos

reguladores en los promotores de estos genes diana (Figura 21). Para analizar
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Figura 21. Modelo de accion de PAR1. El andlisis de la estructura primaria de PAR1 y los
resultados de expresion génica de genes marcadores como SAUR15/68 sugieren que PAR1
reprimiria su expresion génica porque heterodimerizaria con otros factores del tipo BHLH impidiendo
que estos puedan unirse a DNA y activar la expresion génica. a, dominio acidico de PAR1; b, dominio
basico de una BHLH tipica.

nuestra hipotesis nos planteamos fusionar la proteina PAR1 a algun dominio
que permita analizar el mecanismo de accion de esta proteina. Se ha visto que
la fusion de un dominio de activacién de la transcripcion puede ser capaz de
transformar un represor en activador transcripcional si el represor ejerce su
acciéon uniéndose directamente a secuencias reguladoras de los promotores de
los genes que regula. Esto implica que el represor transcripcional tiene la
capacidad de unir DNA de manera especifica, es decir, posee un dominio de

union a DNA funcional. Por eso nos planteamos fusionar PAR1 a un dominio
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activador de la transcripcion y sobreexpresarlo en plantas para analizar la
expresion de sus genes diana directos SAUR15 y SAURGS.

Los activadores de la transcripcion son proteinas que tipicamente
poseen un dominio de interaccion directa a secuencias reguladoras concretas
del DNA en los promotores de los genes que regula, llamado dominio de
union a DNA, y otro que interactia con componentes de la maquinaria
transcripcional formando complejos que activarian la transcripcion génica,
llamado dominio de activaciéon (Sadowski et al., 1988). Un conocido activador
de la trascripcion es el factor VP16, del virus herpes simplex de animales. Esta
proteina consta de un domino de unién a DNA, en la regién N-terminal, y un
dominio activador, en el extremo C-terminal (residuos 413-490). El dominio
activador puede activar la trascripcion cuando se fusiona a dominios de union a
DNA en varios sistemas heterélogos, e incluso convertir un represor
transcripcional en activador (Shen et al., 1996). EI dominio activador VP16, a
pesar de ser de origen virico, se ha utilizado con éxito en plantas (Aoyama et
al., 1995; Groszmann et al., 2008; Tiwari et al., 2003).

Segun lo anteriormente descrito, podemos analizar si PAR1 es un
cofactor transcripcional, es decir un factor de transcripcion que no une DNA,
fusionandolo con el dominio activador de VP16 y sobreexpresandolo en plantas
(lineas 35S:PAR1-V). Si PAR1 no une DNA, la proteina de fusion resultante no
se uniria a los promotores de los genes que regula, y las plantas transgénicas
resultantes deberian tener una respuesta molecular similar a plantas que
sobreexpresan PAR1. Es decir, la induccidn de la expresion de los genes
SAUR15 y SAURG68 por la aplicaciéon de auxinas (descritos en introduccion
como dianas primarias de la acciéon de PAR1) deberia estar reprimida, tal como
se ha observado en las lineas que sobreexpresan PAR1 fusionado al gen
marcador GFP (lineas 35S:PAR1-G) y PAR1 fusionado al doble marcador
GFP-GUS (lineas 35S:PAR1-GG) (Roig-Villanova et al., 2007) (Figura 22a). A
nivel fenotipico, la sobreexpresion de PAR1-V deberia resultar en fenotipos
similares a los que muestran plantas transgénicas que sobreexpresan PAR1
(35S:PAR1-G o 35S:PAR1-GG), es decir enanas y de coloracion verde oscura.
Alternativamente, si nuestra hipétesis sobre el mecanismo de accién de PAR1
es incorrecta y PAR1 si pudiera unirse a DNA, esperariamos que a nivel

molecular la sobreexpresion de PAR1-V incrementase los niveles de transcrito
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SAUR15 y SAUR18 por la accién del dominio activador de la transcripcion
VP16 fusionado a la proteina PAR1 (Figura 22b). A nivel fenotipico no
sabriamos con certeza qué esperar, si bien parece razonable que el fenotipo

fuese opuesto al de plantas transgénicas que sobreexpresan PARL.
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Figura 22. Modelos de posible mecanismo de accion de PAR1-V. (a) Si PAR1 no es capaz de unir
DNA, la sobreexpresién de PAR1-V resultaria en fenotipos moleculares similares a los de lineas que
sobreexpresan PAR1 fusionado a GUS-GFP (lineas 35S:PAR1-GG). (b) Si PAR1 es capaz de unir
DNA, la sobreexpresion de PAR1-V permitiria que el dominio activador de la transcripciéon accediese
a los promotores de los genes directos de PAR1, como SAUR15/68, y activase su transcripcion.

Con estas predicciones y para estudiar la hipotesis de que PAR1 es un
cofactor  transcripcional, se generaron lineas transgénicas que
sobreexpresaban constitutivamente PAR1-V (Figura 23). El plasmido para
obtener las lineas 35S:PAR1-V se generé mediante la fusion en marco de
lectura del fragmento de DNA que codifica el dominio activador de VP16
(contenido en el plasmido pAlligator1, proporcionado por Frangois Parcy,
Universidad de Grenoble, Francia), con PAR1, para dar lugar a pNC7
(35S:PAR1-V, Figura 23). Este plasmido binario se us6 para transformar
plantas de Arabidopsis mediante A. tumefaciens usando el sistema del floral
dipping (Clough et al., 1999). Luego de aproximadamente 4 semanas se
recolectaron las semillas de las plantas transformadas (semillas T1) y se
identificaron un total de 32 plantas transgénicas T1 por su resistencia al
antibidtico Kanamicina (Km). Se confirmé la presencia del transgen mediante

analisis por PCR con oligonucledtidos especificos en las 32 plantas
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seleccionadas (Figura 23, Tabla 3). Con las semillas T2 de las 32 plantas
identificadas se realizd el recuento de la segregacion de la resistencia a Km,
identificandose 14 lineas procedentes de 1 s6lo evento de insercion de T-DNA.
De éstas 14 lineas, 7 mostraban un fenotipo enano en estadio de plantula (05,
10, 11, 17, 19, 21 y 29), similar al de la sobreexpresién de PAR1 (indicar
alguna Figura de introduccién donde salga el fenotipo de PAR1). Al menos 8
plantulas de cada una de las 7 lineas con fenotipo y con 1 T-DNA fueron
pasadas a tiestos para producir semillas (generacion T3) e identificar lineas
homocigotas. De las 7 lineas seleccionadas, no se encontré plantas
homocigotas en plantas de las lineas 11 y 29, por lo que se siguié haciendo

experimentos con las 5 lineas restantes (Tabla 3).

JO289 NCO1
- —
O e

Lineas 35S:PAR1-V
Figura 23. Esquema de la construccion empleada para la obtencion de lineas transgénicas
358:PAR1-V. Se transformaron plantas Col-0 con el plasmido binario pNC7, para sobreexpresar la
fusion traduccional de PAR1 y el dominio activador de VP16 bajo el control del promotor 35S. En

paréntesis se indica el nombre de la construccion. Las flechas indican los oligonucleétidos empleados
para genotipar las plantas transgénicas obtenidas.

A continuacion se analizé la respuesta a sombra simulada de plantulas
de las lineas homocigotas obtenidas. Se sembraron (en placas de medio 0.5x
GM-) semillas de la linea no transgénica (Col-0), de una linea de
sobreexpresion de PAR1-GG y dos lineas representativas 35S:PAR1-V (10 y
19). Las semillas se germinaron, luego de estar en estratificaciéon (ver
Materiales y Métodos), en luz blanca continua (W) durante 2 dias, tras los
cuales un grupo se mantuvo en luz W y el otro fue trasferido a luz W
enriquecida en luz rojo lejano (W+FR) durante 5 dias adicionales (hasta dia 7)
(Figura 24a). Tal como se observa en la Figura 24b, la respuesta del hipocotilo
a sombra simulada de las plantulas 35S:PAR1-V es similar a la de las
35S:PAR1-GG e inferior a la del Col-0. El conjunto de estos resultados indica
que a nivel fenotipico las lineas de sobreexpresion de PAR1-V se comportan
de manera similar a las lineas de sobreexpresion PAR1-GG. Otros caracteres

afectados de forma similar en las plantulas de las lineas 35S:PAR1-V y
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35S:PAR1-GG eran el tamafio (enanas) y la coloracion (verde oscuro) (Figura
24c).
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Figura 24 Fenotipo morfolégico de plantulas que sobreexpresan PAR1-V. (a) Disefio
experimental empleado para estudiar el efecto de la sombra simulada en el fenotipo morfolégico de
las plantulas. (b) Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en (a).
Se compara la respuesta de lineas no transgénicas (Col-0), lineas que sobreexpresan PAR1-GUS-
GFP (35S:PAR1-GG) y 2 lineas 35S:PAR1-V independientes. Los valores son medias + error
estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia significativa (*P < 0.01)
relativa con el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones. (¢) Aspecto en dia 7 de plantulas
representativas de las lineas descritas y analizadas en (b).

Una vez analizada la respuesta fisiologica de lineas independientes
35S:PAR1-V (10 y 19), se compar6 la expresion de los genes SAUR15 y
SAURG8. Se ha visto que en luz W, la expresién de ambos genes es baja, y es
dificil detectar diferencias notorias entre lineas Col-0 y sobreexpresoras de
PARL1. La aplicacion de auxinas (como 2,4-D) induce fuertemente la expresion
de SAUR15 y SAURGS8 en las lineas Col-0, la cual esta claramente atenuada
en lineas sobreexpresoras de PARL. Similares resultado se han visto con
tratamientos de sombra simulada (Roig-Villanova et al., 2007). Por lo que se
sembraron en placas semillas de Col-0, 35S:PAR1-GG y las 2 lineas
35S:PAR1-V indicadas y posteriormente se crecieron en luz W. En dia 7 las
plantas se trataron con 50 uM 2,4-D. Se recogié material vegetal
inmediatamente antes (0 h) y tras 4 h de tratamiento con 2,4-D. Las muestras
fueron procesadas y se extrajo el RNA. Utilizando este material se llevo a cabo
un analisis de RNA blot para cuantificar la expresién de los genes SAUR15 y

SAURG68. Como se observa en la Figura 25a, los niveles de transcritos de
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SAUR15 y SAURG68 estaban reducidos en las plantulas 35S:PAR1-V vy
35S:PAR1-GG no tratadas (0 h) en comparacion con la linea control Col-0
crecida en las mismas condiciones. En plantulas tratadas durante 4 h con 2,4-
D, los niveles de transcrito de ambos genes estaba inducida en todas las
lineas, pero los niveles eran significativamente menores en las lineas
35S:PAR1-V y 35S:PAR1-GG que en la linea Col-0. De manera similar se
analizé la expresion de ambos genes en respuesta a tratamientos de Oy 1 h
con W+FR, pero los niveles de transcrito se cuantificaron con PCR Cuantitativo
en Tiempo Real (QPCR). Los resultados obtenidos fueron similares a los
observados en el experimento anterior (Figura 25b). El conjunto de estos
resultados indicaban que a nivel molecular las lineas 35S:PAR1-V se
comportaban de manera similar que la linea 35S:PAR1-GG, lo que indica que
la proteina PAR1-V también reprimia la expresion de SAUR15 y SAURG8.

Como VP16 es de origen no vegetal (virus de animales), su cDNA puede
mostrar preferencia por codones diferentes a los de los genes vegetales. Esto
podria reducir exclusivamente la eficiencia de la traduccién de la parte de
origen virico del mRNA resultante de la transcripcion del transgen PAR1-V. Por
eso no podiamos descartar la posibilidad de que en estas plantas 35S:PAR1-V
se tradujesen proteinas transgénicas que contuvieran la parte correspondiente
a la proteina PAR1 entera y truncadas en la parte C-terminal, correspondiente
al dominio VP16. Estas formas truncadas podrian mantener la actividad de
PAR1 en ausencia de parte o todo el dominio VP16. Varios laboratorios han
sugerido explicaciones similares para justificar la actividad basal observada en
plantas transgénicas que sobreexpresan factores reguladores de la
transcripcion de origen vegetal (por ejemplo, PAR1, ATHB4, AP3) fusionados al
dominio del receptor de glucocorticoide (GR), un gen de origen animal (Roig-
Villanova et al., 2007; Sablowski and Meyerowitz, 1998; Sorin et al., 2009). Por
lo tanto, era posible que el fenotipo observado en las lineas 35S:PAR1-V
(Figuras 24 y 25), similar al descrito en las lineas 35S:PAR1-GG, fuese un
artefacto causado por la produccion de formas truncadas de la proteina de
fusion PAR1-V.

74



a b
( ) ||:|0h B 4h +2,4-D ( ) ||:|0h Il 1h W+FR
7,0 6
6,0 SAUR15:255— 5 SAUR15
5,0 4
4,0
’ 3
3,0 3
2,0 £ 2
S 1,0 ® 1
£ 00 S0
¢ reewoew
5 £
‘5 3,5 X 6
@ 30F———SAUR68:255— 5T SAURG8
o y
X
w 4
3
2
1
0
- - : T @ = =
ek = g %, zo ke
24D: 0 4 0 4 0 4 0 4 OE‘FEFEF
T 9 =2 0z o
<} To T o
: xS x2
© ¥° g° <«
< o o
o

Figura 25. Respuesta molecular de plantulas que sobreexpresan PAR1-V. Andlisis de la
expresion de los genes marcadores SAUR15 y SAURG68 en plantulas no transgénicas (Col-0), de la
linea 35S:PAR1-GG y en 2 lineas 35S:PAR1-V independientes. Las plantulas se crecieron durante 7
dias en luz W después de los cuales se hicieron los tratamientos descritos. (a) Expresién normalizada
relativa de SAUR15 y SAUR68 en respuesta a 0 y 4 h de tratamiento con 2,4-D. Los valores son
medias * (SE / error estandar) de tres réplicas biolégicas determinados por RNA blot. Los niveles de
transcrito se normalizaron con los de 25S. (b) Expresion relativa de SAUR15 y SAURG68 en respuesta
a 1 h de tratamiento con sombra simulada. Los valores son medias * error estandar de tres réplicas
bioldgicas calculados por analisis de gPCR normalizada con UBIQUITINE10 (UBQ10). En (a) y (b) la
expresion de genes normalizados se presenta en relacidon con la expresion de las plantulas control
(Col-0) sin tratar; los simbolos representan la diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa al
control (Col-0) bajo las mismas condiciones.

Para estudiar esta posibilidad, se gener6 el plasmido 35S:PAR1-VG
(PNC11; Figura 26a) para sobreexpresar constitutivamente en plantas PAR1
fusionado al dominio VP16 y al dominio GR (PAR1-VG), que codificaria una
proteina de fusion triple cuya actividad PAR1 seria inducible por la aplicacién
exogena del glucocorticoide sintético Dexametasona (DEX). El dominio GR
forma parte del receptor de glucocorticoides, un miembro de la familia de
receptores de hormonas esteroideas en vertebrados, el cual, en presencia de
glucocorticoides se separa de la de la HSP90 y se transloca al nucleo para
actuar como factor de transcripcidn, regulando la transcripcion uniéndose a
promotores que poseen elementos de respuesta a glucocorticoides (Aoyama

and Chua, 1997). El sistema GR en plantas se ha empleado como sistema de
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induccién de la expresion génica ya que es simple, no hay presencia natural de
glucocorticoides en plantas y la aplicacion de estas hormonas exégenamente
no produce efectos pleiotropicos. Este sistema consiste en que el dominio GR
(residuos 512-795) fusionado a la proteina de interés se retiene en el
citoplasma unida a una proteina similar a la HSP90 y solo se libera de esta
heat shock y se trasloca al nucleo en presencia de DEX, debido a en plantas no
existen glucocorticoides como en mamiferos, pero la localizacion nuclear se
logra en presencia de DEX (Schena et al., 1991). En nuestro laboratorio hemos
utiizado con éxito este sistema generando lineas 35S:PAR1-GR,
observandose que las plantas transgénicas presentan el fenotipo de
sobreexpresion de PAR1 (enanas y de coloracion de verde oscura)
dependiente de DEX (Roig-Villanova et al., 2007).

El razonamiento en el que se basa esta construcciéon es que en las
plantas transgénicas 35S:PAR1-VG crecidas en ausencia de DEX, la triple
proteina de fusién PAR1-VG se retendria en el citosol y, en consecuencia, las
plantas no presentarian fenotipo. Por el contrario, la aplicacién de DEX deberia
resultar en un fenotipo como el de la sobreexpresion de PAR1-V, ya que este
glucocorticoide permitiria que sélo la proteina PAR1-VG entera se translocase
al nucleo para ejercer su accion (no asi las formas truncadas, si se formasen).
De las plantas de Arabidopsis transformadas con el plasmido 35S:PAR1-VG,
se sembraron las semillas T1, seleccionandose 26 plantulas transgénicas
resistentes a Km. De éstas, se confirmd la presencia del transgen mediante
PCR y oligonucledtidos especificos en 25 casos. El recuento de la segregacion
de la resistencia a Km de las plantulas T2 identificd 15 lineas con 1 sélo evento
de insercién de T-DNA. De estas lineas, 6 mostraban un fenotipo similar al de
la sobreexpresiéon de PAR1 y PAR1-V dependiente de la aplicacion de DEX
(Tabla 3). De cada una de estas 6 lineas se pasaron 8 plantulas resistentes a
Km a tiesto para producir semillas de la generacion T3 e identificar individuos
homocigotos para la insercién. Tras la seleccion de lineas homocigotas, se
procedié a hacer nuevos experimentos de induccion con DEX. Para ello,
semillas de 4 lineas representativas de 35S:PAR1-VG (07, 09, 15y 21), una
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Figura 26. Analisis fenotipico de las lineas PAR1-VG. (a) Esquema de la fusién traduccional de los
genes PAR1, VP16 y GR bajo el control del promotor 35S empleada para transformar plantas Col-0.
Las flechas indican los oligonucleétidos empleados para genotipar las plantas transgénicas obtenidas
tras la transformacion. (b) Aspecto de plantulas control (Col-0), lineas 35S:PAR1-GR y 4 lineas
independientes 35S:PAR1-VG germinadas y crecidas durante 7 dias en luz blanca continua en medio

carente (~DEX) o suplementado (+DEX) con 5 yM Dexametasona.

linea control 35S:PAR1-GR y el control no transgénico (Col-0) se germinaron y
crecieron en luz blanca continua durante 7 dias, en placas sin (-DEX) o con 5
pym DEX (+DEX). Como se puede apreciar en la Figura 26b, la linea Col-0
presenta un fenotipo similar en -DEX y +DEX. Por otro lado la linea 35S:PAR1-
GR presenta un fenotipo de sobreexpresion de PAR1 dependiente de DEX,
corroborando resultados anteriores del laboratorio (Roig-Villanova et al., 2007).
En -DEX, las plantulas de las lineas 35S:PAR1-VG presentan un aspecto
similar al de plantulas Col-0 y 35S:PAR1-GR. Por el contrario, en +DEX, el

fenotipo de las plantulas 35S:PAR1-VG es similar al de las plantulas de la linea
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35S:PAR1-GR y claramente diferenciado del de las plantulas Col-0 no
transgénicas. Este resultado, indica que la proteina de fusién se transloca al
nucleo en presencia de DEX, apoya que la triple proteina de fusiéon PAR1-VG
se estaba traduciendo en su totalidad (por tanto que contiene el dominio VP16
completo) y que su actividad bioldgica no se generd por productos truncados.
Por tanto, los fenotipos observados por la sobreexpresion de PAR1-V no son
productos de la actividad de formas de la proteina truncada. El conjunto de
estos resultados apoyan nuestro postulado de que PAR1 es un regulador de la
transcripcion que no une directamente el DNA. Los resultados presentados en

este capitulo han sido publicados el articulo Galstyan, et al (2011).

Numero de lineas obtenidas en
. L T1 T2 con 1 T-DNA | T3
Linea transgénica Fenotipo similar a|
KmR Genotipado por PCR Lineas con 1 T-DNA 35S:PXR 1-GG Homocigotas
35S:PAR1-V (pNC7) 32 32 14 7 5
35S:PAR1-VG (pNC11) 26 25 15 6* 6

Tabla 3. Seleccion de lineas transgénicas que sobreexpresan PAR1-V y PAR1-VG. Se analizaron
2 lineas homocigotas independientes 35S:PAR1-V y 4 lineas homocigotas independientes 35S:PAR1-
VG. *, fenotipo dependiente de DEX.
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CAPITULO lil.
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1. Interactores de PAR1.

1.1. Caracterizacion funcional de genes POF.

Tal como se sefald en la Introduccién, en el laboratorio se llevo a cabo
un cribado mediante el sistema de Y2H para identificar genes que codifican
proteinas que interaccionan directamente con PAR1. Resultado del mismo fue
la identificacion de 12 genes que fueron denominados POF (PARTNER OF
PAR EACTOR) que codificaban BHLH pertenecientes a la familia XII,

compuesta por 16 miembros (Figura 27a) (Heim et al., 2003).

(a)

Motivo de unién a DNA

Gen Namero (Residuos H-E-R)
BHLHO44/BEE1 At1g18400 Si
BHLHO48 At2942300 Si
BHLHO49 At1g68920 si
BHLHO50/BEE3 At1g73830 si
BHLHO58/BEE2 Atdg36540 Si
BHLH060 At3g57800 si
BHLH062 At3g07340 Si
BHLHO64 At2g18300 si
BHLHO74 At1g10120 si
BHLHO77 At3g23690 si
BHLHO78 At5g48560 si
BHLHO79 At5g62610 Si
(b) BHLH31
BHLH79

LH58/BEE2*
BHLH64
HLH75

BHLH50/BEE3
BHLH44/BEE1*

Figura 27. Relaciones filogenéticas entre los genes POF pertenecientes a la familia XIl. (a)
Listado de los genes POF pertenecientes a la familia XIl. (b) Analisis filogenético basado en el
método Maximum Parsimony de los genes pertenecientes a la familia Xll. En rojo se marcan los
genes POF. El asterisco indica que su expresion esta regulada por sombra simulada.
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Todos los miembros de esta familia presentan en su dominio basico los
residuos H-E-R, importantes para la union a secuencias de DNA del tipo G-box
(CACGTG). Este resultado sugiri6 que habia una preferencia de
reconocimiento por parte de PAR1 de esta familia de BHLHs. Basado en esta
informacion, se procedié a estudiar el rol de los factores POF en la regulacién
del SAS.

A nivel de expresion, con ayuda de la base de datos Genevestigator

(https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp) se vio que la mayoria de estos

genes se expresaban en nueve estados de desarrollo diferentes analizados.
Ademas, todos los POF de eta familia se expresaban en estadio de plantula
(Figura 28). Para analizar la funcion de los genes POF seleccionados en las
respuestas del SAS, se identificaron inicialmente posibles lineas mutantes por
insercion de T-DNA en la coleccion de mutantes del Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory (http://signal.salk.edu) (Tabla 4). Se intenté encontrar mas
de una linea de insercién por gen (alelos independientes), con el fin de
incrementar la posibilidad de encontrar mutantes de pérdida de funcion en los
diferentes genes POF y disponer de un analisis funcional mas completo.
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BHLH31
== I BHLHTS
BHLH48
BHLH60
BHLH78
BHLH62
BHLH77
BHLH76
BHLH74
B BHLH49
BEE2
BHLH64
BHLH75
BEE3
BEE1

Figura 28. Patron de expresion en diferentes estados de desarrollo de los genes POF. Listado
del porcentaje de expresion de los genes POF pertenecientes a la familia XIl en nueve diferentes
estados de desarrollo en la planta Arabidopsis thaliana. En rojo se marcan los genes POF.
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Ademas se obtuvo la linea triple mutante beel-1;bee2-1;bee3-1 (beel23 a
partir de ahora), descrita y caracterizada previamente (Friedrichsen et al., 2002)
y que corresponde a un triple mutante de pérdida de funcién en los genes
BEE1 (BHLH44), BEE2 (BHLH58) y BEE3 (BHLH50) (cedida por el grupo de la
Dra. J. Chory, Salk Institute, San Diego CA). También se incluyé en el analisis
mutantes en los genes BHLH75 y BHLH31 por su similitud con algunos genes
POF analizados (BEE1 y BEE3, y BHLH79 respectivamente) (Figura 27b). El
resultado de la busqueda de lineas de insercion fue de 34 posibles alelos en 14
genes diferentes distribuidos desigualmente: para algunos genes (BHLH74,
BEE1) solo identificamos un posible alelo mutante mientras que en otros genes
(BHLH77 y BHLH78) hasta 5 posibles alelos diferentes (Tabla 4).

El T-DNA en las lineas obtenidas de las colecciones publicas de
mutantes podia encontrarse segregando (lineas segregantes) o en
homocigosis (lineas homocigotas). Con el fin de identificar individuos
homocigotos para la mutacion, se crecieron en tiestos unas 12 plantas por linea
segregante y 3-4 plantas por linea homocigota. Luego de 2-3 semanas, se
extrajo DNA a partir de 1 hoja de cada planta para su genotipado por PCR
empleando oligonucledtidos especificos (ver Materiales y métodos, Tabla 10).
Resultado de este analisis fue la identificacion de individuos mutantes
homocigotos para 19 de las 34 lineas analizadas, en 12 de los 14 genes. Para
las linea de insercion de T-DNA de los genes BHLH74 y BHLH79, fue imposible
detectar individuos mutantes, posiblemente debido a que las semillas que
recibimos no eran ni mutantes ni estaban segregando.

Con los alelos seleccionados se procedié a realizar una caracterizacion
molecular y fisiolégica. En estos experimentos realizados siempre se usaron
semillas de lineas control y de lineas mutantes obtenidas de plantas crecidas
contemporaneamente, con el fin de evitar que diferencias en la edad de las

semillas afectasen en los experimentos.
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Gen Numero Caodigo Salk Alelo
BHLH48 At2g42300 SALK_092968 bhlh48-1
BHLH48 At2g42300 SAIL_324_A08 bhih48-2
BHLH48 At2g42300 SALK_013047 bhlh48-3
BHLH49 At1g68920 SALK_081687 bhlh49-1
BHLH49 At1968920 SALK_081696 bhih49-2
BHLH49 At1g68920 SALK_135188 bhih49-3

BHLH50/BEE3 At1g73830 SALK_029329 bee3-2
BHLH58/BEE2 At4g36540 SAIL_527_C01 bee2-2
BHLH60 At3g57800 SALK_002003 bhlh60-1
BHLH60 At3g57800 SAIL_163_D11 bhlh60-2
BHLH62 At3g07340 SALK_122534 bhih62-1
BHLH62 At3g07340 SAIL_27_A03 bhlh62-2
BHLH62 At3g07340 SALK_091124C bhlh62-3
BHLH64 At2g18300 SAIL_77_D01 bhlh64-1
BHLH64 At2g18300 SALK_090958 bhlh64-2
BHLH74 Atlg10120 SALK_027284 bhih74-1
BHLH77 At3923690 SALK_054791 bhlh77-1
BHLH77 At3923690 SALK_054967 bhlh77-2
BHLH77 At3g23690 SALK_055159 bhlh77-3
BHLH77 At3923690 SALK_054783 bhih77-4
BHLH77 At3g23690 SAIL_383_B08 bhlh77-5
BHLH78 At5948560 SALK_085759 bhih78-1
BHLH78 At5g48560 SALK_127100 bhih78-2
BHLH78 At5g48560 SALK_091535 bhlh78-3
BHLH78 At5948560 SALK_076836 bhih78-4
BHLH78 At5g48560 SALK_055840 bhih78-5
BHLH79 At5062610 SAIL_579_A06 bhih79-1
BHLH79 At5g62610 SAIL_897_C08 bhlh79-2
BHLH79 At5g62610 SALK_142716 bhlh79-3
BEE1, BEE2, BEE3 beel-1, bee2-1, bee3-1
BHLH75 At1925330 SAIL_148_H01 bhlh75-1
BHLH75 At1g25330 SAIL_674_A01 bhlh75-2
BHLH31 At1g59640 SALK 089219 bhlh31-1
BHLH31 At1g59640 SAIL_865_G01 bhlh31-2
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Tabla 4. Lineas de insercion de T-DNA disponibles y analizadas hasta la fecha. Se indican
distintos alelos mutantes para un mismo gen. Las lineas y alelos homocigotas analizados y
caracterizados en su mayoria en esta memoria se muestran en negrita. los alelos de los genes
BHLH31 y BHLH75, perteneciente al grupo Xll pero no al grupo POF, se muestran en el recuadro

1.2. Analisis de expresion de mutantes simples de genes POF.

Con los diferentes mutantes identificados se determind primero el sitio
de insercion del T-DNA vy, en algunos casos, luego se precedié a analizar la
expresion geénica del gen afectado. Para estudiar si la insercion del T-DNA

resultaba en un mutante de pérdida o reduccién de funcién, se emplearon dos



criterios: i) la ubicacion de la insercion (puede interrumpir la proteina codificada
en dominios importantes), y ii) los niveles de expresion del gen afectado.

El sitio de insercion del T-DNA se determiné en base a la informacion
disponible en la pagina web de la colecciéon SIGnAL (como ejemplos, véase las
Figuras 29a, 29b, 30a, 30b, 31a y 31b). Para estudiar si la insercion del T-
DNA reducia la expresion del gen etiquetado, se compardé la expresion del gen
respectivo por RNA blot en las lineas seleccionadas con la linea control (Col-0).
Con el fin de inducir la expresion de los genes en estudio e incrementar la
sensibilidad del analisis, se buscé en la base de datos Genevestigator
(https://lwww.genevestigator.com/gv/index.jsp) informacion de los tratamientos
que incrementaban la expresion de los genes en estudio. Los tratamientos
escogidos fueron de 1 h W+FR o de 1 h epibrasinodlido (EBL) (Tabla 5). A
continuacion, plantulas crecidas en luz blanca continua durante 7 dias fueron
expuestas al tratamiento respectivo para cada linea por 1 h. Inicialmente se
analizaron 11 lineas de las 19 lineas homocigotas determinadas en el
genotipado: bee2-2, beel23, bhlh64-1, bhlh64-2, bhih48-1, bhlh48-2, bhih48-3,
bhlh60-1, bhih60-2, bhlh62-1 y bhih78-2. Andlisis filogenéticos indicaban que
las parejas de genes homologos BEE2-BHLH64, BHLH48-BHLH60 y BHLH62-
BHLH78 parecian haberse originado recientemente por duplicacion (Figura
27b) (Heim et al,. 2003). Por ello, los analisis moleculares vy fisiologicos de las

lineas de insercién se realizaron en parejas.

