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ABREVIATURAS

5-meC: 5-metilcitosina

8-0x0G: 8-oxoguanina

3 "-dRP: aldehido a,p-insaturado

5 “dRP: desoxirribofosfato sin base
Adomet: S-adenosilmetionina
AGO: proteina ARGONAUTA

AP: sitio abasico (sitio apurinico o
apirimidinico)

ARP: Apurinic endonuclease-Redox
Protein

AtZDP: Arabidopsis thaliana Zinc
finger DNA 3 "Phosphoesterase
BER: mecanismo de reparacion por
escision de bases (Base Excision
Repair)

CMT: cromometiltransferasas

DCL: ribonucleasa DICER

DDM1: Decrease in DNA
Methylation 1

DME: DEMETER

DML: DEMETER-LIKE, proteinas
semejantes a DEMETER

DRM: Domain Rearranged
Methyltransferase

dsRNA: RNA de doble cadena
HDA: histona desacetilasa
HhH-GPD: motivo hélice-horquilla-
hélice seguido de glicina, prolina y
acido aspartico

MBD: dominio de unién a
secuencias CpG metiladas (methyl-
CpG-binding domain)

MBP: proteina de uniéon a maltosa
(Maltose Binding Protein)

mRNA: RNA mensajero

PCNA: antigeno de proliferacion
celular (Proliferating Cell Nuclear
Antigen)

PGCs: células germinales
primordiales

RdDM: metilacion del DNA dirigida
por RNA (RNA-directed DNA
methylation)

RNAI: interferencia mediada por
RNA

ROS1: REPRESSOR OF
SILENCING1

siRNA: RNA pequefo interferente
TDG: timina DNA glicosilasa

TF: factor de transcripcidn

TGS: Transcriptional Gene
Silencing

UDG: uracil DNA glicosilasa
XRCC1: X-ray cross
complementing group protein 1






SUMMARY






DNA methylation (5-methylcytosine, 5-meC) is an important epigenetic
mark for transcriptional gene silencing that plays critical roles in regulation of
developmental genes, genomic imprinting, X chromosome inactivation and
transposon silencing. Methylation landscapes are established by the combined
actions of methylation and demethylation reactions. The mechanisms
responsible for active DNA demethylation in mammalian cells are still poorly
understood. However, in plants there is convincing genetic and biochemical
evidence that a subfamily of DNA glycosylases typified by Arabidopsis ROS1
(REPRESSOR OF SILENCING 1) remove 5-meC from DNA, initiating its
replacement by unmethylated cytosine through a base excision repair (BER)
process. After 5-meC removal, ROS1 and its homologous cleave the
phophodiester backbone, generating a substantial fraction of products
containing a single-nucleotide gap flanked by 3'- and 5 -phosphate termini. In
this work, it has been found that the DNA phosphatase ZDP removes the
blocking 3 '-phosphate, allowing subsequent DNA polymerization and ligation
steps needed to complete demethylation. ZDP and ROS1 interact in vitro and co-
localize in vivo in nucleoplasmic foci. It has also been found that extracts from
zdp mutant plants are unable to complete DNA demethylation in vitro, and
mutations in ZDP cause DNA hypermethylation and transcriptional silencing of a
reporter transgene. Furthermore, genome-wide methylation analysis in zdp
mutant plants identified hundreds of hypermethylated endogenous loci. Our
results also indicate that, besides a role during DNA demethylation, ZDP
participates in the repair of DNA damage, probably by processing single-strand
breaks (SSB) generated either directly by DNA-damaging agents or indirectly as
repair intermediates. This work also examined the possible role of plant XRCC1
(X-ray cross complementing group protein 1) in DNA demethylation. Our results
suggest that XRCC1 is a component of plant BER and functions at several stages
during active DNA demethylation. Thus, XRCC1 interacts with ROS1 and ZDP
and stimulates their enzymatic activities in vitro. By other hand, cell extracts
from xrcci mutant plants exhibit a reduced capacity to complete DNA
demethylation, and XRCC1 is required for efficient gap-tailoring and DNA
ligation. Altogether, the results show that ZDP and XRCC1 function downstream
of ROS1 in the active DNA demethylation pathway in plants, and contribute to



understand the role of DNA repair mechanisms in the modification of epigenetic

patterns.



RESUMEN






La metilacion del DNA (5-metilcitosina, 5-meC) es una marca epigenética
que promueve el silenciamiento génico y desempefia un papel importante en la
regulacion del desarrollo, la impronta génica, la inactivaciéon del cromosoma X y
el silenciamiento de elementos transponibles. Los patrones de metilacion se
establecen por la accidn combinada de mecanismos de metilacion vy
desmetilacion. Los mecanismos responsables de la desmetilacidén activa del DNA
en animales no se conocen con exactitud. Sin embargo, en plantas hay
convincentes pruebas genéticas y bioquimicas de que proteinas de una
subfamilia de DNA glicosilasas, tipificadas por la proteina de ROS1 (REPRESSOR
OF SILENCING 1) de Arabidopsis, eliminan la 5-meC del DNA, iniciando su
sustitucidon por una citosina no metilada a través de un proceso andalogo a la
reparacion por escision de bases (Base Excision Repair, BER). Tras la
eliminaciéon de la 5-meC como base libre, ROS1 y sus homodlogos rompen el
esqueleto azucar-fosfato del DNA, generado entre otros productos un hueco
mono-nucleotidico flanqueado por extremos 3 -P y 5°-P. En esta tesis doctoral
se ha demostrado que ZDP, una fosfatasa de DNA, procesa el grupo 3'-P vy
genera un extremo 3'-OH que puede ser usado por DNA polimerasas para
rellenar el hueco y completar la desmetilacion. ZDP y ROS1 interaccionan in
vitro y co-localizan in vivo en las mismas regiones nucleoplasmicas. También se
ha demostrado que plantas mutantes zdp son incapaces de completar la
desmetilacidn in vitro, y que las mutaciones en ZDP causan la hipermetilacién y
el consiguiente silenciamiento transcripcional de un transgén reportero. Ademas,
un analisis de metilacién a escala gendmica ha revelado que el DNA de plantas
mutantes zdp contiene cientos de regiones que se encuentran hipermetiladas.
Por otra parte, los resultados de este trabajo indican que ZDP también
desempena un papel en la reparacion de danos en el DNA, probablemente
procesando roturas de cadena sencilla generadas directamente por agentes
genotdéxicos o surgidas indirectamente como intermediarios de reparacién.
También se ha examinado el posible papel de XRCC1 (X-ray cross
complementing group protein 1) en la ruta de desmetilacion activa de DNA.
Nuestros resultados indican que XRCC1 es un componente del mecanismo de
BER en plantas y que participa en varias etapas de la desmetilacién. XRCC1
interacciona con ROS1 y ZDP, estimulando las actividades enzimaticas de ambas

proteinas in vitro. Los extractos celulares de plantas mutantes xrccl muestran
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una menor capacidad de completar la desmetilacion, y XRCC1 facilita tanto la
eliminacion del grupo 3 '-P catalizada por ZDP como el paso final de ligacién del
DNA. En definitiva, los resultados de esta tesis demuestran que ZDP y XRCC1
funcionan con posterioridad a ROS1 en una ruta de desmetilacién activa del DNA
en plantas, y contribuyen a entender el papel de la maquinaria de reparacion del

DNA en la modificacidn de los patrones epigenéticos.



INTRODUCCION






1. Epigenética

Historicamente, la palabra epigenética comenzd a utilizarse para describir
aquellos procesos que no podian ser explicados por principios genéticos. Hoy en
dia se consideran fenédmenos epigenéticos aquellos que ocasionan cambios en la
funcion génica que son heredables (mitética y/o meidticamente) pero que no
pueden ser explicados por cambios en la secuencia del DNA (Russo, 1996). El
avance en el estudio de la epigenética ha favorecido el uso del concepto de
epigenoma como responsable de la regulacion del genoma (Beck et al., 1999). A
diferencia del genoma, que es idéntico en todos los tipos celulares a lo largo de
la vida, el epigenoma es dindmico y cambia en cada tipo celular y en cada
momento del ciclo vital. El epigenoma incluye un conjunto de marcas
epigenéticas que proporcionan una capa adicional de informacion superpuesta a
la secuencia de DNA. Hasta la fecha los dos tipos de marcas epigenéticas
identificadas son las modificaciones de las proteinas de la cromatina y la
metilacion del DNA (Holliday, 2005; Tamaru and Selker, 2001). Ademas,
recientemente se ha descubierto que el RNA desempefia un papel importante en
la regulacion epigenética, ya que pequeiias moléculas de RNA no codificante
intervienen en el control de multiples procesos epigenéticos. Un claro ejemplo es
el mecanismo de compensacion de la dosis génica del cromosoma X en
Drosophila y mamiferos, mediado por los RNAs roX y Xist, respectivamente,
(Bernstein and Allis, 2005) Ademas, en S. pombe se ha identificado interaccion
entre pequenos RNAs y las proteinas Chpl, proteinas reguladoras de la
cromatina (Grewal and Jia, 2007).

Con la secuenciacion del genoma humano completada, los investigadores
centran sus esfuerzos en intentar comprender los cambios epigenéticos que
determinan cémo la informacién genética se manifiesta durante los diversos
estados del desarrollo, en los diferentes tejidos y en diversas enfermedades
(Bird, 2002; Goll and Bestor, 2005; Margueron et al., 2005).

2. La cromatina

El DNA gendmico de las células eucaridticas se encuentra compactado y
organizado dentro del nlcleo como cromatina (Hsieh and Fischer, 2005). La
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cromatina es un complejo de DNA y proteinas de estructura dinamica que ejerce
un control profundo sobre la expresidn génica y otros procesos celulares. Los
cambios en su estructura pueden ser heredados mitdtica y/o meidticamente con
independencia de la secuencia de DNA. El principal componente proteico de la
cromatina son las proteinas denominadas histonas. El DNA se une a histonas
para formar nucleosomas, la unidad repetitiva y basica de la cromatina
(Felsenfeld and Groudine, 2003).

2.1. Estructura de la cromatina

El DNA, de 2 nm de diametro, se une a histonas para formar nucleosomas
de 10 nm de didmetro. En cada nucleosoma, aproximadamente 150 pb de DNA
envuelven un octamero central constituido por dos moléculas de cada una de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Hayes and Hansen, 2001). Los nucleosomas,
separados por segmentos de DNA de 50-70 pb, se asocian a su vez en un
solenoide para formar una fibra de cromatina de unos 30 nm de diametro. Este
proceso se ve facilitado por una quinta histona, la histona H1 o histona de
enlace. Esta estructura adopta a su vez niveles superiores de compactacion
hasta obtenerse el maximo nivel de condensacién en los cromosomas
metafésicos, que se hacen visibles durante la divisiéon celular (Felsenfeld and
Groudine, 2003) (Figura 1).

En células en division, el complejo de DNA y proteinas de la cromatina es
visible en forma de cromosomas individuales compactados, mientras que en las
células que no estan en divisidn la cromatina aparece distribuida por el ndcleo
en regiones altamente condensadas (heterocromatina) o en regiones menos
condensadas (eucromatina) (Felsenfeld and Groudine, 2003). A su vez, la
heterocromatina puede ser de dos tipos: constitutiva y facultativa. La
heterocromatina constitutiva es idéntica para todas las células del organismo vy
se corresponde en general con amplias regiones no codificantes. Esta asociada a
los teldmeros y a las regiones pericéntricas de los cromosomas, zonas que
suelen presentar un elevado contenido en secuencias repetitivas. La
heterocromatina facultativa, por el contrario, es diferente en los distintos tipos
celulares y se corresponde con regiones que se encuentran transcripcionalmente
inactivas en ciertos tipos celulares o en momentos especificos del desarrollo
(Richards and Elgin, 2002).
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Figura 1. Niveles de empaquetamiento de la cromatina

2.2. Modificaciones de la cromatina

La cromatina no es un elemento inerte y sufre continuos cambios
bioquimicos que alteran su estructura para regular el acceso al DNA. De esta
forma, se controlan procesos que requieren la utilizacién del DNA como molde,
tales como la replicacion, transcripcidén, recombinacion y reparacion (Hsieh and
Fischer, 2005).

Modificaciones de las histonas

Las células utilizan varios mecanismos para modificar la estructura de la
cromatina. En primer lugar, la posiciéon de los nucleosomas en el DNA puede ser
modificada por complejos de proteinas dependientes de ATP que catalizan la

translocacion del DNA alrededor del nucleosoma y permiten la condensacién o
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descondensacion de la cromatina (Hsieh and Fischer, 2005). Muchos de estos
complejos pertenecen a la familia SWI/SNF, cuyos miembros se caracterizan por
tener un dominio helicasa comun y, dependiendo del dominio especifico que
contengan, se subdividen en varias subfamilias (SWI/SNF2, ISWI, y CHD)
(Langst and Becker, 2004; Lusser and Kadonaga, 2003). Cada subfamilia difiere
en el mecanismo utilizado para remodelar la estructura del nucleosoma. Los
complejos remodeladores de la cromatina se asocian con co-factores que
permiten su interaccidn selectiva con otras proteinas reguladoras que, a su vez,
se unen a secuencias especificas del DNA (Felsenfeld and Groudine, 2003).

Un segundo mecanismo que modifica la estructura de la cromatina es la
modificacidon covalente de las histonas (Figura 2). Estas modificaciones afectan a
la interaccion del DNA con las histonas y ocurren en su mayor parte en los
aminoacidos de los extremos amino terminales (las denominada “colas” de
histonas), que se encuentran en el exterior del nucleosoma. Hasta la fecha, se
han identificado distintas modificaciones covalentes de las histonas que en
conjunto constituyen el llamado “cédigo de histonas” que participaria en el
control de la organizacién funcional de la cromatina (Jenuwein and Allis, 2001).
Alguna de estas modificaciones afectan a residuos de lisina, que pueden ser
acetilados, metilados o acoplados a ubiquitinas. También pueden llevarse a cabo
modificaciones sobre otros aminoacidos como metilacion de argininas o
fosforilacion de serinas. Todas estas modificaciones estan relacionadas vy
asociadas con diversos patrones de expresion génica, reparacion de DNA o
replicacion (Felsenfeld and Groudine, 2003).