Gen Numero Tratamiento
BHLH48 At2g42300 1 h W+FR
BHLH60 At3g57800

BHLH58/BEE2 At49g36540 1 h W+FR
BHLH64 At2g18300
BEE1, BEE2, BEE3 -
BHLH62 At3g07340 1 h EBL (1pM)
BHLH78 At5g48560

Tabla 5. Tratamientos aplicados a las lineas mutantes para el analisis de la expresion del gen
etiquetado. Analisis por medio del programa Genelnvestigator mostraron que los tratamientos mas
6ptimos para inducir la expresion génica de los genes analizados eran con 1 h de sombra simulada
(W+FR) o 1 h con la hormona EBL.
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Figura 29. Caracterizacion molecular de las lineas mutantes en los genes BEE2 y BHLH64.
Analisis de la expresion de los genes BEE2 y BHLH64 en plantulas control Col-0 y en lineas de
insercion de T-DNA bee2-1, bee2-2, bhlh64-1 y bhlh64-1 crecidas durante 7 dias en luz blanca
continua después de los cual se hizo tratamiento de 1 h de sombra simulada. (a) Representacion
esquematica de la secuencia genémica de BEE2 y sus inserciones de T-DNA (bee2-1, bee2-2). La
linea de puntos indica la region empleada como sonda para los analisis de RNA blot, las flechas los
oligos empleados para el genotipado de las lineas mutantes y generaciéon de sonda. La linea verde
sefiala el dominio BHLH (dBHLH). (b) Representacion esquematica de la secuencia gendmica de
BHLH64 y su insercién de T-DNA (bhh64-1). La linea de puntos indica la region empleada como
sonda para los andlisis de RNA blot, las flechas los oligos empleados para el genotipado de la linea
mutante y generacion de sonda. La linea verde sefiala el dominio BHLH (dBHLH). (c) Analisis
molecular por RNA blot de la expresion de BEE2 en las lineas bee2-1 y bee2-2 en respuesta a 1 h de
tratamiento de sombra simulada. (d) Analisis molecular por RNA blot de la expresion de BHLH64 en
la linea bhlh64-1 en respuesta a 1 h de tratamiento de sombra simulada.
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Figura 30. Caracterizacion molecular de las lineas mutantes en los genes BHLH48 y BHLH60.
Analisis de la expresion de los genes BHLH48 y BHLH60 en plantulas control Col-0, y en lineas de
insercion de t-DNA bhlh48-1, bhih48-2, bhlh48-3, bhlh60-1 y bhlh60-2 crecidas durante 7 dias en luz
blanca continua después de los cual se hizo tratamiento de 1 h de sombra simulada. (a)
Representacién esquematica de la secuencia gendmica de BHLH48 y sus inserciones de T-DNA
(bhlih48-1, bhlh48-2 y bhlh48-3). La linea de puntos indica la regién empleada como sonda para los
analisis de RNA blot, las flechas los oligos empleados para el genotipado de las lineas mutantes y
generacién de sonda. La linea verde sefiala el dominio BHLH (dBHLH). (b) Representacion
esquematica de la secuencia gendmica de BHLH60 y sus inserciones de T-DNA (bhh60-1 y bhlh60-
2). La linea de puntos indica la regién empleada como sonda para los anadlisis de RNA blot, las
flechas los oligos empleados para el genotipado de las lineas mutantes y generacién de sonda. La
linea verde sefiala el dominio BHLH (dBHLH). (c) Analisis molecular por RNA blot de la expresion de
BHLH48 en las lineas bhlh48-1, bhih48-2 y bhlh48-3 en respuesta a 1 h de tratamiento de sombra
simulada. (d) Andlisis molecular por RNA blot de la expresion de BHLH60 en las lineas bhlh60-1 y
bhlh60-2 respuesta a 1 h de tratamiento de sombra simulada.
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Figura 31. Caracterizacion molecular de las lineas mutantes en los genes BHLH62 y BHLH78.
Andlisis de la expresion de los genes BHLH48 y BHLH60 en plantulas control Col-0, y en lineas de
insercién de t-DNA bhlh62-1 y bhlh78-2 crecidas durante 7 dias en luz blanca continua después de
los cual se hizo tratamiento de 1 h de BL. (a) Representacion esquematica de la secuencia genémica
de BHLH62 y sus inserciones de T-DNA (bhlh62-1, bhlh62-2 y bhih62-3). La linea de puntos indica la
regidon empleada como sonda para los analisis de RNA blot, las flechas los oligos empleados para el
genotipado de las lineas mutantes y generacion de sonda. La linea verde sefala el dominio BHLH
(dBHLH). (b) Representaciéon esquematica de la secuencia genémica de BHLH78 y sus inserciones
de T-DNA (bhlh78-1, bhih78-2, bhih78-3, bhih78-4 y bhlh78-5). La linea de puntos indica la region
empleada como sonda para los analisis de RNA blot, las flechas los oligos empleados para el
genotipado de las lineas mutantes y generacién de sonda. La linea verde sefiala el dominio BHLH
(dBHLH). (c) Analisis molecular por RNA blot de la expresion de BHLH62 en la linea bhlh62-1 en
respuesta a 1 h de tratamiento de BL (d) Analisis molecular por RNA blot de la expresion de BHLH60
en la linea bhlh78-2 en respuesta a 1 h de tratamiento de BL.

BEEZ2: El alelo bee2-1, presente en el triple mutante beel23, contiene
una insercion de T-DNA en mitad de la region codificante (Friedrichsen et al.,
2002), mientras que en la linea bee2-2, el T-DNA se ubica en el extremo 3’ no
codificante (3’'UTR) (Figura 29a). Los analisis de RNA blot mostraron que en el
alelo bee2-1 la expresion del gen BEE2 esta completamente anulada, de
acuerdo con la informacion publicada (Friedrichsen et al., 2002); como el T-
DNA esta insertado en medio de la regiéon que codifica el dominio BHLH, el

conjunto de datos apoyaba que se trata de un alelo nulo. Por el contrario en el
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alelo bee2-2 no se ve afectada la expresiéon de BEE2 (Figura 29c), lo cual
sugirié que no seria un alelo nulo.

BHLHG64: La linea bhlh64-1, cuya insercion se encuentra al final del
ultimo exdn, mostré una disminucion de la expresién de BHLH64. En la linea
bhih64-2, cuya insercién esta en la region no codificante 5 (5’UTR), la
expresion de BHLH64 no se vio afectada (Figura 29b y d). Estos resultados
sugerian que solo la linea bhih64-1 tendria afectada la expresion, siendo un
mutante de reduccién de funcion.

BHLHA48: Las inserciones de T-DNA en las lineas bhlh48-1 y bhih48-2 se
localizan inmediatamente antes y después del coddén de inicio,
respectivamente. En la linea bhlh48-3 el T-DNA se encuentra en el tercer intron
el cual estad flanqueado entre los exones que codifican el dominio BHLH
(Figura 30a). Los analisis de expresion del gen BHLH48 por RNA blot indicaron
que el alelo bhlh48-1 muestra leve reduccion en la expresion, mientras que el
alelo bhlh48-2 se ve un incremento en la expresion. Por otro lado en la linea
bhlih48-3 no se vio cambio de expresion (Figura 30c). Eso sugeria que el alelo
bhlh48-1 seria una linea de reduccién de funcion. En la linea bhlh48-2 el sitio
de insercion del T-DNA (después del coddn de inicio) sugiere que si bien los
niveles de transcrito podrian ser similares o superiores a los del gene en Col-0,
el mensaje puede estar interrumpido con lo que podria tratarse de un mutante
de pérdida de funcién. No obstante no disponemos de pruebas suficientes para
llegar a una conclusion definitiva. En el caso de la linea bhlh48-3 la expresion
no se vio afectada posiblemente porque la insercién de T-DNA no tiene efecto
a nivel de expresion génica lo que no descarta que a nivel estructural no
ocurra.

BHLH60: En ambos alelos analizados, bhlh60-1 y bhlh60-2, el T-DNA se
inserta en la regidn codificante: en bhlh60-1 la insercion del T-DNA interrumpe
la regidn que codifica el domino BHLH Y en la linea bhlh60-2 el T-DNA se
inserta en el séptimo exén, también interrumpiendo el dominio BHLH (Figura
30b). Los andlisis de expresién mostraron que en la linea bhlh60-1 la expresién
de BHLHG60 apenas se detecta, mientras que en la linea bhlh60-2 la expresion
es algo mayor si bien el transcrito detectado es de menor tamafio que el del
control Col-0 (Figura 30d). Como en ambos casos el T-DNA se insertaban en

exones de la region codificante, cabia esperar que en dichas lineas los mMRNAs
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transcritos, si los hubiere, estuviesen truncados y tradujesen proteinas
truncadas afuncionales, con la consiguiente pérdida de funcion.

BHLH62: Si bien para este gen se encontraron 3 lineas mutantes,
inicialmente se disponia solo de una (bhlh62-1) con la cual se hicieron los
analisis de expresion. ElI T-DNA en esta linea se inserta en el extremo 5 no
codificante (5’'UTR) (Figura 31a) y la expresion de BHLH62 se vio que era
mayor que en las plantulas Col-0, lo cual sugeria que esta linea podria ser de
ganancia de funcion (Figura 31c).

BHLH78: La insercion de T-DNA en bhlh78-2 se ubica al final del cuarto
intron del gen BHLH78 contenido dentro del dominio BHLH (Figura 31b). Los
analisis de expresion por RNA blot mostraron que no se detectaban transcritos
del gen BHLH78, lo cual sugeria que esta linea era de perdida de funcién total
(Figura 31d).

Para el resto de las lineas mutantes genotipadas, si bien no se
realizaron experimentos moleculares, se identificé el lugar de la insercidén y su
posible accion en la expresion del gen etiquetado (Figura 32):

BHLHA49: El alelo bhlh49-3 tiene la insercion de T-DNA en el sexto exdn,
interrumpiendo la proteina después del dominio BHLH (Figura 32a), por lo cual
seria posible que la proteina codificada estuviese truncada y fuese
parcialmente funcional.

BHLH31: La insercién de T-DNA en el alelo bhih31-1 esta en el 5’'UTR y
T-DNA en el alelo bhlh31-2 interrumpe el tercer intron e interrumpe el dominio
BHLH (Figura 32b). Con lo que a falta de analisis moleculares es dificil
alcanzar una conclusion.

BEEL1: El alelo beel-1 (Friedrichsen et al., 2002) tiene su insercién en el
tercer intrén, dentro del dominio BHLH (Figura 32c¢). Los analisis publicados de
la expresion del gene BEEL han llevado a considerarlo un alelo nulo

BEES: El alelo bee3-1 (Friedrichsen et al., 2002) tienes su insercion en el
tercer exon interrumpiendo el dominio BHLH (Figura 32e). En base a los
analisis publicados de la expresién del gene BEE3, este mutante se considera
un alelo nulo.

BHLH75: Ambos alelos tienen su insercidon en el primer y segundo exon
respectivamente (Figura 32d). De expresarse el mensaje, en ambos casos se

esperaria la traduccion de una proteina truncada.
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Figura 32. Representacion esquematica de la secuencia gendémica de genes POF.
Representacién esquematica de la secuencia genémica de los genes BHLH49, BHLH31, BHLH75,
BEE1, BEE3 y BHLH75, y sus respectivas. Las flechas indican los oligos empleados para el
genotipado de las lineas mutantes. La linea verde sefiala el dominio BHLH (dBHLH).

BHLH77: EI alelo bhlh77-5 tiene su insercidon en el primer exoén
interrumpiendo el dominio BHLH (Figura 32f) por lo cual quizas se esperaria
una proteina truncada.

A la vista de los andlisis moleculares, se siguioé trabajando con estas
lineas para ver si a nivel fisiolégico tenian algun fenotipo diferencial con la linea
silvestre (Col-0), sobre todo esperando ver algun efecto en aquellos alelos que
con una expresion alterada. De igual forma también se realizaron experimentos

fisiolégicos con las lineas no caracterizadas molecularmente.
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1.3. Respuesta de mutantes simples POF a sombra simulada.

Para ver si las lineas mutantes estudiadas presentaban algun defecto
fisioldgico en las respuestas del SAS, se realizaron tratamientos de sombra
simulada en los diferentes alelos mutantes encontrados. Los experimentos de
sombra simulada se realizaron tal como se ha descrito en el capitulo anterior
(Figura 24a). El experimento incluyé un control (Col-0) para comparar la
elongacion del hipocotilo con la de las lineas de insercion de T-DNA (Tabla 4).
Se analizaron conjuntamente las parejas de genes agrupados
filogenéticamente. Estos experimentos se realizaron al menos 3 veces, y un

experimento representativo se muestra en las figuras.
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Figura 33. Fenotipo morfoldgico de Lineas de insercion de T-DNA a respuesta a sombra.
Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en la Figura 24a. Se
comparé la respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de diferentes lineas de insercién de T-DNA de la
pareja de genes relacionados filogenéticamente BHLH58 (BEE2) y BHLH64. Los valores son medias
* error estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia significativa (*P <
0.01) relativa con el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones.

En general se observo que la mayoria de las lineas de inserciéon (y sus
respectivas réplicas) el alargamiento del hipocotilo en respuesta al tratamiento
con sombra simulada no presentaban diferencias significativas con el control
(Figura 33a y b, 34a y e, y 35b y d). Por otro lado, se observaron algunas
lineas que presentaban diferencia suaves con el control, tanto algo mas (indicar
las lineas en cuestion) (Figura 33c) como menos (indicar las lineas en
cuestion) alargadas (Figura 34b y c, y 35a). Si bien habia lineas con fenotipo,
eéste no era tan dramatico como el que se observaba en lineas que

sobreexpresaban PAR1.

92



i BHLH48

— . BHLH60*
(a) (b)
E 8 € 8
E7 £y o
26 S
‘g‘ 5 § 5
g4 a4
£ 3 = 3
. 2 .2
21 * * £ 1
9 -
-0 0
Col-0 bhlh48-1 bhlh48-2 Col-0 bhlh48-3
(c) (e)
E 8 7
E7 * E 6
2 6 25
Q? 5 ? 4
[*] 4 [*]
[] o 3
£ 3 h=
=
< 2 ] 2
2 1 2 1
So So
Col-0 bhlh60-1 Col-0 bhlh60-2

Figura 34. Fenotipo morfolégico de Lineas de insercion de T-DNA a respuesta a sombra.
Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en la Figura 24a. Se
comparé la respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de diferentes lineas de insercién de T-DNA de la
pareja de genes relacionados filogenéticamente BHLH48 y BHLH60. Los valores son medias £ error
estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia significativa (*P < 0.01)
relativa con el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones.

Paralelamente se realizaron experimentos de sombra en alelos mutantes
de genes del grupo Xll pero que no eran POF. En estos experimentos se vieron
alelos que no respondian y otros que respondian mas como menos a sombra
(Figura 36).

En resumen, aunque en algunas lineas la insercion del T-DNA no parece
afectar a la secuencia (bee2-2, bhlh48-1) y/o la expresiéon (bhlh64-1 y bee2-2)
del gen etiquetado, en otros casos, no podemos descartar que la ausencia de
fenotipo sea debido a la existencia de redundancia de funcién con los genes
homologos mas proximos segun los estudios filogenéticos: por ejemplo,
BHLH48 y BHLH60 (Figura 27b). Por tanto, se procedié a generar multiples

mutantes entre genes que estarian relacionados segun analisis filogenéticos.
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Figura 35. Fenotipo morfolégico de Lineas de insercion de T-DNA a respuesta a sombra.
Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en la Figura 24a. Se
comparé la respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de diferentes lineas de insercion de T-DNA de la
pareja de genes relacionados filogenéticamente BHLH62 y BHLH78. Los valores son medias + error
estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia significativa (*P < 0.01)
relativa con el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones.
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Figura 36. Fenotipo morfolégico de Lineas de insercion de T-DNA a respuesta a sombra.
Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en la Figura 24a. Se
comparé la respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de diferentes lineas de insercién de T-DNA de los
genes relacionados BHLH31, BHLH75, BHLH49 y BHLH77. Los valores son medias + error estdndar
de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia significativa (*P < 0.01) relativa con
el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones.
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1.4. Identificacion de dobles mutantes y analisis de su respuesta a
sombra simulada.

La posible existencia de redundancia génica comentada anteriormente
ya ha sido propuesta en miembros de la familia XlI. Especificamente para los
genes BEE (BR-ENHANCED EXPRESSION) se ha descrito esta redundancia a
nivel de su rol en la sefalizacion de BRs (Friedrichsen et al., 2002).
Basandonos en este argumento, se usaron lineas triples mutantes para ver su
respuesta en condiciones de sombra simulada. Experimentos de sombra
simulada en lineas beel23 mostraron una reduccion en la elongacion del
hipocotilo del hipocotilo en comparacién al Col-0 en condiciones de W+FR
(Figura 37a). También se ha descrito que los genes BIM1 (BES1-
INTERACTING MYC-LIKE) BIM2 y BIM3, que codifican BHLHs de la familia V
(Heim et al), son redundantes en su papel como reguladores de las respuestas
de BRs (Yin et al., 2005). La proteina BIM1 también ha sido clasificada como
POF. Al igual que se habia observado para los BEES, los BIMs tienen un papel
en la regulacion del SAS ya que el triple mutante bim123 tiene reducida su
respuesta a sombra simulada (Figura 37b). Finalmente también hay datos que
propone que PIF4 y PIF5, BHLHs de la familia VIl (Heim et al., 2003)
implicadas en la senalizacion de luz por fitocromos, son redundantes en la
regulacion de las respuestas del SAS, cuyo doble mutante muestras menos
respuesta a SAS en comparacién al control y los simples mutante (Lorrain et
al.,, 2008). Todos estos datos apoyaban la posibilidad de que existiera
redundancia génica entre varios de los genes POF analizados, hecho ya visto
en otros integrantes de la red reguladora del SAS.

Con todo esto se procedio a obtener dobles mutantes entre los genes
que estarian relacionados filogenéticamente, es decir entre alelos mutantes de
BHLH48 y BHLH60, BHLH58 y BHLH64, y BHLH62 y BHLH78 (Figura 38a).
Se generaron 7 combinaciones de lineas dobles mutantes mediante
cruzamiento génico (ver Materiales y Métodos). Los cruces entre lineas se
realizaron entre los ovarios de flores emasculadas de las lineas receptoras con
polen de las lineas donadoras, tal como se detalla en la Figura 38a.
Aproximadamente a las tres semanas se cosecharon las semillas originadas

del cruzamiento (F1), y se sembraron 3 semillas por cruce. La autofecundacién
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de plantas F1 dio lugar a las semillas de la generacién F2, en la que los
diferentes alelos estaban segregando. Se sembraron unas 30 semillas de esta
generacion en placas con medio y se germinaron hasta dia 7. En estas
poblaciones no se observd ningun fenotipo diferente al de las plantas control
(Col-0) crecidas al mismo tiempo. Se pasaron a tiestos 24 plantulas
seleccionadas al azar. Tras transcurrir aproximadamente 3 semanas se
identificaron las plantas dobles mutantes mediante genotipado por analisis por
PCR con oligonucledtidos especificos (indicados en las Figuras 29, 30 y 31).
Con las lineas seleccionadas se espero la generacion F3 con la cual se

realizaron experimentos de sombra simulada.
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Figura 37. Fenotipo morfolégico de multiples mutantes a respuesta a sombra. Longitud del
hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en la Figura 24a. Se comparé la
respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de los triples mutantes beel23 y bim123. Los valores son
medias + error estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia
significativa (*P < 0.01) relativa con el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones.

El doble mutante bee2-2;bhih64-1 apenas muestra un fenotipo diferente.
(Figura 38b). De las combinaciones de alelos mutantes de BHLH48 y BHLHG60,
solo las plantulas dobles mutantes bhlh48-3;bhlh60-1 respondian un poco
menos a los tratamientos W+FR que las plantulas Col-0 (Figura 38b). Estos
resultados sugieren que BHLH48 y BHLH60 actuan como reguladores positivos
del SAS. Si bien la respuesta no fue muy fuerte comparada con los visto en los
mutantes beel23, bim123, pif4pif5, el resultado es acorde con la idea de que
su funcién es redundante con otros componentes proximos, como los genes
BEE. Se observd que la respuesta a sombra de las plantulas del cruce blhl62-
1;bhIn78-2 disminuye notablemente. Puesto que la linea bhih62-1 podria ser de

ganancia de funcién y la bhlh78-2 de pérdida, y tan solo las plantulas bhlh62-1
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mostraban una pequefia reduccién de la respuesta del hipocotilo a W+FR,
resulta dificil explicar el comportamiento del doble mutante, si bien es posible

que BHLHG62 codifique un regulador negativo del SAS y BHLH78 positivo.

(a)

Genotipo de Plantas
Receptora Donadora Descendencia
bhih60-1 bhih48-1 bhlh48-1/bhih60-1
bhlh48-1 bhlh60-2 bhlh48-1/bhlh60-2
bhlh48-2 bhih60-1 bhlh48-2/bhih60-1
bhih48-2 bhlh60-2 bhlh48-2/bhlh60-2
bhih48-3 bhih60-1 bhlh48-3/bhih60-1
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Figura 38. Cruces generados entre lineas de genes POF relacionados filogenéticamente. (a)
Cruces realizados para obtener dobles mutantes generados a partir de ovarios de flores emasculadas
de las lineas receptoras con polen de las lineas donadoras. (b) Fenotipo morfolédgico de dobles
mutantes a respuesta a sombra. Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como
se indica en la Figura 24a. Se comparé la respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de los dobles
mutantes. Los valores son medias + error estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos
representan la diferencia significativa (*P < 0.01) relativa con el control (Col-0) crecido bajo las
mismas condiciones.
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Estos resultados sugeririan que posiblemente existe una redundancia
génica entre los genes POF analizados. La generacion de multiples mutantes
probablemente permitira ver un resultado mas contundente y permitiria
establecer la funcién positiva o negativa de los diferentes genes POF
identificados y analizados. En la actualidad el grupo sigue caracterizando otros
lineas mutantes en genes POF a nivel molecular y fisiolégico y generando

multiples mutantes entre los diferentes alelos identificados.

2. Estudio de los genes BEE y BIM.

A partir del cribado del sistema de Y2H usando como cebo PART1,
ademas de los genes POF mencionados en el capitulo anterior, también se
identificaron los genes BEE y BIM. La expresion de varios de estos genes BEE
(BEE1 y BEE2) y BIM (BIM1 y BIM2) también esta inducida rapidamente por
sombra simulada (Carabelli et al., 2007; Tao et al., 2008), lo que liga este
aspecto de su expresion con el proceso que estamos analizando. Ademas los
datos de experimentos de sombra simulada mostrados anteriormente (Figura
37) indicarian que actuan como reguladores positivos del SAS. Con esta
informacion se quiso estudiar mas a fondo el rol de ambos grupos de genes,
primero confirmando la interaccion con PAR1 y luego estudiando a nivel

fisiolégico y molecular la respuesta en lineas de pérdida de funcion.

2.1. Estudio de Interaccién PAR1-BEE por Y2H.

El resultado del cribado de Y2H hecho con PAR1 sobre una libreria de
cDNA de plantulas de 7 dias de edad de Arabidopsis crecidas en luz W, dio
como resultado docenas de posibles interactores que se clasificaron en cinco
grupos dependiendo de cuan confiable era el resultado estadistico de la
interaccion (datos proporcionados por la empresa Hybrigenics, que ejecutd el
cribado) (Galstyan, 2011). El sistema empleado por la empresa Hybrigenics se
basa en el sistema LexA. De todos los POF identificados, los genes BEE se

catalogaron dentro del grupo de alta (BEE1) o muy alta (BEE2, BEES3)
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confianza de interaccion. Con estos antecedentes se quiso corroborar estas
interacciones utilizando otras estrategias experimentales.

Primero se realizaron experimentos utilizando el sistema Y2H basado en
GAL4, y empleando las cepas normalmente empleadas en el laboratorio
(diferentes de las empleadas por Hybrigenics) y plasmidos que contenian los
ORFs completos. En el laboratorio se disponia del plasmido pCL3 (BD-PAR1),
que contenia el cDNA de PAR1 clonado en marco de lectura con el dominio de
union a DNA de la proteinas Gal4 (BD, contenido en el plasmido pGBKT7).
Esta construccion fue usada para analizar la habilidad de PAR1 para dimerizar
con los BEE. Asimismo, el cDNA completo de BEE1, BEE2 y BEE3 se clono en
marco de lectura con el dominio de activacion de la transcripcion (AD) de un
derivado del plasmido pGADGH (Bartel et al., 1993), obteniéndose los
constructos pP6-BEE1, pP6-BEE2, pP6-BEE3, respectivamente, usados para
la interaccion con PAR1.

Para el analisis de interaccion se llevo a cabo el Y2H por mating, que
consiste en transformar dos cepas de levaduras de sexo diferentes (PJ694a y
YM4271a) con plasmidos diferentes, que le dan a cada cepa la capacidad de
crecer en medios restrictivos. Estas cepas transformadas luego se juntan, y si
logran cruzarse se podra determinar analizando el crecimiento en medios
selectivos especificos si las proteinas de interés interaccionan.

Células competentes de la cepa PJ694a se transformaron con el
plasmido pCL3, que expresa la proteina de fusion BD-PAR1, con el plasmido
vacio pGBKT, que soélo tiene dominio de uniéon a DNA, o con el plasmido pVAS3,
que expresa la proteina fusion BD-p53. Las células competentes de la cepa
YM4271a se transformaron con los plasmidos que contienen las proteinas de
fusion AD-Y (pP6-BEE1, pP6-BEE2, pP6-BEE3), con el plasmido que
expresaba la proteina de fusion AD-PAR1 (pCL1), con el plasmido vacio que
solo tiene dominio de activacién de GAL4 (pGADT7), o con el plasmido que
expresaba la proteina fusién AD-SV40 T-antigen (pDT1)

La seleccion de las células transformadas de la cepa PJ694a se realizd
en medio minimo sintético (SD) sin triptéfano (SD-T) y las de la cepa YM4271a
en medio SD sin leucina (SD-L), de forma separada. Obtenidas colonias de las
células transformadas independientemente, se combinaron para el mating y se

plaquearon diluciones seriadas (1/10 y 1/100) en medios SD-LT y medio SD sin
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histidina, leucina y triptéfano (SD-HLT). En SD-LT se observé crecimiento en
todas las combinaciones y diluciones, lo que indicé que el mating habia
funcionado. La interaccion entre proteinas se analizé en base al crecimiento en
medio SD-HLT: no se observd crecimiento de las combinaciones de los
diferentes controles negativos (2, 4, 6, 8 y 10) y si de los dos controles

positivos empleados (7 y 9), tal y como se esperaba (Figura 39). También se

BD- AD- -LT -HLT
110 1100 110 1100
BN 0 O (e %
SN © |

Sv40

p53 T-antigen _
- __

Figura 39. Analisis de la interaccion de PAR1 con los BEE usando el método de Y2H por
mating. Diluciones de cultivos crecidos a partir de colonias resultantes del mating fueron crecidas en
medio SD-LT. El crecimiento obtenido en todos los casos indicé que la cepa estaba transformada con
los dos plasmidos de cada combinacién. Para analizar la interaccion entre las proteinas de interés las
diluciones se hicieron en medio SD-HLT. El crecimiento en este medio nos indicé que las proteinas de
interés analizadas en cada combinacion interaccionaban en este ensayo. No se observa crecimiento
en los controles negativos (2, 4, 6, 8 y 10). Se observé crecimiento en el control positivo (7 y 12) y en
la combinacion que expresa las proteinas hibridas BD-PAR1 y AD-BEE (1, 3y 5).

©

observo crecimiento en las combinaciones que co-expresaban las proteinas
BD-PAR1 y AD-BEE (1, 3 y 5), indicativo de la dimerizaciéon entre PAR1 y cada
una de las tres proteinas BEE, validando asi el resultado del cribado (Figura
39).
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2.2. Estudio de Interacciéon PAR1-BEE por complementacion
bimolecular de la fluorescencia (BiFC).

Una vez validados mediante Y2H los resultados del cribado se quiso
confirmar la interaccion pero empleando un sistema in vivo en células
vegetales, para lo cual se utilizé la técnica de BiFC. Este sistema se basa en
que la division de un fluoréforo, como la proteina fluorescente amarilla (YFP,
del inglés Yellow Fluorescent Protein), en dos partes (N-terminal y C-terminal)
se puede recuperar para formar un fluoréforo funcional cuando los elementos
divididos se vuelvan a juntar, lo cual se puede conseguir si proteinas Ay B
fusionadas a cada fragmento del fluoréforo interaccionan entre si.

El cDNA de PAR1 clonado en marco de lectura con el dominio C-
terminal de la YFP contenido en el plasmido pSY735 (constructo pMS2, YC-
PAR1) estaba disponible en el laboratorio. Por otro lado los cDNAs de BEE1,
BEE2 y BEE3 se clonaron en marco de lectura con el dominio N-terminal de la
YFP (contenido en el plasmido pSY736) obteniéndose los constructos pNC26
(YN-BEE1), pNC55 (YN-BEEZ2) y pNC27 (YN-BEE3).

Como control positivo de la interaccion se emplearon los plasmidos
pNO3, para expresar YN-MEA (MEDEA), y pNO4, para expresar YC-FIE
(FERTILIZATION-INDEPENDENT ENDOSPERM), que son proteinas descritas
como que interaccionan y reconstituyen la actividad de la YFP (Bracha-Drori et
al., 2004). Como controles negativos se utilizaron el plasmido pSY735, para
expresar el C-terminal de la YFP (YC) y pCM7, que expresa una version de
PAR1 mutada (PAR1.sse) fusionada al C-terminal de la YFP (YC-PAR1-L*).
Esta version de PAR1 se ha descrito como incapaz de homodimerizar en
ensayos de Y2H y carece de actividad biolégica cuando se sobreexpresa en
plantas transgénicas (Carretero-Paulet et al., 2010; Martinez-Garcia et al.,
2010). Ademas para localizar las células transformadas por el sistema de BiFC,
se utilizd el plasmido dsRed (pRFP) que permite la produccion de la proteina
fluorescente roja (RFP), que se localiza en el citoplasma y nucleo de las
células.

Con las construcciones indicadas se llevd a cabo el experimento de
BiFC (ver Materiales y Métodos), que se detalla brevemente a continuacion.

Células de tejido epidermis de cebolla se bombardearon con una mezcla de 3
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plasmidos: pRFP, un plasmido para producir la proteina que contiene el YC
(PMS2, YC-PAR1; pCM7, YC-PAR1-L*) y un plasmido para producir la proteina
que contiene el YN (pNC26, YN-BEE1; pNC55, YN-BEE2; o pNC27,YN-BEE3).

El resultado mostré reconstitucion de la actividad YFP en las células co-
transformadas con YC-PAR1 y YN-BEE1l, YN-BEE2 o YN-BEE3 lo cual
confirmé que PAR1 interacciona con las proteinas BEE in vivo (Figuras 40c,
41a y c). Ademas en las transformaciones que co-expresaban el extremo
Cterminal de la YFP sola (YC) o fusionada a la version mutada de PAR1 (YC-
PAR1-L*), la YFP no se reconstitucion, lo cual confirmé por un lado que PAR1
interacciona con las BEE, y que la interaccion entre estas BHLH ocurre a través

del dominio funcional HLH.
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(a) YN-MEA + YC—FIE YNMEA + YC—PAR1

(c) YN-BEE1 + YC-PAR1 (d) YN-BEE1 + YC

Figura 40. Identificacion de interaccion in vivo entre PAR1 y BEE. Localizaciéon subcelular del
complejo YFP reconstituido en células vegetales. Células de cebolla fueron co-bombardeadas con las
fusiones indicadas para YN y YC y DsRed. Amarillo (arriba a la izquierda), rojo (arriba a la derecha),
superposicion de fluorescencia (abajo a la derecha) y campo claro (abajo a la izquierda). a
corresponde al control positivo de interaccién, b y d controles negativos, y ¢ interaccion entre BEE1 y
PAR1.

l'\
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(a) YC-BEE2 + YN-PAR1 (b) _ YN-BEE2 + YC

YN-BEE3 + YC

Figura 41. Identificacion de interaccién in vivo entre PAR1 y BEE. Localizaciéon subcelular del
complejo YFP reconstituido en células vegetales. Células de cebolla fueron co-bombardeadas con las
fusiones indicadas para YN y YC y DsRed. Amarillo (arriba a la izquierda), rojo (arriba a la derecha),
superposicion de fluorescencia (abajo a la derecha) y campo claro (abajo a la izquierda). a y ¢
corresponden a las interacciones entre BEE2 y PAR1, y BEE3 y PAR1; b y d controles negativos
respectivos.
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(a) YN-BEE1 + YC-PAR1-L1* (b) YN-BEE3 + YC-PAR1-L1*

Figura 42. Identificacion de interaccién in vivo entre PAR1 y BEE. Localizaciéon subcelular del
complejo YFP reconstituido en células vegetales. Células de cebolla fueron co-bombardeadas con las
fusiones indicadas para YN y YC y DsRed. Amairillo (arriba a la izquierda), rojo (arriba a la derecha),
superposicion de fluorescencia (abajo a la derecha) y campo claro (abajo a la izquierda). a y b
controles negativos de interaccion entre BEE1 y PAR1-L1, y BEE3 y PAR1-L1.

2.3. Estudio de interaccién entre phyB y elementos POF (BEE y
BIM).

Tal como se ha mostrado anteriormente, los factores BEE y BIM actuan
como reguladores positivos del SAS (Figura 37). Como se ha comentado en la
introduccion, phyB es el fitocromo mas importante en la regulacién del SAS, y
mutantes phyB-9 presentan un fenotipo de SAS constitutivo cuando crecen en
luz W (R:FR alto, en ausencia de vegetacion competidora) caracterizado por
plantulas con hipocotilos largos (Devlin et al., 2003). Con esta informacion se
quiso estudiar si los factores BEE y BIM actuaban en la ruta de sefalizacion del
phyB. Para esto se cruzaron los mutantes beel23 y bim123 con phyB-9 (phyB
a partir de ahora), con el fin de analizar en la descendencia la elongacion del
hipocotilo. Se hicieron los cruces entre beel23 x phyB y bim123 x phyB,
fecundandose los ovarios de flores emasculadas de las lineas beel23 y
bim123 con polen de phyB. Con las semillas T2 se seleccionaron en placa

aquellas plantulas que tenian un hipocotilo alargado, lo cual daba a entender
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que esas plantas eran phyb. Se pasaron a tierra, se dejaron crecer y se

genotiparon estas plantas para ambos cruces identificandose cuadruples

E10 E10
E s £E e
o 8 o 8
§ 6 1 8 6
24 LY -
= K=
» 2 1 5 2
(=] (=)
c c
§ L1 [ § L1 [
Col-0 beel23 phyB beel23 Col-0 bim123 phyB bim13
phyB phyB

Figura 43. Fenotipo morfolégico de miiltiples mutantes a respuesta a luz blanca. Longitud del
hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas sé6lo en luz blanca durante 7 dias. Se comparé la
respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de diferentes mutantes. Los valores son medias * error
estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia significativa (*P < 0.01)
relativa con el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones.

mutantes beel23;phyB; para el otro cruce sélo se identificaron triples mutantes
bim13;phyB. Cuando se comparo la longitud del hipocotilo de ambos grupos de
multiples mutantes con el simple mutante phyB crecidos en W, se aprecia que
en ambos casos los hipocotilos mutantes beel23;phyB y biml13;phyB se
alargaban significativamente algo menos que los del phyB y mas que los
beel23 y bim123 (Figura 43). Estos resultados muestran que las mutaciones
beel23 y bim13 suprimirian el fenotipo de hipocotilo largo constitutivo de phyB,
sugiriendo que tanto BEE como BIM estarian implicados en la ruta de

sefalizacion de phyB.

2.4. Estudio de los factores BEE y BIM como médulos funcionales
redundantes o moédulos funcionales independientes reguladores del
SAS.

Se ha sugerido que en sistemas procariontes y eucariontes los componentes
de redes transcripcionales regulatorias pueden estar organizados en médulos
funcionales diferentes (Alon, 2003; Martinez-Garcia et al., 2002). Analisis de
expresion génica obtenidos en el laboratorio han mostrado que los factores BIM

y BEE modulan la expresion de un conjunto de genes concretos en respuesta a
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Figura 44. Efecto de los mutantes bee123 y bim123 en la expresion génica de genes que
responden a sombra simulada. Plantulas no transgénicas (Col-0), bim123 y beel23 crecidas
durante 7 dias en luz blanca continua después de los cual se hicieron los tratamientos de 0, 4 y 8 h de
sombra simulada. Los valores son medias * error estandar de tres réplicas biolégicas calculados por
analisis de qPCR normalizada con UBIQUITINA10 (UBQ10). La expresiéon de genes normalizados se
presenta en relacion con la expresion de las plantulas control (Col-0) sin tratar; los simbolos
representan la diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa al control (Col-0) bajo las mismas
condiciones.

sombra de diferente manera, regulandolos en el mismo sentido (SAUR15), en
sentido contrario (P1R4, XTR7), o s6lo uno de ellos participando en la

regulacion (PIL1, YUC9) (Figura 44). Esto nos ha sugerido que los factores
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BIM y BEE podrian ser parte de diferentes moédulos funcionales dentro de la
misma red transcripcional que regula el SAS. Aunque se sabe que alterando
unicamente un modulo no se perturba necesariamente el comportamiento de
todo el sistema, se ha propuesto que las caracteristicas de un sistema son
producto de la coordinacién de diferentes mddulos y que por lo tanto la
alteracion de esta coordinacion puede tener efectos criticos (Hartwell et al.,
1999). Segun esto se penso que anulando el funcionamiento de 2 mddulos a la
vez podria resultar en fenotipos sinérgicos (en vez de aditivos) en comparacién
con los mutantes de pérdida de un solo médulo. De no ser asi podriamos
hablar que el grupo de genes seria redundante y solo habria un efecto aditivo
al afectar ambos modulos. Para analizar esta hipotesis (que los factores BEE y
BIM son parte de modulos diferentes), se cruzaron las lineas beel23 con las
bim123. Luego de 4 generaciones genotipando e intentando identificar el
séxtuple mutante, sélo pudimos obtener lineas con genotipos beel3;biml13,
beel23;bim13 y beel23;bim13;bim2/+ (bim2/+ indica que el alelo mutante bim2
estd en heterocigosis). Asi, partir de la descendencia de plantas
beel23;bim13;bim2/+, el gen BIM2 siempre se encontrd en heterocigosis
(beel23bim13;bim2/+) u homocigocis salvaje (beel23;bim13). Estos resultados
los interpretamos como indicacion de que BIM2 podria ser necesario para la
viabilidad de plantas en ausencia de los otros factores BIM y BEE.

Morfologicamente la descendencia de plantas beel23;bim13;bim2/+
crecidas durante 7 dias en luz W (plantulas) mostraban tres tipos de fenotipo
en proporciones variables: algunas enanas (genotipo beel23;bim13;bim2/+,
10%), otras con un fenotipo similar a los triples mutantes (genotipo
beel23;bim13, 40%), y un grupo con un fenotipo intermedio entre los dos antes
comentados (genotipos beel23;bim13;bim2/+ y beel23;bim1l3 mezclados,
50%). En general la poblaciéon de esta linea segregante siempre fue casi 50%
beel23;bim13;bim2/+ y 50% beel23;bim13, detectable con seguridad a simple
vista en planta adulta (dia 30).

Como se observa en la Figura 45a y b, plantas de 36 o 43 dias de edad
con genotipos beel3;biml3 y beel23;biml3 no mostraron diferencias
morfologicas importantes al compararse con los triples mutantes. Por el
contrario, los individuos bim2/+ en ambos fondos mutantes (beel3;bim13 vy

beel23;bim13) mostraron varios fenotipos distintivos, tales como rosetas, tallos
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florales enanos y baja producciéon de semillas. Al comparar las silicuas entre
plantas Col-0, beel23;biml1l3 y beel23;bim13;bim2/+, se vio que en éstas
ultimas las silicuas eran mas cortas que las de las otras dos lineas y que

presentaba un porcentaje de aborto muy alto (Figura 45c y d).

bim123

beel3;bim13
bim2/+

beel3;bim13

bim2/+ beel3;bim13

beel23;bim13
bim2/+

beel23;bim13

beel23;bim13 bim2/+

beel23;bim13
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Figura 45. Fenotipo de plantas deficientes en muiltiples genes BEE y BIM. (a y b) Plantas Col-0 y
multiples mutantes de BEE y BIM fueron crecidas en invernadero (dia largo) durante 36 (a) o 43 (b)
dias. (c) Imagen del aspecto de silicuas de plantas adultas Col-0, beel23;biml13 vy
beel23;bim13;bim2/+ crecidas en el invernadero. Las silicuas fueron recolectadas, y luego fijadas y
tratadas con hidrato cloral. (d) Cuantificaciéon del numero de semillas y abortos presentes en Col-0,
beel23;bim13 y beel23;bim13;bim2/+. 5 silicuas de 3 diferentes plantas de cada genotipo fueron
procesadas como se comento en ¢, luego de lo cual se realizé un conteo del numero de semillas y el
numero de espacios libres (abortos) en cada una de ellas.
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A continuacion se procedié a hacer experimentos fisiologicos de W+FR
con los diferentes mutantes mutantes. Como se observa en la Figura 46, en luz
W los hipocotilos beel3;bim13, beel23;biml13 y beel23;bim13;bim2/+
presentan una elongacion similar a los triples beel23 y bim123. En W+FR los
hipocotilos del quintuple mutante beel23;bim13 (Figura 46a y b) eran algo
mas cortos que los triples y el cuadruple beel3;bim13, resultado que sugirid
una contribucion aditiva por parte de estos genes. Para analizar la respuesta
del hipocotilo a sombra simulada en las lineas beel23;bim13;bim2/+, también
se sembré una placa completa de las semillas producidas por plantas
beel23;bim13;bim2/+ (100 semillas de una poblacién segregante), se trataron
normalmente con W y W+FR y luego se midieron los hipocotilos de las
plantulas con fenotipos enanos e intermedios. Estas plantas se pasaron a tierra
y posteriormente se genotiparon, con lo que se determin6 los valores de
elongacion del hipocotilo de las plantas con genotipo beel23;bim13;bim2/+

crecidas en las dos condiciones de luz aplicadas.

(a) (b)
E 5 5
E .
P 4 4
= * *
9 3 3
o
o 2 2
=
o 1 1
c
So 0 0
Col-0 beel23 bim123 beel3 Col-0 beel23 bim123 beel23 Col-0 beel23 beel23
bim13 bim13 bim13 bim13

bim2/+
Figura 46. Fenotipo morfolégico de multiples mutante de BEE y BIM a respuesta a sombra. a,
b, c. Longitud del hipocotilo de plantulas germinadas y crecidas tal como se indica en la Figura 24a.
Se compard la respuesta de lineas salvajes (Col-0) y de diferentes multiples mutantes de los genes
BEE y BIM (beel123, bim123, beel123;bim13 y beel23;bim13;bim2/+). Los valores son medias * error

estandar de 30 plantulas analizadas; los simbolos representan la diferencia significativa (*P < 0.01)
relativa con el control (Col-0) crecido bajo las mismas condiciones.

Los experimentos de sombra simulada en las plantulas
beel23;bim13;bim2/+ mostraron que los hipocotilos apenas respondian a
W+FR comparandolo con Col-0 y el mutante beel23;bim13, lo que indicaba
que en ausencia de los otros factores BEE y BIM, los niveles de BIM2 son
limitantes para la respuesta a sombra (Figura 46c¢). Estos resultados indicarian

que los factores BIM y BEE también actuarian a un nivel muy importante en la
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regulacion del SAS. Para profundizar mas sobre la posibilidad de que estos
genes formasen parte de diferentes modulos funcionales, se compard la
expresion de genes marcadores de sombra a 0, 4 y 8 h de tratamiento (XTR7,
HFR1, PIL1, IAA19, YUC8 y YUC9) en plantas Col-0, beel23;biml3 vy
beel23;bim13;bim2/+. Para llevar a cabo este experimento, semillas de los 3
genotipos mencionados se germinaron y crecieron durante 10 dias en
condiciones de W. A esta edad observamos que era mas facil reconocer
visualmente la mayoria (pero no la totalidad) de los individuos heterocigotos en
la poblacion segregante que en dia 7 (edad en la normalmente realizamos
estos experimentos). A continuacion las plantulas se trataron con W+FR. Se
recogi6é el material vegetal inmediatamente antes (0 h) y después de 4y 8 h de
W+FR. Se extrajo el RNA y se llevo a cabo el andlisis de expresion de los
genes antes mencionados por gPCR. Los resultados obtenidos (Figura 47)
mostraron que la expresion el gen marcador XTR7 inducida por W+FR esta
fuertemente reducida en las plantulas beel23;bim13;bim2/+ genotipo, presenta
una fuerte reduccion de la expresion cuando se comparé con el quintuple
mutante (Figura 47). Una reduccion tan fuerte no se observa en ninguno de los
triples mutantes (Figura 44) lo que sugiere que podria tratarse de un efecto
sinérgico. La expresion de los otros genes analizados mostraba
comportamientos diferentes de lo visto previamente con los triples mutantes,
como es el caso de PIL1 y HFR1, que presentan una alta induccion a estos

tiempos largos de exposicion a sombra.
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Figura 47. Respuesta molecular de multiples mutante de BEE y BIM a diferentes tratamientos
de sombra. Andlisis de la expresion de los genes marcadores XTR7, HFR1, PIL1, IAA19, YUC8 y
YUC9 en plantulas no transgénicas (Col-0), bee123bim13 y beel123bim13bim2/+ crecidas durante 7
dias en luz blanca continua después de los cual se hicieron los tratamientos de 0, 4 y 8 h de sombra
simulada. Los valores son medias * error estandar de tres réplicas bioldgicas calculados por andlisis
de gPCR normalizada con UBIQUITINALO (UBQ10). La expresion de genes normalizados se
presenta en relacion con la expresion de las plantulas control (Col-0) sin tratar; los simbolos
representan la diferencia significativa (°P < 0.05, *P < 0.01) relativa al control (Col-0) bajo las mismas

condiciones.
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CAPITULO IV.
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1. Estudio de la union de las proteinas BEE1, BEE2, BEE2 y
BIM1 a DNA.

Como se concluyo en el capitulo 2 de este trabajo, PAR1 es un cofactor
transcripcional que regularia la expresion génica sin unir directamente DNA.
Ademas en el capitulo anterior se demostré por medio de los sistemas del Y2H
y BiFC que las proteinas BEE1, BEE2, BEE3 y BIM1 interaccionan con PAR1.
Ambos resultados sugeririan que PAR1 podria regular la expresién génica
heterodimerizando con factores BHLH (como BEE1, BEE2, BEE3 y BIM1) y
modulando su capacidad de unir elementos reguladores en los promotores de
sus genes diana. Este mecanismo ya se ha descrito para PAR1 sobre PIF4
(Hao et al., 2012), para HFR1 sobre PIF4 y PIF5 (Hornitschek et al., 2009),
para DELLAs sobre PIF3 (Feng et al., 2008) y phyB sobre PIF1 y PIF3 (Park et
al., 2012). Para analizar esta posibilidad en nuestro trabajo primero se estudié
la capacidad de los dominios BHLH de las proteinas BEE1, BEE2, BEE3 y
BIM1 de unir DNA.

1.2. Ensayos de union de dominios BHLH (dBHLH) a la caja G-box.

Como se menciond en el capitulo anterior las proteinas BEE1, BEEZ2,
BEE3 y BIM1 son parte de la familia de las BHLH, familia que fue descrita en la
introducciéon. Cuando proteinas BHLH tipicas se unen a secuencias de DNA
reguladoras, pueden controlar la expresion génica, normalmente activandola
(de Lucas et al., 2008; Feng et al., 2008; Hornitschek et al., 2012; Hornitschek
et al., 2009; Sun et al., 2012; Yin et al., 2005).

Segun lo descrito por (Heim et al.,, 2003), esta familia de factores se
subdivide en 12 grupos, agrupados de acuerdo a la conservacion aminoacidica
fuera de la region BHLH. En general en la mayoria de los grupos se mantienen
conservados los residuos H-E-R ubicados en el dominio basico y que han sido
descritos como claves para la unién a DNA. Estos residuos se encuentran
conservados en PIF1, PIF3, PIF4 y PIF5, proteinas BHLHs pertenecientes a
otro grupo de estas familias (familia VII) y que experimentalmente se unen a
DNA, especificamente a la caja G-box (CACGTG) (Huq et al., 2004; Huq and

Quail, 2002; Martinez-Garcia et al., 2000a). Estos residuos también estan
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conservados en los BEE y BIM (Heim et al., 2003). Ademas, se ha demostrado
que BIM1 se une in vitro e in vivo a una secuencia E-Box (CANNTG) (Yin et al.,
2005).

Previamente, en el laboratorio se intentd analizar sin éxito la unién a
secuencias G-box de las proteinas completas BEE1, BEE3 y BIM1 producidas
por el sistema in vitro de TnT o producidas en E. coli fusionadas al tag RGS.
Asi, las proteinas producidas mediante estas estrategias no funcionaron en las
condiciones de los EMSAs ensayados, por lo que no pudimos analizar si BEE1
y BEE3 podian unir DNA, ni confirmar la unién de BIM1 a E-Box (Yin et al.,
2005).

Previamente se habia mostrado que sdélo la parte de la proteina PIF3
que contenia el dominio de union a DNA basico y el dominio de
heterodimerizacion HLH (~61 residuos en total, que incluye 10 residuos
adicionales en el extremo N-terminal y 12 en el extremo C-terminal) era
suficiente para la union a G-box (Martinez-Garcia et al., 2000a). Con esta
informacion se determind usar esta region (dBHLH, dominio BHLH) de las
proteinas BEE1, BEE2, BEE3 y BIM1 para realizar el mismo estudio de union a
la caja G-box hecha para PIF3. Para ellos se alinearon los dBHLH de las
proteinas BEE1, BEE2, BEE3, BIM1, PIF1, PIF3 y PIF4 usando el programa
bioinformatico ClustalW, El alineamiento resalté la conservacion de los residuos
H-E-R dentro del dominio basico (Figura 48a), tal como se habia publicado
(Heim et al., 2003). Basandonos en este analisis de secuencias, se decidio
producir los dBHLH de las siete proteinas mencionadas para analizar su union
a G-box. Para esto, los dBHLH correspondientes se clonaron en el plasmido
pGEX-4T-1, que permitia producir los diferentes fragmentos como proteinas
fusionadas a la glutatiéon S-transferasa (GST), generandose proteinas GST-
dBHLH de una masa molecular calculada de unos 35 kDa (Figura 48b). Las
construcciones obtenidas se usaron de moldes en dos PCRs secuenciales: la
primera integré la secuencia del promotor T7 en 5’ al gen GST-dBHLH (Figura
48b, oligos en rojo) y una segunda que agrego una cola de poly-A en 3’ al gen
GST-dBHLH (Figura 48b, oligos en negro), secuencia que se ha descrito que
da estabilidad a los RNA producidos y a la vez potencia la traduccidon de

proteinas en sistemas in vitro (Jackson and Standart, 1990).
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(a)

BEE1 KEREVVHVRARRGQATDSHSLAERVRRGK INERLRCLQDMVPGCYKAMGMATMLDE I INYVQSLQNQVEFLSMKLTAASSFYDF
BEE3 KEREVVHVRARRGQATDSHS IAERVRRGK INERLKCLQD IVPGCYKTMGMATMLDE I INYVQSLQNQVEFLSMKLTAASSYYDF
BEE2 QKPDY IHVRARRGEATDRESLAERARREK I SKKMKCLQD IVPGCNKVTGKAGMLDE I INYVQSLQQQVEFLSMKLSVINPELEC
BIM1 ADVRGSPNDQKLNTPRSKESATEQRRRSK INDRFQMLRQL IPNSDQKRDKASFLLEVIEY 1QFLQEKADKYVTSYQGWNHEPAK
PIF1 KQARVSTTSTKRSRAAEVENLSERKRRDR INERMKALQEL IPRCNKSD-KASMLDEAIEYMKSLQLQ IQMMSMGCGMMPMMYPG
PI1F4 NKSNQRSGSNRRSRAAEVENLSERRREDR INERMKALQEL IPHCSKTD-KASILDEAIDYLKSLQLQLQVMWMGSGMAAAAASA
PIF3 AGPSRTGLGSKRSRSAEVENLSERRREDR INEKMRALQEL IPNCNKVD-KASMLDEAIEYLKSLQLQVQIMSMASGYYLPPAVM
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Figura 48. Produccion de proteinas in vitro para ensayos EMSA. (a) Alineamiento de dominios
BHLH (dBHLH) de las proteinas BEE1, BEE2, BEE3, BIM1, PIF1, PIF3 y PIF4. En celeste se
enmarca el dominio basico y en amarillo el dominio HLH. En rojo se destacan los residuos H-E-R,
importantes para la unién a DNA. (b) Esquema de las construcciones generadas para la produccion in
vitro de proteinas. Las construcciones se obtuvieron clonando en el mismo marco de lectura que la
GST el dBHLH (83-84 residuos) de los genes BEE1, BEE2, BEE3, BIM1, PIF1, PIF3 y PIF4 en el
plasmido pGEX-4T-1. Este plasmido permite la expresion en E. coli de proteinas fusionadas a la GST
bajo el control de un promotor tac, que se induce quimicamente. En paréntesis se indica el nombre de
la construccidn. Las flechas indican los oligos utilizados para la produccion mediante PCR del molde a
usar la sintesis in vitro de proteinas. (c) Las fusiones GST-dBHLH de los genes BEE1, BEE2, BEES3,
BIM1, PIF1, PIF3 y PIF4, fueron transcritos y traducidos in vitro por el sistema TnT de reticulocito de
conejo. Se llevaron a cabo en paralelo dos reacciones, una con metionina fria y otra con [35S]Met .
Los productos de la reaccién radioactiva fueron resueltos en un gel SDS-12%PAGE. Los péptidos
sintetizados se revelaron mediante autorradiografia utilizando el Phosphorimager (12 horas de
exposicion). La flecha sefala la posicion de las proteinas fusion GST-dBHLH (~35kDa).
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Los productos de PCR se purificaron y usaron como molde para la
sintesis in vitro de proteina usando el sistema de transcripcién y traduccion
(TnT) de reticulocito de conejo (Promega) (ver Materiales y Métodos). Al inicio
de este trabajo la sintesis de cada proteina mediante TnT se llevé a cabo por
duplicado, usando en una de ellas metionina fria y otra metionina marcada
radiactivamente (Methionine L-[35S]-; Perkinelme). La reaccion fria servia para
producir proteinas a utilizar en analisis posteriores, y la reaccién radiactiva
permitia comprobar mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y
posterior autorradiografia del gel si funcionaba la sintesis proteica. Como se
observa en la Figura 48c, la presencia de bandas de unos 35 kDa en las 7
reacciones donde fue incubado el producto de PCR respectivo de cada GST-
dBHLH (marcada con una flecha, ausente en la muestra en la que no se afadio
molde de DNA, carrera 1, -DNA), confirmé la sintesis para cada producto y
posiblemente en buenas cantidades debido a la intensidad de la banda.
Ademas como se aprecia la sintesis fue bastante similar en todos los casos ya
que la intensidad no varié mucho entre muestras.

Como se menciond anteriormente las proteinas PIF fueron descritas por
unir especificamente a la caja G-box. Siguiendo lo descrito por Martinez-Garcia
(Martinez-Garcia et al., 2000a), una sonda de 36 nucledtidos que contenia la G-
box internamente (Figura 49a) fue marcada radioactiva con dCTP (ver
Materiales y Métodos). Para ver si las proteinas GST-dBHLH de BEE1, BEE2,
BEE3 y BIM1 se unian a la caja G-box, se llevo a cabo un ensayo de retardo de
la movilidad electroforética (EMSA, de sus siglas en inglés). En este ensayo se
usaron dos controles negativos. Uno fue la incubacion de la sonda marcada sin
extracto proteico, que permitia ver la integridad de la sonda libre marcada en el
EMSA (FP, del inglés free probe, carril 1). El otro control fue la incubacion de la
sonda marcada con un extracto proteico resultado de una reaccion de TnT en
ausencia de DNA (-DNA, carril 2). Esta reaccidn, que contiene solo las
proteinas del kit comercial (ver Materiales y Métodos), permite detectar la
presencia de proteinas en el extracto TnT que interaccionen especifica o
inespecificamente con la sonda marcada radioactiva. La comparacion de estas
reacciones con las de extractos que producen proteinas concretas permite
identificar actividades especificas de unién a DNA de las proteinas de interés.

Se utilizé como control positivo GST-dBHLH de PIF3 que, como se menciond
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(a)
G-box:
g9CCGAGGTGAGTAGGACACGTGGACACGTCTTCCGAA--

--GGCTCCACTCATCCTGTGCACCTGTGCAGAAGGCTTgg
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Figura 49. Ensayos de union de proteinas GST-dBHLH a la caja G-box. (a) Secuencia de la sonda
nucleotidica que contiene la G-box (en azul). (b) EMSA entre las proteinas GST-dBHLH y la sonda G-
box. La flecha superior indica el complejo GST-dBHLH/G-box (BC, binding complex); la flecha inferior
indica la sonda libre (FP, free probe). El asterisco indica un complejo de unién inespecifico.

anteriormente, unia una G-box. Ademas, se incluyeron los dominios GST-
dBHLH de PIF1 y PIF4 porque para ver si lo observado en con PIF3 era
reproducible en los otros PIFs. Como se observa en la Figura 49b la presencia
de una banda intensa en el carril de PIF3 (carril 8), asi como en la de los otros
PIF (carril 7 y 9), corresponderia al dBHLH/G-box. Los resultados obtenidos
con las proteinas PIF sugieren que la actividad de unién a DNA de los dBHLH
reflejaria la actividad de unién a DNA de la proteina entera. Con respecto a
nuestras proteinas de estudio, una banda de similar intensidad y movilidad a la
de los PIF (carriles 7-9) se detecto en las reacciones con el GST-dBHLH de
BEEZ2 y BIM1 (carriles 4, 6). También se observo en las reacciones incubadas
con los extractos GST-dBHLH de BEE1 y BEE3 bandas de similar movilidad
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pero mucha menor intensidad (carriles 3, 5). Estos datos mostraron que los
dBHLH de BEE2 y BIM1 son suficientes para unir G-box, tal como ha sido
descrito para los PIF. Esto no fue el caso para los dBHLH de BEE1 y BEES.
Esto sugiere que siendo las BEE del mismo grupo la actividad de unién a la G-

box de sus dBHLH no es igual.

1.3. Mutagénesis de residuos en el dominio basico de BEE1 y BEE2.

Las diferencias encontradas en los ensayos EMSA sugeririan que podia
haber residuos en el dominio basico, junto con los H-E-R, implicados en la
union a la G-box con diferente intensidad. El alineamiento de la secuencia
aminoacidica de los dBHLHs de las proteinas analizadas (Figura 50a) permitia
clasificar los 18 residuos del dominio basico (celeste) en diferentes grupos: (i)
residuos iguales en todas las proteinas (marcados con la letra i); (ii) residuos
iguales en BEE1, BEE2, BEE3 y a veces en PIFs (marcados con la letra x); y
(iii) residuos iguales en BEE1 y BEE3 pero diferentes entre BEE2, BIM1 y PIFs
(marcados con la letra d) (Figura 50a). De estos tres grupos nos interesamos
en el ultimo, ya que podria marcar la diferencia entre la variacion de intensidad
vista en los ensayos. Por tanto era posible que uno o mas de los residuos
marcados como “d” fueran responsables de la diferencia de union a la G-box
observada en los EMSAs. De los 4 residuos de este grupo, el unico que
mostraba diferencias consistentes entre los dos grupos de proteinas era el
residuo en posicion 18, de naturaleza polar en BEE2, BIM1 y los PIFs y apolar
(G) en BEE1 y BEE3 (Figura 50b). Por lo cual se decidié analizar si el residuo
en la posicion 18 era responsable de la débil union de los dBHLH de BEE1 y
BEES a la caja G-box en comparacion con las otras proteinas analizadas. Para
esto se mutagenizé el codon de BEE1 que codifica la glicina (GGG, G) para
que codificase acido glutamico (GAG, E), forma que hemos llamado dBHLH
BEE1:.e. Asimismo se mutagenizé el codon de la dBHLH de BEE2 que codifica
el E (GAA) para que codificase G (GGA), forma que hemos llamado dBHLH
BEEZ2c¢ (Figura 51a). Estas dBHLH mutadas fueron clonadas en el plasmidos
pGEX-4T-1 y se produjeron las fusiones proteicas GST-dBHLH en el sistema

TnT siguiendo el procedimiento comentado anteriormente (Figura 48).
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(a)
xxxdxxxdixxxixdiid
BEE1 KEREVVHVRARRGQATDSHS RVRRGK INERLRCLQDMVPGCYKAMGMATMLDE I INYVQSLQNQVEFLSMKLTAASSFYDF
BEE3 KEREVVHVRARRGQATDSHS IAERVRRGK INERLKCLQDIVPGCYKTMGMATMLDE I INYVQSLQNQVEFLSMKLTAASSYYDF
BEE2 QKPDYIHVRARRGEATDRHS RARREK I SKKMKCLQD I VPGCNKVTGKAGMLDE I INYVQSLQQQVEFLSMKLSVINPELEC
BIM1 ADVRGSPNDQKLNTPRSKESATEQRRRSK INDRFQMLRQL IPNSDQKRDKASFLLEVIEY IQFLQEKADKYVTSYQGWNHEPAK
PIF1 KQARVSTTSTKRSRAAEVEANLSERKRRDR INERMKALQEL IPRCNKSD-KASMLDEAIEYMKSLQLQIQMMSMGCGMMPMMYPG
PIF4 NKSNQRSGSNRRSRAAEVEANLSERRRRDR INERMKALQEL IPHCSKTD-KASILDEAIDYLKSLQLQLQVMWMGSGMAAAAASA
PIF3 AGPSRTGLGSKRSRSAEVHENLSERRRRDR INEKMRALQEL IPNCNKVD-KASMLDEAIEYLKSLQLQVQIMSMASGYYLPPAVM

(b)

Residuos tipo d
dBHLH |Posicion 4 |Posicion 8 |[Posiciéon 18 JUnion a sonda G-box
BEE1 Q S G Débil
BEE3 Q S G Débil
BEE2 E R E Fuerte
BIM1 T K S Fuerte
PIF1 R V D Fuerte
PIF3 R \Y D Fuerte
PIF4 R Vv D Fuerte

Figura 50. Analisis de los residuos aminoacidicos del dBHLH de las proteinas BEE1, BEE2,
BEE3, BIM1, PIF1, PIF3 y PIF4. (a) Alineamiento de dominios BHLH de las proteinas BEE1, BEE2,
BEE3, BIM1, PIF1, PIF3 y PIF4 (tal como se muestra en la Figura 48). En celeste se enmarca el
dominio basico y en amarillo el dominio HLH. En rojo se destacan los residuos H-E-R, importantes
para la unién de DNA. En verde se sefialan el residuo que podria también estar implicado en la
especificidad por unir a la caja G-box por parte de BEE2. Sobre el alineamiento se sefalan las letras
correspondiente a la clasificacion que se hizo de cada residuo. (b) Residuo perteneciente a cada
dBHLH en las tres posibles posiciones implicada en la unién diferencial a G-box. En amarillo se
indican los residuos con naturaleza polar y en verde los apolares.

A continuacion se llevé a cabo un ensayo EMSA comparando la union
de ambas GST-dBHLH mutadas (BEE1ge y BEE2gg) y las GST-dBHLH
silvestres (usadas en experimentos antes descritos) a la sonda G-box (descrita
en la Figura 49). Tal como se habia visto con anterioridad, dBHLH-BEE1 (carril
3) y dBHLH-BEEZ2 (carril 4) unian la sonda con diferente intensidad (Figura
51b). Cuando se analizdé la actividad de unién a la G-box de las formas
mutadas, se observé que el complejo de union a DNA de dBHLH-BEE1ge
parecia menos intenso (carril 7) que el formado por la proteina no mutada. Para
la proteina dBHLH-BEEZ2¢.g (carril 8) se vio que la banda correspondiente al
complejo de unidén era mas intensa que lo visto para la proteina silvestre (carril

4). Estos resultados indicaron que el residuo en la posicion 18 afectaba
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aparentemente era importante para la union de los dBHLH de BEE1 y BEE3 a
la caja G-box. Ademas, sugerian bien que otro u otros residuos eran
responsables de que la union entre dBHLH-BEE1 y G-box fuese débil, o que

quizas BEE1 tiene preferencia por otro motivo de unién al DNA.

(a)

Dominio BHLH silvestre
BEE1 KEREVVHVRARRGQATDSHSLAERVRREK INERLRCLQDMVPGCYKAMGMATMLDE I INYVQSLQNQVEFLSMKLTAASSFYDF
BEE2 QKPDY IHVRARRGEATDRHSLAERARREK I SKKMKCLQD I VPGCNKVTGKAGMLDE I INYVQSLQQQVEFLSMKLSV INPELEC

Dominio BHLH mutado
BEE1 KEREVVHVRARRGQATDSHSLAERVRREK INERLRCLQDMVPGCYKAMGMATMLDE I INYVQSLQNQVEFLSMKLTAASSFYDF
BEE2 QKPDY IHVRARRGEATDRHSLAERARRGK I SKKMKCLQD 1VPGCNKVTGKAGMLDE I INYVQSLQQQVEFLSMKLSV INPELEC

w o
- & S oo
s nou s @& .
(b) E 9 @ o & 9 @ o & :GST-dBHLH

4 BC

Figura 51. Ensayos de union de dbHLHs mutagenizadas y la caja G-box. (a) Secuencia del
dominio basico silvestre y mutagenizado de los dBHLHs de BEE1 y BEE2 usados en b. (b) EMSA
entren las proteinas GST-dBHLHSs silvestres (BEE1 y BEE2) y mutadas de (BEE1; . y BEE2_ ;). La
flecha superior indica el complejo GST-dBHLH/G-box (BC, binding complex); la flecha inferior indica la
sonda libre (FP, free probe). El asterisco indica un complejo de unién inespecifico.
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1.4. Identificacion de los sitios de de la union de BEE1 a DNA.

Con el fin de identificar la secuencia especifica de DNA a la cual se une
BEE1, se realizaron analisis in vitro de unién de BEE1 a DNA en colaboracion
con la Unidad de Genomica del Centro Nacional de Biotecnologia

(http://www.cnb.csic.es/~genomica/, CSIC-UAM, Madrid), dirigido por el Prof.

Roberto Solano. La técnica que empleamos se conoce como PMB (del inglés
Protein-Binding Microarray) y consiste en un array que contiene diferentes
combinaciones de secuencia de doble hebra de 11-mer y de menor tamafio (6
— 8 mers) que podrian contener secuencias o sitios de union de factores de
transcripcion. Sobre este array se hibrida la proteina de interés producida en E.
coli como fusion a la proteina MBP (del inglés Maltose Binding Protein), que se
une con diferente afinidad a las secuencias contenidas en los oligos de doble
hebra que reconoce. El complejo DNA-Proteina se detecta inmunoldégicamente
con un anticuerpo primario anti-MBP y uno secundario conjugado con un
fluoréforo Cy3. Después se esto se escanea el array a una determinada
longitud de onda, permitiendo ver sefiales de diferentes intensidades, que son
normalizadas y luego procesadas para graficarlas. Dichas intensidades son

proporcionales a la fuerza de union Proteina/DNA.