La metilacion y la acetilacion de las histonas son las marcas epigenéticas
en cromatina mejor caracterizadas. En plantas, animales y en la mayoria de las
especies de hongos, la eucromatina esta asociada con la metilaciéon de la histona
H3 en la lisina 4 y con la hiperacetilacion de la histona H3 y H4. Por su parte, la
heterocromatina se asocia con la metilacidon de la histona H3 en la lisina 9 y 27,
y con la ausencia de acetilacion tanto en la histona H3 como en la H4 (Bender,
2004a; Richards and Elgin, 2002; Tariqg and Paszkowski, 2004).
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W Acetilacion
=== Ubiquitinacion
s Metilacion

Fosforilacién

Figura 2. Modificaciones covalentes de histonas. Las modificaciones de histonas
incluyen, entre otras, acetilacion, ubiquitinacion, metilacion vy fosforilacion.
Modificado a partir de (Felsenfeld and Groudine, 2003).

Otro tipo de modificacidn en las proteinas de la cromatina implica cambios
no covalentes. La mejor documentada hasta la fecha es la incorporacion de
variantes histdonicas de dos tipos de histonas, H2A y H3. Se han identificado
cuatro variantes de la histona H2A en mamiferos H2A.Z, H2A.X, marcoH2A y
H2A.Bbd (Malik and Henikoff, 2003). De éstas, la variante H2A.X es una de las
mas estudiadas debido a su fosforilacidn especifica en respuesta a dafios en el
DNA (Rogakou et al., 1999). La variante H2AZ ejerce una funcion importante en
la transcripcion y en el desarrollo en plantas y animales (March-Diaz and Reyes,
2009; Mavrich et al., 2008) y, recientemente se ha descubierto que existe una
relacion antagdnica entre H2A.Z y la metilacion del DNA (Zemach et al., 2010;
Zilberman et al., 2008). El nimero de variantes de histona H3 difiere entre
especies. Todos los eucariotas tienen una variante de H3 especifica de los
centromeros (CenH3, o CENP-A en mamiferos), que es esencial para el
ensamblaje del cinetocoro y la correcta segregacién de los cromosomas (Ahmad
and Henikoff, 2002; Santisteban et al., 2000; Smith, 2002). Ademas de CENP-A,
los mamiferos contienen tres variantes de H3 que se expresan en todos los
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tejidos (H3.1, H3.2 y H3.3), asi como una isoforma que se expresa de forma
especifica en testiculos (H3t) (Henikoff and Ahmad, 2005). Recientemente han
sido identificadas dos variantes especificas de primates (H3.X y H3.Y)
(Wiedemann et al., 2010).

Metilacion del DNA

La metilacién del carbono 5 de la citosina (5-metilcitosina, 5-meC) (Figura
3) es la Unica marca epigenética identificada hasta ahora en el DNA. La 5-meC
modula la estructura de la cromatina, promueve el silenciamiento génico y
ayuda a establecer patrones estables de expresidon génica (Holliday, 2005).

NH, NH,
H
N | ES l CHs
%\ Metilacién /I\
0”7 >N > 07N
Citosina 5-metilcitosina

Figura 3. Estructura quimica de la citosina y la 5-metilcitosina.

La metilacion del DNA y las modificaciones de las histonas, junto con otros
factores, interactlan entre si y modulan la estructura de la cromatina para
establecer la regulacién de la transcripcién génica (Figura 4).

Metilacion de DNA

Intercambio y

deposicion de €—— 5di ; <«—— Remodelacion
':listonas Cédigo de histonas T de cromatina

I

RNA
no codificante

Figura 4. Representacion esquematica de los factores que interactiian con
las histonas modificadas para establecer la regulacién epigenética de la
transcripcién Modificado a partir de (Margueron et al., 2005).
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3. Metilacion del DNA

La metilacion de la citosina es una modificacion epigenética que se
encuentra asociada a la inhibicion de la expresién génica (Bird, 2002). Esta
presente en el genoma de diversos organismos eucaridticos, incluyendo
vertebrados, plantas y algunos hongos (Bender, 2004b; Bird, 2002). Los niveles
de metilacion varian entre las distintas especies. En mamiferos un 3-8% de los
residuos de citosinas se encuentran metilados, mientras que en plantas el
porcentaje de metilacién es de un 6-30% (Chen and Li, 2004). En otros
organismos sin embargo, los niveles de metilacién son mucho mas bajos. En el
DNA de Drosophila melanogaster, sélo el 0.001% de las citosinas se encuentran
metiladas en moscas adultas (Gowher et al., 2000), y en levaduras y nematodos
el nivel de metilacién de citosina es indetectable (Doerfler, 1983). La metilacidn
del DNA también se observa en los genomas procariéticos, pero en este caso la
metilacién ocurre tanto en adenina como en citosina y forma parte del sistema
de restriccién y modificaciéon (Sistema R/M) (Wilson and Murray, 1991). Sélo la
metilacion de la adenina se utiliza como una sefial epigenética en bacterias, que
regula las interacciones DNA-proteina (Casadesus and Low, 2006).

Hay dos mecanismos generales a través de los cuales la metilaciéon del
DNA inhibe la expresion génica (Figura 5). En primer lugar, la modificacién de
residuos de citosina puede reprimir de forma directa la transcripcion al bloquear
la union de activadores transcripcionales a sus secuencias diana (Figura 5A). En
segundo lugar, proteinas que reconocen DNA metilado a través de sus dominios
de unién a DNA metilado, MBD (Methyl Binding Domain), pueden reclutar co-
represores que efectlan el silenciamiento de la expresién génica (Figura 5B).

A B

Figura 5. Mecanismos de represion de la transcripcion mediados por la
metilacion del DNA. (A) El factor de transcripciéon (TF) no se puede unir al DNA,
puesto que no reconoce su secuencia de union cuando el DNA se encuentra metilado.
(B) Proteinas que se unen especificamente al DNA metilado (methyl binding proteins,
MBP) reclutan correpresores, modificando el estado de la cromatina y silenciando la
transcripcion. Modificado a partir de (Klose and Bird, 2006).
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3.1. Distribucion de la metilacion en el genoma

La distribucién de la metilacion en el genoma varia entre mamiferos vy
plantas. En mamiferos, la metilacidn del DNA ocurre casi de forma exclusiva en
la secuencias simétricas CG y se estima que aproximadamente el 70%-80% de
las secuencias CG a lo largo del genoma se encuentran metiladas (Ehrlich et al.,
1982). No obstante, se ha observado que en células embrionarias una pequefia
cantidad de la citosinas metiladas se encuentran en contextos diferentes al
simétrico CG (Bird, 2002; Lister et al., 2009; Ramsahoye et al., 2000). La
mayoria de los dinucledtidos CG no metilados se encuentran de forma
mayoritaria cerca de los promotores de los genes formando densos clusters
denominados islas CpG (Cedar and Bergman, 2009; Suzuki and Bird, 2008).

En plantas la metilacion de la citosina también se presenta
predominantemente en el contexto CG, pero a diferencia de los animales tiene
lugar a niveles apreciables en otros contextos como en el simétrico CHG y en el
contexto asimétrico CHH (siendo H=C, A 6 T) (Henderson and Jacobsen, 2007).
En Arabidopsis thaliana, estudios en los niveles de metilacion de DNA a escala
gendmica revelan que aproximadamente el 24%, 6,7% y 1,7% de la metilacién
ocurre en secuencias CG, CHG y CHH, respectivamente (Cokus et al., 2008).
Aunque se ha encontrado una cantidad considerable de DNA metilado en
regiones eucromaticas, la metilacion del DNA en plantas se localiza
mayoritariamente en regiones heterocromaticas con abundancia en secuencias
repetitivas tales como centrédmeros y telédmeros, asi como elementos
transponibles (Finnegan et al., 1998; Zhang et al., 2006).

Avances recientes en la interpretacion del mapa de la metilacion del DNA
(metiloma) han demostrado que existe metilaciéon en la zona codificante de
genes que se transcriben, y que esta metilacidn se halla altamente conservada
en plantas y animales (Cokus et al., 2008; Lister et al., 2008; Zemach et al.,
2010; Zhang et al., 2006; Zilberman et al., 2007). En Oryza Sativa y
Arabidopsis, los genes que se expresan a un nivel moderado y constitutivo
tienen un alto nivel de metilacién en su zona codificante (Zemach et al., 2010).
Por ejemplo, en Arabidopsis mas de un 20% de los genes que se transcriben se
encuentran metilados (Zhang et al., 2006; Zilberman et al., 2007; Zilberman
and Henikoff, 2007). Estos datos indican que a diferencia de lo que ocurre con la
metilacién de la regién promotora, que usualmente inhibe la transcripcién, la
metilacidn en la zona codificante no afecta a la expresion génica o ejerce un
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efecto moderado (Stam et al., 1998; Zilberman et al., 2007). Por otro lado, en
plantas se observa una diferencia en la distribucion de la metilacion en
transposones y en la zona codificante de los genes. Mientras el extremo final de
los genes muestra una disminucién en el nivel de metilacion similar a la
encontrada en su region promotora, los transposones se encuentran
fuertemente metilados a lo largo de toda su secuencia (Hodges et al., 2009;
Lister et al., 2009; Maunakea et al., 2010). Ademas, la metilacién en la zona
codificante de los genes sélo afecta a dinucleétidos CG, lo que contrasta con la
metilacidon tipicamente distribuida en secuencias CG, CHG o CHH observada en
transposones y secuencias repetitivas de las plantas (Figura 6) (Cokus et al.,
2008; Lister et al., 2008; Teixeira and Colot, 2009). Algunos autores sugieren
qgue la metilacion en la zona codificante podria tener como funcion silenciar
promotores alternativos, para impedir que estos transcritos anormales
interfieran con la expresion génica normal (Maunakea et al., 2010; Zilberman et
al., 2007).

Heterocromatina Eucromatina
Metilacién
de histonas
. o TT-“T- e oo -T T-- -:& TTTTT TT-—T-
Transposon Gen (silenciado) E Gen (inactivo) Gen (actlvo) Transposon
VLA UL
Metilacion
de DNA

»"CG H3K4me1 e H3K9me2
o CHG e H3Kd4me2 & H3K27me3

"CHH H3K4me3

Figura 6. Representacion esquematica de Ila distribucion de marcas
epigenéticas en el genoma de Arabidopsis. El genoma de Arabidopsis puede ser
dividido en dos porciones, heterocromatina pericentromérica y los brazos de los
cromosomas eucromaticos. La heterocromatina contiene abundantes transposones y
genes silenciados caracterizados por altos niveles de H3K9me2 y metilacion de DNA
en los tres contextos de secuencia. Los transposones en la eucromatina también
contienen H3K9me2 vy los tres tipos de metilacion, pero solo en pequefias zonas
limitadas por la longitud del transposon. Algunos genes presentes en la eucromatina
que carecen de metilacién de DNA son reprimidos por la H3K27me3. Los genes
activos presentan metilacion en H3K4. Los genes con bajos niveles de expresidon
presentan metilacidn en secuencias CG, exceptuando en la zona 5’y 3. Modificado a
partir de (Feng and Jacobsen, 2011).
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3.2. DNA Metiltransferasas

La metilaciéon del DNA es llevada a cabo por enzimas especificas
denominadas DNA metiltransferasas que catalizan la transferencia de un grupo
metilo desde la S-adenosil-L-metionina (AdoMet) al carbono 5 de la citosina. Las
DNA metiltransferasas procaridticas y eucaridticas contienen una serie de
dominios conservados constituidos por el sitio activo, un dominio de unién a
AdoMet y un dominio de unién a DNA. El sitio activo contiene dos residuos
conservados de prolina y cisteina que se requieren para la transferencia del
grupo metilo (Bestor, 2000; Cheng, 1995). Ademas, las DNA metiltransferasas
eucaridticas poseen una extensa regidon amino-terminal que dirige a las enzimas
a las regiones gendmicas apropiadas. Aunque las enzimas de hongos presentan
alguna diferencia, la mayoria de las DNA metiltransferasas pueden ser
clasificadas en cuatro familias segun la similitud de secuencia en sus dominios
cataliticos. Las familias de DNA metiltransferasas identificadas en mamiferos son
DNMT1, DNMT2, DNMT3 A/B y DNMT3L. En plantas se encuentran las familias
MET1, DNMT2, DRM1/2 y CMT3 (Figura 7). Hay que destacar que algunos
eucariotas, como Caenorhabditis elegans o Saccharomyces cerevisiae, carecen
de metilacion de citosinas detectable, y no contienen ninguna secuencia
codificante para DNA metiltransferasas en su genoma (Goll and Bestor, 2005).
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Figura 7. Comparacion de secuencia de DNA metiltransferasas. Clases de DNA
metiltransferasas y sus homdélogos en M.musculus, A. thaliana y N. crassa. Ademas
del dominio catalitico, se indican otros dominios conservados de interaccidn proteina-
proteina y proteina-DNA. Modificado a partir de (Goll and Bestor, 2005).