1.4.1. Produccion de proteina de fusion MBP-BEEI1.
Para llevar a cabo en analisis in vitro descrito anteriormente, primero

habia que obtener la proteina de fusion MBP-BEE1. Para ello se clon6 el ORF
completo de BEE1 en el plasmido pMALc2x en el mismo marco de lectura del
gen MBP, generandose el plasmido pNC39 (Figura 52a). En este plasmido de
expresion en E. coli, el gen MBP-BEE1 se encuentra bajo el control de un
promotor tac, que se induce quimicamente por la aplicacién al medio de cultivo
de IPTG (Figura 52a). Obtenida la construccion se realizé la produccion de la
proteina fusion a baja escala en E. coli (ver Materiales y Métodos). Se
trasformé la construccion pNC39 en las cepas pGroE y pLyS, empleadas

habitualmente para la produccion de proteinas recombinantes, con el fin de ver
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Figura 52. Obtencion de la proteina fusion MBP-BEE1 en bacteria a utilizar en los ensayos in
vitro de unién de Proteina/DNA. (a) Esquema de la construccién generada para la produccion en
bacteria de la proteina MBP1-BEE1. La construccién se obtuvo clonando en el mismo marco de
lectura que la MBP el gen BEE1 completo en el plasmido pMALc2x. pNC20 corresponde a una
construcciéon hecha para producir en bacteria la proteina His-BEE1, usada como control en d. (b)
Tincion Coomassie de extractos proteicos sometidos a electroforesis desnaturalizante en un gel SDS-
12%PAGE. Los extractos contienen la proteina de fusion MBP-BEE1 producida en las cepas
bacterianas pLyS (carriles 1 y 2) y pGroE (carriles 3 y 4) y ) transformadas con la construccion
pNC39. La proteina de fusién se indujo tras la adicién de 1mM IPTG. Se llevaron a cabo extractos de
cultivos a pequena (lineas 3-6). El asterisco indica la posicion de una banda que corresponderia a la
proteina MBP-BEE1 (= 72 kDa) y que aparece en las muestras tratadas durante 4 h con IPTG. (c)
Analisis por western-blot de las muestras producidas a pequefia escala comentadas en a (carril 3-6)
y de una muestra de la control de la proteina BEE1 fusionada al tag His (carril 1 y 2). La proteina
fusion MBP-BEE1 fue detectada usando un anticuerpo primario anti-MalE-RPS2X (1/500) y un
secundario anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a la HRP (1/1000). (d) Tincién Coomassie en
las misma condiciones que en b, de los extractos producidos en las cepas bacterianas pGroE a gran
escala. El asterisco indica la posicién de una banda que corresponderia a la proteina MBP-BEE1 (=
72 kDa) y que aparece en la muestra tratada durante 4 h con IPTG.
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en cual de las dos era mas eficiente la sintesis de la proteina MBP-BEE1. Se
tomaron muestras de 1 mL a las 0 y 4 h de la aplicacion de IPTG (TO y T4,
respectivamente) de ambas cepas. Los extractos proteicos obtenidos (proteina
total) se separaron en electroforesis desnaturalizante y las proteinas se tifieron
mediante azul de Coomassie. Como se observa en la Figura 52b, |a tincién era
mas fuerte en las muestras T4 que las TO (carriles 1-2 y 3-4), indicando una
mayor cantidad de proteina total en los extractos inducidos durante 4 h con
IPTG. Ademas, en las muestras T4 se observaba una banda extra entre los
marcadores de 52 y 97 kDa, que podria corresponder a la proteina MBP-BEE1
(peso molecular estimado de ~72kDa). Al comparar la eficiencia de sintesis
entre ambas cepas, se vio que habia mas cantidad de proteinas en los
extractos obtenidos de la cepa pGroE (carriles 2 y 4, Figura 52b).

Para corroborar que la banda intensa inducida en los extractos T4 era la
proteina de fusion MBP-BEE1, se analizd por western-blot los extractos
producidos utilizando anticuerpo anti-MalE-RPS2x, que reconoce la MBP
(Fernandez-Calvino et al., 2010). En paralelo se produjo a baja escala la
proteina His-BEE1 (pNC20, Figura 52a), que se us6 de control negativo para
este experimento (carril 1y 2, Figura 52c¢). En las muestras T4 de los extractos
pNC39 producidos en pLyS y pGroE (carril 4 y 6) se detectdé bandas de ~72
kDa, que estaban ausentes en la muestra T4 del extracto pNC20 (carril 2,
Figura 52c). Todo esto indicd que la proteina se produjo exitosamente. Con
este resultado se decidié producir MBP-BEE1 a gran escala (ver Materiales y
Métodos) con la cepa pGroE inducida durante 4 h con IPTG. Una alicuota de
del cultivo bacteriano a TO y T4 de induccion confirmé la produccion de la
proteina de interés (Figura 52d, carril 2). El pellet obtenido de alrededor de

unos 200 mL de cultivo fue congelado y preparado para el analisis in vitro.

1.4.2. Analisis in vitro de especificidad de union de BEE1 a diferentes
motivos de DNA.

Los pellet bacterianos congelados se enviaron la Unidad de Gendmica
del Centro Nacional de Biotecnologia, donde se extrajo/purificd la proteina

MBP-BEE1 y se usé para hibridar el PBM. Por medio de esta técnica se puede
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identificar las secuencias de DNA a la cual se podria unir la proteina MBP-
BEE1 in vitro. El analisis informatico de los resultados mostré6 que BEE1 tenia
una preferencia de union por la secuencia que contenia una G-box al tener los
valores de E-score mas altos, dado que este valor es un indice de
enriquecimiento de la secuencia determinada, que da una idea de la proteina
por ese motivo de DNA (Figura 53c).

Cuando se analizo si habia una variacion de la la unién por la G-box
dependiendo se los nucleotidos adyacentes a esta secuencia, se vio que esta
si se veia influida por los nucleétidos que flanquean la G-box, encontrandose
los valores mas altos de E-score en la caja con una una G en posicién 5'y una
C en 3' (Figura 53b). El analisis de estos resultados in vitro y procesados in
silico, mostraron que la putativa secuencia de DNA a la cual se podria unir
mejor BEE1 seria GCACGTGC (Figura 53a).

1.5. Comparacion de los sitios de unién de BEE1 y BEE2 al DNA.

Previamente habiamos visto por ensayos EMSA que BEE2 se une a la
caja G-box y (Figura 49b). Como parte del proyecto de colaboracién con el
grupo de Roberto Solano, tuvimos acceso a los datos del experimento PMB
con la proteina MBP-BEE2 para identificar la putativa secuencia de DNA a la
cual se podria unir mejor BEE2. Los resultado proporcionados para BEEZ2, al
igual que para BEE1, mostraban que los mejores valores de E-score
correspondian a los obtenidos con la union de la proteina a las sonda que
contenian G-box (Figura 53c). Cuando se analiz6 si la unién de BEE2 a G-box
variaba dependiendo de los nucledtidos vecinos, se vio que si bien los valores
de E-score no eran iguales en todos los casos tampoco habia una gran
variacién (Figura 53b), llegandose a generar por estos datos analizados una
secuencia consenso de G-box a la cual se une BEE2 donde los nucledtidos
adyancetes no son importantes (Figura 53a).

Los resultados de la identificacion de las mejores secuencia de union de
BEE1 a DNA in vitro mostraron esta union es mas restrictiva ya que es
dependiente de los residuos situados en los extremos de motivo analizado. La

secuencia reconocida con mayor afinidad por BEE1 fue el GCACGTGC, al cual
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nosotros denominamos G-box+. Por el contrario BEE2 mostraba una alta
afinidad por la G-box independientemente de las secuencias que la
flanqueaban.
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Figura 53. Identificacion de los motivos de union a DNA de BEE1 y BEE2 en ensayos in vitro de
union de Proteina/DNA. (a) Representacion de la composiciéon nucleotidica (Position weight matrix)
de la mejor sonda de 8-nucledtidos que se uniria a BEE1 y BEE2. (b) Representacion grafica de la
puntuacién de enriquecimiento (E-score) para las proteinas analizadas de todas las posible sondas de
8-mer que contenian una caja G-box. (c) Representacién de diagrama de cajas de la puntuacién de
enriguecimiento (E-score) para ambas proteinas de secuencias de 6-mer analizadas in silico. La caja
corresponde a una representacion grafica del conjunto de datos basados en cuartiles, siendo la parte
inferior de la caja el cuartiles Q1, la parte inferior de la caja el Q3 y la linea negra representa la
mediana de la distribucién correspondiente al cuartil Q2. Las lineas que se extienden desde la caja
los limites superior e inferior dentro de los valores no atipicos y los puntos indican los valores atipicos
de la distribucion.
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1.6. Ensayos de union de dBHLH de BEE1 y BEE2 a la G-box y G-
box+.

Para probar los resultados de la identificacion de la mejor secuencia de
union de BEE1 y BEE2 a DNA en nuestras condiciones in vitro se gener6 una
sonda que contenia la G-box+ para realizar ensayos EMSAs, comparandolos
con reacciones que contenian la sonda con la G-box (Figura 54a). Se usaron
los dBHLH de BEE1 y BEEZ2, y se incluyé el dBHLH de BEE3, que segun
analisis filogenéticos esta muy relacionado con BEE1, por lo cual se esperaria
que se comportase con BEE1. Ademas se incluyeron los controles de dBHLH
de PIF3, -DNA y FP. Estos extractos de proteinas se habian usado en
experimentos previos (Figura 48). Como ya habiamos visto con anterioridad
(Figura 49), dBHLH de BEE2 y PIF3 unen fuertemente la sonda G-box (carriles
4 y 6, Figura R54b), mientras que los dBHLH de BEE1 y BEE3 se unen
débilmente (carriles 3 y 5). Las mismas muestras y condiciones se ensayaron
utilizando la sonda con G-box+ y, como se observa en la Figura 54b, el patrén
de unién de las proteinas con esta sonda es similar al visto con la sonda con la
G-box, es decir se ve union intensa con los dBHLH de BEE2 y PIF3 (carril 10 y
13) y unién de baja intensidad (se visualiza una sombra) con los dBHLH de
BEE1 y BEES3 (carril 9 y 12). Estos datos nos mostraron que el patrén de union
observado de las diferentes proteinas no varia en gran manera entre las dos
sondas usadas.

Este ensayo fue hecho con la finalidad de probar los resultados de la
identificacion de la mejor secuencia de union de BEE1 y BEE2 a DNA. Si bien
para BEE2 se pudo comprobar el resultado del PMB, esto no fue posible para
BEE1. Quizas una explicacion es que el analisis del array fue realizado con la
proteina completa mientras que los ensayos EMSAS se hicieron con el dBHLH,
pudiendo haber otros residuos fueras del dBHLH involucrados en la unién de
BEE1 a G-box+.
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(a) G-box:
ggCCGAGGTGAGTAGGACACGTGGACACGTCTTCCGAA--
--GGCTCCACTCATCCTGTGCACCTGTGCAGAAGGCTTgg

G-box+:
ggCCGAGGTGAGTAGGGCACGTGCACACGTCTTCCGAA--
--GGCTCCACTCATCCCGTGCACGTGTGCAGAAGGCTTgg

(b) G-box G-box+
< - N (3] < - N (3]
8 2 @ M WM &z 92 W MW B &z & :GST-dBHLH

«BC

«rp

Figura 54. Ensayos de union de las proteinas de fusion GST-dBHBL a las cajas G-box y G-
box+. (a) Secuencias de la sondas nucleotidicas que contienen la G-box y G-box+. Las cajas G-box y
Gbox+ se resaltan en azul. (b) EMSA de las proteinas de fusion GST-dBHLH y la caja G-box (Carriles
1-7) y EMSA de las proteinas de fusién GST-dBHLH y la caja G-box+ (Carriles 8-13). La flecha
superior indica el complejo GST-dBHLH/G-box (BC, binding complex); la flecha inferior indica la
sonda libre (FP, free probe). El asterisco indica un complejo de unién inespecifico.
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1.7. Ensayos de unién de dBHLH de BEE2 y BIM1 a la G-box en
presencia de PAR1 y PAR1 6.

Como se comentd en el capitulo 2 de este trabajo, PAR1 seria un cofactor
transcripcional. Una forma de ejercer su funcion seria heterodimerizando con
otras BHLHSs, de igual manera que ha sido publicado para HFR1 con PIF4 y
PIFS (Hornitschek et al., 2009). Para analizar si PAR1 podria interferir con la
unién a DNA, se escogieron los dBHLH de BEE2 y BIM1 por el complejo
intenso Proteina/DNA que formaban (Figura 49b), para ensayar la supuesta
inhibicion por parte de PAR1. Con esta informacion, PAR1-GFP y el GST-
dBHLH respectivo de cada proteina fuero co-producidos in vitro por reaccion de
TnT y usados en ensayos de EMSA. Paralelo a esto se realizé la co-produccion
de los dBHLH con la version de PAR1 mutada en la leucina 66 (PAR1.6s-GFP),
publicada como una forma incapaz de dimerizar (Carretero-Paulet et al., 2010).
Los ensayos EMSAs mostraron que, en presencia de PAR1, el complejo de
unién dBHLH/DNA es menos intenso al compararlos con lo observado en la
reacciones con PAR1 6. Esto sugeriria que PAR1 inhibe la capacidad de unir
DNA de BEE2 y BIM1 (Figura 55a y b). Para confirmar que lo observado no
estaba dado por una produccion diferencial de las proteinas, se hizo un analisis
de western-blot. Similar produccién de proteinas fue verificada por este ensayo
(Figura 55c y d).

Estos experimentos confirmaron que PAR1 siendo un cofactor
transcripcional inhibe la union a DNA de BEE2 y BIM1 por formacion de
heterodimeros que no son capaces de unir DNA. Este posiblemente podria ser
el mecanismo de accion por el cual se regula la expresion de genes regulados

por sombra que contienen G-box, como PIL1, YUC9 y XTR entre otros.
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Figura 55. PAR1 previene la uniéon de BEE2 y BIM1 a la secuencia de G-box. (a y b) Ensayo de
retardo de la movilidad electroforética (EMSA) fueron hecho usando proteinas transcritas y traducidas
in vitro, y sonda de la G-box marcada radiactivamente con 32P. Ensayos usando la proteina GST-
dBHLH (BEE2 y BIM1) con PAR1-GFP o PAR1 6-GFP, muestran una disminucién de intensidad
del complejo dBHLH/DNA en presencia de PAR1 (Carriles 1 y 3) al compararlos cuando hay
PAR1 .6 (carriles 2 y 4). La flecha superior indica el complejo GST-dBHLH/G-box (BC, binding
complex); la flecha inferior indica la sonda libre (FP, free probe). PAR1* = PAR1 .65 -GFP. (c y d)
Analisis por western-blot de las muestras producidas por el sistema TnT, usadas en a y b
respectivamente. Las proteinas fusién GST-dBHLH fueron detectada usando un anticuerpo primario
anti-GST (1/2500) y las proteinas PAR1-GFP y PAR1,.4-GFP detectadas con anticuerpo primario
anti-GFP (1/2500). En todos los casos se us6 un secundario anti-inmunoglobulinas de conejo
conjugado a la HRP (1/5000).
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4. DISCUSION.
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Discusion

La proximidad vegetal se detecta como una sefial de luz caracterizada
por la baja razén R:FR. Esta sefial, captada por los fitocromos, desencadena la
puesta en marcha de mecanismos de transduccion que tienen como finalidad
generar una respuesta a la alta densidad vegetal, que en su conjunto es
conocido como sindrome de huida a la sombra (SAS). En el caso de las
plantulas de Arabidopsis thaliana, dentro de las respuestas fisioldgicas visibles
del SAS esta la elongacién del hipocotilo. Dicho caracter también responde a
las hormonas auxinas y giberelinas, con lo cual se podria interpretar que vias
del SAS y hormonales estan interaccionando para permitir una respuesta
comun. En este trabajo nos enfocamos en el analisis de la interconexion entre

rutas transcripcionales hormonales y del sindrome de huida de la sombra.

4.1. La sensibilidad y niveles de hormonas en plantulas
cambian tras la percepciéon de la proximidad vegetal.

Si bien hoy en dia se han identificado nuevos componentes involucrados
en el SAS, se desconoce los mecanismos mediante los cuales se producen
cambios fisiolégicos como es la elongacién del hipocotilo. En este trabajo se vio
como la exposicion a sombra simulada alteraba parcialmente la sensibilidad de
la plantula a giberelinas (Figura 11). Por otro lado, en experimentos utilizando
lineas mutantes con niveles de expresién altos o bajos de PAR1 y HFR1, se
observo que los factores PAR1 y HFR1 reducian con diferente intensidad la
sensibilidad de las plantulas a GAs (Figuras 12 y 14), PAR1 afectando mas
fuertemente que HFR1. Puesto que tanto los niveles de PAR1 como HFR1 se
incrementan rapidamente tras la exposicion a W+FR, postulamos que este
mecanismo contribuiria al cambio en la sensibilidad a GAs modulado por
sombra simulada observado en las plantulas silvestres. Datos no publicados
del laboratorio muestran que estos factores también alteran la sensibilidad de
las plantulas a auxinas o BRs (Galstyan, 2011).

Otros componentes reguladores del SAS, como PIF3 y PIF4, también

han mostrado modular la sensibilidad de las plantulas a giberelinas (de Lucas
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et al., 2008; Feng et al., 2008). Datos mas recientes indican que otros PIFs,
como PIF4 y PIF5, también alteran la sensibilidad a auxinas (Hornitschek et al.,
2012; Nozue et al.,, 2011). Analisis de mutantes en otros genes PAR, como
HAT2, HAT3 y ATHB4, también ha mostrado que estos factores modulan la
sensibilidad a varias hormonas, incluyendo las GAs (Sawa et al., 2002; Sorin et
al., 2009). En conjunto, estos resultados indican que tras la percepcion de
sombra simulada por los fitocromos, el rapido reajuste en los niveles celulares
de los componentes de la red transcripcional implicada resulta en cambios en
la sensibilidad (y por tanto en la respuesta) de la planta a varias hormonas
implicadas en la modulacién del alargamiento y crecimiento, entre las cuales se
encuentran las GAs.

Adicional a lo anterior, datos no publicados de nuestro grupo han
mostrado que la percepcion de sombra simulada no solo afecta a la
sensibilidad hormonal (Figura 11) sino también a los niveles de hormonas
bioactivas, como GA4, IAA y CS (castasterona), involucradas en la elongacién
del hipocotilo. Tras 1-4 h de tratamiento de sombra simulada hay un aumento
transitorio de los niveles de IAA a la par de una induccion de genes de
biosintesis de giberelinas. A las 24 h de tratamiento se detecta un aumento en
la concentracion de GA4, la giberelinas bioactiva mas abundante en
Arabidopsis, mientras que los niveles de IAA son CS son similares a las de las
plantas controles (Galstyan, 2011; Tao et al., 2008). Previamente se ha visto
que la aplicacion exégena de auxinas, como NAA, induce la expresién de
genes de biosintesis de giberelinas, como GA200x1 y GA200x2, entre otros.
Esto llevo a sugerir que cambios en el metabolismo (y niveles) de giberelinas
podian mediar parcialmente la accion de las auxinas durante el desarrollo
(Frigerio et al., 2006). Esta informacion nos llevé a considerar la posibilidad de
que también los niveles de estas hormonas podrian regularse entre si en la
puesta en marcha del SAS, de forma que los cambios rapidos y transitorios en
los niveles de IAA inducidos por sombra simulada pueden ser importantes para
el incremento mas tardio de los niveles de GA4.

Experimentos hechos en mutantes de auxinas (sav3-5 y axrl-12)
mostraron que la induccion de genes de la biosintesis de giberelinas estaba
reducida en comparacion a la linea control Col-0 a 1 y 24 h de tratamientos de

sombra (Figura 19), lo cual es consistente con la idea de que las auxinas
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regulan a las giberelinas, y posiblemente la elongacion del hipocotilo es
consecuencia de esto. Los experimentos hechos con la linea marcadora GFP-
RGA en el fondo silvestre SAV3 y mutante sav3-5 (Figura 20) también
parecian apoyar esta posibilidad. Asi en experimentos de sombra simulada, la
proteina GFP-RGA no se degradaba totalmente en el fondo sav3, en
comparacién con la practica desaparicion observada en la linea control GFP-
RGA/SAV3. Esta menor degradacion de GFP-RGA se interpreté como causado
por unos menores niveles de giberelinas, consecuencia de la disrupcion de la
biosintesis de auxinas en el fondo mutante sav3-5. A pesar de esto, parece ser
que la elongacion del hipocotilo no es consecuencia unica del control de
auxinas sobre giberelinas, ya que el mutante sav3-5 no logr6é recuperar el
fenotipo silvestre al aplicarle giberelinas exdégenas (Figura 18). Esto sugiere
que posiblemente existen otras rutas que regulan las auxinas, independiente de
GAs, implicada también en la elongacion del hipocotilo. Pero ademas habria
que recalcar que posiblemente hay otras regulaciones independientes de
auxinas. Lo sugerido puede basarse en que en condiciones de luz W
dependiente de auxinas puede ir o no via giberelinas (Curaba et al., 2004;
Chapman et al., 2012).

Experimentos moleculares en las lineas sav3-5 y axrl-12 similares a los
realizados por Frigerio (Frigerio et al., 2006), en donde se analice la expresion
de genes de la biosintesis de giberelinas en respuesta a la aplicacion de
auxinas exogenas, podrian mostrar dicha expresion es dependiente de la
sensibilidad auxinas. Esta sugerencia es basada en que se esperaria que la
aplicacién de auxinas activas (NAA) desencadenara aumentase los niveles de
expresion de los genes de biosintesis de giberelinas en comparacion a
muestras no tratadas. Por ultimo, la cuantificacion de los niveles de giberelinas
activas (GA4) en mutantes como sav3-5 o0 axrl-12 en plantulas crecidas 24 h
en sombra simulada podria ayudarnos a confirmar esta hipotesis de la
regulacion de giberelinas por parte de las auxinas en respuesta a sombra

simulada.
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4.2. PAR1 actua como Cofactor Transcripcional.

La base molecular de como se promueven los cambios en la sensibilidad
y niveles hormonales en respuesta a proximidad vegetal es escasa. Los
resultados obtenidos en este trabajo sobre la caracterizacion y funcionamiento
de PAR1 y sus interactores (llamados genéricamente factores POF) podrian
dar nocion del mecanismo molecular por el cual factores reguladores del SAS
regulan la respuesta hormonal. En ese sentido es importante resaltar que
muchos de estos interactores de PAR1, como los BEEs y BIMs (Figuras 39,
40, 41 y 42), se han identificado previamente como componentes de
sefalizacion de las hormonas BRs (Friedrichsen et al., 2002; Yin et al., 2005).
Datos no publicados del laboratorio empleando plantas deficientes en estos
factores indican que no sélo los mutantes beel23 y bim123 muestran una
sensibilidad alterada a BRs, tal como se habia descrito, sino que también a
auxinas (Galstyan, 2011) y a GAs (Figura 13).

La identificacion de que PIF4, PIF5 y PIF7, reguladores positivos del
SAS, modulan también directamente la expresion de genes relacionados con
auxinas, da una posible idea de como podria estar dada esta conexién
(Hornitschek et al., 2012). HFR1, que interacciona con PIF4 y PIF5, impide que
se unan a los promotores de sus genes dianas, algunos de ellos implicados con
diferentes aspectos de la accion de las auxinas, como por ejemplo IAA29 vy
YUCS8 (Hornitschek et al., 2012; Hornitschek et al., 2009). Tal y como veremos,
un mecanismo similar pareceria también ser empleado por PAR1.

PAR1 y PAR2, codificados por genes homologos, difieren de las BHLHs
clasicas por su tamafo pequefio (118 aa) y por tener un dominio acido que
sustituye al basico. Inicialmente, con el analisis de la estructura primaria de
PAR1 y PAR2 se propuso que podrian unirse a otro tipo de secuencias de DNA
E-box o que no se unen a DNA, actuando como cofactores transcripcionales
(Fairchild et al., 2000; Roig-Villanova et al., 2007; Wray et al., 2003).

Andlisis de estructura-funcion de formas derivadas de PAR1
sobreexpresadas en Arabidopsis han mostrado que la actividad biolégica de
este factor se deberia exclusivamente a la capacidad de interaccionar a través
de su dominio HLH quizas consigo misma u otras proteinas con dominio HLH

(Galstyan et al., 2011). Estos resultados parecian descartar la opcion de la

138



PAR1 se uniese a otros motivos de DNA, por lo cual la explicacion de como
este factor podria regular directamente la expresion génica seria que PAR1
podria regular la expresion génica interaccionando con factores de
transcripcion mediante la interaccion entre los dominios HLH (Figura 21).

En este trabajo nosotros fusionamos PAR1 al dominio activador de la
transcripcion de VP16 (VP16-AD) con el fin de ver si PAR1 unia o no DNA y
actuaba como un cofactor de la transcripcion. Al comparar el efecto de la
sobreexpresidon en plantas de fusiones derivadas de PAR1 (como PAR1-GUS-
GFP, 35S:PAR1-GG; PAR1-VP16, 35S:PAR1-V; y PAR1-VP16-GR,
35S:PAR1-VG), se vio que a nivel fisiolégico (plantas enanas) y respuesta a
sombra no habian cambios (Figuras 24 y 26), incluyendo también la capacidad
de reprimir sus genes diana directos SAUR15 y SAURG68 (Figura 25). Debido
que en presencia de un dominio de activacion transcripcional tal como VP16-
AD en fusiones transcripcionales de PAR1 no causa un fenotipo molecular y
fisiolégico diferente, se llegd a la conclusion que estas proteinas regularian la
transcripcion de genes sin unirse a DNA. Por lo tanto PAR1 probablemente es
un cofactor transcripcional, como también ha sido descrito para HFR1
(Galstyan et al., 2011; Hornitschek et al., 2009), caracteristica que se ha
descrito también en factores transcripcionales de animales los cuales modulan
la expresion génica sin union a ADN (Norton, 2000; Ruzinova and Benezra,
2003).

4.3. Identificacion de nuevos componentes del SAS que
interaccionan con PAR.

Como es sabido PAR1 es un regulador negativo del SAS, el cual, al
igual que HFR1, actuaria como cofactor transcripcional (Galstyan et al., 2011;
Hornitschek et al., 2009). Estas caracteristicas llevan a postular que en su
actividad como cofactores estaria involucrada su interaccion con otras BHLHs
impidiendo que se unan a los promotores de sus genes dianas, regulando de
esa manera la actividad transcripcional. En el caso de HFR1 ya se ha visto que
al interaccionar con las BHLH PIF4/PIF5 hay un cambio en la expresion génica

de los genes marcadores PIL1 y XTR7 (Hornitschek et al., 2009). La reciente
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demostraciéon de que PAR1 interacciona con PIF4 da cuenta de la posibilidad
de que la actividad como cofactor radica en la interaccién con otras BHLH
impidiendo su union a DNA (Hao et al., 2012).

Asi pues la identificacion de otras BHLHs, como PIF4, que interaccionen
con PAR1 permitiria poder dar mas informacion y definir mejor la red
regulatoria del SAS. Usando PAR1 como cebo en un cribado de Y2H se
identificaron decenas de BHLHs que interaccionaban con este factor. Muchas
de las proteinas identificadas pertenecian al grupo Xll, formado por 16 factores,
de los cuales 12 se identificaron como POFs y alguno de ellos descritos que su
expresion estaba regulada por luz. Por esta razén nos centramos en el analisis
de la funcion de este subgrupo de interactores de PAR1.

El analisis de los sitios de insercion de mutantes simples de la coleccion
SALK de Arabidopsis, mostré que habian lineas con inserciones en regiones no
codificantes (URTs) asi como en la regién codificante, donde estaba presente
el dBHLH importante para el funcionamiento de estos factores segun lo descrito
(Heim et al., 2003). Esta observacion sugeriria que posiblemente las lineas con
la insercion en el dBHLH podrian tener afectado su actividad. Los resultado de
expresion de algunas de estas lineas, mostraron que las que tenian la insercidon
en el dBHLH tenian anulada la expresion en casi todos los casos. Para lineas
que presentaban inserciones en otros sitios, también se vieron ejemplos de
expresion afectada. Indicando que independiente de donde estaba la insercién
podia verse un efecto. Ademas quizas las lineas con expresion anulada
podrian tener afectado su funcionamiento. Sin embargo cuando se realizaron
experimentos de sombra simulada en los simples mutantes, la respuesta no
parecia verse muy afectadas (Figuras 33, 34, 35 y 36). Estos resultados
sugieren que estos genes no tendrian rol en el SAS o seria minimo, o actuarian
en otros estadios de desarrollo. Se sabe por perfiles transcriptomicos que la
BHLH48 (Mandaokar et al., 2006) podria estar implicada en el desarrollo del
estamen y que la BHLH75 es un regulador positivo de la biosintesis de
brasinosteroides (Poppenberger et al., 2011). Ademas otras de las BHLH
encontradas en el cribado, y confirmadas por nuestro ensayos de Y2H y BiFC
(Figuras 39, 40, 41 y 42), como son los factores BEEs (BEE1, BEE2 y BEE3) y
BIMs (BIM1, BIM2 y BIM3) han sido identificados como componentes de la

sefalizaciones de brasinosteroides (Friedrichsen et al., 2002; Yin et al., 2005).
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Por lo tanto no seria raro que estos genes participen a otras vias regulatorias y
al analizar su respuesta a sombra simulada no se vea un efecto claro a pesar
de ser interactores de PAR1.

Cuando se analizé la respuesta a sombra simulada a en los triples
mutantes beel23 y bim123 se vio que sus hipocotilos respondian menos que el
control (Figura 37). Al realizar cruces entre las lineas estudiadas, si bien se
observo un cierto fenotipo en algunos dobles mutantes (Figura 38a), estos no
eran tan fuertes como los observados en los triples (Figura 38b). Una posible
explicacion es que la ausencia de fenotipos notorios se deba a la existencia de
redundancia geénica, hecho por el cual se conocid la participaciéon en la
sefalizacion de brasinosteroides de los BEEs y BIMs. La redundancia génica
se da cuando existen dos 0 mas genes que llevan a cabo funciones similares,
de forma que no hay cambios en el fenotipo aun cuando uno de los genes se
encuentre afuncional, y también dan a entender quizds no es la funcién
principal del gen, como se comento anteriormente. Este es el caso de varias
parejas de genes como PIF4 y PIF5 (en la regulacion del alargamiento del
hipocotilo en respuesta a sombra simulada o cuando crecen en ciclos
fotoperiodicos de dia corto) (Lorrain et al., 2008; Nozue et al., 2007) y ATHB4 y
HAT3 (en el desarrollo vegetal y la regulacién del alargamiento del hipocotilo en
respuesta a sombra simulada (Bou-Torrent et al., 2012; Sorin et al., 2009),
entre otros. Estas observaciones sugieren que esta redundancia impone que,
para detectar fenotipos, se requiera de la ausencia de mas de dos
componentes ya que los dobles mutantes tampoco mostraron una respuesta
clara en la mayoria de los casos (Figura 38b). Este es el caso de proteinas
codificadas por pequenas familias multigénicas, como es el caso de los PIFs
(codificados por al menos 7 genes) y DELLAs (5 genes) que se ha determinado
por analisis en multiples mutantes (Achard et al., 2007; Leivar et al., 2008;
Leivar et al., 2012b).

Como se comentd previamente las lineas beel23 y bim123 mostraban
una reduccién de la elongacién del hipocotilo en sombra (Figura 37). Esto
definia a estos factores como reguladores positivos del SAS como es el caso
de PIF4 y PIF5 (Lorrain et al., 2008). Ademas, de igual forma que PIF4 y PIF5
se mostraron como promotores del SAS al revertir el fenotipo constitutivo de

sombra de phyB-9 en el triple mutante phyB;pif4;pif5 (Lorrain et al., 2008) , el
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triple bim13;phyB y el cuadruple beel23;phyB también revierten parcialmente
el fenotipo de phyB (Figura 43). Esto sugiere que dichos factores serian parte
de la ruta de sefalizacidn de phyB, fitocromo definido como el mas importante
en la regulacién del SAS (Devlin et al., 2003). Conjeturas similares se han
hecho para ATHB4 y HAT3, otros reguladores del SAS que también atenuan el
fenotipo de hipocotilo largo del mutante phyB (Salla-Martret, 2012).

La identificacion de nuevos componentes del SAS como los BEE y BIM
puede ayudar a comprender mejor como interacciona toda esta red regulatoria.
Los datos de respuesta fisiolégica y molecular sugieren que estos factores son
reguladores positivos del SAS, posiblemente regulados por PAR1 mediante la
heterodimerizacion. Esto tendria un efecto a nivel de regulacion de la
transcripcion, mecanismo similar al que se ha descrito que utiliza HFR1 sobre
PIF4 y PIF5 (Hornitschek et al., 2012; Hornitschek et al., 2009), y de PAR1 que
sobre PIF4 (Hao et al., 2012).

Un aspecto fundamental del mecanismo de accion de los componentes
BEEs y BIMs es entender qué secuencias reguladoras une y qué genes regula.
Por eso se caracterizd los sitios de union a DNA mediante dos tipos de
técnicas: EMSA y microarrays (PBM). Los factores BEE y BIM al igual que los
PIFs, son proteinas que pertenecen a la familia BHLH. Basandonos en lo que
se sabe acerca de las caracteristicas de union a DNA de las BHLH, se preveia
que las proteinas BEE y BIM se unirian preferentemente a secuencias G-box
(CACGTG) en los promotores de genes dianas para regular la expresion
génica, tal como se ha confirmado para los PIFs (Heim et al., 2003; Hornitschek
et al.,, 2012; Hornitschek et al., 2009; Leivar et al.,, 2012b; Li et al., 2012;
Martinez-Garcia et al., 2000a; Toledo-Ortiz et al., 2003; Toledo-Ortiz et al.,
2010). Datos previos (realizados mediante ensayos EMSA e
inmunoprecipitacion de cromatina ChlIP) habian mostrado que BIM1 se unia
especificamente a unas E-box presentes en el promotor del gene SAUR15
(Yin, 2005). En el laboratorio previamente se intento, sin éxito, detectar
mediante ensayos ChIP esta unién utilizando plantas transgénicas 35S:BIM1-
GFP (Galstyan, 2011). Ademas en analisis de EMSA la unién de BIM1 a una
sonda que contenia un E-box era muy débil y dificil de detectar (Bou-Torrent,
datos sin publicar). Sin embargo, en este trabajo hemos demostrado que el

dBHLH de BIM1 se unia fuertemente a secuencias G-box in vitro (Figura 49b).
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A pesar de que hemos empleado una forma truncada de BIM1 (el dBHLH),
datos publicados indican que tanto la proteina PIF3 entera como sélo su
dBHLH correspondiente (igual al empleado en la Figura 49b) unian
fuertemente al DNA en estos ensayos EMSA (Martinez-Garcia et al., 2000a).
Estos resultados sugieren que probablemente la forma truncada dBHLH y la
proteina entera de BIM1 se comporta en estos ensayos de manera parecida, al
igual que se ha visto para PIF3. Una intensa banda correspondiente al
complejo de union Proteina/DNA se vio para el dBHLH de BEE2 (similar al de
BIM1) pero no para los otros BEE (BEE1 y BEE3) (Figura 49b), sugiriendo que
a pesar de que son parte de la misma familia quizas su estructura proteica
requiere de otras secuencias de reconocimiento para la union a DNA dentro o
fuera del dBHLH. Al estudiar la composicion aminoacidica del dBHLH se
identificaron residuos diferentes entre los dBHLH de BEE1 y BEE2 que podrian
ser responsables de la variacion en la union a la sonda que contenia la G-box
(Figura 50). Ensayos EMSAS empleando versiones mutadas de estos dBHLH
mostraron que este residuo afectaba la unidn a DNA de ambos factores.
Principalmente en el caso de BEE1 la mutacidn hizo mas débil el complejo
Proteina/DNA. Esto sugeriria que la glicina de la posiciéon 18 del dBHLH de
BEE1 es un residuo importante para su uniéon a DNA. Ademas, los resultados
de los EMSAS con las versiones mutadas indicaban que las diferencias de
unién observadas entre los BEEs no dependian sélo de ese aminoacido
diferente. Por tanto, contrariamente a lo hipotetizado en base a su secuencia
primaria sobre sus capacidades de unién al DNA, BEE1 tiene preferencia por
otro tipo de E-box o une un subtipo de secuencia G-box de mas de 6 pares de
bases (Figuras 50 y 51).

Ensayos in vitro usando la técnica PBM mostraron que BEE1 tiene una
preferencia de unién a una variante de G-box, que hemos llamado G-box+, que
esta flanqueada por algunos nucleotidos especificos (GCACGTGC) (Figura
53). Empleando la misma técnica vimos que BEE2 mostro preferencia de unién
por el motivo G-box, pero que las secuencias flanqueantes parecian tener poco
efecto en este reconocimiento (Figura 53).

A pesar de la diferencia de preferencia de union entre BEE1 y BEE2
detectadas, el motivo de este ultimo factor esta contenido dentro del de BEE1,

por lo cual quizas tendrian genes dianas en comun; esto seria ser consistente
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con los fenotipos aditivos de multiples mutantes en estos factores, de similar
manera que PIF4 y PIF5 (Hornitschek et al., 2012; Lorrain et al., 2008; Lorrain
et al., 2009; Nozue et al., 2007). También es posible que las diferencias de
union a DNA in vitro tengan menor relevancia in vivo. Por otro lado la secuencia
variante de BEE1 podria dar una explicacion de alguna funcion especifica de
este factor. Esto podria ser visto comparando sobreexpresores de ambos
genes como ya se ha visto para otros factores (Lorrain et al., 2008). En el
laboratorio hemos generado plantas 35S:BEE1-GR y 35S:BEE2-GR, que nos
permitiran en un futuro préximo analizar esta posibilidad.

Ensayos EMSAS empleando sondas que contenian los motivos de unién
obtenidos por técnica PBM y los dBHLH de BEE1 y BEE2, mostr6é un fuerte
complejo en el caso de BEE2 con G-box, no asi la de BEE1 a G-box plus
donde no se veia casi sefal del complejo (Figura 54). El resultado indicaba
que, para el caso de BEE2, su dBHLH es suficiente para unirse a el motivo de
DNA. Para BEE1 el resultado sugeriria que posiblemente existen residuos
afuera de su motivo dBHLH implicados en la union a DNA.

En cualquier caso, el conjunto de estos resultados confirmaban que
tanto BEE1 como BEE2 unian el DNA especificamente, lo cual es similar a lo
visto para otras BHLH (PIF4, PIF5, BIM1) también implicadas en el SAS
(Hornitschek et al., 2012; Yin et al., 2005). Por lo cual no seria raro que muchos
de los genes dianas regulados por PIF4 y PIF5 también estén regulados por
BEEs o BIMs. Entre este grupo de genes se encontrarian PIL1, YUC9, XTR7 y
HFR1, entre otros (Hornitschek et al., 2012; Leivar et al., 2012b), que tienen
motivos G-box en sus regiones promotoras. De hecho como se observo en los
resultados de expresion del triple mutante beel23 (como también de bim123)
estos genes tienen afectada su expresion en estas lineas indicando que estos
factores estarian regulando a estos genes (Figura 55).

Como se de dijo anteriormente, la identificacion de factores como BEE y
BIM puede ayudar a describir e interpretar la composicion y organizacién de las
redes regulatorias en las que estan implicaos estos factores, como las del SAS
u hormonales. Confirmando la uniéon de BEE2 y BIM1 a G-box, pudimos ver
que esta unién se ve ligeramente afectada en presencia de PAR1 comparada
con lo que ocurre con la versién mutada de PAR1 (PAR1eu66) (Figura 4.8).

Esto sugiere que PAR1, en su rol de cofactor, heterodimerizaria con BIM1 o
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BEEZ2 impidiendo que se unan a los promotores de sus genes dianas (Figura
21). De tal forma se estaria generando un mecanismo regulador usando uno
similar a lo publicado entre PAR1 y PIF4 (Hao et al., 2012).

BEEs y BIMs estan implicados con brasinosteroides (Friedrichsen et al.,
2002; Yin et al., 2005), asi como también con auxinas (Galstyan, tesis dcotoral
2010). En este trabajo, en presencia de giberelinas lineas con altas o bajas
cantidades de estos factores muestran que tanto BEEs como BIMs, tendrian un
rol en la modulacion de la sensibilidad de giberelinas, asi como anteriormente
se describio para PAR1, PAR2 y HFR1 (Figura 13). Posiblemente BIM1 o
BEE1 estén regulando genes, directos o no, implicados con el metabolismo o
sefalizacion de giberelinas. Por lo cual la heterodimerizacion de estos factores
con PAR1 impide que estos genes se expresen, teniendo como resultado
afectos a nivel fisiolégicos como la elongacion del hipocotilo. Una ejemplo de
esta suposicion es lo sugerido para el complejos regulatorio entre PIFs-
DELLAS-BZR1 (Bai et al., 2012; Gallego-Bartolome et al., 2012) donde
componentes hormonales (BZR1) y de luz (PIF4) tienen genes diana en comun

y se ven regulados por un cofactor (DELLA).

4.4. BEEs y BIMs como componentes de la red del SAS.

Si bien sabemos que el inicio de la sefalizacion en la respuesta a la
proximidad vegetal es phyB, tendriamos que comprender como se organizan el
resto de los componentes reguladores del SAS en la red transcripcional. De
esta forma se ha especulado que el resto de los componentes estén
organizados en modulos funcionales que regulan el SAS. Cada modulo estaria
compuesto por factores negativos y positivos que interaccionan entre si (BEE-
PAR1, HFR1-PIF, ATHBs-HATSs), con caracteristicas estructurales similares o
diferentes (BHLHs, HD-Zips o B-BOX DOMAIN PROTEIN (BBX)), y con
respuestas similares o diferentes en el tiempo/espacio. La existencia de
multiples componentes es consistente con la alta cantidad de factores
identificados como reguladores del SAS y proporciona una base molecular
sobre la robustez de la respuesta en la plantula en situacién de sombra,

ilustrando diferentes tipos de fenotipos visualizados en simples o multiples

145



mutantes de estos factores que se han visto previamente y también en este
trabajo (Crocco et al., 2010; Roig-Villanova et al., 2007).

Resultados moleculares del laboratorio mostraron que los factores BEEs
y BIMs, modulan la expresion de una serie de genes implicados en el SAS de
forma similar o diferencial (Figura 44). Ademas a nivel temporal se vio que los
BIMs estarian regulando la expresion de algunos de estos genes antes que los
BEEs (Figura 44). Esto podria sugerir que a pesar de que estos componentes
son reguladores positivos del SAS, su funcion la hacen en diferentes niveles,
formando parte de diferentes modulos. La generacion de un multiple mutante
entre los factores BEEs y BIMs, y los analisis moleculares y fisiolégicos,
permitié argumentar la posibilidad de que estos factores estuviesen actuando
de manera separada. Multiples mutantes con actividad reducida de BEE y BIM
(beel23;bim13;bim2/+) mostraron un fenotipo enano adulto y respuesta a
sombra fuertemente atenuada (Figuras 45 y 46). Dichos rasgos tan robustos
sugerian que la atenuaciéon de ambos conjunto de genes podian ir mas alla de
una aditividad, pasando a ser un caracter sinérgico. Este sinergismo podria das
a entender la posibilidad de que estos genes se encontrasen en modulos
diferentes.

Nuestros resultados de niveles de expresion de diferentes genes en la
linea beel23;bim13;bim2/+ mostraron perfileles con tendencia similares a las
del triple mutante bim123. Es decir en genes regulados opuestamente entre
beel23 y bim123 (Figura 44), el mutante beel23;bim13;bim2/+ presentaba la
misma regulacién que este ultimo (Figura 47). El unico caso en que el multiple
mutante tuvo similar perfil de expresion que beel23 fue en el gen IAA19, pero
este gen no mostraba regulacién por BIMs, y la regulacion por BEEs tampoco
era de gran significancia. Por otro lado, independiente del tipo de regulacién,
las diferencias mas notorias de expresion entre los triples y el multiple mutante
fue en XRT7 en los 3 tiempos analizados, aunque también se observaron
diferencias puntuales de expresion como en PIL1 y HFR1 a 8 h. Estos
resultados insinuarian algun grado de sinergia y por lo tanto que BEEs y BIMs
podrian estar en diferentes médulos. Pero lo comentado que la tendencia
regulatoria de la expresion de los genes analizados del mutante
beel23;bim13;bim2/+ sigue similar patron que bim123, es mas sugerente

habrian diferentes médulos, ya que da a entender que los genes BIMs estan
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sobre los BEEs, y que en un multiple mutante de estos factores predomina la
actividad de los BIMs.

Al intentar conseguir un sexto mutante beel23;bim123, solo se logro
conseguir mutantes beel23;bim13;bim2/+, que como comentamos
anteriormente presentaban fenotipos enanos en planta adulta, respuesta a
sombra simulada reprimida, tamafo de silicuas y aumento en el numero de
aborto (Figuras 45). La imposibilidad de conseguir el séxtuple mutante y el
analisis de los fenotipos sugeriria la importancia de estos factores en la
viabilidad de la planta y su implicacion en procesos de desarrollo. Se sabe que
por ejemplo BIM1 esta implicado con el desarrollo embrionario interaccionando
con factores como DORNROESCHEN (DRN), DORNROESCHEN-LIKE
(DRNL) y PHAVOLUTA (PHV) (Chandler et al., 2009). Ademas tanto BEES vy
BIMs son componentes de la via regulatoria de los brasinosteroides, hormonas
descritas que tienen un papel esencial en el crecimiento y desarrollo, y cuya
ausencia genera cambios drasticos del fenotipo de las plantas como son
enanismo dramatico, fertilidad disminuida, raices poco desarrolladas poco
desarrollo de las raices, cambios en la morfologia de las hojas, etc. (Wang et
al., 2012). Por lo tanto no seria raro pensar que estos factores estan implicados
en el desarrollo, ademas de tener su funcién en el SAS.

Asi como estos resultados han mostrado que los factores BEEs y BIMs
ademas de ser reguladores del SAS tendrian un rol en el desarrollo, hay
informacion que describe a componentes del SAS implicados con procesos de
desarrollo o viceversa. Por ejemplo REV, mencionada anteriormente, pertenece
a la familia HD-Ziplll, y esta implicado en procesos de patrones de desarrollo
basicos. Ademas regula directa y positivamente varios genes involucrados en
el crecimiento mediado por sombra (HAT2, HAT3, HAT4, ATHB4) asi como
también componentes de la biosintesis de auxinas (YUCA5 y TAA) (Brandt et
al., 2012). En el mismo contexto las plantas dobles mutantes athab4hat3,
deficientes en los reguladores del SAS ATHB4 y HAT3, muestran cambios a
nivel de desarrollo de embrion, cotiledones y hojas. El cambio en los
cotiledones y hojas es a nivel de la polaridad entre los dominios adaxial y
abaxial, un proceso en el cual también participan varias HD-Ziplll, como REV,
PHB y PHV (Bou-Torrent et al., 2012). Por otro lado PIF4 y PIF5, definidos

como reguladores positivos del SAS, también se han implicado en el desarrollo
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del carpelo (Reymond et al., 2012). El conjunto de observaciones permitiria
especular que los factores BEEs y BIMs podrian estar implicados en procesos
de desarrollo quizas mediante interacciones con otros factores formando
diferentes complejos reguladores, generando asi la capacidad de actuar en
diferentes programas de regulacién génica, como por ejemplo en el desarrollo.
En resumen, aqui se han presentado resultados sobre el posible
mecanismo molecular por el cual PAR1, regulador negativo del SAS, podria
modular la actividad de union al DNA (y por tanto la actividad transcripcional)
de otros factores. Entre estos factores hemos identificados a los BEEs y BIMs,
que actuan como reguladores positivos del SAS. Hormonas como auxinas vy
giberelinas estan implicadas en el SAS, y su regulacién podria depender de
factores como los nombrados anteriormente. Todo esto nos lleva a sugerir un
esquema de la composicion de redes regulatorias como el SAS u hormonales
(Figura 56), que muestra que la red reguladora del SAS no es una respuesta
independiente y comprometida con la regulacion del SAS unicamente. Por el
contrario, la gran cantidad de factores en comun y compartidos con otras redes
reguladoras, apuntan que esta red preexistente también participa en la

regulacion de procesos de desarrollo vegetal.
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5. CONCLUSIONES.
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Conclusiones

1. La proximidad vegetal afecta la sensibilidad a giberelinas. Ademas,
reguladores del SAS como PAR1, PAR2, HFR1, BEEs y BIMs, cuyos niveles se
modifican por sombra simulada, también alteran la sensibilidad de las plantulas
a giberelinas. Esto sugiere la posibilidad de que esta modificacion de la
sensibilidad se deba a cambios en los niveles de factores reguladores del SAS

modulados por las condiciones de sombra simulada.

2. El efecto de tratamientos de sombra simulada en la expresidén de genes de la
biosintesis de giberelinas y la estabilidad de la proteina marcadora GFP-RGA
estaba alterado en mutantes de sintesis o sefalizacion de auxinas. Esto
sugiere que el rapido incremento en los niveles de auxinas tras la percepcion
de sombra simulada podria ser necesario para la biosintesis y accion de las

giberelinas en este proceso.

3. Los analisis de la sobreexpresion de fusiones traduccionales de PAR1 al
activador de la transcripcion VP16 apoya que PAR1 no es capaz de unir DNA,
por lo cual actuaria como un cofactor transcripcional para regular la expresion
de genes como SAUR15 y SAURGS.

4. Se identificaron factores interactores de PAR1 (o POFs) pertenecientes a la
familia de BHLHs. Los analisis fisiologicos y moleculares de varios mutantes
simples y dobles de inserciéon de T-DNA deficientes en estos POFs sugiri6 la

existencia de redundancia génica entre estos componentes.

5. Los factores BEEs y BIMs fueron identificados previamente como
interactores de PAR1 mediante cribado empleando el sistema de Y2H. Estos
factores son reguladores positivos del SAS, y actuarian en la via del fitocromo
B. Mediante la técnica de Y2H y BiFC se confirmé la interaccion de PAR1 con
los factores BEEs. Analisis EMSA y PBM han demostrado que las proteinas

BEE1, BEE2 y BIM1 se unen a secuencias de DNA que contienen la G-box; la
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uniéon de BEE1 es mas restringida que la de BEE2 por los residuos aledaros al
motivo mencionado. Ademas la uniéon a DNA de BIM1 y BEEZ2 se vio atenuada
en presencia de PAR1, apoyando que el mecanismo molecular de PAR1 seria
el de heterodimerizar con BIM1 y BEE2 (y otros POFs con capacidad de unir
DNA), impidiendo que estos factores se unan a los promotores de sus posibles

genes dianas.

6. Analisis moleculares de los mutantes beel23 y bim123 sugieren que los
BEEs y BIMs controlan diferentes respuestas moleculares. Esto sugiere que
estos factores actuan en diferentes modulos de la red transcripcional
reguladora del SAS. Finalmente, ademas de los analisis genéticos, los
fenotipos enanos robustos y la baja fertilidad del multiple mutante
beel23;bim13;bim2/+, y la imposibilidad de lograr un séxtuple mutante
indicaron que los BEEs y BIMs no so6lo estarian participando en la regulacién
del SAS sino también en la del desarrollo, ya que se requieren para la

viabilidad de la planta que crece en ausencia de proximidad vegetal.
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6. MATERIALES Y METODOS.
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Materiales y métodos.

Los protocolos usados en este trabajo fueron realizados de acuerdo a lo descrito en
Molecular cloning: A laboratory Manual (Sambrook, 2001) y Current Protocols in
Molecular Biology (Ausubel, 1989).

Para la mayor parte de los experimentos se usé agua destilada. En el caso de
experimentos moleculares se utilizd agua Milli-Q (ddH20). En ambos casos y en la
preparacion de soluciones y medios, estos se esterilizaron por autoclave de vapor de
agua a 120°C de 12 a 20 min dependiendo del material a autoclavar. El pH del material

fue ajustado antes de la esterilizacion.

6.1. Material Biolégico.
6.1.1. Material Bacterioldgico.

6.1.1.1. Cepas bacterianas.

En este trabajo se usaron las siguientes cepas:

-DR5aF": cepa de Escherichia coli usada en clonacion de vectores.

-TOP10: cepa de E. coli usada en clonacion de vectores.

-C1C58/GV2260: cepa de Agrobacterium tumefaciens usada para transformar vectores

binarios empelados en la trasformacion de plantas.

6.1.1.2. Medios de cultivos.

Los medios, tampones y soluciones usadas fueron las siguientes:

- Medio LB pH 7,5 (autoclavado): bactotriptona 100 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
NaCl 10 g/L y agua destilada. Ajustar el pH con NaOH 10 N. Para el medio sélido se
agregan 15 g/L de agar.

- Medio YEB pH 7,2 (autoclavado): extracto de carne 5 g/L, extracto de levadura 1
g/L, peptona 5 g/L, sacarosa 5 g/L, MgSO4 1 M y agua destilada. Para el medio so6lido
se agregar 15 g/L de agar.

Antibioticos utilizados en los medios de cultivos bacterianos.
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A continuacion se presenta la Tabla 6 con los diferentes antibidticos utilizados en los

medios bacterianos utilizados:

Concentracion de Trabajo
Antibidico Stock Disolvente| E. coli A. tumefaciens | A. thaliana
Carbinicilina (Cb) | 100 mg/mL | Etanol 50% | 100 ug/mL 100 ug/mL
Kanamicina (Km) | 50 mg/mL Agua 25 ug/mL 25 ug/mL 25 ug/mL
IPTG 28,3 mg/mL Agua 23,8 ug/mL
X-GAL 20 mg/mL DMF 40 ug/mL
Rifampicina (Rf) | 50 mg/mL DMSO 100 ug/mL
Higromicina (Hyg)] 50 mg/mL AGUA 30 ug/mL
Cefotacima (Cf) | 100 mg/mL 100 ug/mL

Tabla 6. Antibiéticos utilizados para trabajar con E. coli, A. tumefaciens y con A. thaliana
6.1.1.3. Condiciones de cultivos de bacterias.
E.coli se crecio a 37°C. En el caso de cultivos liquidos, se crecieron a la temperatura
sefalada con agitacion a 250 rpm.

A.tumefaciens se crecié a 28°C. Para los cultivos liquidos se crecieron a la temperatura

sefialada con agitacion a 250 rpm.

6.1.1.4. Obtencion de células competentes para choque térmico.

Protocolo utilizado para la obtencion de células competentes por choque térmico de E.

coli:
1. Inocular 50 mL de medio LB con 1 colonia aislada.
2. Incubar en agitacion (300 rpm) a 37°C hasta una D.0.600= 0,5 = 0,1 (~2-
3 h).
3. Enfriar el cultivo en hielo durante 10 min.

4. Centrifugar el cultivo por 10 min a 4000xg (4°C).

5. Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 15 mL de tampon
TBF1.
6. Incubar en hielo durante 10 min.

7. Centrifugar durante 10 min a 4000xg (4°C).
8. Descartar el sobrenadante e invertir el tubo durante 1 min para eliminar
cualquier resto de tampon TBF1.

9. Resuspender el sedimento en 2 mL de tampon TBF2 (frio).
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10.  Preparar alicuotas de 100 pL las células en tubos Eppendorf estériles (en

hielo). Congelarlas en nitrégeno liquido. Almacenar a -80°C.

Les células competentes se deben de probar antes de utilizarlas con 10 ng de un

plasmido control y asi determinar la eficiencia.

Soluciones empleadas:

- Tampoén TBF1 (esterilizacion por filtracion): KOAc 30 mM pH 5,8 (ajustar con
AcOH 2 N), MnCI2 50 mM, CaCl2 10 mM, RbCI 100 mM, glicerol 15 % (v/v).

- Tampoéon TBF2 (esterilizacion por filtracion): MOPS 10 mM pH 7 (ajustar con
NaOH 10 N), CaCl2 75 mM, RbCl 10 mM, glicerol 15 % (v/v).

6.1.1.5. Obtencion de células electrocompetentes.

Descripcion del protocolo utilizado para la obtencién de células competentes por
electroporacion de A. tumefaciens C1C58/GV2260.
1. Inocular 2-3 mL de_medio YEB suplementado con rifampicina (+Rf) y
carbenicilina (+Cb) con una colonia de la cepa de A. tumefaciens. Crecer toda la
noche (O/N, del inglés overnight) en agitacion a 28°C.
2. Inocular un cultivo de 200 mL de medio YEB+Rif/Cb con 2 mL (1/100
vol) del cultivo crecido O/N. Incubar a 28°C en agitacion hasta que la

D.0.600=0,5-0,8 (~2,5-3 h).

3. Enfriar el cultivo en hielo de 15 a 30 min.
4. Centrifugar durante a 20 min a 4000xg a 4°C y descartar el sobrenadante.
5. Resuspender las células en 1 volumen del cultivo inicial de agua estéril

enfriada en hielo. Tener precaucion de no lisar las células.

6. Centrifugar durante 20 min a 4000xg a 4°C y descartar el sobrenadante.

7. Resuspender las células en '2 volumen del cultivo inicial de agua estéril
enfriada en hielo. Repetir el paso 6.

8. Resuspender las células en 1/50 volumen del cultivo inicial en glicerol

10% enfriado en hielo. Repetir el paso 6.
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9. Resuspender las células en 1/100 volumen del cultivo inicial de glicerol
10% enfriado en hielo. La concentracién de células debe ser 1-3 x 10"
células/mL.

10.  Hacer alicuotas de 50 pL, congelar en nitrégeno liquido y guardar a -

80°C.

6.1.2 Material de levadura.

6.1.2.1. Cepas de levaduras.

Las siguientes cepas fueron usadas en este trabajo:

- AH109: cepa de Saccharomyces cerevisiae, auxotrofica para triptofano (T) y leucina
(L), usada para el sistema doble hibrido, del tipo Cotransformacion.

- PJ694a: cepa de Saccharomyces cerevisiae, auxotrofica para triptofano (T) usada para
el sistema doble hibrido, del tipo Mating.

- YM4271a: cepa de Saccharomyces cerevisiae, auxotrofica para leucina (L) usada para

el sistema doble hibrido, del tipo Mating.

6.1.2.2. Medios de cultivos.

- Medio SD- (450 mL): 3,35 g de Yeast Nitrogen Base (without amino acids), 10 g D-
glucosa, 10 g Agar (Difco o BD). Ajustar el pH a 5,8 en un volumen de 450 mL.
Autoclavar el medio durante 15 min.

6.1.2.3. Condiciones de cultivos de levaduras.

Todas las cepas usadas se crecieron a 28°C. Para los cultivos liquidos se crecieron a la

temperatura sefialada con agitacion a 250 rpm.

6.1.3. Material Vegetal.

En este trabajo se ha utilizado la especie Arabidopsis thaliana como modelo de estudio.

Los ecotipos utilizados han sido: Columbia-0 (Col-0) y Landsberg erecta (Ler).
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6.1.3.1. Lineas de ganancia y pérdida de funcion utilizadas.

En las Tablas 7 y 8 se describen las lineas de ganancia y pérdida de funcion utilizadas.

Mutante Ecotipo Informacion relevante
bee3-2 Col-0 SALK_029329

bee2-2 Col-0 SAIL 527 CO1
bhlh48-1 Col-0 SALK 092968
bhlh48-2 Col-0 SAIL 324 A08
bhlh48-3 Col-0 SALK 013047
bhlh49-1 Col-0 SALK 081687
bhlh49-2 Col-0 SALK 081696
bhlh49-3 Col-0 SALK_135188
bhlh60-1 Col-0 SALK 002003
bhlh60-2 Col-0 SAIL 163 D11
bhlh62-1 Col-0 SALK 122534
bhlh62-2 Col-0 SAIL 27 A03
bhlh62-3 Col-0 SALK 091124C
bhlh64-1 Col-0 SAIL_77 DO1
bhlh64-2 Col-0 SALK 090958
bhlh74-1 Col-0 SALK 027284
bhlh77-1 Col-0 SALK 054791
bhlh77-2 Col-0 SALK 054967
bhlh77-3 Col-0 SALK 055159
bhlh77-4 Col-0 SALK 054783
bhlh77-5 Col-0 SAIL 383 B08
bhlh78-1 Col-0 SALK 085759
bhlh78-2 Col-0 SALK 127100
bhlh78-3 Col-0 SALK 091535
bhlh78-4 Col-0 SALK 076836
bhlh78-5 Col-0 SALK 055840
bhlh79-1 Col-0 SAIL 579 A06
bhlh79-2 Col-0 SAIL 897 CO08
bhlh79-3 Col-0 SALK 142716
bhlh75-1 Col-0 SAIL 148 HO1
bhlh75-2 Col-0 SAIL_674_A01
bhlh31-1 Col-0 SALK 089219
bhlh31-2 Col-0 SAIL 865 GO01

phyB-9 Col-0 Cedida por el Dr. P. Quail

hfrl1-5 Col-0 SALK 049497

pill-4 Col-0 SALK 043937

sav3-5 Col-0 SALK 022743

par2-1 Col-0 SALK 109270

PAR1 RNAI Col-0 Cedida por la Dra. | Roig-Villanova

bim123 Col-0 Cedida por la Dra. J. Chory
beel23 Col-0 Cedida por la Dra. J. Chory

Tabla 7. Lista de mutantes de pérdida de funcion usados.
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Linea trasngénica -Descripcién Informacién Relevante

. ) i } Plantas tranformadas con pBF1 (Roing
35S8:PAR1-G Sobreexpresién PAR1-GFP Villanova et al, 2007)

. L Plantas tranformadas con pSP14
358:PAR1-GG Sobreexpresion PAR1-Gus-GFP (Roing-Villanova et al, 2007)

. " Plantas tranformadas con pJB2 (Roing
35S:PAR2 Sobreexpresién de PAR2 Villanova et al, 2007)
35S:PAR2-G Sobreexpresion de PAR2-GFP Plantas tranformadas con pJB4 (Roing

Villanova et al, 2007)

. " Plantas tranformadas con pIR33
358:PAR1-GR Sobreexpresiéon PAR1-GR (Roing-Villanova et al, 2007)
355-PAR1-V Sobreexpresion PAR1 fusionado al|Plantas tranformadas con pNC7

) dominio de activacion de VP16 (Galstyan et al, 2010)
355-PAR1-VG Sobreexpresion PAR1  fusionado allPlantas tranformadas con pNC11

) dominio de activacion de VP16 y a GR (Galstyan et al, 2010)

BIM10X Sobreeexpresion de BIM1-HA gggga por la Dra. J. Chory (Yin et al.
" Cedida por la Dra. J. Chory
BEE10X Sobreexpresién de BEE1-LUC (Friedichsen et al. 2002)

- L g Plantas tranformadas con pJB43
358:G-BH Sobreexpresion de GFP-BH, HFR1 (Galstyan et al, 2010)

. L Plantas tranformadas con pJB44
35S:G-H Sobreexpresion de GFP-H, HFR1 (Galstyan et al, 2010)

RGA:GFP-RGA Sobreexpresién de RGA-GFP Djakovic-Petrovic et al, 2007

Tabla 8. Lista de lineas transgénicas usadas.

6.1.3.2. Condiciones cultivo en invernadero y fitotron

-Condiciones del invernadero: de 22 + 2°C de temperatura, humedad ambiental del

55%, 14h de luz y 10h de oscuridad, aproximadamente.

- Condiciones de fitotron Dia Corto (SD): 22°C de temperatura, 8h de luz y 16h de

oscuridad. Sin control de humedad.

- Condiciones de fitotrén Dia Largo (LD): 22°C de temperatura, 16h de luz y 8h de

oscuridad. Sin control de humedad.

Soluciones empleadas:

- Solucion de fertirrigacion: Solucion de Hoagli yArnon (Hoagli i Arnold, 1938)
modificada por Johnson y col., (1957). NOsK 8,4 mM, NH4NO; 1,2 mM, K,;HPO4 1,2
mM, KH,PO4 1,2 mM, Ca(NO3),x4H,0 2,5 mM, MgS04x7H,0 0,7 mM, SO4Fex7H,0O

0,6 mM. Esta solucion se complementa con el quelante de hierro Kelamix 35 mg/L y

con microelementos 0,4 g/L.
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6.1.3.3. Condiciones de cultivo en placa.

Las plantulas van a crecer en placas en camaras de luz continua o dia largo (SD).
- Condiciones de camara de luz continua: 22°C de temperatura y con
humedad del 94%.
- Condiciones de fitotron Dia Corto (SD): 22°C de temperatura, 14 h de
luz y 10 h de oscuridad. Sin control de humedad.

6.1.3.4. Medios de cultivos.

Para la germinacion y crecimiento de las plantulas en placas de Petri, se va a utilizar
medio Murashige y Skoog (MS).

- Medio GM-0,5x pH 5,8 (autoclavado): medio Murashige & Skoog con vitaminas
2,15 g/L, MES 0,25 g/L. Ajustar el pH con KOH 10 N, y 8 g/L de bactoagar.

- Suplementos utilizados en los medios de cultivos de plantas. En la Tabla 6 se

presentan los antibidticos usados en planta

6.1.3.5. Plasmidos.
6.1.3.5.1. Vectores.

a) Vectores de clonaje de productos de PCR.
- pCRII-TOPO (Invitrogen): Vector utilizado para clonar productos de PCR por
el sistema T/A, Cb®, Km".
- pCR2.1 (Invitrogen): Vector utilizado para clonar productos de PCR por el
sistema T/A, CbR, Km®.

b) Vectores Binarios para transformacion en plantas.
- pCambial302: Permite la sobreexpresion de fusiones traduccionales de un gen

de interés en marco de lectura con GFP, bajo el promotor constitutivo 35S. Km"

en bacterias, Hyg" en plantas.
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- pBinAr: Permite la sobreexpresion de un gen de interés bajo el control del

promotor constitutivo 35S. Km" en bacterias, Km" en plantas.

¢) Vectores de Doble Hibrido.

- pGADT7: Vector utilizado para fusién traduccional entre el dominio de
activacion GAL4 con el gen de interés. Cb" en bacterias, y Leu en levaduras.

- pGBKT7: Vector utilizado para fusion traduccional entre el dominio de unién a
DNA GAL4 el gen de interés. Km® en bacterias, y Trp en levaduras.

- pDTI1: Vector usado como control positivo en los experimentos de Y2H.
Posee el dominio N-terminal de antigeno SV40 fusionado el dominio de
activacion GAL4. Cb® en bacterias, y Leu en levaduras.