3.3. Establecimiento y mantenimiento de los patrones de
metilacion

Los patrones de metilacion del DNA son establecidos por DNA
metiltransferasas de novo, que actlan sobre DNA bicatenario no metilado
(Grace Goll and Bestor, 2005). La metilacion en secuencias simétricas (CG y
CHG) se preserva durante los sucesivos ciclos de replicacidon por la accion de
metiltransferasas de mantenimiento, que muestran una preferencia por
sustratos hemimetilados y modifican las citosinas simétricas presentes en la
cadena de nueva sintesis (Bird, 2002; Finnegan et al., 1998; Kress et al., 2001)
(Figura 8). Los mecanismos de mantenimiento de la metilacion en secuencias
asimétricas (CHH) se desconocen, pero se considera que deben incluir una
metilacién de novo después de cada ronda de replicacién. La inactivacion de
distintos genes que codifican DNA metiltransferasas en mamiferos y plantas ha
permitido entender la importancia biolégica de la metilacidn durante el
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desarrollo y su papel fundamental en la represion de la actividad de
transposones, asi como en otros procesos celulares (Goll and Bestor, 2005).
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Figura 8. Establecimiento y mantenimiento de los patrones de metilacion.
Los patrones de metilacion se establecen por la accién de DNA metiltransferasas de
novo, que actian sobre DNA no metilado. Una vez establecidos, los patrones de
metilacién son heredados en sucesivas rondas de replicacion mediante la accion de
DNA metiltransferasas de mantenimiento que actlan preferentemente sobre DNA
hemimetilado.

Establecimiento de los patrones de metilacion

En mamiferos, la metilacion de novo del DNA se establece durante el
proceso de implantacion, en la embriogénesis temprana (Kafri et al., 1992;
Monk et al.,, 1987), y es catalizada por DNMT3A y DNMT3B (DNA
metiltransferasas 3A y 3B) (Reik, 2007; Sasaki and Matsui, 2008). Ademas, en
las células germinales, tras la desmetilacion que ocurre durante la
gametogénesis, se establecen los patrones de metilacién de novo en los genes
improntados y en los elementos transponibles mediante la accion de DNMT3A y
DNMT3L. Esta ultima proteina, esta relacionada estructuralmente con DNMT3A y
DNMT3B pero no presenta actividad metiltransferasa detectable (Cedar and
Bergman, 2009; Reik, 2007; Sasaki and Matsui, 2008). Estudios recientes
sugieren distintos mecanismos para la metilacién de DNA en los elementos
transponibles y la que tiene lugar en los genes improntados durante el
desarrollo de la linea germinal. En los elementos transponibles la metilacion es
dirigida por RNA pequefios de interferencia Piwi (piRNAs) (Aravin et al., 2007),
mientras que la metilacion de los genes improntados depende de modificaciones
especificas en las histonas, por mediacion de DNMT3L que interacciona con la
cola de H3K4 en su estado no metilado y recluta a DNMT3A a genes especificos
(Jia et al., 2007; Ooi et al., 2007; Otani et al., 2009).
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En plantas, los miembros de la familia DRM (Domain Rearranged
Methyltransferase) son necesarios para el establecimiento inicial de la metilacion
de DNA dirigida por RNA (RdDM) en todos los contextos de secuencia (Ver
apartado 3.4).

Mantenimiento de los patrones de metilacion

En mamiferos, el mantenimiento de la metilacion del DNA, depende de
DNMT1. Tras la replicacion semiconservativa del DNA, DNMT1 reconoce
preferentemente secuencias simétricas CG hemimetiladas y cataliza la
metilacién de la citosina en la cadena de nueva sintesis (Bird, 2002; Finnegan et
al., 1998; Kress et al., 2001). La interrupcidon del gen DNMT1 en células madre
embrionarias de ratéon causa una disminucidon de los niveles de metilacion y da
lugar a la muerte en etapas tempranas del desarrollo (Li et al., 1992). DNMT1
es reclutada a la horquilla de replicacion mediante su interaccion con PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Chuang et al., 1997). Sin embargo, el papel
de PCNA no esta claro pues la eliminacién de esta interaccidon solo resulta en
una ligera reduccion en la metilaciéon (Egger et al., 2006; Schermelleh et al.,
2007; Spada et al., 2007). Recientemente, se ha demostrado que la interaccion
de DNMT1 con UHRF1 (ubiquitin-like plant homeodomain and RING finger
domain 1), una proteina con afinidad por DNA hemimetilado, es necesaria para
su asociacién con la cromatina (Figura 9). Mutaciones en UHRF1 causan una
severa disminucidn en los niveles de metilacién (Bostick et al., 2007; Sharif et
al., 2007). UHRF1 interactia también con DNMT3A y DNMT3B (Meilinger et al.,
2009), lo que sugiere que también, desempefia un papel en la metilacion de
novo y no sélo en la de mantenimiento. Ademas, el mantenimiento de los
patrones de metilacion también requiere de factores remodeladores de
cromatina como LSH1 (lymphoid-specific helicase 1) (Dennis et al., 2001;
Huang et al., 2004), aunque su funcién no se conoce con exactitud.
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Figura 9. Mantenimiento en el contexto de secuencia CG. DNMT1 es reclutada
a la horquilla de replicacién mediante interaccion con PCNA y UHRF1, proteina que se
une especificamente a DNA hemimetilado. En plantas MET1 y VIM1, proteinas
homdlogas a DNMT1 y UHRF1, respectivamente, mantendrian los patrones de
metilacion en CG de una manera similar. Circulos rojos y blancos representan
citosinas metiladas y no metiladas, respectivamente.

En plantas los patrones de metilacion son mantenidos por tres rutas
diferentes. MET1, ortélogo de DNMT1, es la metiltransferasa encargada del
mantenimiento de la metilacion en secuencias CG. Su actividad es necesaria
para mantener la metilacién durante la esporogénesis y la gametogénesis
(Kankel et al., 2003; Saze et al., 2003). En Arabidopsis, los mutantes metl
presentan un 60% de desmetilacion en regiones que se encuentran
normalmente metiladas, lo que provoca la reactivacion de transposones y
pseudogenes en regiones heterocromaticas (Zhang et al., 2006). Estos datos
apoyan la idea de que la metilacion mediada por MET1 es la principal
responsable del silenciamiento de regiones heterocromaticas en el genoma de la
planta (Suzuki and Bird, 2008). Ademas del control de la metilacién en CG,
MET1 también podria estar implicada en el mantenimiento de la metilacion en
otros contextos de secuencia (Finnegan et al., 2000; Lindroth et al., 2001).
Ademas de MET1, en el mantenimiento de la metilacién en CG se encuentran
implicadas las proteinas VIM1 (Variant In Methylation 1) (Woo et al., 2008).
DDM1 (Decrease In DNA Methylation 1), un factor remodelador de la cromatina
perteneciente a la familia SNF2/SWI2 (Bender, 2004b) y la histona desacetilasa
6 (HDA6) (Chan et al., 2005) (Figura 10) .

La metilacidn en secuencias simétricas CHG es llevada a cabo por la
metiltransferasa especifica de plantas CMT3 (Chromomethylase 3) y la histona
metiltransfera SUVH4/KRYPTONITE (KYP). Para ejercer su funcion, CMT3
interacciona con la histona H3 en su extremo amino terminal una vez que la
lisina 9 de la histona H3 ha sido previamente dimetilada por accion de KYP
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(Jackson et al., 2004; Jackson et al., 2002; Malagnac et al., 2002). Asi, la
pérdida de funcién de CMT3 o de KYP ocasiona una disminucion drastica de la
metilacion de DNA (Jackson et al., 2002; Malagnac et al., 2002). Otras dos
histona metiltransferasa, SUVH5 y SUVH6, también contribuyen a la metilacion
en CHG (Ebbs et al., 2005; Ebbs and Bender, 2006) (Figura 10). Ademas, en
algunos loci el mantenimiento de la metilacién en secuencias CHG también
depende de DRM1 y DRM2 (Cao and Jacobsen, 2002; Chan et al.,, 2004) y de
RNA pequefios de interferencia (siRNAs) que dirigen la metilacién (Chan et al.,
2005).

Metilacion de novo

-EHH—EG-EHG—%HH—EG—EHG-

MET1/VIM1/ | CMT3/KYP/
DDM1/HDAG J’ SUVHS/ISUVHB

Metilacion de mantenimiento

-GHH—GE—GHE—GHH—GE—GHE-

Variacion fenotipica
Desarrollo de la planta

Figura 10. Regulacion de la metilacion de citosina en plantas. La metilacién
de novo en todos los contextos de secuencia es llevada a cabo por DRM2, en
cooperacion con la maquinaria de metilacién de DNA dirigida por RNA (RdDM). La
metilacién en CG y CHG es mantenida por MET1 y CMT3, respectivamente. La
metilacién de citosina en las regiones promotoras puede afectar a la expresion
génica y contribuir a la variacién fenotipica y al desarrollo de la planta. Para mas
detalles, ver texto.

La metilacidn en secuencias con contexto asimétrico CHH es mantenida
por una constante metilacion de novo llevada a cabo por DRM2 y dirigida por
siRNAs (Matzke and Birchler, 2005) (Ver apartado 3.4). En algunos loci, sin
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embargo, la metilacion en CHH es controlada por CMT3 y DRM2 (Cao et al.,
2003).

3.4. Metilacion de DNA dirigida por RNA

El término Interferencia por RNA (RNAi) se usdé originalmente para
describir el silenciamiento génico a nivel postranscripcional mediado por RNA
bicatenario (dsRNA) exdgeno, un proceso inicialmente identificado en el
nematodo C. elegans (Fire et al., 1998). Uno de los avances mas significativos
en los ultimos afios ha sido el descubrimiento de que la maquinaria celular de
RNAI no sélo esta implicada en el control génico a nivel postranscripcional, sino
gue también participa en el control transcripcional de la funcidon génica,
dirigiendo la deposicion de diversas marcas epigenéticas en la cromatina. La
metilacidn de DNA dirigida por RNA (RNA-directed DNA methylation, RADM) ha
sido claramente detectada en plantas, donde pequefias moléculas de RNA
interferentes (small interfering RNAs, siRNAs) producidas por la maquinaria de
RNAI guian la metilacién de novo de citosinas en todos los contextos (CG, CHG y
CHH) en regiones con secuencia homodloga a la del siRNA (Chan et al., 2005;
Huettel et al., 2007). Ademas, existen varias evidencias de que la RdDM
contribuye no solo al silenciamiento de transposones sino también a regular
genes con importancia para la fisiologia y el desarrollo de la planta (Matzke et
al., 2007).

La RdDM se inicia por la presencia de un RNA bicatenario. Las moléculas
de siRNA que van a guiar la metilaciéon se producen tras el procesamiento de
este RNA de doble cadena por enzimas de la familia DICER. En Arabidopsis
thaliana se propone a la enzima DCL3 (DICER-like 3) como responsable de dicho
procesamiento (Huettel et al., 2007) (Figura 11). El resultado son pequefias
moléculas de RNA (21-26 nucledtidos) que se unen a un complejo efector que
contiene PolVb y proteinas de la familia ARGONAUTA (AGO4 o AGO6), que
reclutan a DRM2, produciéndose la metilacion de novo del DNA en todos los
contextos de secuencia (Chan et al., 2005; Matzke et al., 2007; Ream et al.,
2009; Xin-Jian He and Co-Shine Wang, 2009) (Figura 11). En el caso de
secuencias simétricas, esta metilacion se mantendra posteriormente gracias a
las DNA metiltransferasas de mantenimiento MET1 y CMT3, incluso en ausencia
de senales de RNA. Sin embargo, es posible que la persistencia de éstas sea
necesaria para mantener la metilacién en secuencias asimétricas (Mathieu and
Bender, 2004).
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Figura 11. Metilacion de DNA dirigida por RNA. Tras el procesamiento de RNA
de doble cadena por enzimas de la familia DICER (DCL3), se originan moléculas
pequefias de RNA que se unen a proteinas de la familia ARGONAUTA y actlan
reclutando la maquinaria de metilacidn, e induciendo la metilacion de novo del DNA
en todos los contextos en regiones con secuencia homdloga al RNA inicial.

En células de mamifero también se requiere un proceso de RdDM para el
silenciamiento de transposones durante la gametogénesis masculina. Mientras
qgue el RADM en plantas participan siRNAs de 24 nucledtidos, en mamiferos
intervienen Piwi-interacting RNAs (piRNAs) de 25-30 nt que se asocian con
proteinas del complejo MIWI2 para establecer los patrones de metilacidon
durante el desarrollo de la linea germinal (Aravin et al., 2007; Carmell et al.,
2007).

4. Desmetilacion del DNA

Los patrones de metilacion del DNA se heredan tras la division celular
gracias a la continua metilacién de mantenimiento. Debido a este caracter de
heredabilidad, se puede considerar a la metilacion del DNA como una
modificacidn estable. Sin embargo, al igual que otras marcas epigenéticas como
la acetilacidon o la metilacidon de histonas, la metilacion del DNA es un proceso
reversible y dindmico (Goll and Bestor, 2005; Roldan-Arjona and Ariza, 2009)
De este modo, aunque los patrones de metilacion se mantienen estables
durante sucesivas divisiones celulares, también se modifican por desmetilacion
global o local en etapas concretas del desarrollo (Reik et al., 2001).
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Los niveles de 5-meC y los patrones de metilacién son establecidos por la
accion combinada de mecanismos de metilacion y desmetilacion del DNA. La
desmetilacion del DNA puede ser pasiva o activa. La pérdida de metilacion de
forma pasiva ocurre cuando las DNA metiltransferasas de manteniemiento
permanecen inactivas tras sucesivas rondas de replicacion (Saze et al., 2003)
(Figura 12). Sin embargo, este modelo pasivo no puede explicar la pérdida de
metilacidn en células que no estan en divisidn. En este caso son necesarios
mecanismos activos de desmetilacion que actlan en ausencia de replicacion vy
requieren la presencia de una o mas enzimas. Las proteinas que catalizan la
eliminacion de la 5-meC son conocidas como desmetilasas. Estas enzimas han
sido identificadas y carectizadas en plantas (Ver apartado 5). Sin embargo, en
mamiferos, los mecanismos de desmetilacion activa del DNA no son del todo
conocido, y hasta la fecha, no se han identificado proteinas con actividad
desmetilasa (Ver apartado 4.3).
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Figura 12. Mecanismos de desmetilacion de DNA. Modificado a partir de (Wu
and Zhang, 2010).

Muchos estudios demuestran que la desmetilacién del DNA juega un papel
importante en varios procesos celulares durante el desarrollo, en la defensa del

genoma o en la etiologia de diversas enfermedades. En general los procesos de
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desmetilacion influyen en muchos, si no en todos, los procesos donde la
metilacién del DNA es importante (Zhu, 2009). En mamiferos, varias evidencias
apoyan la existencia de un proceso de desmetilacién activa a escala global en
zigotos y células germinales primordiales (PGCs) (Feng et al., 2010), asi como a
escala local en célula somaticas, tales como neuronas (Miller and Sweatt, 2007)
y linfocitos T (Rai et al., 2010).

4.1. Desmetilacion en mamiferos

En mamiferos se produce una reprogramacion epigenética completa
durante al menos dos etapas del ciclo vital: en el zigoto durante la fase de
preimplantacion y en las células germinales primordiales (PGCs) durante el
desarrollo de la linea germinal (Hemberger et al., 2009; Sasaki and Matsui,
2008; Surani et al., 2007). Esta reprogramaciéon comprende no sdlo Ia
eliminacién de los patrones de metilacidén, sino cambios en las modificaciones de
las proteinas cromatina y la pérdida de algunas variantes histdnicas. Ademas, en
células diferenciadas se observa desmetilacion a nivel local de determinados
genes (Frank et al., 1991).

Desmetilacion global durante la fase de preimplantacion

El zigoto de los mamiferos sufre inmediatamente tras la fertilizacidon, un
proceso de desmetilacion activa generalizada. El genoma paterno sufre un
borrado de las marcas epigenéticas antes de la replicaciéon del DNA, mientras
que el genoma materno no se ve afectado, quedando protegido de la
desmetilacion (Mayer et al., 2000; Nakamura et al., 2007; Oswald et al., 2000;
Santos et al., 2002). También quedan protegidas de la desmetilacion regiones
diferencialmente metiladas en los genes improntados. Por ejemplo, se ha
propuesto que algunas proteinas como Stella (Nakamura et al., 2007) o MBD3
(Methyl-CpG-binding domain 3) (Reese et al., 2007) protegen genes especificos
improntados de la desmetilacion (Ciccone et al., 2009). Tras la desmetilacion
activa del genoma paterno, se produce una desmetilacién pasiva de ambos
genomas parentales antes de la fase de implantacion, seguida de una metilacién
de novo y una reorganizacion de las modificaciones histdnicas. Estos procesos
son necesarios para adquirir la pluripotencia y los patrones de metilacion
caracteristicos en el animal adulto (Monk et al., 1987; Morgan et al., 2005;
Weiss and Cedar, 1997).
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Figura 13. Dinamica de la metilacion del DNA durante el desarrollo.
Inmediatamente tras la fertilizacion, el genoma paterno sufre una rapida
desmetilacion activa y permanece desmetilado durante las siguientes rondas de
division celular. Durante este tiempo el genoma materno sufre una pérdida de
metilacién mediante un proceso de desmetilacion pasiva. Los patrones de metilacion
son establecidos mediante metilacion de novo por DNMT3A y DNMT3B durante el
desarrollo del blastocito. ICM: masa celular interna; TE: trofoectodermo. Modificado
a partir de (Wu and Zhang, 2010).

Desmetilacion global durante el desarrollo de la linea germinal

En las células precursoras de la linea germinal (PGCs, células germinales
primordinales), la desmetilacién del genoma a nivel global tiene lugar tras la
implantacion del embridn, y es necesaria para restablecer la pluripotencia en los
futuros gametos (Reik et al., 2001; Surani et al., 2007). En PGCs femeninas de
ratén, solo el 7% de las secuencias CGs permanecen metiladas (frente a un 70 a
80% en las células embrionarias y las células somaticas). En las PGCs, ademas
de la pérdida de metilacion es caracteristica la eliminacion de marcas
epigenéticas represivas en las histonas, como la metilacion de la lisina 9 de la
histona H3 o la metilacidn de la arginina 3 de la histona H4 y de la histona H2A
(Hajkova et al., 2008; Seki et al., 2007). Ademas genes especificos de las
células de la linea germinal que se encuentran metilados en estados tempranos
del desarrollo pierden la metilacion y se expresan durante la reprogramacion
(Maatouk et al., 2006). Tras la desmetilacion global de las células germinales, se
produce una remetilacién de los genes asociados a la pluripotencia (Maatouk et
al., 2006).
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Desmetilacion local en células somaticas

En células somaticas también se ha observado desmetilacién activa del
DNA, pero en este caso la desmetilacion no es global, sino que tiene lugar de
forma localizada en tejidos, en genes concretos y en momentos especificos del
desarrollo. De hecho, existen pruebas de que la regulacién de los patrones de
metilacion mediante desmetilacion activa desempefia un papel importante en la
la neurogénesis en el cerebro adulto, en la respuesta inmune o en la
tumorogénesis, entre otros procesos (Zhu, 2009).

En el caso de las neuronas, por ejemplo, se observa una desmetilacion
especifica en el promotor de BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro),
qgue codifica una proteina importante para la plasticidad neuronal en cerebro
adulto. En neuronas no estimuladas, el promotor de BDNF esta metilado,
permitiendo el reclutamiento del factor represivo MeCP2. Cuando se depolariza
con KCI, se estimula la expresién de BDNF, coincidiendo con una relajacion de la
unién de MeCP2 y con la desmetilacion activa del promotor (Martinowich et al.,
2003).
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Figura 14. Un ejemplo de desmetilacion activa de DNA especifica de locus
en células somaticas. En neuronas, la expresién del gen del factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF) esta silenciado por metilacién y la consiguiente unién de
MeCP2 (proteina de uniéon a 5-meC). Tras la despolarizacion con KCI, se pierde la
metilacién y se activa la expresion de BDNF. Este proceso se considera una
desmetilacién activa del DNA porque ocurre en neuronas post-mitoticas. Circulos
rojos: 5-meC.Modificado a partir de (Wu and Zhang, 2010).

Las citoquinas IL-2 (interleuquina 2) y IFN-y (interferén y) son importantes
para la funcién de las células T CD8. Durante la estimulacion de los linfocitos T,
se produce una desmetilacién activa en la region del promotor de la IL-2 y del
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IFN-y, lo que conlleva a una rapida formacién de células T CD8 (Bruniquel and
Schwartz, 2003; Kersh et al., 2006; Northrop et al., 2006). Ademas de las
células T y las neuronas, también se ha detectado desmetilacion activa del DNA
durante la activacion de genes regulados por hormonas. El promotor del gen ps2
sufre un proceso periddico de metilaciéon y desmetilacién que coincide con la
union ciclica del receptor o de estrogenos (Era) y la expresion de ps2
(Kangaspeska et al., 2008; Metivier et al., 2008). Estos estudios sugieren que la
metilacion del DNA no sélo funciona como una marca silenciadora a largo plazo,
sino también en la regulacion dindmica de genes que requieren respuestas
rapidas a estimulos especificos (Wu and Zhang, 2010).

En situaciones patoldgicas, los patrones de metilacion en las células
somaticas pueden verse alterados de forma significativa. Por ejemplo, los
niveles de metilacion del DNA en muchos tipo de cancer se encuentran
reducidos de forma global (Ehrlich, 2002; Feinberg et al., 2006; Wilson et al.,
2007). Las regiones gendmicas que se encuentran hipometiladas en cancer
incluyen secuencias repetitivas, genes improntados, genes especificos de tejido,
oncogenes y genes asociados con invasion de tejido y metastasis (Kisseljova
and Kisseljov, 2005; Wilson et al., 2007). Sin embargo varios loci, incluyendo
genes supresores de tumores, se encuentran hipermetilados y silenciados
durante la tumorogénesis (Feinberg et al., 2006; Jones and Baylin, 2002; Jones
and Laird, 1999). Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos que
provocan los patrones aberrantes de metilacion, la hipometilacion global del
DNA en céncer podria implicar tanto mecanismos de desmetilacion activa como
pasiva, mientras, que la inhibicién de procesos de desmetilacidn activa del DNA
podria contribuir a la hipermetilacion de los genes supresores de tumor (Esteller,
2003; Esteller, 2007).

4.2. Desmetilacion en plantas

Las plantas, a diferencia de los animales, no llevan a cabo una
desmetilacién global del genoma del zigoto tras la fertilizacién ni una posterior
remetilacion durante el desarrollo embrionario, sino que, por el contrario,
transmiten los patrones de metilacién a la siguiente generacién (Finnegan et al.,
1998). Por ejemplo, en Arabidopsis los alelos hipermetilados del gen SUPERMAN
se mantienen estables a lo largo de varias generaciones (Jacobsen and
Meyerowitz, 1997). Sin embargo, varios estudios han mostrado que ocurre
reactivacion de transposones y pérdida global de metilacion durante la
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gametogéneis masculina y femenina, respectivamente, indicando que los
patrones de metilacion del DNA en plantas son dindmicos durante el desarrollo.
Esta hipometilacién es similar a la desmetilacién global observada en las PGCs y
en el genoma paterno durante el desarrollo en mamiferos (Reik, 2007; Sasaki
and Matsui, 2008).

En las angiospermas, durante la gametogénesis masculina se producen
granos de polen tricelulares, que contienen un nucleo vegetativo y dos células
espermaticas (Huh et al., 2008). Los transposones se encuentran metilados y
silenciados en la mayoria de los tejidos de la planta, sin embargo, se expresan y
son moviles en el polen (Slotkin et al., 2009). Esta reactivacion de transposones
parece estar limitada al nucleo vegetativo, quedando protegida la integridad
gendmica de las células espermaticas, responsables de transmitir la informacién
genética a las siguientes generaciones (Huh et al., 2008). La secuenciacion de la
poblacién de siRNA en el polen ha mostrado un incremento de los siRNAs de 21
nt en las células espermaticas. Se ha postulado que estos siRNAs se generan en
el nlcleo vegetativo y podrian viajar hacia las células espermaticas, donde
provocarian el silenciamiento mediante RdDM (Slotkin et al., 2009) (Figura 15).

También tiene lugar un proceso de desmetilacion activa durante la
gametogénesis femenina. Las angiospermas se caracterizan por sufrir una doble
fertilizacion (Chaudhury et al., 1997). Tras la fusion de una de las dos células
espermaticas del grano de polen con la célula huevo del saco embrionario se
forma el zigoto, que es diploide. La otra célula espermatica se fusiona con la
célula central binucleada del saco embrionario para formar el endospermo, que
es triploide. Aunque estudios previos han documentado disminucién en la
metilacidon de varios loci improntados en el endospermo (Huh et al., 2008), otros
estudios mas recientes muestran que la disminucién en la metilacién del DNA
también se produce a escala global en el endospermo, y que esa reduccion se
origina probablemente por una desmetilacion activa en la célula central del
gametofito femenino catalizada por DME (DEMETER) (ver apartado 5.3).
(Gehring et al., 2009; Hsieh et al., 2009). Al igual que el mecanismo propuesto
para la célula vegetativa y reproductiva del polen, estos estudios sugieren que la
activacion de transposones por desmetilaciéon y la acumulacién de siRNAs en la
célula central podria generar un aumento de la metilacion y el consiguiente
silenciamiento de transposones en la célula huevo, y posteriormente en el
embrion, mediada probablemente por un transporte de siRNA (Figura 15) (Y. Z.
Han, 2000).
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Figura 15. Modelo del proceso dinamico de silenciamiento epigenético
durante el ciclo vital de Arabidopsis. En el gametofito femenino, DME desmetila
el DNA en la célula central (Ver apartado 5.3), lo que induce la expresion de
transposones y la activacion de RdDM. Los siRNAs producidos en la célula central son
transportados hasta la célula huevo y provocarian a su vez el silenciamiento de
transposones. En el gametofito masculino se producen siRNAs que se transportan
hasta las células espermaticas reforzando el silenciamiento de transposones. Tras la
doble fertilizacién, la expresién de los transposones en el genoma materno produce
siRNAs de 24 nt que podrian causar silenciamiento por RdDM de los transposones del
genoma paterno en el endospermo. Estos siRNAs podrian causar altos niveles de
metilacién en el embrién. Los colores de los circulos indican diferentes niveles de
metilacién: negro: alto; gris: blanco:

medio; bajo. GP: Genoma paterno; GM:

Genoma materno. Modificado a partir de (Feng et al., 2010).

En plantas, una funcién importante de la desmetilacién activa del DNA es
contrarrestar las actividades de las enzimas de la ruta de metilacion de DNA
dirigida por RNA (RdDM), evitando asi que se acumule en secuencias repetitivas
una metilacidon excesiva que podria interferir con la expresiéon de genes celulares
2007a).
funciones como las indicadas a continuacién:

cercanos (Penterman et al., Ademas, es importante para otras
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Prevencion del silenciamiento transcripcional de transgenes y de
genes endégenos

En plantas, siRNAs de 24 nt pueden provocar silenciamiento
transcripcional mediante la induccién de la metilacién de citosinas en secuencias
promotoras. Estos siRNAs son generados enddgenamente a partir de
transposones o de secuencias repetitivas de DNA. Cuando el promotor de un
transgen o de un gen enddgeno genera siRNAs de 24 nt, el promotor se silencia
mediante RdDM (Baulcombe, 2004; Matzke et al., 2007; Matzke and Birchler,
2005). En Arabidopsis thaliana la proteina ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1),
que codifica una 5-meC DNA desmetilasa (Ver apartado 5), se necesita para
mantener la expresidon de un transgen y del gen enddégeno homodlogo (Gong et
al., 2002).