- pVA3: Vector usado como control positivo en los experimentos de Y2H. Posee
el dominio N-terminal de p53 fusionado al dominio de uniéon a DNA de GALA4.

Km" en bacterias, y Trp en levaduras.

d) Vectores de produccion de proteina.
- pGEX: Vector usado para producir una proteina de interés fusionada a la GST.
Cb® en bacterias.
- pMALc2x: Vector usado para producir una proteina de interés fusionada a la
MBP. Cb® en bacterias.

f) Vectores de bombardeo.

- 35S:RFP: Sobreexpresion constitutiva de la proteina roja fluorescente (RFP).

6.1.3.5.2. Constructos.
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6.1.3.6.

Oligonucledticos.

Lista de oligos usados de detalla la Tabla 10:

Oligo Secuencia Gen Descripcion
NCOT COGGATOCTACCCATACGACGT TOCGG VP16.AD, con sitio BamHl en 5 Clonacion
NOOZ COGGATCCAAACTTGTGATCTGCCTAG VP16-AD, con sitio BamHl en 3 Clonacion
NCO4 GCTATCICCAGTTCTTCTGG bhin6a-1 Genotipado y sonda para RNA biot
NCO5 GAMAGTCATTGATTGGTGC bhinG2-1 Genotipado y sonda para RNA biot
NCOB AGGCTTAMMAACTGGGCTGC bhin62-1 Genotipado y sonda para RNA biot
NOO9 TTGGAACACTAGTTGOGAGG bhih7e-2 Genotipado
NCOT0___|CATCCTTTGACACAAGAGCG bhih7e-2 Genotipado y sonda para RNA biot
NCOT8___ | TCACAGGTOCTCCAGAAGG bee2-2 Genotipado
NCO19 | CAGGCCAAAAGGCATCTCC bee2-2 Genotipado
NCO20 | AGAGAAAATGGACAACGAGC bhih7e-3 Genotipado y Clonaje
NCO24 | AAACGCACGAATGAAGCTGC bhihig-3 Genotipado
NCO25 | ACGATACTACACTCCTCACC bhihig-3 Genotipado
NCO26 | GGOGTATAMAAMACGTGIGG bhih64-2 Genotipado
NCO27 __ |ATTGGCTGAAACTACTCICC bhin64-2 Genotipado
NCO28___|ATCTOGTCAAGCATCGTAGC beel-1 Genotipado
NCO29 | CTTTGOGATGATAGGITAGG bhihA9-1, bhind9-2 y bhindg-3 Genotipado
NCOB0 | TGCAAATCACCCTOCCATCC bhih49-1, bhind9-2 y bhih49-3 Genotipado
NCO31 | ATGOCCTTGTATGCAAAGGC bhih7a-1 Genotipado
NCO32 __ |AGACTGTGACTATTAGIGGC bhih7a-1 Genotipado
NCOB3 | GGGTTTTCTTGAGAATTOCC bhih77-1, bhih77-2, bhih77-3, bhin77-4y bhih77-5_|Genotipado
NOCO34 __|AGACTATGGCTATCAGTTGC bhih77-1, bhih77-2, bhih77-3, bhih77-4y bhih77-5_|Genotipado
NCO35 | ATCCACAACCOCATCATTGC bhih3L-1 Genotipado
NCO36 | TCCGCTAGATTAAACGGTCC bhih31-1 Genotipado
NCO37 | TAGATGAAGTGTGTGATGGG bhih31-2 Genotipado
NCOB8____|CACTOCGTTTATTGCAATGC bhih3L-2 Genotipado
NOCO39 | AGAGATGCATTGICCTTIGG bhih7o-1 Genotipado
NCOJ0 | GAGOGAGTAMAGACTCGACC bhih79-1 Genotipado
NCO4T | CTGAGGAATCTACAGTCACC bhih79-2 Genotipado
NCO%2 | CTCGCTCTGCTAAACTATGC bhih79-2 Genotipado
NCOI3 | APACTAGGAGATGGAGAAGC bhih7e-3 Genotipado
NCOM | TACTGGAAAAGCACTGATGC bhih78-4y bhih735 Genotipado
NCO45 | TAAGTGAGTGAAGCTTCTGG bhih78-4y bhih785 Genotipado
NCO46 | CGATTAATAACGAACCACCC bhinG2-3 Genotipado
NCO47 __|CTTGTCGTTGCAATGATIGG bhih62-3 Genotipado
NOCOb1 | COGTCGACTATTATGGCAAATTTOGAG BEEL, consiioSall en 5 Clongie
NCO52 | COGTCGACCTCAGAAATGGOGAATCTC BEE3, consiioSall en 5 Clongie
NCO53 | AACCATGTGCAMCTTTACAGC bhindg-3 'sonda para RNADIot
NCO54___|aacT TAGAGCTCGATTTTCACC bhinds-3 'sonda para RNAblot
NOCOB5 | CGGAATTCAAAGAGAGAGAAGTTGTTCATG dBHLHBEEL, con sitio EcoRl en5' Clondie
NCOB6____| COGTCGACAAAGTCATAMACGAACTTGC dBHLHBEEL, con'sitio Sall en 3’ Clongie
NOOB7 | CGGAATTOCAGAAACCAGATTACATTCATG dBHLHBEEZ, con sitio EcoRl en 5° Clongie
NOOB8 | COGTOGACACACTCAAGTTCTGGATTTATG dBHLHBEEZ, con sitio Sall en 3 Clongie
NOOBY9 | CGGAATTCAMGAGAGAGAAGTTGTTCATG dBHLHBEES, con sitio EcoRl en5' Clonsie
NOO70___|COGTCGACAAAGTCATAATACGAACTTGC dBHLHBEES, con sitio Sall en 3 Clonaie
NOO77___ | CGGAATTOGCAGATGTGAGAGGCTCTCCTA dBHLHBIML, con sitio EcoRl en 5 Clongie
NOO78 | COGTOGACCTTOGCAGGT TOGTGATTCCAT (dBHLHBIML, oon sitio Sall en 3 Clongie
NOOT9 | CTTCCATCAACGTTCTOGAGC (GA200xL(Curabaetal,,2004) GPCR
NOOB0 | GGTTTTGAAGGTCGATGAGAGG GA200xL(Curabeetal.,2004) GPCR
NOOB1____|AGAMACCT TCCATTGACATTCCA GA200x2 (Curabeetal. 2004) GPCR
NOOB2 | AGAGATCGATGAACGGGACG GA200x2 (Curabeetal. 2004) GPCR
NOO%6 | GGOCGAGGTGAGTAGGGCACGTGCACACGTCTTCCGAA. | Gbox+ Generacion de sonda para EVGA
NOOS7 | GGTTCGGAAGACGTGTCCACGTGCCCTACTCACCTOGG | Gbox+ Generacion de sonda para EVSA
NOCOT02___|CGGGT TCGGOGAGAGAAAATAMCGAGAGATTAAG mutacion deglicna por giutamico en BEEL Clondie
NOO103__|CTTAATCTCTCGTTTATTTTCTCTOGOCGAACCOG mutacion deglicina por glutarrico en BEEL Clonaie
NCOT04___ | AGGGCAAGAAGAGGAAAGATAAGCAAGAAGATG mutacion de glutamico por glicina en BEE2 Clonaie
NCO105  |CATCTTCTTGCTTATCTTTCCTCTTCTTGCCCT rmutacion de glutarmico por glicina en BEE2 Clonaje
NCO106___|COGTCGACCTTCATGGACTIGTCTGTA BEE2, con sitio Sallen 5 Clonsie
JO3%0 ACCTCCTTCGOGT TAACTGTC brihds-Ly bhihdg-2 Genotipado y sonda para RNA biot
10391 GCTATGGTTATCAGTAGCTTG bhihdg-Ly bhihdg-2 Genolipado y sonda para RNA biot
0392 CGTTTATGGATCTGACTGGAG bhih60-L Genotipado y sonda para RNA biot
10393 ACAGOCTGGGACCAGTTOCTG brih60-L Genotipado y sonda para RNA biot
J03%4 TCATTACAACGTCAAGTGGAG brih60-2 Genofipado y sonda para RNA biot
J03%5 AACTTACAGCTOCATTTTGAC bih60-2 Genolipado y sonda para RNA biot
JO3% AGACACAGCTTAGCAGAMAGG bhih64-L1 Genolipado y sonda para RNA biot
10397 TGCTTAGTAATGAAAMACCGAG bnih6a-L Genotipado
2X355 CTTCGGAAGACOCTTCC pNC? Genofipado
UNIVERSAL | GTAAAACGACGGCCAGT pNCE Genolipado
JO289 TCAATGGAAGAMACTCTAGOCAC pNC7 Genolipado
REVERSE | CAGGAMACAGCTATGAC pNCG Genolipado
GO26 AAGATGAGAACCGGAAAAGC BIM2 Genotipado y Clonale
Go27 GAGAAATGTCAGAGTGTTTIC BIMZ Genofipado y Clonaie
GO28 ACTAGTAACTCTCATGATATC BIMB Genoiipado y Olonaie
GO29 CAGATCTTATCGTATTCTC BIM3 Genolipado y Clonaie
GO30 ACCTCTCATGTTTACTCTCTC BIML Genotipado y Clonaie

Tabla 10. Oligonucleétios usado en este trabajo.
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6.2. Metodologia.

6.2.1. Técnicas de biologia molecular de los acidos nucleicos.

6.2.1.1. Obtencion de DNA plasmidico.

Se emplearon 2 métodos de extraccion de DNA plasmidico dependiendo del grado de

pureza deseado.
a) Minipreparaciéon mediante lisis alcalina. Este método, basado en lo descrito por
(Sambrook, 2001), se utilizd en pasos intermedios de clonaje y para la comprobacion de

los plasmidos mediante digestion por PCR.

Procedimiento:

1. Inocular una colonia aislada en 3 mL de medio LB suplementado con los
antibioticos requeridos. Incubar O/N

2. Transferir todo el cultivo a un tubo Eppendorf de 1,5 mL y centrifugar 1
min en microcentrifuga a velocidad maxima (13000 rpm). Descartar el
sobrenadante.

3. Agregar 150 pL de tampon P1. Resuspender el pellet de bacteria con
ayuda del vortex.

4. Agregar 150 puL del tampon P2. Agitar suavemente el tubo por inversion
unas 4-5 veces. Incubar < 5 min a temperatura ambiente (TA).

5. Agregar 150 pL del tampdn P3 y mezclar rapidamente por inversion unas
4-5 veces. Dejar reposar 15-20 min en hielo. Centrifugar 10 min a velocidad
maxima.

6. Pasar el sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf, agregar 900 uL. de
etanol absoluto. Incubar 2 min a TA. Centrifugar 10 min a velocidad maxima.

7. Descartar el sobrenadante y agregar 700 pL de 70% (v/v) etanol.
Centrifugar 5 min a velocidad maxima.

8. Descartar el etanol y dejar secar el sedimento de DNA al aire por 10 min
hasta que se evapore todo el etanol.

9. Agregar 50 pL de TE 1x o agua. Guardar a 4°C.
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Soluciones empleadas:

-Tampén P1 (guardar a 4°C): Tris-HCl 50 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, RNasa 100
ug/mL.

-Tampé6n P2 (guardar a TA): NaOH 200 mM, SDS 1% (p/v).

-Tampon P3 (guardar a 4°C): KAc 3 M pH 5,5.

-Tampén TE 1x pH 7,4: Tris-HC1 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM.

b) Minipreparacion de DNA plasmidico de alta calidad. Se utilizo el kit QIAprep

Spin Miniprep de Quiagen, siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante.

6.2.1.2. Clonaje de fragmentos de DNA en vectores.

Se emplearon las siguientes técnicas de ingenieria genética, las cuales se detallan a

continuacion.

6.2.1.2.1. Reacciones de modificacion de DNA.

Para las reacciones de modificacion de DNA (como la digestion de fragmentos de DNA
con enzimas de restriccion, ligaciones, desfosforilacion de extremos de DNA, relleno de
extremos cohesivos, etc.), se utilizaron enzimas comerciales (Promega, Boehringer-
Manheim, NewEngland Biolabs, etc.) siguiendo el protocolo general descrito por
(Ausubel, 1989; Sambrook, 2001), y las condiciones aconsejadas por cada fabricante.
En la presente memoria solo se detalla aquellas que fueron de especial importancia o si

el protocolo supuso alguna modificacion sobre el original.
6.2.1.2.2. Transformacion de células competentes de E. coli por choque térmico.
La transformacion de células de E. coli se utilizd para la obtencion de plasmidos de

ligaciones. Las células competentes se transformaron por choque térmico segin el

siguiente protocolo.

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

competentes.

2. Agregar 1-5 pL (10-20 ng) de DNA y mezclar suavemente.

3. Mantenerme la mezcla en hielo por 30 min.

4. Hacer un shock térmico de 1,5 min a 42°C.

5. Transferir el tubo a hielo por 2 min.

6. Agregar 900 pL de medio LB sin antibidticos. Incubar el tubo en

agitacion a 250 rpm a 37°C por 1 h para recuperarlas del choque térmico.
7. Plaquear diferentes volumenes de la transformacion en medio LB s6lido
con el antibiotico de seleccion escogido.

8. Incubar las bacterias a 37°C O/N.

6.2.1.2.3. Transformaciéon de células competentes de A. tumefaciens por

electroporacion.

La transformacion de células de A. tumefaciens con plasmidos binarios permite
introducir transgenes en Arabidopsis mediante transformacion por infiltracion floral.
Las células competentes se transformaron por electroporacion segin el siguiente

protocolo.

Procedimiento:

1. Descongelar una alicuota (50 uL) de células electrocompetentes en hielo.
Agregar 1-2 uLL. de DNA (el DNA ha de estar disuelto en una solucion de baja
fuerza i6nica, como por ejemplo TE, o agua desionizada). Mezclar bien e
incubar en hielo por 5 min.

2. Enfriar las cubetas de electroporacion (de 0,1 cm) en hielo, previamente
esterilizadas con etanol. Agregar la mezcla de células y DNA.

3. Electroporar a un voltaje de 1,7 kV. Inmediatamente, transferir las

células a un tubo con 1 mL de medio de cultivo YEB sin antibidticos.

4. Incubar las células a 28°C durante 2 h para recuperarlas de la
electroporacion.
5. Plaquear diferentes volumenes en medio YEB con los antibioticos

selectivos afiadidos.

6. Incubar a 28°C durante 2-3 dias hasta la aparicion de colonias.
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7. Comprobar las colonias por PCR con oligos especificos.

6.2.1.2.4. Transformacion de células competentes de levaduras por choque térmico.

La transformacién de células Se parte de células competentes de levadura congeladas a -

80°C.

Procedimiento:

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

(10mg/ml)*, 69 pL agua estéril (Volumen total de 360 puL para 1 transformacion).
Agitar la mezcla con vortex.
1. Dejar descongelar las células competentes en hielo. Centrifugar el tubo 1
min a 14000 rpm. Retirar el sobrenadante con cuidado.
2. Agregar los 360 pL de la mix. Afadir 5 pL del plasmido de DNA (0,1
pg/ul). Incubar a 28°C-30°C en agitacion durante 30 min.
3. Anadir 36 uL. de DMSO. Incubar en bafio a 42°C durante 15 min.
4. Centrifugar a 14000 rpm durante 1 min. Aspirar el sobrenadante y
resuspender las células en 200 uL. de agua estéril. Plaquear 50 uL. y 100 pL en
dos placas del medio adecuado de seleccion.
5. Incubar placas a 30°C durante 2-5 d.
*El ssDNA (DNA de esperma de salmon congelado a -20°C) se desnaturaliza durante 3
min a 95°C

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

La amplificacion de fragmentos de DNA mediante el método de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) (Saili y col., 1988) se
llevd a cabo empleando oligonucledtidos especificos y como sustrato DNA plasmidico,
DNA complementario (cDNA) o gendémico (segln el caso). La base tedrica se encuentra
en todos los manuales de biologia molecular (Sambrook, 2001). Para generar
fragmentos de PCR se utilizaron dos tipos de enzimas DNA polimerasa termoestable:
una no comercial, utilizada para comprobacion de clonajes, colonias y genotipados, y

una comercial (Platinum Taq DNA Polimerase High Fidelity, de Invitrogen), que se
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caracteriza por tener una baja tasa de error. Estas enzimas disponen de sus propios

tampones y se utilizaron segun las instrucciones del fabricante (Tabla 11).

Reaccion de PCR Programa de PCR
Concentracion .
Componentes de trabajo Fase Tiempo Temperatura
DNA 10* - 10° copias :?]i?;t”ra"zac'm 3 min 94°C
Tampon PCR 1x Denaturalizacion 30 seg 94°C
dNTP 200 uM Alineamiento 30 seg 55°C 30 Ciclos
Oligo directo 200 nM Extension X 72°C
Oligo reverso 200 nM Extension Final 3 min 72°C
Taq Polimerasa  1-2 Unidades
Agua
Tabla 11. PCR.

El tiempo de extension X fue ajustado de acuerdo al fragmento de DNA a amplificar

(~1 min por kb)

6.2.1.4. Retrotranscripcion.

Para los experimentos de qPCR detallados en el apartado 2.1.3.3, el RNA (2 pg/ul) de
cada muestra fue utilizado como sustrato para la sintesis de cDNA de hebra simple
mediante una reaccion de transcripcion inversa, utilizando 200 U de la enzima MMLV-
RT (Invitrogen) y 2,5 uM de Oligo dT (18 nucledtido) como primer para la reaccion.
Previo a la sintesis de cDNA se llevo a cabo un tratamiento con DNasa de las muestras
de RNA a utilizar.

La sintesis fue llevada a cabo siguiendo el protocolo del kit Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit de Roche. Finalmente, se prepararon diluciones de 1:2 y luego 1:10

(concentracion 15-25 ng/ul) para su uso como sustrato para los experimentos de qPCR.

Procedimento:
a) Tratamiento con DNasa de RNA usando DNAse free de AMBION.
- X pL muestra RNA (8,5 pg), H20 hasta los 44 uL.
- 5 uL tampdén DNasa I 10X
- 1 uL DNasa.
Se incuba por 20-30 min a 37°C.
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Se agregan 5 L. DNase Inactivation Reagent, y se incuba por 2 min a TA, luego de lo
cual se centrifuga a 10000 xg durante 90 seg. Se trasfiere el RNA a un tubo nuevo.
b) Retrotranscripcion: Se utilizan 10,5 pl (~2 g) de la reaccion anterior:
- 10,5 pL muestra RNA del paso anterior
- 1 puL of oligo(dT)18 (50 pmol/puL).
- 1,5 uL H20.
Incubar a 65°C durante 10 min, rapidamente poner en hielo.
Agregar:
-4 pL tampon TRT 5x.
- 0,5 puL Protector RNAse Inhibitor (40 U/uL).
- 2 uLL. Mezcla Deoxinucle6tidos (10 mM cada uno)
- 0,5 Transcriptasa Inversa (20 U/uL) RNA guard.
Incubar a 55°C durante 30 min, inactivar la Transcriptasa Inversa incubando 5 min a

85°C. Poner la reaccion en hielo y preparar las diluciones a utilizar.

6.2.1.5. PCR Cuantitativo en tiempo real (QPCR).

En los ensayos de PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) se utiliz6 como sustrato la
dilucién 1:10 de cDNA descrita en el apartado 2.1.3.1. Las reacciones de amplificacion
se realizaron en el equipo Roche Light Cycler®480 bajo las siguientes condiciones
generales: 10 uL Roche Light Cycler®480 SYBR Green I master MIX, 300 nM de cada
oligonucleotido, 15-25 ng/ul. de cDNA, en 20 pL de reaccion. El programa de
amplificacion fue disefiado utilizando el Roche Light Cycler® 480 (version 1.5.0SP3).
Este programa incluy6 una etapa de activacion a 95°C por 10 min, una etapa de
amplificacion de 45 ciclos con denaturacion 95°C por 10 seg, alineamiento a 60°C por
30 seg y una extension 72°C por 25 seg.

La cuantificacion de la abundancia de cada transcrito en las muestras se realizod

mediante el programa Roche Light Cycler® 480 (versio 1.5.0SP3).

6.2.1.6. Clonaje de fragmentos de DNA.
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a) Amplificados por PCR: Los productos obtenidos de la reaccion de PCR
y purificados, se clonaron en el sistema PCRII-TOPO (Invitrogen), siguiendo las
indicaciones de los fabricantes.

b) De digestiones: Los fragmentos de DNA tratados con enzimas de
restriccion y purificados de geles Agarosa/TBE, se clonaron en vectores de
clonaje, binarios, etc, usando el método de la ligacion

Ligacion: 2 pL de fragmento purificado, 1 pL vector digerido, 1 pL tampon de
ligacion 10x, 1 pL enzima ligasa 'y 5 pL agua. Incubacion O/N a 16°C

6.2.1.7. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Los productos de PCR o fragmentos de DNA procedentes de digestiones se separaron
en geles de agarosa/TBE con 1% (p/v) agarosa con el colorante de acidos nucleicos
GelRed de BIOTIUM (1:10000), en TBE 0,5x, junto con un marcador de peso
molecular.

Soluciones empleadas:

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

-Tampoén TBE 10x: Tris base 0,089 M, acido bérico 0,089 M, EDTA 20 mM pH 8,0.

6.2.1.8. Secuenciacion del DNA.

Los fragmentos clonados por PCR fueron secuenciados para verificar la identidad de la
clones en el Servicio de Secuenciacion del CRAG. El método de secuenciacion
automatica usado se basa en la secuenciacion por terminador fluorescente y da un
promedio de 600 — 700 pb lecturas por reaccion. Las secuencias obtenidas se procesaron
mediante programas bioinformaticos gratuitos de Internet, como Bioedit, ClustalW,

BLAST, etc.

6.2.1.9. Purificacion de fragmentos de DNA.

El DNA se purifico segun diferentes protocolos segin su procedencia y la pureza final

deseada. A continuacion se presenta los principales métodos de purificacion usados.
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6.2.1.9.1. Purificacion de DNA a partir de geles de Agarosa/TBE.

Los fragmentos de DNA resultantes en geles de agarosa/TBE se purificaron utilizando

el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante.

6.2.1.9.2. Purificacion de productos de PCR.

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit QIAquick Gel Extraction Kit

(Quiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante.

6.2.1.10. Precipitacion de DNA.

La precipitacion de fragmentos de DNA se realiz6 siguiendo el protocolo de

precipitacion de acidos nucleicos por acetato de sodio (Sambrook, 2001).

Procedimiento:

1. Agregar 1 volumen de fenol:cloroformo, mezclar con el voértex y
centrifugar por 5 min en microfuga a velocidad maxima. Recuperar la fase
acuosa (superior).

2. Agregar 0,1 volumenes de AcNa 3 M pH 5,2 y 2,5 volimenes de etanol

absoluto.
3. Mezclar y dejar 2-5 min en hielo.
4. Centrifugar 10 min a velocidad méxima. Descartar el sobrenadante.

5. Agregar 250 pL de etanol 70% (v/v). Centrifugar 5 min a velocidad
maxima y descartar el sobrenadante.

6. Resuspender los acidos nucleicos en 50 pL de tampon TE.

6.2.1.11. Obtencion de RNA total de Arabidopsis.

El aislamiento de RNA se hizo a partir de plantulas de arabidopsis congeladas en
nitrogeno liquido y almacenadas a -80°C. Dependiendo del us6 que se le daria al RNA

se utilizaron 2 diferentes métodos.
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a) Método Fenol/Cloroformo.

El RNA obtenido con este método fue usado para RNA-blot.

Procedimento:
1. Triturar la muestra (100-300 mg) en un mortero con nitrogeno liquido
hasta que quede un polvo fino. La muestra no se ha de descongelar en ningiin
momento.
2. Pasar el tejido triturado en un tubo Eppendorf de 2 mL previamente
enfriado en nitrogeno liquido. Agregar 500 uL de tampon de extraccion y 500
pL de fenol:cloroformo. Mezclar bien con el vortex y mantener el tubo en hielo
hasta que se procesen todas las muestras. Centrifugar en microcentrifuga 10 min
a 13000 rpm a 4°C.
Transferir la fase acuosa (superior) a un nuevo Eppendorf de 1,5 mL. Agregar 1
volimen de cloroformo, mezclar con el vortex. Centrifugar 10 min a 13000 rpm
a 4°C.
3. Transferir la fase acuosa (superior) a un nuevo Eppendorf de 1,5 mL.
Agregar 1 volumen de 4M acetato de litio, mezclar con el vortex. Dejar en hielo
O/N.
4. Centrifugar 10 min a 13000 rpm a 4°C.
5. Eliminar el sobrenedante y resuspender inmediatamente el sedimento en
300 pL de agua estéril y 30 uL. de 3 M acetato de sodio.
6. Agregar 2,5 volumenes de etanol 100% para precipitar el RNA.
Centrifugar 10 min a 13000 rpm a 4°C.
7. Eliminar el sobrenedante y agregar 500 pL de etanol 70% (v/v).
Centrifugar 10 min a 13000 rpm a 4°C.

8. Eliminar el sobrenedante y dejar que el sedimento se seque totalmente a
TA.
9. Resuspender el sedimento en 50-100 pL. de agua estéril. Guardar el

RNA a -20°C o -80°C.

Soluciones empleadas:
- Tampon de extraccion: Tris-HCl 10 mM pH7,5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM.
Después de autoclavar se le agrega SDS 1% (p/v).
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- 4M Acetato de litio: 40,8 g de acetato de litio en 100 mL de agua.

b) Purificacion por Kit.

Con el fin de obtener RNAs puros para usarlos como molde para la generacion de
cDNA y andlisis de expresion por qPCR, las extracciones se realizaron utilizando el Kit
RNAeasy

kit de Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.2.1.12. Cuantificacion de acidos nucleicos.

La cantidad de DNA o de RNA presente en una muestra se midid6 en el
espectrofotometro, leyendo la D.O. a una A de 260 nm. Un valor 1 de D.O. a 260 nm
corresponde aproximadamente a 50 pg/mL de DNA bicatenario y 40 pg/mL de RNA.
La pureza de las muestres de &cidos nucleicos se determind calculando las relaciones
entre las absorbancias a 260nm, 280 nm y 230 nm. La relacion entre la absorbancia a
260 y 280 nm indica la presencia de proteinas si da fuera del rango de 1,7-2. La relacion
entre la absorbancia a 260 nm y 230 nm proporciona informacion sobre la presencia de

polifenoles en la muestra.

6.2.1.13. Analisis de RNA por RNA-blot.

6.2.1.13.1. Preparacion de las muestras.

Las muestras se prepararon agregando 16 pL del tampon de carga para RNA a 10 pg de
RNA total en un volumen de 10 pL. Las muestras se desnaturalizaron por 15 min a
65°C y luego se mantuvieron en hielo hasta el momento de cargarlas.

- Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (p/v).

El gel se prepard poniendo 1,8 g de agarosa en 105 mL de agua y 15 mL de MEN 10x.

Tras llevar la mezcla a ebullicion en el microondas, Se dejé enfriar hasta

aproximadamente 65°C y se agregd 30 mL de formaldehido 37,5%. Se mezcl6 bien, se
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puso en el portageles y se dejo enfriar. El tampdn de electroforesis fue MEN 1x, que se

agrego hasta el nivel del gel sin cubrirlo en la parte superior. Se cargaron las muestras y

se acabo de cubrir los pocillos con tampon MEN 1x. Se corrio el gel a 100 V durante 1

h en campana de gases.

- Transferencia a membrana de nylon.

Después de la electroforesis el gel de RNA se lavd con agua durante 10 min para

eliminar el exceso de formaldehido, y se procedi6 a transferir el RNA a una membrana

de nylon Amersham Hybond-N por capilaridad en presencia de un tampon de elevada
fuerza i6nica (SSC 10x).

Procedimento:

1. Colocar el gel invertido sobre un papel Whatman 3MM previamente
humedecido con el tampdn, que hace de puente para la absorcion por capilaridad
del tampon de transferencia SSC 10x. Las burbujas que pueden quedar entre el
gel y el papel se eliminan con la ayuda de una pipeta de vidrio.

2. Humedecer la membrana de nylon de la medida del gel en agua y
colocarla sobre el gel, eliminando las burbujas de la manera descrita
anteriormente.

3. Humedecer un papel Whatman 3MM de la mediada del gel, colocarlo
sobre la membrana de nylon y eliminar las burbujas.

4. Agregar unos cuantos papeles Whatman 3MM secos y una pila de

papeles absorbentes.

5. Colocar un vidrio encima como un peso para hacer presion sobre el gel.
Dejar transferir O/N a TA.
6. Retirar la membrana de nylon y fijar el RNA a la membrana con un

stratalinker (Stratagene) que une covalentemente el RNA a la membrana

mediante radiacion UV.

Soluciones empleadas:

- Tampon de carga para RNA: formamida desionizada, formaldehido 37,5% y
tampon MEN 10x (30:9:7, viv:v).
Tampoén SSC 20x: NaCl 3 M, Citrato sédico 0,3 M

177



-  Tampoén MEN 10x: MOPS 200 mM, CH3COONa 50 mM, EDTA 10 mM.

- Tincion de la membrana para comprobar la transferencia del RNA.

Se visualizé el RNA en la membrana para comprobar la eficiencia de la transferencia y
la calidad del RNA transferido incubando el gel con una soluciéon de azul de metileno

(Wilkinson et al., 1991).

Procedimento:

l. Cubrir la membrana de nylon después de la transferencia y fijacion del
RNA con la cantidad suficiente de soluciéon de azul de metileno. Agitacion
durante unos minutos

2. Cuando la membrana se vea tefiida, retirar la solucion de azul de
metileno y hacer unos cuantos lavados con agua destilada, hasta que se elimine
el exceso de solucion.

3. Si se desea guardar un registro de la tincion, se puede escanear la
membrana o simplemente hacer una fotocopia.

4. Lavar la membrana con solucion de lavado hasta que desaparezca

totalmente la tincidn.

Soluciones empleadas:
- Solucion de azul de metileno: azul de metileno 0,03% (p/v), NaAc 0,3 M, en agua.

- Solucion de lavado: SSC 1% (v/v), SDS 1% (v/v).

6.2.1.13.2. Obtencion de sondas de DNA y marcaje radioactivo.

- Generacion de sondas de DNA.

En algunos casos se disponia de pldsmidos que contenian el fragmento de DNA a
marcar para las hibridaciones de northern-blot. Cuando no era el caso, los fragmentos
de DNA se generaron amplificando por PCR DNA genémico (Col-0) con
oligonucleodticos especificos para cada gen. Los productos de PCR se subclonaron en el
vector pCRII-TOPO. La identidad de los insertos se confirmd por secuenciacion y

posteriormente se aislaron por digestion con enzimas de restriccion o por PCR con
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oligonucleotidos especificos. Estos productos son los que se marcaron radiactivamente

y utilizaron como sondas para las hibridaciones.

- Marcaje radioactivo de fragmentos de DNA.

El marcaje se realizd basandose empleando la Taq polimerasa no comercial en una
PCR. Se preparé una reaccion de PCR agregando tampén PCR 10x, dNTPs-CTP,
oligonucleotido reverso, Taq polimerasa, agua y el fragmento de DNA en un volumen
final de 48 pL. A esta reaccion se le agregd en el Hot Lab 2 ul. de a32P-dCTP y se
puso en marcha el programa de PCR. Finalizado esto la sonda se purific6 en una

microcolumna de Sephadex G-50 (ProbeQuant G-50, Amersham Biosciences).

6.2.1.13.3. Hibridacion de membranas RNA-blot con sondas de DNA.

Procedimento:
1. Prehibridar la membrana durante >30 min en un volumen de 10 mL de
tampon Church dentro de un cilindro de hibridacion a 65°C.
2. Desnaturalizar la sonda radioactiva durante 3 min a 100°C justo antes de

utilizarla. Ponerla inmediatamente en hielo.

3. Agregar la sonda radiactiva al tampon Church.

4. Hibridar la membrana a 65°C un minimo de 5 h (es recomendable dejarla
O/N).

5. Hacer 3 lavados de 20 min con tamp6n de lavado a 65°C.

6. Sellar la membrana dentro de una bolsa plastico y exponer sobre una

pantalla de marca Phosphorimage.
El marcaje se visualiza utilizando el densitometro Molecular Imager FX (Biorad), y las

intensidades de banda se cuantifican utilizando el software Quantity One (BioRad).

Soluciones empleadas:

- Tampoén Church de hibridacién y prehibridacion: SDS 7% (p/v), EDTA 1 mM,
tampon fosfato 0,125 M pH 7,2.

- Tampoén de lavado: SDS 2% (p/v), EDTA 2 mM, tampo6n fosfato 40 mM pH 7,2.
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6.2.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR DE PROTEINAS.

6.2.2.1. Produccion y purificacion de proteinas.

Para la producciéon de proteinas se emplearon dos estrategias, una como proteina

recombinante en E.coli, y otro in vitro usando el kit de TnT de Promega.
6.2.2.1.1. Produccion de proteinas recombinantes en cultivos de E.coli.
Algunos de los vectores indicados en la Tabla 9 fueron usados para producir proteinas

de nuestro interés fusionados a diferentes tag, como GST, HIS, MBP, entre otros.