Regulacion del imprinting

En Arabidopsis, la desmetilacion activa de DNA es necesaria para la
expresion del alelo materno de genes improntados tales como FWA (Flowering
Wageningen) (Kinoshita et al., 2004), el grupo de genes de polycomb MEA
(MEDEA) (Gehring et al., 2006), FIS2 (fertilization independent seed 2) (Jullien
et al., 2006), y el dominio C-terminal de la proteina de unién a poli A, MPC
(maternally expressed PAG C-terminal) (Tiwari et al., 2008). Estos genes
improntados se encuentran hipermetilados y requieren la accién de la DNA
glicosilasa DME para ser expresados a partir del alelo materno en la célula
central del endospermo (Huh et al., 2008). (Ver apartado 5.3)

Regulacion de transposones

En plantas, los transposones y secuencias repetitivas se encuentran
altamente metilados en toda su secuencia, particularmente en el contexto CHG,
lo que conlleva a una represion de la transcripcién. Sin embargo, se han
detectado bajos niveles de expresién, sugiriendo que el silenciamiento de los
transposones no es completo (Zhu et al., 2007). Un estudio ha mostrado que
mutantes de Arabidopsis en la desmetilasa ROS1 presentan altos niveles de
metilacidn en transposones, especificamente en secuencias CHG y CHH (Zhu et
al., 2007). Este aumento en la metilaciéon se correlaciona con menores niveles
de expresion en estos loci, sugiriendo que, la desmetilaciéon activa de DNA es
importante para mantener a los transposones en un estado dinamico en el que
su expresion no esté del todo silenciada. Los transposones y otros elementos
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repetitivos representan la mayor parte del genoma de las plantas, y
desempefian un papel importante en la evolucién y estructura del genoma
promoviendo la variabilidad genética a través de la transposicion (Bennetzen,
2005; Feschotte et al., 2002). El control dinamico de los transposones por
metilacién y desmetilacion contribuye a la plasticidad del epigenoma de la planta
de forma que puede responder eficientemente a los cambios ambientales y a
sefiales durante el desarrollo (Zhu, 2009).

Descondensacion de 5S rDNA cromatina

En Arabidopsis las repeticiones 55 rDNA dentro de la zona heterocromatica
pericentromérica se silencian por RdDM y compactacion de la cromatina
(Pikaard, 2006). En una etapa temprana del desarrollo de la planta se produce
una descondensacién de la cromatina 5S rDNA producida por un mecanismo de
desmetilacion activa dependiente de ROS1. Poco tiempo después, 55 rDNA es
metilada por RADM y recondensada. Esta pequefia descondensaciéon de la
cromatina puede ser importante para desbloquear una fraccién de las unidades
de 5S rDNA de forma que la cromatina pueda responder a cambios ambientales.
(Douet et al., 2008).

Respuesta de la planta a estrés biotico y abiético

La desmetilacion del DNA podria ser necesaria para activar genes
especificos o para borrar marcas epigenéticas en el genoma durante el
desarrollo en respuesta a perturbaciones ambientales (Finnegan and Kovac,
2000; Kress et al., 2001). Asi por ejemplo, la metilaciéon global de DNA se
reduce en plantas de Arabidopsis infectadas con la bacteria Pseuodomonas
syringae (Pavet et al., 2006). Ademas, en plantas de tabaco, la metilacién de
DNA es rapidamente reducida en la regidén codificante de un gen similar a
glicerofosfodiesterasa, tras tratamiento con aluminio, NaCl, frio o estrés
oxidativo. (Choi and Sano, 2007). No obstante, se desconoce si dichos cambios
son el resultado de un proceso de desmetilacion activa.

4.3. Mecanismos de desmetilacion activa

Se han propuesto varios mecanismos por los que la desmetilacién activa
de DNA se puede llevar a cabo: eliminacion directa del grupo metilo de la 5-
meC, escision de la base metilada a través de un mecanismo de reparacion por
escision de bases (BER), desaminacién de la 5-meC a T seguida de la reparacién
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por BER del apareamiento erréneo T:G, escision del nucleétido metilado, junto
con uno o mas nucledtidos adyacentes, a través de la ruta de reparacion por
escision de nucledtidos (NER) y desmetilacién oxidativa (Figura 16). Por el
momento, ninguno de estos mecanismos ha sido aceptado en animales de forma
generalizada, ni se ha podido demostrar que opere en condiciones fisioldgicas.
Por el contrario, en plantas existen pruebas bioquimicas y genéticas de que la 5-
meC es eliminada de forma directa mediante un mecanismo andlogo a
reparacion por escision de bases (BER).

a

Escision de la base metilada o de sus derivados

Eliminacién directa  Escision del Escision
del grupo metilo nucleétido metilado de 5-meC
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Figura 16. Mecanismos de desmetilacion activa. Para mas detalles ver texto.
Modificado a partir de (Roldan-Arjona and Ariza, 2009).

Eliminacién directa del grupo metilo

Se ha descrito que la proteina MBD2 de humanos es capaz de desmetilar
el DNA in vitro mediante una hidrélisis de grupo metilo. Esta reaccion resulta en
el reemplazamiento del grupo metilo por un atomo de hidrégeno y la liberacion
de metanol como subproducto (Bhattacharya et al., 1999). Sin embargo, estos
resultados no se han podido reproducir por otros laboratorios (Ng et al., 1999;
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Wade et al., 1999) Ademas, ratones deficientes en MBD2 son viables vy
muestran unos patrones de metilacion normales (Hendrich et al., 2001).

Escision del nucledtido metilado

Weiss et al. propusieron en 1996 otro mecanismo de desmetilacidn activa
que implica la escision del dinucledtido CG metilado (Weiss et al., 1996). La
reparacion por escision de nucleétidos (Nucleotide Excision Repair, NER) es
usada generalmente para reparar dafios en el DNA que contienen lesiones
voluminosas causadas por exposicidn a agentes quimicos o radiaciones vy
requiere la eliminacion de varios nucledtidos (24-32). Posteriormente, el hueco
es reparado y sellado por una polimerasa y ligasa, respectivamente (Sancar et
al., 2004). Recientemente, se ha propuesto que GADD45a (Growth Arrest and
DNA Damage) tiene un papel en la desmetilacion activa en mamiferos junto con
XPG (Xeroderma Pigmentosum Complementation group G), una nucleasa que
participa en el proceso de reparacion de DNA por escision de nucledtidos
(Barreto et al., 2007). GADD45a es un gen inducible por p53 y BRCA1 (Breast
Cancer Type 1 Susceptibility Protein), que participa en diversos procesos
bioldgicos como en respuestas a dafio en el DNA, progresidon del ciclo celular,
apoptosis o NER. Sin embargo, se ha cuestionado su posible papel en
desmetilacion ya que ratones deficientes en GADD45A no muestran defectos en
la metilacion del DNA ni a escala global ni en regiones concretas del genoma
(Engel et al., 2009).

BER iniciado por una 5-mecC glicosilasa

Uno de los mecanismos propuestos para la desmetilacion activa de DNA
implica la escision de la 5-meC como base libre catalizada por DNA glicosilasas.
Las DNA glicosilasas son enzimas monoméricas, generalmente de pequefio
tamafio (200-400 aminoacidos), que reconocen lesiones causadas por agentes
genotdxicos enddgenos o exdgenos (Scharer and Jiricny, 2001). Estas proteinas
catalizan la hidrélisis del enlace N-glicosidico que une la base alterada con el
esqueleto azucar-fosfato y dejan un sitio abdsico (sitio AP) que debe ser
reparado por la ruta de reparacidon por escisiéon de bases (BER). El resultado final
es la sustitucién de una 5-meC por una citosina no metilada. Estudios genéticos
y bioguimicos en Arabidopsis han revelado que las proteinas pertenecientes a la
familia DML (DEMETER-LIKE) funcionan como desmetilasas y catalizan Ia
liberacion de 5-meC del DNA mediante un mecanismo BER (Agius et al., 2006;
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Gehring et al., 2006; Gong et al., 2002; Morales-Ruiz et al., 2006; Ortega-
Galisteo et al., 2008; Penterman et al., 2007b) (Ver apartado 5).

Los animales, a diferencia de las plantas, carecen de proteinas
pertenecientes a la familia DML. Sin embargo, se ha propuesto que las DNA
glicosilasas TDG y/o MBD4 también pueden escindir directamente 5-meC del
DNA. Sin embargo, estas glicosilasas tienen muy poca actividad 5-meC in vitro
comparada con su actividad sobre apareamientos erréneos T:G (Jost et al.,
2001; Zhu et al., 2001; Zhu et al., 2000a; Zhu et al., 2000b).

Desaminacion de 5-meC seguida de BER

La desmetilacién activa del DNA también podria ocurrir por una
desaminaciéon de 5-meC a T acoplada a la reparaciéon del apareamiento erréneo
T:G por DNA glicosilasas (Hajkova et al., 2010; Morgan et al., 2004; Popp et al.,
2010). Recientemente se ha propuesto que en células de cancer de pulmén en
cultivo las DNA metiltransferasas de novo DNMT3A y DNMT3B pueden
desaminar la 5-meC, y esta desaminacion desempefia un papel critico en una
ruta dinamica de metilacidn-desmetilacion durante la transcripcion génica
(Metivier et al., 2008). Se sabe que DNMT3A y DNMT3B interaccionan con TDG
(Boland and Christman, 2008; Li et al., 2007). Estas interacciones podrian
reflejar el acoplamiento entre las actividades de desaminaciéon de 5-meC y la
reparacion del apareamiento erréneo T:G para alcanzar el estado de
desmetilacion (Metivier et al., 2008). Alternativamente, las interacciones
podrian simplemente permitir a la DNA glicosilasa ser reclutada en el sitio de
metilacién para prevenir las mutaciones C a T causadas por la desaminacion
espontanea de 5-meC (Boland and Christman, 2008; Li et al., 2007). La familia
de proteinas AID/APOBEC-1 (Activation Induced Deaminase/Apolipoprotein B
RNA Editing Catalytic Component-1), constituidas por citidina desaminasas de
RNA, podrian también ser capaces de desaminar la 5-meC del DNA (Morgan et
al., 2004). De hecho, en embriones de pez zebra la desmetilacién activa global
del DNA puede ser llevada a cabo por la accion acoplada de AID y MBD4 (Rai et
al., 2008). No obstante, existen observaciones que no concuerdan con la idea de
que AID/ APOBEC-1 o las DNA metiltransferasas de novo sean cruciales durante
la desmetilacion del DNA. Por una parte, los ratones deficientes en AID poseen
alteraciones en sus linfocitos B pero son viables y fértiles (Muramatsu et al.,
2000; Revy et al., 2000). Ademas, las DNA metiltransferasas DNMT3A y
DNMT3B no se expresan en las PGCs, que por otro lado presentan un nivel de
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expresion de APOBEC-1 muy bajo (Hajkova et al., 2010).Por otro lado, otros
estudios apoyan la implicacidon de la glicosilasa TDG en la desmetilacidon activa
de DNA y en el mantenimiento de la estabilidad epigenética. Ratones deficientes
en TDG mueren en estado embrionario (Cortazar et al., 2011; Cortellino et al.,
2011). Ademas, fibroblastos derivados de embriones nulos para TDG muestran
defectos en desmetilacién en promotores de genes asociados con el desarrollo
(Cortazar et al., 2011).

Desmetilaciéon oxidativa seguida de BER

Es posible que la desmetilacion activa de DNA se pudiera producir por un
mecanismo de desmetilaciéon oxidativa. Las proteinas de la familia Alkb de E.
coli, proteinas implicadas en la respuesta a dafos en el DNA por agentes
alquilantes, pueden eliminar el grupo metilo de 1-metiladenina (1-meA) y 3-
metilcitosina (3-meC) por una desmetilacidon oxidativa empleando Fe (II) y a-
cetoglutarato como cofactores, y generando formaldehido como subproducto
(Falnes et al., 2002; Trewick et al., 2002). Este es el mismo mecanismo usado
por la familia de proteinas desmetilasas de histonas, JmjC (Klose and Bird,
2006; Tsukada et al., 2006). Aunque el enlace C-C en la 5-meC es
energéticamente mas dificil de romper que el enlace C-N en la 1-meA, 3 meC o
las histonas metiladas, es factible que un nuevo tipo de oxidasa pudiera
desmetilar la 5-meC por un mecanismo oxidativo (Zhu, 2009). De hecho,
existen enzimas de hongos que pueden romper este enlace, como la timina 7-
hidroxilasa, que puede catalizar la conversion de T a iso-orotato a través de tres
reacciones consecutivas de oxidacién (Warn-Cramer et al., 1983). Aunque no
existen homodlogos en mamiferos para estas proteinas, si se han encontrado
proteinas similares a éstas, como las JBP1 y JBP2 (Base J]-Binding Protein)
(Cliffe et al., 2009; Yu et al., 2007). En el intento de buscar proteinas de
mamiferos con similitud a los dominios dioxigenasas de las proteinas JPB, se
identificé la familia de proteinas TET. TET1, miembro fundador de la familia TET,
puede catalizar la conversién de 5-meC a 5-hidroximetilcitosina (5-hmeC), en
cultivos de células in vitro, en una reaccidn dependiente de a-cetoglutarato y Fe
(II) (Tahiliani et al., 2009). En este sentido, TET1 podria catalizar la oxidacion
de 5-meC a 5-hmeC, que seria posteriormente reconocida y eliminada por una
DNA glicosilasa especifica. Se ha observado la expresion de TET1 y TET2 en
PGCs (Hajkova et al., 2010). Hasta la fecha no se conocen DNA glicosilasas en
mamiferos que puedan procesar la 5-hmeC. Sin embargo, recientemente se ha
encontrado que la 5-hmeC puede ser procesada a 5-hidroximetiluracilo (5-
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hmeU) por proteinas desaminasas de la familia AID/APOBEC. De esta forma,
hay estudios que muestran que la 5-meC y la 5-hmeC son desaminadas a T y
5hmeU, respectivamente, posteriormente procesadas por la glicosilasa TDG o
SMUGL1 para ser reparadas finalmente por la ruta BER (Cortazar et al., 2011;
Cortellino et al., 2011; Guo et al., 2011). Sin embargo, estos autores no
descartan la posibilidad de que la 5-hmeC sea procesada directamente a citosina
por un mecanismo desconocido. Se ha encontrado 5-hmeC en células
embrionarias de mamiferos, células neuronales Purkinje y en cerebro (Kress et
al., 2006; Tahiliani et al., 2009). Hasta el momento no se ha detectado la base
5-hmeC en plantas. En la Figura 17 se muestra las bases modificadas de citosina
que se encuentran en humanos.
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Figura 17. Estructura quimica de la citosina y sus modificaciones
encontradas en humanos.

Por otro lado, se han detectado altos niveles de proteinas que intervienen
en la ruta BER como PARP1 (poly (ADP-ribose) polymerase 1), APE1 (apurinic-
apyrimidinic (AP) endonuclease I) y XRCC1 (X-ray cross complementing group
protein 1) en zigotos de ratén (Hajkova et al., 2010). Ademas, se ha observado
que XRCC1l se une a la cromatina en pronucleos paternos, pero no en
pronlcleos maternos, y su presencia coincide con el momento de la
desmetilacién del DNA. Por ultimo, la inhibicidn de la ruta BER, resulta en un
aumento significativo en el nivel de metilacidn del DNA en el genoma paterno

41



(Hajkova et al., 2010). Todos estos datos apuntan a un papel crucial del BER en
la desmetilacion activa de DNA en zigotos.

5. La familia DML de 5-meC DNA desmetilasas

5.1. Identificacion

Hasta la fecha, las plantas son el Unico organismo donde se han
encontrado pruebas genéticas y bioguimicas convincentes de la existencia de
enzimas con actividad 5-meC DNA desmetilasa. Estas enzimas pertenecen a la
familia denominada DML (DEMETER-LIKE) cuyos miembros fundadores son dos
proteinas de Arabidopsis thaliana denominadas DME (DEMETER) y ROS1
(REPRESSOR OF SILENCING 1) (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002).

DME se identific6 en un escrutinio disefiado para detectar mutaciones
cuyos efectos en la viabilidad de las semillas dependiesen del origen parental del
alelo mutante. La pérdida de funcién de esta proteina causa dafios en el
endospermo, alteraciones en el desarrollo del embridén y, como consecuencia,
semillas abortivas (Choi et al., 2002). DME se expresa fundamentalmente en la
célula central del gametofito femenino, donde se requiere para la expresion de
los alelos maternos de los genes improntados MEA, FWA y FIS2 (Choi et al.,
2002; Jullien et al., 2006; Kinoshita et al., 2004). ROS1 se identifico en una
busqueda de mutantes con expresion desregulada en el transgen repetitivo
RD29A-LUC (Gong et al., 2002). Mientras que en plantas silvestres el transgen y
el gen enddgeno homodlogo se expresan, los mutantes rosl presentan
silenciamiento transcripcional e hipermetilacion de ambos loci (Gong et al.,
2002). Al contrario que DME, que solo se expresa en el gametofito femenino,
ROS1 se expresa en una amplia variedad de tejidos. Mutantes rosl muestran
anomalias en su desarrollo vegetativo, con un crecimiento mas lento y una
menor producciéon de silicuas, y en el desarrollo reproductivo, con una alta
proporcidon de semillas abortivas (Gong et al., 2002). Ademas de DME y ROS1,
el genoma de Arabidopsis codifica dos paralogos adicionales, DML2 y DML3
(DEMETER-LIKE 2 y 3, respectivamente) (Choi et al., 2002). A diferencia de los
mutantes dme y rosl, que presentan un fenotipo pleiotropico con alteraciones
severas en el desarrollo (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002), los mutantes
dml2 y dmi3 no muestran ninguna alteracion fenotipica obvia bajo condiciones

de crecimiento normales (Ortega-Galisteo et al., 2008).
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Las proteinas de la familia DML son DNA glicosilasas bifuncionales que
presentan una regiéon con una significativa similitud de secuencia a las DNA
glicosilasas de la superfamilia HhH-GPD (Hélice-horquilla-hélice vy
Glicina/Prolina-Aspartico) (Gong et al., 2002; Morales-Ruiz et al., 2006) (Figura
18). La familia HhH-GPD constituye el grupo de DNA glicosilasas mas diverso
con amplias diferencias en cuanto a especificidad de sustrato entre sus
miembros. Algunas DNA glicosilasas pertenecientes a esta familia son Nth
(timinglicol DNA glicosilasa/ AP liasa), AIKA (3-metiladenina glicosilasa II), Oggl
(8-oxoguanina glicosilasa), MutY (adenina DNA glicosilasa), MBD4, MIG (timina-
DNA glicosilasa), y sus homodlogos en diferentes organismos (Huffman et al.,
2005). Las proteinas pertenecientes a esta superfamilia reparan diversas
lesiones, incluyendo aquellas generadas por oxidacién, alquilacion y dano
hidrolitico. Su estructura basica consiste en cuatro o-hélices en su dominio N-
terminal, y de seis a siete en su dominio C-terminal, unidas por una horquilla B
tipo 1I. (Doherty et al., 1996). El motivo HhH estad seguido por un bucle (motivo
GPD) con residuos de glicina (G), prolina (P), y un residuo invariante de acido
aspartico (D) esencial para la actividad catalitica (Huffman et al., 2005) Las DNA
glicosilasas bifuncionales pertenecientes a esta superfamilia presentan ademas
un residuo conservado de lisina (K) (Figura 18) (Krokan et al., 1997). También
contienen cuatro residuos de cisteina homadlogos a los que forman un complejo
sulfoférrico [4Fe-4S] en Nth y otras proteinas que desempefia un papel
estructural en la union al DNA (Fromme and Verdine, 2003).

Motivo HhH-GPD
Hélice Hélice

horquilla

Bst EndoIII RDEEM SVAF ve--R1AH
Eco EndoIII RAAME | Nv LNTAF WE——T I8
Mth Mig RKATLLDIBeVex v ICA FCKK— AV
Eco MutY FEEVAAZEIER S GAILS s KH——F ILI
Mmu MBD4 WRYPIELIGE KYGNDS YRIFCVNEWKQVHEER
Hsa OGG1 C T INge GT DCIC IDJSSERe! W D
Eco AlkA OTTiZeT NYF RGWQAKDVELigDIB

Figura 18. Esquema del motivo Hélice-horquilla-Hélice y Glicina/Prolina-
Aspartico (HhH-GPD). Alineamiento parcial de la secuencia aminoacidica
correspondiente a las DNA glicosilasas Endo III, Mig, MutY, MBD4, Oggl y AIKA. El
residuo invariante de acido aspartico (D) y el residuo de lisina (K) caracteristico de
los miembros bifuncionales de la familia se indican con un asterisco. Los residuos de
glicina (G) y prolina (P) se muestran en naranja.
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No obstante, las proteinas de la familia DML se caracterizan por ser
relativamente grandes (1100-2000 aa) en comparacion con el resto de DNA
glicosilasas de la superfamilia HhH-GPD (200-400 aa) (Denver et al., 2003).
Ademas, las proteinas de la familia DML estan dotadas de un dominio catalitico
discontinuo constituido por dos segmentos no contiguos (Ponferrada-Marin et
al., 2011). El primer segmento corresponde a una regidon que, en los miembros
de la superfamilia HhH-GPD, contiene el residuo que ayuda a extraer la base
diana fuera de la doble hélice (base flipper), ademas de residuos que tapizan el
sitio activo (Mol et al., 2002). El segundo segmento incluye el motivo HhH-GPD,
gue presenta el residuo de acido aspartico conservado en todas las proteinas
HhH-GPD y que confiere su funcidon catalitica (Nash et al., 1996). En las
proteinas de la familia DML este aspartato es esencial para la escisiéon de la 5-
meC (Gehring et al., 2006; Morales-Ruiz et al., 2006; Ortega-Galisteo et al.,
2008; Penterman et al., 2007b). El segundo segmento, contiene ademas, el
residuo de lisina distintivo de las proteinas HhH-GPD bifuncionales, y el motivo
con 4 cisteinas caracteristico de aquellas enzimas HhH-GDP que poseen un
complejo sulfoférrico [4Fe-4S] (Nash et al., 1996). Los dos segmentos se hallan
interconectados por una regiéon no conservada cuya secuencia y longitud varia
ampliamente entre los distintos miembros de la familia DML (Ponferrada-Marin
et al., 2011). Los miembros de la familia DML presentan también un dominio
carboxilo-terminal muy conservado en los ortélogos de todas las especies donde
se han detectado, pero que no esta relacionado con ninguln otro tipo de proteina
conocida (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002; Morales-Ruiz et al., 2006)
Ademas una caracteristica adicional de estas 5-meC DNA glicosilasas es la
presencia de un corto domino N-terminal de caracter basico, rico en residuos de
lisina, pero cuya secuencia no esta conservada entre las distintas proteinas DML.
Esta region es importante para la unién no especifica de ROS1 al DNA y para su
preferencia de sustrato (Ponferrada-Marin et al., 2010).
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Dominio catalitico

N-terminal Base flipper HhH-GPD C-terminal
Arabidopsis thaliana DME| [T || | 1
Arabidopsis thaliana DML2 1T BB e
Arabidopsis thaliana DML3 D:I:-]:H
Arabidopsis thaliana ROS1 [ [ [ - _:l:]
Nicotiana tabacum ROS1 | | [ || | I
elie it ) [ T TN N T
Sorghum bicolor DMLa [T] || B 1
Physcomitrella patens DML [ [ 1 || | N []

—— 100 residuos

Figura 19. Alineamiento esquematico de algunos miembros representativos de la
familia DML. Las cajas coloreadas representan regiones conservadas entre las
proteinas de la familia.

Las DNA glicosilasas de la familia DML parecen ser especificas de plantas,
con ortdlogos presentes en musgos (Phycomitrella patens) y algas verdes
unicelulares (por ejemplo Ostreococcus). Esto sugiere que la desmetilacion
activa por escision de 5-meC podria haber surgido en una fase temprana de la
evolucion de las plantas (Roldan-Arjona and Ariza 2009).

5.2. Actividad Catalitica

Segun su actividad catalitica las DNA glicosilasas pueden clasificarse en
monofuncionales y bifuncionales. Las proteinas de la familia DML son DNA
glicosilasas bifuncionales que catalizan no solo la eliminacién de la base dafiada,
sino también la posterior rotura del esqueleto azlcar-fosfato en el sitio abasico
resultante (Friedberg et al., 1995). ROS1 y DME son los miembros de la familia
DML mejor caracterizados in vitro (Agius et al., 2006; Gehring et al., 2006;
Morales-Ruiz et al., 2006). Ambas proteinas eliminan 5-meC del DNA como base
libre mediante un mecanismo glicosilasa/liasa (Morales-Ruiz et al., 2006), a
continuacioén, una reaccion de B-eliminacién rompe el azlcar, lo que genera una
rotura de cadena con un grupo fosfato en el extremo 5’y un aldehido «,B
insaturado en el extremo 3’. Esta reaccion va seguida de una § eliminaciéon que
libera el aldehido y genera un extremo 3’-fosfato y un hueco que debe ser
posteriormente procesado (Agius et al., 2006; Gehring et al., 2006; Morales-
Ruiz et al., 2006) (Figura 20).
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Figura 20. Desmetilacion activa en plantas iniciada por 5-meC desmetilasas.
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DME y ROS1 eliminan 5-meC en secuencias CG, CHG y CHH, con
preferencia por sitios CG, lo cual se ajusta al patrén de metilacion de DNA en
plantas (Gehring et al., 2006; Morales-Ruiz et al., 2006). Ambas proteinas
eliminan mas eficientemente 5-meC en el contexto CAG que en la posicion
externa del contexto CCG (Morales-Ruiz et al., 2006), lo que concuerda con el
hecho de que CCG es la secuencia con el nivel de metilacion mas bajo entre los
sitios CHG (Cokus et al., 2008). Esto indica que la escisiéon de 5-meC in vitro es
mas eficiente en secuencias que tienen mayor probabilidad de ser metiladas in
vivo. ROS1 elimina 5-meC in vivo en todos los contextos de secuencia de
promotores de genes como RD29A, pero muestra una preferencia por contextos
diferentes al simétrico CG en otros genes (Zhu et al., 2007).

DML2 y DML3 son también 5-meC DNA glicosilasas/liasas (Ortega-Galisteo
et al., 2008; Penterman et al., 2007b). Aunque la actividad de DML2 es muy
débil, al menos in vitro, DML3 posee una actividad enzimatica y una
especificidad de sustrato comparables a las de DME y ROS1 (Ortega-Galisteo et
al., 2008; Penterman et al., 2007b). Ademas de la 5-meC apareada con
guanina, DME, ROS1 y DML3 son capaces también de eliminar la timina en
secuencias CG, CHG y CHH (Gehring et al., 2006; Morales-Ruiz et al., 2006;
Ortega-Galisteo et al., 2008). Sin embargo, al contrario de Ila fuerte
especificidad de sustrato que muestran TDG y MBD4 en mamiferos por los
apareamientos erréneos T:G y U:G, DME y ROS1 muestran preferencias por 5-
meC en un contexto CG, el contexto metilado mas frecuente en plantas y
animales, y no muestran actividad enzimatica detectable sobre U:G (Morales-
Ruiz et al., 2006) o sustratos con bases dafiadas tales como la 8-oxo-7,8-
dihidroguanina (Agius et al., 2006). A pesar de su baja actividad sobre
apareamientos erréneos T:G, no se puede excluir la posibilidad de que ROS1,
DME y /o DML3 desempefien una funcién en la neutralizacién de mutaciones
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procedentes de la desaminacién espontanea de 5-meC a timina(Roldan-Arjona
and Ariza, 2009).