Procedimiento:

1. Tomar 3 colonias aisladas y crecerlas en un precultivo liquido O/N en 3
mL LB mas los antibioticos correspondientes.

2. En un Erlenmeyer 200 ml de LB mas los antibidticos correspondientes
inocular 1 mL del precultivo (dilucién 1:200). Luego de aproximadamente 4 h

medir la DOggo, y cuando esté entre 0.5-0.7 seguir con el siguiente paso.

3. Tomar 1 ml del cultivo, ponerlo en un Eppendorf y guardar en hielo (T0).
4. Al resto de cultivo agregar IPTG en una concentracion final de 1 mM.

5. Incubar el cultivo por 4 h en el shaker a 28°C

6. Cumplidas las 4 h, tomar 1 ml del cultivo, ponerlo en un Eppendorf y

guardar en hielo (T4). Centrifugar las muestras TOh y T4h por 3 min a velocidad
maxima. Resuspender el pellet resultante en 50 pL. de agua y 50 pL de
TM/Bmercaptoetanol 2x (1:10).

7. El cultivo grande se centrifugara durante 10 min a 7500 rpm.

8. Preparar el tampén de lisis y agregar los respectivos inhibidores de

proteasas. Tabla 12

Inhibidores de Proteasas Stock Concetracion de trabajo
Leupeptina 21 mM 105 uM
Pepstatina 1,46 mM 1,46 mM
Aprotinina 10 mg/mL 10 ug/mL
E-64 1 mg/mL 1 ug/mL
PMSF 100 mM 100 uM

Tabla 12. Inhibidores de Proteasas.

180



9. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 20 mL de tampodn de
lisis.

10.  Guardar el contenido a -80°C.

11.  Sonicar por 30 seg (3 veces) la muestra (mantener siempre la muestra en
hielo).

12.  Centrifugar por 15 min a 10000xg a 4°C. Luego de la centrifugacion
guardar 1 mL de ambas fases y tratarlas como las muestras en el punto 6.

13. Al resto de fase soluble agregar 200 pL de resina 50% slurry y
resuspender por agitacion orbital durante 90 min.

14.  Centrifugar por 5 min a 500xg, luego de lo cual eliminar el sobrenadante
(almacenar 1 mL).

15.  Lavar la resina con 5 mL de tampoén binding por cada mL de slurry
usado, y mezclar por inversion.

16.  Centrifugar por 5 min a 500xg, luego de lo cual eliminar el sobrenadante
(almacenar 1 mL).

17.  Repetir el paso 15 y 16 dos veces mas.

18.  Eluir la proteina con 500 pL de tampén de elusion por mL de slurry
usado. Incubar por 10 min con agitacidon constante.

19.  Centrifugar por 5 min a 500xg, y rescatar el sobrenadante.

20.  Repetir el paso 18 y 19 dos veces mas para tener un total de 3 eluidos a

analizar.

6.2.2.1.2. Produccion de proteinas a través de Kit.

Se uso el Kit TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega), que permite la

transcripcion y traduccion in vitro de una proteina a partir de un plasmido o fragmento

de DNA inicial que contengan los promotores para SP6, T3 o T7 RNA polimerasa.

Procedimento:

1. Previamente se disponia de los genes a traducir clonados en vectores
pGEX o pCambia (ver seccion 1.4). Ninguno de estos vectores dispone de las

secuencias de los promotores para SP6, T3 o T7 RNA polimerasa.
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2. Utilizando estos vectores como molde, se amplificaron mediante dos
PCR secuenciales los genes de interés utilizando oligonucleétidos del plasmido
y otros dos que agregaron al producto de amplificacion final el extremo 5’del
promotor T7 (1* PCR) y una cola poli T (2* PCR) para tener la estructura basica
que se necesita para la transcripcion.

3. Los productos amplificados se purificaron y cuantificaron.

4. Con los productos cuantificados (entre 100 ng y 1 ng es lo optimo) se
realiz6 los cdalculos para llevar a cabo una reaccion fria (sin metionina
radioactiva) y caliente (con metionina radioactiva):

5. Las reacciones se incubaron a 37°C por 90 min. .

6. Finalizada la reaccion, las producciones de proteinas sin radioactividad
se les agregd 15% de glicerol y se almacenaron a -80°.

7. Las proteinas de la reaccion caliente fueron usadas para electroforesis en

gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%, para visualizar si hubo sintesis de

proteina.

8. Después de la electroforesis, el gel fue secado en un secador durante 90
min.

9. El gel seco se expuso sobre una pantalla de marca Phosphorimage. El

marcaje se visualizé utilizando el densitometro Molecular Imager FX (Biorad),
y las intensidades de banda se cuantificaron utilizando el software Quantity One
(BioRad).

10.  La sintesis radioactiva luego fue descartada y se analizdé la sintesis

proteica mediante ensayos de western-blot de las reacciones frias.
6.2.2.2. Cuantificacion de proteinas.
Las muestras obtenidas a partir de proteinas fueron cuantificadas utilizando el método
de Bradford. Las absorbancias fueron detectadas a 595nm en un espectrofotometro e
interpoladas en una curva de calibracién hecha a partir de las longitudes de onda de

muestra de BSA de concentracion conocida.

6.2.2.3. Separacion electroforética de proteinas.
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Todos los andlisis electroforéticos de este trabajo fueron hechos en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes SDS-12% PAGE.

- Se arm¢ la estructura para preparar el gel, que consistio en poner los vidrios
donde polimerizaria el gel, en el soporte de vidrios del miniprotean.

- Una vez armada la estructura se prepar6 el gel separador (al 12%, Tabla 13) y
se agregaron 7 mL de ésta entre los vidrios. Sobre la solucion se agregd 1 mL de
agua para ayudar a la polimerizacion.

- Polimerizada la fase separadora, se absorbid retiro el agua que la cubria y se
agregaron 3 mL del gel concentrador (al 4%, Tabla 13) y se puso el peine el cual

dejaria los posillos para luego cargar las muestras.

Stock Gel Separador | Gel Concentrador
Acrilamida 40% 2,4 mL 300 uL
Tampdn Lower 4x 2,0 mL -

Tampon Upper 4x - 750 uL
Agua 3,6 mL 1,95 mL
APS 10x 50 uL 20 uL
TEMED 5,5 uL 5uL

Tabla 13. Composicion del gel separador y concentrador.

- Una vez polimerizada la fase concentradora, la estructura de vidrio contenedora
del gel, fue sacada del soporte, se retiro el peine y se lavaron los posillos con agua.

- La estructura limpia fue colocada dentro de la cubeta de electroforesis.

- Preparacion de muestras: los extractos proteicos y purificados fueron preparados
1:1 con el buffer TM/Bmercaptoetanol 2x. La mezcla fue hervida por 3 min a 95°C
luego de lo cual se centrifugd a maxima velocidad por 2 min El sobrenadante de la
mezcla fue cargado en el gel.

- Electroforesis: Los geles fueron corridos a 20 mA por gel a un voltaje de 150 V

por 2 h.

6.2.2.4. Deteccion de proteinas por tincion de Coomassie.

- Luego de electroforesis, la parte separadora del gel se incub6é en Coomassie por

30 min en agitacion.
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- Se lavo el gel dos veces durante 10 min con una solucion de metanol:acido
acético:agua (30:10:60, v:v:v) en agitacion.

- Se lavo el gel por con agua por toda la noche.

6.2.2.5. Deteccion proteica por Western Blot.
A partir del obtenido en la seccion 2.2.1 se realizod el siguiente procedimiento para

analizar las proteinas por Western blot.

Procedimiento:

1. Las proteinas contenidas en el gel SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa segiin el método humedo descrito por Towbin
etal 79. La transferencia se realiz6 en un Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell de BioRad, siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Se
utilizd 750 mL de tampon de transferencia y las condiciones del proceso fueron
1 h a 4°C, con un voltaje de 140 V.

2. Luego de la transferencia la membrana fue bloqueada con 25 mL de
tampon de bloqueo (TBST 1x + leche desnatada en polvo 5% p/v) durante 30
min a temperatura ambiental (TA)

3. Se elimind la soluciéon de bloqueo y se incubd la membrana con el

anticuerpo primario en 12 mL de TBST 1x + leche desnatada 0,5% p/v, O/N a

4°C.
4. La membrana fue lavada 3 veces por 10 min con 20 mL de TBST 1x a
TA.
5. La membrana fue incubada con el anticuerpo secundario por 45 min a

TA en 12 mL de TBST 1x + leche desnatada 5% p/v.

6. La membrana fue lavada 3 veces por 10 min con soluciéon 20 mL TBST
Ix a TA.
7. Se agrego el reactivo quimioluminicente ECL Plus, y la membrana fue

revelada en el equipo LAS4000.

Soluciones empleadas:

184



- Tampoén de Transferencia: 75 mL de tampon Towbin 10x, 75 mL de metanol y 600
mL de Agua.
- Tampon Towbin: 30 g Tris-base, 144 g glicina, 100 mL SDS 10% (p/v).
- Tampén TBST 10x: 200 mL Tris pH 7,5 1M, 300 mL NaCl 5M, 10 mL Tween 20 y
490 mL de agua.

6.2.3. Técnicas de biologia molecular de interacciones.

6.2.3.1. Y2H.

Transformar la cepa pJ694a con el plasmido con la proteina fusionada al BD (BD-X) y
plaquear en medio SD-T. Transformar la cepa YM4271a con el plasmido con la

proteina fusionada al AD (AD-Y) y plaquear en medio SD-LT.

Procedimiento:

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

2. Preparacion de mating. Anadir en un tubo de 10 mL (tubo 3) 500 uL 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.

3. Preparacion de enriquecimiento para las células diploides. Inocular 2 mL
de SD-LT (tubo 4) con 200 pL del tubo 3 e incubar a 28°C con agitacion (48 h).
4. Preparar 3 diluciones del cultivo del tubo 4: sin diluir, 10" y 107,

5. Plaquear en forma de gota 5 o 10 pL de las diluciones en medio de agar
SD-LT (comprobacion de mating) y SD-HLT (comprobacion de la interaccion

de las proteinas).

Soluciones empleadas:

- Medio YPAD (500 mL):_10 g Peptona, 5 g Yeast extract, 10 g D-glucosa, 10 g Agar
(Difco o BD). Ajustar el pH a 5,8 en un volumen de 500 pL. Autoclavar el medio
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durante 15 minutos. Cuando se enfria a 55°C, afiadir 7,5 ml de la solucién de Adenina
hemisulfato 0,2% (p/v).

-Medio SD-: (450 mL): 3,35 g de Yeast Nitrogen Base (without amino acids), 10 g D-
glucosa, 10 gr Agar (Difco o BD). Ajustar el pH a 5,8 en un volumen de 450 mL.
Autoclavar el medio durante 15 min. Cuando se enfria a 55 °C, anadir 50 mL de la
solucion DO 10x apropiada.

- DO-LT 10x (200 mL): 1,28 g DO-LT en 200 mL de agua. Autoclavar 15 minutos.
-DO-HLT 10x (200 mL): 1,20 g DO-Ade-His-Leu-Met-Trp + 40 g L-adenina

hemisulfato + 40 mg de L-metionina en 200 mL de agua. Autoclavar 15 min.

6.2.3.2. BiFC.

Para estudiar la interaccion entre PAR1 y los BEE, se va han realizar experimentos de
complementacion bimolecular de la YFP bombardeando células de cebollas, con una

pistola génica.

Preparacion de microprovectiles.

Todo el procedimiento debe realizarse en campana de flujo laminar

1. Lavar 60 mg de particulas de oro con 1 mL de etanol obsoluto (HPLC)
2. Agitar con vortex durante 10 min.

3. Centrifugar durante 1 min a 10000 rpm y eliminar el sobrenadante,

4. Lavar con 1 mL de glicerol estéril 50%. Mezclar con vértex por 30 seg.
5. Centrifugar 1 min a 10000 rpm y eliminar el sobrenadante.

6. Repetir el lavado con glicerol dos vecesn mas.

7. Alicuotar en Eppendorf 40 puL de la mezcla que serdan usados para la biobalistica.

Preparacion del tejido Vegetal.

Todo el procedimiento debe realizarse en campana de flujo laminar

1. Cortar la cebolla en cuartos.
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2. Mediante el uso de pinzas estériles separar las capas mas jovenes de la cebollas que
se encuentran en el interior y cortar pequefios cuadrado que seran colocados en placas
con medio MS1.

3. Dejar las placas reposar con el tejido vegetal por 4 h.

Precipitacion del DNA (protocolo de Klein et al., 1998 modificado).

1. En el tubo Eppendorf que contiene los 40 pL de particulas de oro, agregar
secuencialmente lo siguiente seguido de un vortex de 5 min después de cada paso:

a) 10 ul de DNA (4 ng de cada plasmido a usar y el resto de agua).

b) 100 pL de agua estéril.

¢) 150 pL de una solucion CaCly/espermidina (125 pl Ca2Cl 2.5 M + 25ul espermidina
0.1 M)

2. Sedimentar las particular en hielo durante 15 min.

3. Centrifugar por 30 seg y descartar el sobrenadante.

4. Agregar 500 pL de etanol absoluto (HPLC) y mezclar por 20 seg.

5. Repetir los pasos 2-4.

6. Resuspender en 15 pL de etanol absoluto (HPLC) y dejar en hielo.

7. Sonicar por 10 seg y mezclar con vortex por 10 seg. Hacer esto 2 veces seguidas.

8. Dejar las muestras en hielo hasta el momento del bombardeo.

Preparacion de la bomba PDS1000/He.

1. Encender la cabina de flujo laminar. Esterilizar todos los materiales a usar (disco de
rupturas, rejillas, membranas, etc) con etanol absoluto.

2. Encender la bomba de vacio. Abrir la bomba de helio. Ajustar la presion de trabajo.
Bombardeo con el sistema PDS-1000/He.

1. Poner 8 pL sobre la membrana portadora y dejar secar unos 5 min.

2. Armar el soporte disparador con la membrana incluida.

3. Poner las placas MS1 con la muestra vegetal bajo el disparador.

4. Accionar la bomba de vacio hasta 0,1 atm, dejandola fija.
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5. Accionar el boton de disparo hasta sentir el disparo, luego de lo cual se suelta. Quitar
el vacio y sacar la placa bombardeada.

6. Guardar la placa en condiciones de oscuridad a 22°C por 24 horas.

Visualizacion de interaccion.

La fluorescencia de la recomposicion de la YFP se va a analizar en un microscopio

confocal Leica TCS SP, utilizando la linea de excitacion de Argén a 488nm.

Soluciones empleadas:

- Etanol 100

- Glicerol 50%: 125 mL de glicerol y 125 mL de agua.

- Espermidina 0.1M “free base”: FR26; FW:145.2 g/mol. Se alicuota en 14 puL en
Eppendorf de 1,5mL.

- CaCl2 2.5M: S42; FW: 147.02 g/mol

6.2.3.3. EMSA.

Sintesis y Marcaje de Sonda.

Procedimiento:

1. Sondas mostradas en seccion 4 de resultados si sintetizaron mezclando 1 nmol de 2
oligos complementarios en un volumen final de 100 pL. La mezcla fue precipitada para
luego disolverla en 100 pL. de NaCl 50 nM.

2. Luego de esto, el Eppendorf se incub6 en agua hirviendo por 30 min para promover
el alineamiento.

3. El producto de la reaccion fue diluido 1:10 en agua para tener una concentracion de
trabajo de la sonda de 1 pM.

4. Con la sonda preparada se procedi6 a realizar la reaccion de marcaje. En un tubo
Eppendorf se agregaron 5 pl de la sonda generada previmante (1uM), 5 uL tampon H,
2 uwl dCTP Alpha 32P, 73 pL de Aguay 1 pl de la enzima Klenow.

5. Se Incubo la reacciéon por 15 min a 37°C.

6. Luego se agregd 2 ul de dCTP 0,5 M e incub6 por 15 min a 37°C.
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7. Terminada la reaccion, se purifico la sonda en una microcolumna de Sephadex G-25
(ProbeQuant G-25, Amersham Biosciences).

8. Se cuantificd las cuentas por minuto (CPM) de la sonda usando un Contador de
Centelleo en 1 pl de tres diluciones de la sonda purificada (1, 1:2 y 1:4). Luego de esto
se saco un promedio de las CPM y se calcul6 el volumen para preparar la sonda a 20000

CPM.

Electroforesis.

Procedimiento:

1. Se prepar6 un gel de acrilamida al 4% (40 mL de agua, 5 mL de acrilamida 40%, 5
mL de TBE 5x, 300 pL. APS 10% y 50 pL. de TEMED).

2. Se prepararon las muestras para corren en el gel. Cada muestra de volumen final 10
uL se compuso en su mayoria de las veces de 1uL. de proteina o tampon de carga, 1 puL
de tampon BBN 10x, 1 puL de glicerol, 1 pL de polydidC, 2 uLL de la sonda marcada y
4 uL de agua.

3. Las reacciones fueron incubadas en hielo por 4 h.

4. 9 uL. de cada muestra fuer cargada en el gel preparado previamente y se migro en el
modelo de electroforesis Hoffer durante 90 min a 140 V con maximo A.

5. Luego de los 90 min el gel fue secado en un secador de genes por 90 min, después de
lo cual se expuso sobre una pantalla de marca Phosphorimage.

6. El marcaje se visualizo utilizando el densitometro Molecular Imager FX (Biorad), y
las intensidades de banda se cuantificaron utilizando el software Quantity One

(BioRad).

6.2.4. Métodos de plantas.

6.2.4.1. Esterilizacion y siembra de semillas.

Procedimiento:
1. Embeber las semillas en 1 mL de Tween-20 0,1% (v/v) durante 20 min.
2. Eliminar la solucién de Tween-20 y agregar 1 mL de hipoclorito sédico

10% (v/v), Tween-20 0,1% (v/v). Agitar y dejar actuar durante 10 min Este paso
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es critico y si se excede el tiempo de tratamiento la viabilidad de las semillas se

reduce.
3. Lavar las semillas con 1 mL de agua estéril 5 veces consecutivas.
4. Finalmente, sembrar las semillas en placas que contengan medio GM-

0,5x suplementado o no con antibio6ticos y/o hormonas.

Dependiendo del tipo de experimento que se hace, las semillas se siembran de la

siguiente manera:

a) Siembra de semillas en grupo sobre medio de cultivo.

Cuando se trata de la seleccion de semillas de generacion T1 procedentes de plantas

transformadas con Agrobacterium, entre 1000-2000 semillas se siembran en grupo

sobre el medio de cultivo de seleccion.

Procedimiento:
1. Retirar el agua de altimo lavado de la esterilizacion.
2. Resuspender las semillas en 2,5 mL de solucion estéril de agarosa 0,1%
(p/v).
3. Volcar la solucion de agarosa con semillas sobre el medio so6lido GM-

0,5x que contiene el antibidtico de seleccion correspondiente y el antibidtico
cefotaxima. Este ultimo antibiotico inhibe la proliferacion de los posibles restos
de Agrobacterium sin afectar el crecimiento de la planta. Distribuir las semillas
por toda la superficie de la placa y dejar secar en la campana con las placas
abierta. Este sistema permite que las semillas se distribuyan homogéneamente

por la superficie del medio sin que se aglomeren.

b) Siembra de semillas individualmente sobre medio de cultivo.

Cuando se trata de facilitar el recuento de plantulas (por ejemplo, en estudios de
segregacion de un transgen) o para los experimentos fisiologicos, las semillas se
siembran una a una directamente sobre el medio de cultivo en una densidad aproximada
de 100 semillas por placas (9,5 cm de diametro).

Procedimiento:

1. Resuspender las semillas en el agua del ultimo lavado de esterilizacion.
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2. Pipetear unas 15-20 semillas con una pipeta P1000 y dejarlas caer una a
una sobre el medio solido correspondiente tocando la punta de la pipeta con el

medio.

¢) Siembra de semillas en grupo sobre papel filtro.

Cuando se van a hacer andlisis de RNA, o bien para realizar algin tratamiento que
implique transferir las plantulas a una determinada solucion, las semillas se siembran en
grupo sobre papel filtro Whatman 3 MM depositado sobre el medio GM-0,5x. La
germinacion de las semillas sobre el papel de filtro permite que estdn absorban todos los
nutrientes del medio a la vez que hace posible la cosecha rapida del material biologico
sin restos de medio de cultivo, facilitando la posterior extraccion de RNA. Asimismo, se
facilita la transferencia de plantulas de una placa a otra.

Procedimiento:

1. Resuspender las semillas en el agua del ultimo lavado de la esterilizacion
mediante pipeteo.
2. Volcar las semillas sobre el papel filtro depositado sobre el medio de

cultivo de las placas.

Independiente del sistema utilizado, una vez sembrada las semillas las placas se sellan
con cinta porosa microporo y se envuelven en papel de aluminio para someterlas a

estratificacion.

6.2.4.2. Obtencion de dobles mutantes por cruzamiento.

El cruzamiento entre una linea 1 y linea 2 se realizd entre los ovarios de flores
emasculadas (flores a las que se les elimina los estambres) de la linea 1 con polen de la
linea 2. Con el fin de asegurar que los ovarios a cruzar fuesen receptivos a la
fecundacion pero que no estuviesen autopolinizados con anterioridad, se escogieron 2-3
flores jovenes inmediatamente antes de la antesis (cuando los pétalos se abren) de una
inflorescencia. Previamente a la emasculacion se elimino el resto de capullos florales,
flores en antesis o estadios posteriores de desarrollo y frutos (silicuas) presente en la

inflorescencia de las flores seleccionadas. Este paso aseguraba que los cruzamientos
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recibiesen suficiente aporte de nutrientes para la formacion de semillas y facilitaba la
identificacion de la silicua resultante del cruzamiento. Si la fecundacion con el polen de
la linea 2 se produjese con éxito, se desarrolla una silicua que se deja madurar y secar
durante 18-20 dias para recoger sus semillas (generacion F1 del cruzamiento). La
autofecundacion de las plantas F1 da lugar a las semillas de la generacion F2 y la

autofecundacion de individuos F2 a las semillas de la generacion F3.

6.2.4.3. Tratamiento de plantas.

6.2.4.3.1. Tratamiento de sombra simulada.

Tras sembrar semillas de las linecas de interés en placa y después de 3-5 dias de
estratificacion, se pasaron las placas en luz blanca (W) (80 pmol m? sec” de PAR;
razén R:FR de 3.2-4.5) a 22°C en la cdmara de crecimiento Pércival. Al segundo dia, un
grupo de plantas se mantuvieron en luz W mientras que sus replicas fueron puestas en
luz W+FR. Cinco dias después, es decir en dia 7 (7d) de edad de las plantulas, se hizo
imagenes de las plantulas para analizar su fenotipo.

La luz monocromatica FR se generd con una ldampara LED (QBEAm 2200, longitudinal
de onda de 727 nm). La sombra simulada se generd enriqueciendo la luz blanca con la

luz FR, la cual produce una razén R:FR de 0,07.

6.2.4.3.2. Tratamiento con dexametasona.

Para analizar fenotipos dependientes de DEX, las plantulas se germinaron en W por 7

dias en placas con y sin 5 uM de DEX. Luego de los 7 dias se observo el fenotipo.
6.2.4.3.3. Tratamiento hormonales.

Para analizar la respuesta a giberelinas, las plantulas se germinaron en W por 7 dias en
placas con 0, 5y 10 uM de GA3. Luego de los 7 dias se hizo medicion de hipocotilos.

Para los analisis moleculares de expresion de genes inducidos por auxinas, las plantulas

fueron germinadas en W por 7 dias en papel filtro sobre placas con medio GM-0,5x.
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Luego del séptimo dia las plantulas fueron trasferidas a placas con 50 uM de la auxina

sintética 2,4D y se incubaron por el tiempo requerido para la induccion de genes.

6.2.4.4. Medida de fenotipos fisioldgicos.

Las medidas de la longitud de los hipocotilos de las plantulas se realizaron sobre
imagenes digitales utilizando el programa ImageJ (National Institute of Healh Image J

software. Bethesda, MD, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij). Para ello los hipocotilos de las

plantulas se colocaron planos sobre la placa de agar antes de tomar las imagenes. Se
analizé un minimo de 15 pléntulas por tratamiento, y cada tratamiento se repitidé 3
veces. En este tipo de andlisis se presentd la media de las medidas con las barra de error

que indica el error estandar.

6.2.4.5. Obtencion de plantas transgénicas.

6.2.4.5.1. Transformacion de plantas de Arabidopsis.
Plantas de Arabidopsis (ecotipo Col-0) se transformaron por infiltracion floral segun el
método descrito por (Clough et al., 1999), con un cultivo de A. tumefaciens portador de

la construccidon que en cada caso se va a introducir en la planta.

Procedimiento:

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.

4. Cuando las plantas han desarrollado inflorescencias de 5-7 cm de
longitud (aproximadamente 6 semanas después de la siembra), cortar las
inflorescencias a ras de la roseta. Después de 9-10 dias las inflorescencias
secundarias estardn en un estadio Optimo para la transformaciéon (conteniendo
muchas flores y unas pocas silicuas).

5. Dos dias antes de la transformacion, inocular 2 mL de medio YEB con

los antibidticos adecuados y la muestra de Agrobacterium portadora de la
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construccion a transformar (precultivo). Incubar O/N a 28°C en agitacion (200
pm).
6. Inocular un cultivo de 1 L de medio YEB con los antibioticos adecuados

con 1 mL de precultivo. Incubar O/N a 28°C en agitacion (200 rpm).

7. Centrifugar el cultivo durante 10 min a 4000xg . Descartar el
sobrenadante.

8. Resuspender las células en 300 mL de sacarosa 5% (p/v).

9. Justo antes de transformar las plantas agregar Silwet 0,02% (v/v) al

cultivo de Agrobacterium.

10.  Trasvasar el cultivo a un recipiente adecuado y sumergir las
inflorescencias de las plantas durante 5 min colocando el tiesto boca abajo.
Conviene regar las plantas antes de la transformacion, porque el agua saturara el
sustrato y en caso que este entre en contacto con la solucion de Agrobacterium
no lo absorberd, impidiendo futuras contaminaciones de las plantas. La reja
puesta sobre los tiestos impide que el sustrato y las plantas caigan en la solucion
de Agrobacterium.

11.  Depositar los tiestos en posicion horizontal en una bandeja sobre papel
filtro, que absorbe el exceso de solucion de Agrobacterium, y cubrirla con un
pléstico.

12.  Mantener la bandeja durante 2-4 dias en fitotron con baja iluminacion.

13.  Retirar el plastico que cubre la bandeja y el papel filtro. Poner las plantas

en posicion vertical para ser cultivadas normalmente en el invernadero.

La Figura 57 esquematiza las diferentes generaciones de plantas transformantes y su

seleccion mediante el uso de antibioticos.
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Figura 57. Esquema de la transformacion de plantas Arabidopsis y selecciéon de las diferentes
generaciones de transformantes

6.2.4.6. Analisis molecular de las plantas mutantes.

6.2.4.6.1. Extraccion rapida de DNA gendmico de planta para su genotipado.

Para la extraccion de DNA gendmico de las plantas se siguid el protocolo descrito por

(Edwards et al., 1991).

Procedimiento:

1. Macerar el tejido vegetal joven en un tubo Eppendorf durante no mas de
15 seg con un émbolo de plastico (pellet pestle polypropylene, SIGMA-
Aldrich).

2. Agregar 400 pL de tampdn de extraccion, y acabar de macerar el tejido.
Mezclar con vortex.

3. Centrifugar 1 min a 13000 rpm.
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4. Descartar el sedimento. Mezclar el sobrenadante con 400 pL de
isopropanol. Incubar a TA durante 2 min.

5. Centrifugar 5 min a 13000 rpm.

6. Descartar el sobrenadante. Lavar el pellet con 700 pL. de etanol 70%
(V/v).

7. Centrifugar durante 5 min a 13000 rpm.

8. Descartar el sobrenadante. Resuspender el pellet en 50 uL. de tampén TE
1x. Guardar a 4°C.

Soluciones empleadas:
Tampén de extraccion: Tris-HCl 200 mM pH7,5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM y
SDS 0,5% (p/v).

6.2.4.6.2. Comprobacion de genotipo por PCR.

Para detectar rdpidamente la presencia de un transgen introducido a la planta se utilizd
la técnica de la PCR. Esta técnica también se uso para genotipar las plantas mutantes
procedentes de colecciones de insercion de un T-DNA (SALK), utilizando oligos de los
elementos de insercion de cada linea y de la region gendmica flanqueante de su

insercion.
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SUMMARY

The shade avoidance syndrome (SAS) refers to a set of plant responses aimed at anticipating eventual shading
by potential competitors. The SAS is initiated after perception of nearby vegetation as a reduction in the red
to far-red ratio (R:FR) of the incoming light. Low R:FR light is perceived by the phytochromes, triggering
dramatic changes in gene expression that, in seedlings, eventually result in an increased hypocotyl elongation
to overgrow competitors. This response is inhibited by genes such as PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED 1
(PAR1), PAR2 and LONG HYPOCOTYL IN FR 1 (HFR1), which are transcriptionally induced by low R:FR.
Although PAR1/PAR2 and HFR1 proteins belong to different groups of basic helix-loop-helix (bHLH)
transcriptional regulators, they all lack a typical basic domain required for binding to E-box and G-box motifs
in the promoter of target genes. By overexpressing derivatives of PAR1 and HFR1 we show that these proteins
are actually transcriptional cofactors that do not need to bind DNA to directly regulate transcription. We
conclude that protein-protein interactions involving the HLH domain of PAR1 and HFR1 are a fundamental
aspect of the mechanism by which these proteins regulate gene expression, most likely through interaction
with true transcription factors that do bind to the target genes and eventually unleash the observed SAS
responses.

Keywords: shade avoidance syndrome, bHLH proteins, DNA-binding, HLH domain, transcriptional cofactors,

Arabidopsis.

INTRODUCTION

In light-grown plants, the proximity of neighboring plants
can result in competition for limited resources, such as light
itself. Therefore, sensing the environment and adapting the
plant’s growth and development to potential competing
neighbors is a key to survival. The shade avoidance syn-
drome (SAS) refers to a set of responses aimed to adapt
plant growth and development to environments with high
plant density, found in both natural and agricultural com-
munities. The presence of nearby plants results in a reduc-
tion in the red (R) to far-red (FR) ratio (R:FR) caused by a
specific enrichment in FR light reflected from neighboring
leaves. For shade-intolerant plants, such as Arabidopsis
thaliana, the perception of plant proximity evokes SAS
responses that allow the plant to anticipate shading, avoid-
ing it by overgrowing neighboring plants or by flowering to
ensure seed production. Indeed, shade-responding plants

© 2011 The Authors
The Plant Journal © 2011 Blackwell Publishing Ltd

grow away from neighbors well before those putative
competitors diminish their actual acquisition of light
(Franklin, 2008; Keuskamp et al, 2010; Martinez-Garcia
et al., 2010). These responses can hence be detrimental for
crop species because they take place at the expense of
harvestable organs (Kebrom and Brutnell, 2007).

The R:FR changes associated with plant proximity are
detected by the phytochrome photoreceptors. These photo-
receptors detect mainly the R and FR wavelengths of the
light spectrum and have a major role in controlling many
other adaptive light responses. In Arabidopsis a small gene
family of five members encodes phytochromes (PHYA-
PHYE) (Chen et al., 2004; Bae and Choi, 2008). Genetic and
physiological analyses have shown that although phyB
is the major phytochrome controlling SAS, other phyto-
chromes act redundantly with phyB in the control of some

1



2 Anahit Galstyan et al.

aspects of SAS-driven development, like hypocotyl elonga-
tion (phyA), flowering time (phyD, phyE), petiole elongation
(phyD, phyE) and internode elongation between rosette
leaves (phyE) (Johnson et al., 1994; Devlin et al., 1998, 1999).
Phytochromes exist in two photoconvertible forms, an
inactive R-absorbing Pr form and an active FR-absorbing
Pfr form. In etiolated seedlings phytochromes are in the
inactive Pr form located in the cytosol. Following light
exposure they are rapidly converted into Pfr forms and
migrate to the nucleus, where they orchestrate a transcrip-
tional network in part by interacting with PHYTOCHROME
INTERACTING FACTORs (PIFs), transcription factors of the
basic helix-loop-helix (bHLH) family (Martinez-Garcia et al.,
2000; Quail, 2002).