5.3. Funciones in vivo

AUn no se conocen con exactitud las funciones desempefiadas in vivo por
las 5-meC DNA desmetilasas de plantas, pero al menos en el caso de DME y
ROS1 parece que su papel esta claramente relacionado con el control dindmico
de la metilacion. DME es necesaria para la regulaciéon de genes con impronta y
para la desmetilacién generalizada de la célula central y del endospermo (ver
apartado 4.2). ROS1 previene el silenciamiento de transgenes y algunos genes
enddégenos, y también mantiene un minimo nivel de expresién de muchos
transposones (He et al., 2011).

Al contrario de lo que ocurre en mamiferos, en donde el imprinting se
establece por adicién de metilacién especifica de alelo y se observa tanto en la
placenta como en el embrién, en plantas el imprinting estd restringido al
endospermo, el equivalente de la placenta en plantas, y se establece por la
desmetilaciéon de DNA en el alelo materno llevada a cabo por DME en la célula
central del gametofito femenino previa a la fertilizacion (Huh et al., 2008). DME
es necesaria para desmetilar antes de la fertilizacidon los alelos maternos de los
genes MEA, FWA, FIS2 y quizas de otros loci improntados (Gehring et al., 2006;
Jullien et al., 2006; Kinoshita et al., 2004). Por comparacion de los niveles de
metilacién en tejidos de embrién y de endospermo, Gehring et al. identificaron
zonas con diferencias en la metilacion y con expresion dependiente de alelo de 5
genes, ademas encontraron otros 40 genes candidatos de ser genes
improntados (Gehring et al., 2009). La desmetilacién llevada a cabo por DME
forma parte de un proceso de desmetilacién global en el endospermo que facilita
la activacién de transposones en este tejido con la consiguiente acumulacion de
siRNAs, lo que podria reforzar el silenciamiento de transposones en el embridn
(Gehring et al., 2009; Hsieh et al., 2009) (Ver apartado 4.2 y Figura 15).

ROS1 previene el silenciamiento transcripcional de wun transgen
hipermetilado (Gong et al., 2002), pero ademas regula loci enddgenos que
muestran expresion reducida e hipermetilacion en plantas mutantes ros1 (Zhu
et al., 2007). De hecho, los sitios CHG y CHH se encuentran hipermetilados en
el gen FWA y en varios transposones en mutantes ros1, con un leve incremento
adicional de metilacion CG (Zhu et al., 2007). Un estudio basado en el analisis
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de los patrones de metilacion del genoma completo de Arabidopsis de plantas
mutantes rosl, dm/2 y dmli3 mostré que estas desmetilasas funcionan
redundantemente, aunque se observa especificidad para algunos loci. En el
triple mutante rosl1 dmi2 dmi3 se identificaron 179 loci hipermetilados, sin
embargo no se detectaron cambios en los niveles globales de metilacion
(Penterman et al., 2007b). Estas regiones se corresponden con transposones,
elementos de DNA repetitivos y regiones que generan siRNA (Penterman et al.,
2007a). La mayor parte de la hipermetilacion localizada en regiones génicas, no
afecta a ninguna clase génica particular y se acumula predominantemente en los
extremos 5y 3’ de los genes, a diferencia del patrén de metilacidn
caracteristico de plantas silvestres (Penterman et al., 2007b). Estos datos
sugieren que ROS1, DML2 y DML3 actlan sobre transposones y sobre regiones
génicas que se encuentran en zonas heterocromaticas o cerca de ellas (limites
entre eucromatina y heterocromatina). En dichas regiones estas DNA
glicosilasas podrian actuar para contrarrestrar la metilacidn de novo dirigida por
RdDM, protegiendo al genoma de un exceso de metilacidon. (Penterman et al.,
2007a).

Por otra parte, anadlisis detallados de la distribucién de la metilacién en el
gen FWA y el transposon AtGP1 en mutantes dm/, sugieren que DML2 y DML3
podrian tener un papel adicional en el mantenimiento de la dindmica de la
metilacién. Mutaciones en DML2 y/o DML3 conllevan la hipermetilacién en
residuos de citosinas que se encuentran normalmente poco metilados o no estan
metilados en plantas silvestres, concordando con el papel de estas proteinas en
proteger el genoma de un exceso de metilacién, sin embargo, sitios que se
encuentran altamente metilados en el plantas silvestres, se encuentran
hipometilados en las plantas mutantes (Ortega-Galisteo et al., 2008). Ademas,
en un estudio a escala de bases del metiloma de Arabidopsis se encontrd, como
se esperaba, cientos de regiones discretas hipermetiladas en el triple mutante
rosldmi2dmi3, pero también regiones donde la metilacion es menor que en las
plantas silvestres (Lister et al., 2008). Todos estos resultados sugieren que
ROS1, DML2 y DML3 no solo son importantes para combatir el exceso de
metilacidn, sino también para mantener el alto nivel de metilaciéon en regiones
correctamente metiladas, manteniendo el silenciamiento en un estado adaptable
y dindmico (Roldan-Arjona and Ariza, 2009).

Por otro lado, como se ha mencionado anteriormente, las desmetilasas
ROS1, DML2 y DML3, no realizan una desmetilacién global del genoma. El efecto
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especifico sobre ciertos loci sugiere que hay mecanismos que guian a estas
proteinas hacia sus dianas. Sin embargo, aln se desconoce si estas proteinas
son guiadas hacia secuencias de DNA especificas o simplemente a regiones
gendmicas con una alta probabilidad de sufrir una metilacidon excesiva. Al igual
que la metilacién dirigida por RNA (Ver apartado 3.4), la desmetilaciéon podria
ser guiada por pequefias moléculas de RNAs. En este sentido, ROS3, un factor
regulador de desmetilacion de DNA en Arabidopsis, ha sido identificado en el
mismo escrutinio genético que llevé a la identificacion de ROS1 (Zheng et al.,
2008). Mutantes ros3 causan hipermetilacion y silenciamiento transcripcional en
varios loci, alguno de los cuales coincide con las regiones hipermetiladas en
rosl. ROS3 codifica una proteina de reconocimiento de RNA (RMM, RNA
Recognition Motif), que se une a pequefios RNAs de secuencias especificas.
ROS1 y ROS3 podrian formar parte de un complejo de desmetilacién, ya que
colocalizan en discretos focos del nucleoplasma y en el nucléolo. Seglin estos
datos, la desmetilacién llevada a cabo por ROS1 puede ser dirigida por
pequefios RNAs unidos a la proteina ROS3 (Zheng et al., 2008).

El estudio a nivel molecular de los procesos de desmetilacién activa del
DNA vy de los factores que regulan y guian a las desmetilasas a sus secuencias
diana, contribuiran al entendimiento de los procesos de regulacién epigenética.
En plantas, hasta la fecha, los dos factores de desmetilacién conocidos que
intervienen en la desmetilacidon activa del DNA son la desmetilasa ROS1 (y los
miembros de su familia) y el factor regulador de la desmetilacion ROS3. ROS1
inicia la sustitucion de una 5-meC por una citosina no metilada a través de un
proceso analogo a la reparacion por escision de bases (BER). El trabajo realizado
en esta tesis se ha centrado en la identificacidn de otras proteinas que puedan
intervenir en esta ruta de desmetilacidon activa del DNA y con ello entender el
papel que juega la maquinaria de reparaciéon del DNA en la modificacién de los
patrones epigenéticos.

6. Reparacion por escision de bases

Como ya se ha inidicado anteriormente, en plantas, la desmetilacion activa
se realiza mediante un proceso analogo a la reparaciéon por escisién de bases
(BER), donde las desmetilasas de la familia DML inician la sustituciéon de una 5-
meC por una citosina no metilada. Tras el paso inicial de eliminacion de la base,
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se genera un sitio abasico (sitio apurinico/apirimidinico o sitio AP)
potencialmente citotéxico y mutagénico (Friedberg et al., 1995). Los sitios
abasicos pueden ser procesados por dos vias diferentes: via AP endonucleasas o
via AP liasas. Ambas rutas generan extremos distintos. Las AP endonucleasas
son enzimas dependientes de magnesio que cortan en el lado 5’ del sitio
abasico, y generan extremos 3'OH y 5'dRP (desoxirribofosfato sin base). El
grupo 5'dRP es eliminado por una desoxirribosa-fosfato diesterasa (dRPasa)
para generar un grupo 5’-P adecuado para la polimerizacién y ligacion (Lindahl
et al., 1997). La actividad AP liasa suele estar asociada a las DNA glicosilasas
bifuncionales, aunque también puede encontrarse en otras proteinas. No
requiere magnesio y corta en el lado 3’ del sitio abasico generando un aldehido
insaturado o un grupo fosfato en el extremo 3’, y un grupo fosfato en el 5. En
este caso, el extremo 3’-OH se genera por accidon de una AP endonucleasa o una
fosfatasa que actlan sobre el aldehido o el fosfato del extremo 3/,
respectivamente (Lindahl et al., 1997) A continuacidn, la restauracién de la
cadena puede completarse mediante la insercién de uno (short-patch BER) o
varios nucledtidos (long-patch BER) (Fortini et al., 1999). Ambas ramificaciones
de la ruta BER han sido extensivamente estudiadas en mamiferos. En la
reparacion short-patch participa la DNA polimarasa Pol B, que posee actividad
dRPasa (Singhal et al., 1995), y la cadena es finalmente sellada por XRCC1 y
Ligllla (Nash et al., 1997). La reparacién via long-patch no requiere actividad
dRPasa. En este caso, Pol B probablemente se limite a incorporar el primer
nucledtido (Podlutsky et al., 2001), y la elongacion y desplazamiento de cadena
adicionales son llevados a cabo por las DNA polimerasas replicativas Pol & y/o
Pol ¢ (Fortini et al., 1998; Stucki et al., 1998). La estructura resultante se
elimina por accion de la endonucleasa FEN1, y la cadena es finalmente sellada
por Ligl (Levin et al., 1997).
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Figura 21. Ruta de reparacion por escision de bases en mamiferos. Para los
detalles, ver texto. AI: aldehido insaturado; P: grupo fosfato; dRP:
desoxirribofosfato. Modificado a partir de (Baute and Depicker, 2008).

Aunque en los ultimos afios los avances han sido mayores, la enzimologia
de la reparacién por escision de bases en plantas no se conoce con tanta
exactitud. En varios estudios, se han identificado proteinas con actividad DNA
glicosilasa, como por ejemplo, AtNTH1 que actla sobre pirimidinas oxidadas
(Roldan-Arjona et al., 2000) o AtOGG1, que inicia la reparacién de 8-oxoG
(Dany and Tissier, 2001; Garcia-Ortiz et al., 2001). Se conocen también
proteinas AP endonuclesas como AtAPR (Babiychuk et al., 1994; Coérdoba-
Cafiero et al., 2011). También se han identificado proteinas con actividad
fosfatasa, como ZmDP2, una proteina de maiz que fue la primera enzima de
plantas identificada con actividad sobre extremos 3°-P. ZmDP2 presenta
homologia con PNKP (polynucleotide kinase 3 "-phosphatase) de mamiferos pero
carece de la actividad 5 quinasa (Betti et al., 2001). AtZDP, una proteina
modular con un dominio 3 -fosfatasa y un dominio de unién al DNA, es el
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homdlogo de ZmDP2 en Arabidopis (Petrucco et al., 2002). Ademas, estudios
recientes han demostrado que las plantas poseen un mecanismo de reparaciéon
por escision de bases analogo al de mamiferos, con capacidad para procesar los
dafios mediante short-patch y long-patch BER (Cérdoba-Cafiero et al., 2009).
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OBJETIVOS






El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido la diseccion molecular de

una ruta de desmetilacion activa del DNA en Arabidopsis thaliana, mediante la

identificacion y caracterizacién de proteinas que actUan tras la escision de 5-

meC catalizada por ROS1. Para alcanzar este propodsito el analisis se ha centrado

en el estudio de la fosfatasa de DNA, ZDP, y la proteina de andamiaje XRCC1.

Se han establecido los siguientes objetivos especificos:

1.
2.

Determinar si existe una interaccion directa entre ROS1 y ZDP.
Caracterizar bioguimicamente la actividad enzimatica de ZDP sobre
los productos de reaccion generados por ROS1.

Identificar y caracterizar mutantes deficientes en ZDP, con el fin de
dilucidar cual es su papel fisioldgico en la planta, y en particular
aportar pruebas bioquimicas y genéticas de su posible implicaciéon
en la desmetilacion del DNA en Arabidopsis.

Estudiar la posible interaccién de XRCC1 con las proteinas ROS1 vy
ZDP.

Encontrar evidencias bioquimicas y genéticas de la implicaciéon de
XRCC1 en la reparacién por escision de bases (BER) en plantas vy,
en particular, en la desmetilacién activa del DNA iniciada por ROS1.
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RESULTADOS






ZDP PARTICIPA EN UNA RUTA DE
DESMETILACION ACTIVA DE DNA EN
ARABIDOPSIS

ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1) es una DNA glicosilasa/liasa que
activa la expresién de genes silenciados en Arabidopsis thaliana, iniciando el
borrado de 5-metilcitosina (5-meC) mediante un mecanismo analogo a la
reparacion por escision de bases (BER). ROS1 no soélo hidroliza el enlace N-
glicosidico que une la 5-meC al DNA, sino que rompe el esqueleto azlcar-fostato
mediante B-eliminacidn generando una rotura de cadena simple (SSBs) con un
aldehido o,B-insaturado en el extremo 3° (3 -dRP). Esta reaccién va seguida de
una & eliminacidn que libera el aldehido y genera un hueco flanqueado por
extremos 3’ -fosfato (3°-P) y 5 -fosfato (5 -P) (Ver apartado 5.2 de la seccion
de Introduccién; Figura 20, pag. 45). Para que el proceso de desmetilacidén se
complete, el extremo 3°-P ha de ser convertido en 3 -hidroxilo (3 -OH),
permitiendo que una DNA polimerasa inserte una citosina no metilada y una
DNA ligasa selle la cadena. El primer objetivo planteado en esta tesis fue
determinar qué proteina actla con posterioridad a ROS1 reparando estos
extremos y permitiendo asi completar esta ruta de desmetilacidon activa de DNA
en plantas.