In fully de-etiolated plants, Pr and Pfr forms are present
in a light-dependent balance: under a high R:FR ratio, the
photo-equilibrium is displaced towards the active Pfr forms,
and SAS is suppressed. Under a low R:FR ratio, the photo-
equilibrium is displaced towards the inactive Pr forms, and
SAS is induced. This induction involves rapid changes in
gene expression (Devlin et al, 2003; Salter et al., 2003).
PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED (PAR) genes have
been hypothesized as instrumental for implementing the
morphological and physiological SAS responses (Roig-
Villanova et al., 2006). Indeed, the five members of the
homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP) class-Il subfamily of
transcription factors shown to be PAR genes (ATHB2,
ATHB4, HAT1, HAT2 and HAT3) have a role in SAS, as
deduced from knock-out and/or gain-of-function mutants
(Steindler et al., 1999; Sorin et al., 2009). Other PAR genes
such as LONG HYPOCOTYL IN FR 1(HFR1), PAR1, PAR2 and
PIF3-LIKE 1(PIL1), encode members of the bHLH family with
a negative role in SAS, as deduced from the elongation
response of mutant hypocotyls to simulated or canopy
shade (Sessa et al., 2005; Roig-Villanova et al., 2006, 2007).
The members of the PIF subfamily PIF4 and PIF5 were
identified as SAS positive players that regulate the expres-
sion of PAR genes, such as ATHB2, HFR1 or PIL1 (Lorrain
et al., 2008). Genetic analyses have also implicated growth-
repressing DELLAsand CONSTITUTIVE SHADE AVOIDANCE
1 (CSA1) in the regulation of SAS responses (Faigon-
Soverna et al., 2006; Djakovic-Petrovic et al., 2007). The
low R:FR-regulated transcriptional networks intersect with
those regulating cell division and expansion, such as the
ones controlled by plants hormones. For instance, in the
case of auxins, phytochromes have been demonstrated to
control auxin biosynthesis, transport and the response to
auxin within individual cells (Nemhauser, 2008; Tao et al.,
2008; Halliday et al., 2009). Overall, these components are
organized to modulate a complex web of transcriptional
events instrumental in the establishment of the SAS
response that take place in the multicellular and organ-
structured context of a plant (Bou-Torrent et al., 2008a,b;
Josse et al., 2008).

Typical bHLH proteins contain a conserved HLH region
required for protein—protein interaction (dimerization) and a
basic domain involved in their binding to E-box or G-box
motifs found in the promoters of target genes (Atchley and
Fitch, 1997). Unlike them, HFR1 shows an atypical basic
domain that might not be functional for binding to these
motifs in its target gene promoters (Fairchild et al., 2000;
Heim et al., 2003; Carretero-Paulet et al., 2010). In fact, a
mechanism by which HFR1 regulates gene expression
involves its binding to the canonical bHLH factors PIF4 and
PIF5 by forming heterodimers that are unable to bind the
G-box motifs of their target promoters (Hornitschek et al.,
2009). This implies that HFR1 function does not necessarily
require binding of this protein to DNA. PAR7 and its paralog
PAR2 also encode atypical proteins of the bHLH family. In
this case, they both lack a basic domain. However, PAR1 was
found to directly repress two auxin-responsive genes,
SAUR15 and SAURG68, whose expression is also rapidly
but mildly and transiently induced by simulated shade. This
led to the suggestion that PAR1 and PAR2 might act as
transcriptional cofactors (Roig-Villanova et al., 2007), similar
to that described for HFR1 over PIF4 and PIF5 target genes.
These results, however, do not exclude that HFR1, PAR1 and
PAR2 might actually bind to DNA motifs different from those
typically bound by canonical bHLH and/or might regulate
gene expression by accessing gene promoters via protein—
protein interactions with true transcription factors. Here we
address these possibilities by overexpressing in A. thaliana
truncated, transactivating domain fusions and/or mutated
forms of PART and HFR1.

RESULTS

Only the HLH and the adjacent C-terminal domain
of PAR1 are required for biological activity

PAR1 and PAR2 were classified as atypical bHLH proteins
because they show homology to this family of transcription
factors only within the HLH (here referred to as H) region
(Roig-Villanova et al., 2007). In particular they lack the H/K9-
E13-R17 motif characterized as critical for proper DNA
binding to the G-box sequence (Figure S1a). Because the
amino acid sequence corresponding to the basic region in
PAR1 and PAR2 was clearly acidic in both proteins, this
region was referred to as the acidic (A) domain (Figure S1b).
No conserved motifs were found in the N-terminal (N) or
C-terminal (C) regions (Roig-Villanova et al., 2007). To
address the relevance of the different domains for the
biological function of PAR1, deletion constructs fused to the
GFP reporter gene (N-G, NA-G, AHC-G, HC-G, NAH-G and
AH-G) were expressed in transgenic plants under the control
of the constitutive 35S promoter (Figure 1a). As controls,
transgenic lines overexpressing GFP alone (P35S:G) and a
GFP-tagged version of PAR1 (P35S:PAR1-G) were used. At
least two independent transgenic lines showing levels of

© 2011 The Authors
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Figure 1. Physiological phenotype of plants
overexpressing truncated versions of PART.
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transgene expression higher than those of the P35S:PAR1-G
line were selected for each construct. The only exception
was construct P35S:AHC-G, for which all seed-producing
lines had low levels of transgene expression. However,
several P35S:AHC-G individuals were identified in the T,
population with a very strong dwarf and dark-green phe-
notype and an inability to set seeds (Figure S2). Amongst
the different lines generated, only plants from lines
P35S:AHC-G and P35S:HC-G displayed the dwarf dark-green
phenotype characteristic of PAR7T overexpression lines
(Figure 1b), even though GFP fluorescence was detected
in all lines analyzed, indicating that all PAR1 derivatives are
translated in the plant. All variants containing the N-terminal
region of PAR1 (N-G, NA-G and NAH-G) were mainly local-
ized in the nuclei, suggesting that this region contains a
nuclear localization signal (NLS) (Figure 1c). P35S:AHC-G
and P35S:HC-G seedlings displayed GFP fluorescence in
nuclei and other structures of unknown nature, whereas
P35S:AH-G seedlings showed mostly cytoplasmic GFP
fluorescence (Figure 1c). As an additional estimate of the

© 2011 The Authors

biological activity of these truncated proteins, we evaluated
the response of transgenic seedlings to white (W)+FR.
Again, only P35S:AHC-G and P35S:HC-G seedlings (as well
as P35S:PAR1-G) displayed significantly short hypocotyls
when grown under W and a reduced response to W + FR
compared with the control line (P35S:G). By contrast, over-
expression of N-G, NA-G, NAH-G and AH-G had no biolog-
ical activity based on these visual phenotypes (Figure 1b,d).
Two-way ANoVA tests confirmed that only P35S:AHC-G,
P35S:HC-G and P35S:PAR1-G seedlings displayed a signifi-
cantly attenuated hypocotyl response to simulated shade
(Table S1).

We also analyzed the molecular phenotypes of the
generated lines. Based on previous transcriptomic analyses
(Roig-Villanova et al., 2007), we selected At5g57780 as a
molecular marker of PART or PAR2 overexpression
(Atbg57780 expression was reduced in plants with increased
PAR1 activity). As shown in Figure 2(a,b), the expression of
this gene was down-regulated only in P35S:AHC-G and
P35S:HC-G seedlings, as well as in the P35S:PAR1-G control

The Plant Journal © 2011 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2011), doi: 10.1111/j.1365-313X.2011.04485.x
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Figure 2. Molecular phenotype of plants overexpressing truncated versions
of PAR1.

(a) GFP and At5g57780 expression in the indicated transgenic lines. RNA
extracted from 7-day-old W -grown seedlings was used for RNA blot analysis
of At5g57780 and transgenic GFP expression levels. Each RNA sample was
extracted from a pool of homozygous seedlings. 25S rRNA levels are shown
as a loading control.

(b) Normalized expression of the genes shown in (a) are presented relative to
the expression levels in the control line (G.06).

(c) Effect of truncated PART (AHC, HC) overexpression on auxin-induced
SAUR15 and SAUR68 expression. Seven-day-old W-grown seedlings were
treated with 50 um 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) for 0 or 4 h.
Normalized expression of the genes analyzed is presented relative to the
expression of untreated control seedlings (G.06, 0 h). In panels (b) and (c)
values are means + SE of three independent samples. Symbols indicate
significant differences (*P < 0.01, °P < 0.05, +P = 0.126) relative to the con-
trols growing under the same conditions.

line. Overexpression of PAR1-G or truncated AHC-G and HC-
G also had very similar effects on the auxin-induced levels of
transcripts encoding SAUR15 and SAUR68 (Figure 2c), two
genes shown to be direct targets of PAR1 action (Roig-
Villanova et al., 2007). Altogether, these results confirm that
among all the truncated PART versions tested only those
containing the HLH domain (required for protein-protein
interactions) and the adjacent C-terminal region have bio-
logical activity in the regulation of the SAS responses. By
contrast, the N-terminal and acidic domains are not required

for full (wild-type) PAR1 function in vivo, although the
N-terminal region provides a functional NLS.

PART1 protein still acts as a transcriptional repressor when
fused to the VP16 transcriptional activator

The results shown above suggested that PAR1 function
requires protein—protein interaction but not direct DNA
binding to regulate gene expression. However, it is still
possible that PAR1 binds to the promoter of its target genes
indirectly by interacting with DNA-binding transcription fac-
tors. To test these hypotheses, we investigated whether
PAR1 could be converted into a transcriptional activator by
fusing it to the transactivating domain of the herpes viral
protein VP16 (VP16-AD). Despite the non-plant origin of
this protein, fusions of VP16-AD to plant DNA-binding
transcription factors have been successfully used to convert
transcriptional repressors into activators (Steindler et al.,
1999; Parcy et al., 2002; Sawa et al., 2002). In the absence of
direct or indirect access to DNA regulatory sequences, over-
expression of PART fused to VP16-AD (P35S:PAR1-V lines,
Figure 3a) was expected to result in a phenotype virtually
identical to that observed by overexpressing a wild-type
version of PAR1. In agreement, P35S:PAR1-V lines displayed
a phenotype typical of PART overexpression in terms of
dwarfism, dark-green pigmentation, reduced response to
W + FR and repression of auxin- and simulated shade-
induced SAUR15 and SAUR68 gene expression (Figure 3).
To discard that this phenotype was due to the activity of
truncated PAR1-V protein forms, plants constitutively over-
expressing a triple translational fusion between PAR7-V and
the glucocorticoid receptor (GR) domain (P35S:PAR1-VG
lines) were generated (Figure 4a). The GR domain is capable
of retaining a nuclear protein to which it is attached in the
cytoplasm of plant cells. Upon addition of the glucocorticoid
dexamethasone (DEX), the fusion protein translocates to the
nucleus. In the absence of DEX, the phenotypes of wild-type
and transgenic P35S:PAR1-VG seedlings were similar. By
contrast, DEX treatment induced a dwarf dark-green pheno-
type only in P35S:PAR1-VG seedlings, which was similar to
that observed in DEX-treated P35S:PAR1-GR seedlings (Fig-
ure 4b) (Roig-Villanova et al., 2007). Although the DEX-
induced phenotype was not observed in all seedlings of all
lines (perhaps because the PARIT-VG transgene or the
corresponding fusion protein were unstable), the dwarf
phenotype was DEX-dependent in all cases, which indicates
that it was not produced by truncated versions of the PAR1-
VG protein. These data confirm that the phenotypes asso-
ciated with the overexpression of a functional PAR1 protein
are not due to the expression of truncated versions of PAR1-
VG. Furthermore, they show that the addition of a transcrip-
tional activation domain to PAR1 does not impair its
biological function, particularly its ability to repress gene
expression (Figures 3c—d). Together, our results indicate
that PAR1 does not bind to the promoter of its target genes

© 2011 The Authors
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Figure 3. Phenotype of plants overexpressing PAR1-V.

(a) Scheme showing the PAR1-V derivative overexpressed.

(b) Hypocotyl response to simulated shade of PART-V-overexpressing seed-
lings. Columns represent the mean + SE. Seedlings were grown as indicated
in Figure 1(d). PAR1-GG refers to plants overexpressing PAR1T fused to the
double reporter GUS-GFP (Roig-Villanova et al., 2007). Aspect of represen-
tative 7-day-old seedlings of the lines analyzed (top of the graph). Panels are
shown to the same scale.

(c) Effect of PAR1T-V overexpression on auxin-induced SAUR15 and SAUR68
expression. Seedlings were grown as indicated in Figure 2(c). An RNA blot
analysis is shown at the bottom of each graph. Values are means + SE of
three independent samples.

(d) Effect of PAR1-V overexpression on simulated shade-induced SAUR15and
SAURG68 expression. W-grown 7-day-old wild type (wt) and lines shown in (b)
were treated for 0 (W) and 1 h with W + FR. Values are means + SE of three
independent quantitative PCR replicates normalized to UBQ10. In (c) and (d),
normalized gene expression is presented relative to the expression of
untreated (0 h) wt seedlings. Symbols indicate significant differences
(°P < 0.05, *P < 0.01) relative to the controls growing under the same
conditions.

either directly or indirectly (by association with other
transcription factors). Instead, PART might regulate gene
expression by dimerizing with other bHLH proteins.

Dimerization of PAR1 is required for biological activity

The HLH region of bHLH factors is required for homo- or
heterodimerization (Heim et al., 2003). In a yeast two-hybrid
(Y2H) assay, PAR1 has been shown to be able to homodi-

© 2011 The Authors
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Figure 4. Phenotype of plants overexpressing PAR1-VG derivative.

(a) Scheme showing the PAR1-VG derivative gene overexpressed.

(b) Phenotype of 7-day-old W-grown wild type (wt) and transgenic seedlings
overexpressing PAR1-GR (line 37) or PAR1-VG (four independent transgenic
lines, 07, 09, 15 and 21) germinated and grown on medium either supple-
mented (+) or not (=) with 5 um dexamethasone (DEX). Panels are shown to
the same scale.

merize (Carretero-Paulet et al., 2010) and heterodimerize
(Figure S3). Therefore we used this technique to test the
dimerization ability of truncated PAR1 versions that contain
the HLH domain (AHC, HC, NAH and AH) (Figure 5a). The
deletion fragments were fused to the GAL4 activation
domain (AD) and tested for dimerization against full-length
PAR1 fused to the GAL4 DNA-binding domain (BD-PAR1).
Only yeast colonies co-expressing AD-PAR1, AD-AHC or AD-
HC together with BD-PAR1 grew in SD-AHLT medium (Fig-
ure 5a). These results indicated that the interaction was
taking place only when both HLH and C-terminal domains
were present. Because precisely these two domains were
also required for biological activity of PAR1 in transgenic
plants (Figures 2 and 3), we conclude that dimerization
might be a fundamental aspect of the mechanism by which
PAR1 regulates SAS responses.

To rule out that other putative functions of the HLH and/or
C-terminal domains of PAR1 could be important for its
biological activity, we directly tested whether dimerization
was an absolute requirement for the function of this protein
in vivo. Previously it was shown that conserved residues in
the HLH domain of PAR1 are required for homodimerization

The Plant Journal © 2011 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2011), doi: 10.1111/j.1365-313X.2011.04485.x
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Figure 5. Dimerization and biological activities of PAR1 derivatives.

(a) Yeast two-hybrid (Y2H) assay of PAR1-truncated derivative forms. SD-LT
and SD-AHLT refer to the selective media indicative of transformed cells or
protein-protein interaction, respectively. Numbers refer to the combinations
of binding domain (BD) and activation domain (AD) constructs specified on
the right panels.

(b) The GFP fluorescence in roots from 10-day-old W-grown seedlings
overexpressing the indicated GFP-derived proteins. Panels are to the same
scale. Bar = 50 um.

(c) Hypocotyl response to simulated shade of representative PART,g6r
overexpressing seedlings. Columns represent the mean + SE. Seedlings
were grown as indicated in Figure 1(d).

(d) GFP and At5g57780 expression of the transgenic lines indicated in (b).
Samples were processed as indicated in Figure 2(a).

(e) Normalized expression of the genes shown in (c) is presented relative to
the expression levels in the control line (G.06). Values are means + SE of
three independent samples. Symbols indicate significant (*P < 0.01) differ-
ences relative to the control plants growing under the same conditions.

in a Y2H assay. In particular, PAR1 g6 (a derivative of PAR1
containing Leu66 mutated to Glu) (Figure S1b) displayed no
interaction in the Y2H growth assay (Carretero-Paulet et al.,
2010). To study its biological activity, the mutated form
fused to GFP was overexpressed in transgenic plants
(P35S:PAR1 66e-G lines). At least two independent trans-
genic plants showing high levels of transgene expression
were selected. The GFP fluorescence confirmed that the
mutated PAR1 ¢se-G protein was produced and localized in
the nucleus (Figure 5b). As shown in Figure 5(c,d), overex-
pression of PAR1,s6c-G lacked any biological activity, based
on the hypocotyl elongation in response to simulated shade
and other morphological phenotypes, as well as on the
expression of Atbg57780, a marker gene of increased PAR1
activity (Figure 2). Altogether, these results confirm that
dimerization via the HLH domain is essential for PAR1
activity in plant cells.

The HLH and the adjacent C-terminal domain are also
required for biological activity of HFR1

Like PAR1 and PAR2, HFR1 is an atypical bHLH protein
involved in the regulation of SAS responses. Although the
basic (B) domain of this protein might not be functional
to bind E-boxes or G-boxes (Hornitschek et al., 2009), HFR1
might use this domain to bind other DNA sequences.
Alternatively, HFR1 activity might require dimerization via
the HLH (H) domain but not DNA binding, as shown here for
PAR1. To address this possibility, two truncated versions of
HFR1 fused to the GFP reporter gene (G-BH and G-H) were
generated (Figure S4) and overexpressed in transgenic
plants under the 35S promoter (P35S:G-BH and P35S:G-H
lines) (Figure 6a). The BH fragment that we overexpressed
in this work comprises the same HFR1 residues of the CT161
construct generated by other authors, whose truncated
gene product is more stable than the full-length HFR1 pro-
tein in the dark (Yang et al., 2005). The H fragment of the
HFR1 gene overexpressed was analogous to the PAR1 HC
construct described in Figure 1(a), because it contains the
HLH and the adjacent C-terminal region. The GFP fluores-
cence indicated that both truncated proteins were expressed
and targeted to the nucleus of plant cells (Figure 6b).
As controls, untransformed plants (wt) and a transgenic
line overexpressing an epitope-tagged version of HFR1
(P35S:HFR1-HA) were used (Duek et al., 2004). As an esti-
mate of the biological activity of these HFR1 derivatives,
we analyzed the response of hypocotyls to W + FR. Both
P35S:G-BH and P35S:G-H seedlings displayed significantly
short hypocotyls when grown under W and a significantly
reduced response to W + FR compared with the untrans-
formed wt control. The decreased hypocotyl elongation
phenotype was stronger than in P35S:HFR1-HA lines (par-
ticularly in response to simulated shade) (Figure 6c). In all
three cases, two-way ANova tests indicated a significant
interaction (P < 0.01) between the high levels of HFR1
derivative expression and simulated shade treatments in the
case of hypocotyl elongation (Table S2). We also analyzed
the response of PIL1, a gene whose expression is directly
repressed by HFR1, to 1 h of W + FR (Hornitschek et al.,
2009). The up-regulation of PIL1 expression was attenuated
in P35S:HFR1-HA seedlings, and strongly inhibited in both
P35S:G-BH and P35:G-H seedlings (Figure 6d). These results
are consistent with published information about the nega-
tive role of HFR1 in the control of SAS responses (Sessa
et al., 2005; Roig-Villanova et al., 2007; Hornitschek et al.,
2009) and also indicate that the truncated forms of HFR1 do
not appear to acquire neomorphic functions. All together,
our data demonstrate that the HLH domain and the adjacent
C-terminal region are sufficient to confer nuclear localization
and biological activity, and imply that DNA binding is not
required for the biological activity of any of these proteins
during the SAS.
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Figure 6. Phenotype of plants overexpressing truncated versions of HFR1.
(a) Scheme showing the truncated HFR1 derivatives overexpressed.

(b) The GFP fluorescence in roots from 7-day-old W-grown transgenic
seedlings expressing the indicated GFP-tagged proteins. Panels are to the
same scale. Bar = 50 um.

(c) Hypocotyl response to simulated shade of lines shown in (a). Columns
represent the mean + SE. Seedlings were grown as indicated in Figure 1(d).
(d) Relative PIL1transcript abundance. W-grown 7-day-old wild-type (wt) and
lines shown in (a) were treated for 0 and 1 h with W + FR (FR, far-red). Values
are means =+ SE of three independent quantitative PCR replicates normalized
to UBQT0. Transcript abundance is measured relative to wild-type (wt) 0 h
values. Symbols indicate significant differences (*P < 0.01) relative to the wt
control plants growing under the same conditions.

DISCUSSION

The regulation of the SAS responses in Arabidopsis after
perception of plant proximity by phytochromes involves a
rapid increase in the expression of several PAR genes, which
eventually triggers SAS-associated morphological (hypo-
cotyl length) and metabolic (photosynthetic pigment accu-
mulation) changes (Salter et al., 2003; Roig-Villanova et al.,
2007; Lorrain et al., 2008; Sorin et al., 2009). Genetically and
functionally characterized PAR genes that encode proteins
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of the bHLH family of transcriptional regulators, such as
PAR1, PAR2, HFR1 and PIL1, are negative regulators of the
SAS. PAR1 and PAR2 differ from the rest because of their
small size (118 amino acids) and the substitution of the basic
domain by an acidic domain (Figure S1). By contrast, HFR1
protein is larger (292 amino acids) and it contains an atypical
basic domain (Figure S1). Initial primary structure analyses
led to the proposal that PAR1, PAR2 and HFR1 either do bind
to DNA sequences other than canonical E-boxes or even do
not to bind to DNA at all, hence acting fundamentally as
transcriptional cofactors (Fairchild et al., 2000; Wray et al.,
2003; Roig-Villanova et al.,, 2007). However, compelling
experimental evidence has been missing until now.

Our structure-function analyses show that a truncated
PAR1 fragment containing only the HLH domain and the
adjacent C-terminal region (P35S:HC-G plants) was func-
tionally equivalent to the full-length PAR1 factor as deduced
by their effect on hypocotyl elongation and repression of
gene expression when overexpressed in transgenic plants
(Figures 1 and 2). Based on the GFP fluorescence of the
recombinant proteins, all truncated PAR1 derivatives are
produced and, with the only exception of AH-G, mainly
localized in nuclei (Figure 1c). Furthermore, a mutated
PAR1.eee protein targeted to the nucleus but unable to
dimerize (Carretero-Paulet et al., 2010) has no biological
activity when overexpressed in plants (Figure 5). These
results together indicated that: (i) nuclear localization is not
sufficient to confer biological activity and (ii) the derivative
forms of PAR1T overexpressed in plants owe their biological
activity exclusively to the ability to interact with themselves
or other proteins through their extended HLH domain. The
fact that truncated regions of PAR1 containing the HLH
domain but not the C-terminal region (NAH and AH) lacked
the ability to dimerize in Y2H assays (Figure 5a) and were not
biologically active when overexpressed in plants (Figure 1)
might suggest that dimerization requires not only the
presence of the HLH domain but also of the adjacent
C-terminal region. However, it is most likely that the minimal
region that we selected as the HLH domain, based on some
studies (Atchley and Fitch, 1997; Toledo-Ortiz et al., 2003),
was actually incomplete. In fact, other reports (Heim et al.,
2003; Roig-Villanova et al., 2007) include in the HLH motif
seven more residues that were part of the region that we
selected as the C-terminal domain in this work (Figure S1).

In the case of HFR1, we used a similar strategy to
demonstrate that this protein only required the extended
HLH domain for biological function, similar to PAR1. Over-
expression of truncated fragments lacking different portions
of the N-terminal region of HFR1 (residues 1-131; Figure S4)
caused a much stronger de-etiolation phenotype than the
full-length HFR1 protein, suggesting the involvement of this
domain in the stability of the protein (Yang et al., 2003, 2005;
Duek et al., 2004; Jang etal., 2005). In addition, this
suggested that the bHLH domain and the adjacent
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C-terminal region were sufficient to confer a biological
activity, similar to that shown by the full-length HFR1
protein. Therefore, and based on these data, we did not
include the N-terminal domain in our constructs. In agree-
ment with the published results, overexpression of a trun-
cated HFR1 that lacked the whole 1-131 N-terminal region
(P35S:G-BH plants) resulted in a much stronger SAS phe-
notype than that caused by the full-length HFR1 factor in
terms of reduced hypocotyl elongation and decreased PIL1
expression in response to simulated shade (Figure 6). More
importantly, overexpression of only the HLH and the adja-
cent C-terminal domain of HFR1 (P35S:G-H) also resulted in
a reduced hypocotyl elongation phenotype and reduced
PIL1 expression in response to simulated shade (Figure 6),
indicating that the basic domain is not required for full (wild-
type) biological activity of HFR1. Furthermore, point muta-
tions in the HLH domain result in HFR1 proteins unable
to dimerize and that lack any obvious activity in plants
(Hornitschek et al., 2009). These results together indicate
that HFR1, like PAR1, can only function when its dimerization
properties are preserved.

A formal possibility that could explain how PAR1 and
HFR1 can directly regulate gene expression using only the
extended HLH domain was that these proteins could access
and sit in the target promoters via HLH-mediated interaction
with true transcription factors. However, evidence is now
available that neither PAR1 nor HFR1 employ this mecha-
nism in plant cells. Thus, overexpression studies show that
chimeric PAR1-VP16 and PAR1-VP16-GR versions have the
same biological activity as PAR1, including the ability to
repress direct target genes SAUR15 and SAURG68 (Figures 3
and 4). Similarly, overexpression in plants of a VP16-AD
fusion to HFR1 does not seem to alter the biological activity
of HFR1 (C. Fankhauser, Center for Integrative Genomics,
University of Lausanne, Switzerland, personal communica-
tion). Because the presence of a transcriptional activation
domain such as VP16-AD in chimeric versions of PAR1 or
HFR1 did not cause a distinctive phenotype, we concluded
that these proteins generally regulate gene transcription
without acceding directly or indirectly to DNA regulatory
sequences. Instead, both HFR1 and PAR1 most likely func-
tion as transcriptional cofactors, similarly to animal HLH-
containing ID (inhibitor of DNA binding) proteins, which
modulate gene expression without binding to DNA regula-
tory motifs (Norton, 2000; Ruzinova and Benezra, 2003).
Because PAR1 is able to heterodimerize (Figure S3), it might
interact with canonical bHLH factors to prevent their binding
to the promoter of the corresponding target genes, as
already shown for HFR1 towards the expression of specific
direct target genes such as PIL1, XTR7 and HFR1 (Hornit-
schek et al., 2009). Interestingly, this fundamental mecha-
nism would be important not only for short-term effects of
the action of PAR1 and HFR1 (i.e. direct repression of target
genes) but also for long-term effects (i.e. inhibition of

hypocotyl elongation in response to prolonged simulated
shade treatments).

Similar to what is known for PAR1 and HFR1, PIF3 has a
dual role in the regulation of light responses. Thus, during
seedling de-etiolation PIF3 regulates early changes in gene
expression immediately after exposure to light but also
participates in later stages controlling hypocotyl elongation
after long-term irradiation (Kim et al., 2003; Roig-Villanova
et al., 2007; Al-Sady et al., 2008; Hornitschek et al., 2009).
Overexpression of PIF3 mutated forms revealed that these
dual activities are located in different parts of the protein: the
phyB-interacting domain and the basic domain (DNA-bind-
ing) of the bHLH region. Whereas only its DNA-binding
domain is required for the role of PIF3 as a transcriptional
regulator in early signaling, only the phyB-interacting
domain is required for inducing hypocotyl elongation after
long-term irradiation (Al-Sady et al., 2008). These results
somehow contrast with our findings for PAR1 and HFR1, in
which regulation of both early changes in gene expression
(Figures 2¢ and 6d) and long-term changes in hypocotyl
elongation and/or gene expression (Figures 1d, 2a-b and 6¢)
were located in the domain required for dimerization (HLH).
Since the mutagenesis in PIF3 affected residues within the
basic domain but maintained a HLH domain that is fully
functional for interacting with other proteins (Al-Sady et al.,
2008), it is unknown whether its dimerization activity
through the HLH domain might affect only one or both of
PIF3’s molecular activities.

The existence of dozens of potential SAS regulators is
consistent with the concept that the SAS is a complex
response implemented by the regulation of pre-existing
transcriptional networks. Coherently, mutants deficient in a
single component show, at best, only mild defects in the
SAS response analyzed. Studying the organization of this
complex network therefore requires learning about the
potential activities of the individual components and the
interactions amongst the different factors involved. Our
structure-functional analyses of these atypical bHLH pro-
teins indicate the fundamental importance of protein-pro-
tein interaction in the regulation of the SAS responses: PAR1
and HFR1 might act basically as dominant negative antag-
onists of bHLH transcription factors by heterodimerizing
with them and preventing them from binding DNA or other
transcription factors, therefore affecting the transcriptional
network. In view of our results, we are currently investigat-
ing whether additional proteins that interact with these
transcriptional cofactors (found in a Y2H screening) might
act as networked regulatory components of SAS responses.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plant material and growth conditions

Arabidopsis (A. thaliana) transgenic lines were generated in the
Col-0 background. Lines overexpressing PAR71 fused to GFP
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(P35S:PAR1-G.01), to GUS-GFP double reporter (P35S:PAR1-GG.13)
or to GR (P35S:PAR1-GR.37) were previously described (Roig-
Villanova et al., 2007). For seed production, plants were grown in
the greenhouse under long day (LD 16 h light/8 h dark) conditions.
Seeds were surface sterilized and sown on Petri dishes with solid
growth medium without sucrose [GM-; 0.215% (w/v) MS salts plus
vitamins, 0.025% (w/v) 2-(N-morpholine)-ethanesulfonic acid (MES)
pH 5.8] (Roig-Villanova et al., 2006). After stratification (3-6 days),
plates were incubated in growth chambers at 22°C under W
(80 umol m~2 sec™" of photosynthetically active radiation; R:FR ra-
tio of 3.2-4.5). Simulated shade was generated by enriching W with
supplementary FR provided by QB1310CS-670-735 light-emitting
diode (LED) hybrid lamps (Quantum Devices Inc., http://
www.quantumdev.com/) (80 umol m=2 sec™" of photosynthetically
active radiation; R:FR ratio of 0.05). Fluence rates were measured
using an EPP2000 spectrometer (StellarNet, http://www.stellarnet-
inc.com/) (Sorin et al., 2009). For gene expression analyses, seeds
were sown on filter paper on top of GM- medium.

Construction of transgenic lines

Details of the generation of the described transgenic lines are given
in the Appendix S1. Arabidopsis plants were transformed with the
obtained binary vectors. Transgene presence in T4 plants was ver-
ified by PCR analysis using specific primers on plant genomic DNA.
Only lines with a single T-DNA insertion (as estimated from the
segregation of the marker gene in T, populations) were eventually
selected.

Chemical treatments

To prepare stock solutions, DEX and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D) were dissolved in absolute ethanol at 5 and 250 mm,
respectively. Stock solutions were kept at —20°C until use.

Hypocotyl measurements

The National Institutes of Health ImageJ software (http://rsb.info.
nih.gov/) was used on digital images to measure the length of
hypocotyls, as indicated elsewhere (Sorin et al., 2009). At least 15
seedlings were used for each data point, experiments were repeated
two to five times and a representative one is shown. Statistical
analyses of the data (t-test and two-way ANovA) were performed
using GraphPad Prism version 4.00 for Windows (http://www.
graphpad.com/).

RNA blot analysis and quantitative PCR

The RNA blot analyses and hybridization probes are described in the
Appendix S1. Images were visualized by using a molecular Imager
FX (Bio-Rad, http://www.bio-rad.com/), and band intensities were
quantified by using QUANTITY ONE (Bio-Rad) software. Expression
levels were normalized with the 25S rRNA signal. Reverse trans-
criptase and quantitative PCR (qPCR) analyses of gene expression
were performed as indicated elsewhere (Sorin et al., 2009). The
UBQ10 gene was used as a control. Three biological replicas for
each sample were assayed. Primer sequences can be found in the
Appendix S1.

Yeast two-hybrid (Y2H) interaction assays

The Matchmaker two-hybrid system (Clontech, http:/www.
clontech.com/) was used to perform Y2H growth assays. Details of
the constructs used and yeast transformation are provided in the
Appendix S1. Yeast cells were co-transformed with the different
pairs of BD/AD constructs. Independent transformants were
selected on SD-Leu-Trp (SD-LT). Independent colonies were trans-
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ferred to SD-Ade-His-Leu-Trp (SD-AHLT) to test for protein-protein
interaction. Co-transformations were repeated at least twice with
identical results.

Subcellular localization analyses

Transgenic seedlings were mounted in water on glass slides. The
GFP activity was inspected using a FV 1000 confocal microscope
(Olympus, http://www.olympus.com/). After excitation by a Kr/Ar
488-nm laser line, GFP was visualized with a band-pass 500-545 nm
filter. Images were processed with the Olympus FV software. At
least two independent transgenic lines were examined for each
construct.

Accession numbers

Sequence data from this paper can be found in the Arabidopsis
Genome Initiative or GenBank/EMBL databases under the following
accession numbers: PART (At2g42870), PAR2 (At3g58850), SAUR15
(At4g38850), SAUR68 (At1929510), HFR1 (At1g02340) and PIL1
(At2g46970).
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