1. ZDP procesa el extremo 3 “-fosfato creado por
ROS1 e incrementa la procesividad de ROS1
in vitro

1.1. Analisis de la actividad enzimatica de ZDP

En mamiferos el extremo 3'-P generado tras una B,d-eliminacion es
convertido en un grupo 3 -OH por la polinucleétido quinasa 3  fosfatasa (PNKP)
(Jilani et al., 1999; Karimi-Busheri et al., 1999; Whitehouse et al., 2001). El
ortdologo de PNKP en Arabidopsis es la proteina AtZDP (Arabidopsis thaliana Zinc
finger DNA 3 Phosphoesterase) (Petrucco et al., 2002). AtZDP (de ahora en
adelante, ZDP) es una proteina modular con un dominio catalitico 3 "-fosfatasa
en su extremo carboxilo y un dominio de unién al DNA, que contiene tres dedos
de zinc similares a los de la proteina PARP1, en su extremo amino terminal. Esta
enzima se une a SSBs (roturas de DNA de cadena simple) y DSBs (roturas de
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DNA de cadena doble) y defosforila los extremos 3" -P para generar extremos
3"-0OH convencionales (Petrucco et al., 2002). Debido a su actividad catalitica,
ZDP, es una buena proteina candidata para procesar los extremos 3 -P
generados por ROS1 tras la escision de 5-meC.

Para contrastar esta hipotesis, ZDP se expresé en E. coli, se purifico como
proteina fusionada a una cola de histidinas (His-ZDP) (Ver apartado 11.1 de la
seccién de Materiales y Métodos, pag 152) y su actividad enzimatica se analizé
sobre los productos de reaccion generados por ROS1. En primer lugar ROS1 se
incubd con un DNA duplex de 51 pb, con un residuo de 5-meC en la posicién 29,
y marcado con fluoresceina en el extremo 5 de la cadena metilada (Figura 22).
La actividad enzimatica de ROS1 se detecta por la incision generada en la
cadena marcada como resultado de la eliminacién de la 5-meC y la posterior
rotura del esqueleto azucar-fosfato. Dicha actividad es detectable separando los
productos de reaccibn en un gel de poliacrilamida desnaturalizante vy
determinando la proporcién de oligonucledtido marcado procesado (Figura 22).

ROS1|_ - +
* 51 nt{ () -
51 nt 5 CMGG 3
3 GGCC 5
l ROS1
dRP P
¢ &g 3
28 nt g, GGCC 5
l ROS1
P P
GGG 3
28 nt g, GGCC 5 * " [dRP
28 nt
e LP

Figura 22. Productos de reaccion de ROS1. M: 5-metilcitosina, dRP: aldehido
o,B-insaturado, P:fosfato.

A continuacion, los productos de reaccidon se purificaron y se incubaron
con ZDP durante intervalos de tiempos crecientes (Figura 23). De acuerdo con
los datos previamente publicados (Morales-Ruiz et al., 2006) no todas las
incisiones generadas por ROS1 se procesan por B,5-eliminacién hasta generar un
extremo 3 "-P; tal y como se observa en la Figura 23 (primer carril) parte de los
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productos de ROS1 sélo han sufrido una B-eliminaciéon y presentan un extremo
3’con un aldehido «,B-insaturado (3'-dRP). Los resultados obtenidos indican
gue ZDP no actua sobre el el extremo 3 '-dRP pero si cataliza de forma eficiente
la conversion del extremo 3 "-P en un extremo 3 "-OH (Figura 23).

3"-dRP
3-p

3°-0OH

0 15 30 60 120
Tiempo (min)

Figura 23. Analisis de la actividad enzimatica de ZDP. Se incub6 ROS1 (37.5
nM) con oligonucledtidos bicatenarios que contienen un residuo de 5-meC (40 nM)
durante 16 h a 30°C. Tras purificacion de los productos de reaccion, éstos se
incubaron con ZDP (1.5 nM) a 30°C y las reacciones se detuvieron en los tiempos
indicados. Los productos se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al
15% vy se detectaron por fluorescencia.

Tras la generacion del extremo 3 '-OH, una DNA polimerasa debe insertar
una citosina no metilada para que una DNA ligasa pueda sellar la cadena,
completdndose asi el proceso de desmetilacidon. Para confirmar que el extremo
3'-OH generado por ZDP es un sustrato adecuado para DNA polimerasas, se
incubé ZDP con el producto de reacciéon de ROS1 en presencia de la DNA
polimerasa pol Bdehumanos y dCTP. Los resultados muestran que la
incorporacion de dCMP en el extremo 3  del hueco generado por ROS1 es
estrictamente dependiente de la presencia de pol By ZDP (Figura 24, carril 5).

ZDP - + o+ -+
hPolp - - + + +
dCTP - -+ o+

Figura 24. Polimerizacion del extremo 3°-OH generado por ZDP. Los
productos de reaccién de ROS1 se incubaron con ZDP (6 nM) y DNA polimerasa
B (hPol B, 0.5 U) durante 30 min a 37°C, en ausencia (carril 3) o presencia (carril 5)
de dCTP (0.2 mM).

En conjunto, estos resultados indican que la actividad fosfatasa de ZDP es
capaz de procesar in vitro el extremo 3 -P del hueco mononucleotidico causado
por ROS1 en la cadena metilada, produciendo un extremo 3 -OH que puede ser

usado por DNA polimerasas para insertar una citosina no metilada.
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1.2. Analisis de la interaccion de ZDP con ROS1

Con el objetivo de analizar si ZDP y ROS1 interaccionan in vitro, se
realizaron ensayos de pull-down usando como cebo la proteina ROS1 fusionada
a MBP (proteina de unién a maltosa). La proteina MBP-ROS1 se fijé a una
columna de amilosa y se analizé su capacidad de retener de forma especifica a
la proteina His-ZDP. Como control se usé la proteina MBP. Los resultados
obtenidos indican que ZDP queda retenida de forma especifica en la columna
que contiene MBP-ROS1, pero no en la que contiene MBP ni en la que contiene
Unicamente la matriz de amilosa (Figura 25).

His-ZDP

Figura 25. Ensayo de pull-down con MBP-ROS1 como proteina cebo. La
proteina His-ZDP se incub6 en columnas que contenian sélo la matriz de amilosa
(carril 3), o bien las proteinas cebo MBP (carril 1) 6 MBP-ROS1 (carril 2) previamente
unidas a dicha matriz. Tras lavar, las proteinas retenidas se separaron en un gel
SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana y se detectaron con un anticuerpo anti-
His6. El carril 4 contiene como marcador un 15 % del total de proteina presa (His-
ZDP) cargado en cada columna.

También se realizaron ensayos de pull-down usando como cebo la proteina
ROS1 fusionada a una cola de histidinas (His-ROS1) y como presa la proteina
ZDP fusionada a MBP (MBP-ZDP). En este caso, se fijé His-ROS1 a una columna
de Ni-sefarosa y se analizd6 su capacidad de retener de forma especifica la
proteina MBP-ZDP (Figura 26). Los resultados obtenidos mostraron que MBP-
ZDP, pero no MBP, queda retenida en la columna que contiene His-ROS1.
Ademas, esta retencidn no tiene lugar en columnas que contienen Unicamente la
matriz de Ni-sefarosa. En conjunto, estos resultados indican que ZDP y ROS1
interaccionan de forma especifica in vitro.
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MBP-ZDP

MBP

MBP
- + - + O+ - MBP-ZDP

Figura 26. Ensayo de pull-down con His-ROS1 como proteina cebo. Se incubd
la proteina MBP o la proteina MBP-ZDP en columnas que contenian sélo la matriz de
Ni-Sefarosa o bien la proteina cebo His-ROS1 previamente unida a dicha matriz. Tras
lavar, las proteinas retenidas se separaron en un gel SDS-PAGE, se transfirieron a
una membrana y se detectaron con un anticuerpo anti-MBP. Los dos ultimos carriles
contienen como marcadores un 15 % del total de proteina presa (MBP 6 MBP-ZDP)
cargado en cada columna.

Con el fin de determinar cudl es la region de ROS1 implicada en la
interaccion con ZDP, se usaron una serie versiones truncadas de ROS1 con
deleciones en la regidon amino-terminal (N-terminal) o carboxilo-terminal (C-
terminal) de la proteina.

CCT— T ] rost
——-=-C T ] Na294
-——-———---CH— T ] Na519
-————---Cl—_----- NA519CA313
== -- NABBCA1075
---------------------- 11 Nat080

Figura 27. Esquema de la proteina ROS1 completa y de las diferentes
versiones truncadas usadas en los ensayos de pull-down. Se muestran como

bloques coloreados los dominios conservados en otros miembros de la familia DML
de 5-meC DNA dglicosilasas; amarillo: dominio amino-terminal rico en lisina; azul:
dominio DNA glicosilasa; celeste: dominio carboxi-terminal.

Las distintas versiones truncadas de ROS1 se sobreexpresaron en E. coli,
se purificaron como proteinas de fusidn a una cola de histidinas y se usaron

como proteinas cebo en ensayos de pull-down (Figura 28). Los resultados
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obtenidos indican que tanto la regién N-terminal de ROS1 comprendida entre los
aminoacidos 1-519 como la region C-terminal correspondiente a los Ultimos 313
amindacidos no son necesarias para la interaccion con ZDP. Ello apunta a la
region situada entre los residuos 520 y 1080 como responsable de Ia
interaccion. Hay que resaltar que dicha regién contiene el dominio DNA
glicosilasa discontinuo que presentan, ademas de ROS1, las demas proteinas de
la familia DML (Ponferrada-Marin et al., 2011).

o5 5
A B )
%) \2) N e A Q
N 0:’5" vé\g Q&, Q'o?f}hq,\q 69(;,%0?&%0‘2 Q'Q
0 > -6'
& vff,b" g,'\q’ v\"’ v@c’ v,@‘b & o§\°\° KDa & P O
FIF L E N Y
”l——i -
MBP-ZDP i == "
66 —w——"
—
45 T
31 s

Figura 28. Analisis de la region de ROS1 responsable de la interaccion con
ZDP.(A) Se incubé MBP-ZDP (panel superior) 6 MBP (panel inferior) en columnas
que contenian como cebo la proteina His-ROS1 o sus diferentes versiones truncadas
previamente fijadas a una matriz de Ni-Sefarosa. Tras lavar, las proteinas retenidas
se separaron en un gel de SDP-PAGE, se transfirieron a una membrana y se
detectaron con un anticuerpo anti-MBP. (B) Proteinas usadas como cebo o presa en
el ensayo de pull-down, detectadas en un gel de SDS-PAGE (10%) tefiido con azul
de coomassie.

1.3. Analisis de la interaccion de ZDP con el producto de
reaccion de ROS1

ROS1 se une fuertemente al hueco mononucleotidico, flanqueado por
extremos 3P y 5'P, que genera en el DNA como producto de reaccion
(Ponferrada-Marin et al., 2010). El siguiente objetivo fue determinar mediante
ensayos de retardo en gel si ZDP puede unirse a dicho producto en presencia de
ROS1. Como se muestra en la Figura 29 en ausencia de ZDP solo se detectd una
banda correspondiente al complejo formado entre ROS1 y su producto de
reaccion (carril 2). En estas condiciones, parte del DNA permanece atrapado en
los pocillos del gel como consecuencia de la formaciéon de complejos ROS1-DNA
insolubles. Al aumentar la concentracion de ZDP en la reaccién (carriles 3-8), la
cantidad de complejos insolubles fue desapareciendo gradualmente de los
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pocillos. Ademas, la banda correspondiente al complejo ROS1-DNA fue creciendo
en intensidad, convirtiéndose gradualmente en otra banda con mayor movilidad
electroforética que el complejo ROS1-DNA (carril 2), pero de menor movilidad
que el complejo correspondiente a ZDP-DNA (carril 9). Hay que resaltar que no
se observé ninguna banda correspondiente a complejos sencillos ROS1-DNA o
ZDP-DNA cuando las dos proteinas estaban presentes en la reaccién. Estos
resultados sugieren que ROS1 y su producto de reaccién forman con ZDP un
complejo ternario.

ROS1UuM) ¢ 01 04 01 041 01 0101 0
ZDP(uUM) o0 o0 041 02 04 08 1 1.2 0.6

Complejo DNA-proteina

DNA

28128
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 29. EMSA. Se incubé ROS1 (0.1uM)en presencia de concentraciones

9

crecientes de ZDP con un oligonucledtido bicatenario que contiene un hueco
mononucleotidico flanqueado por extremos 5°-P y 3°P. Los complejos DNA-proteina
se identificaron tras electroforesis en gel de agarosa por su retardo en la movilidad
electroforética en comparacion con el DNA libre.

1.4. Analisis del efecto de ZDP sobre la procesividad de
ROS1

Cuando una DNA glicosilasa tiene caracter procesivo, se une al DNA y
escinde varias bases diana sin disociarse de éste. Sin embargo, la actividad
glicosilasa de ROS1 tiene in vitro un caracter claramente distributivo, ya que
tiende a permanecer unida a su producto de reaccion y no es capaz de catalizar
varios eventos de excisién/incisidn en la misma molécula (Ponferrada-Marin et
al., 2010; Ponferrada-Marin et al., 2009). Puesto que ZDP es capaz de unirse al
complejo formado por ROS1 y su producto de reaccién, se examind si puede
ejercer algun efecto sobre el comportamiento enzimatico de ROS1 y en concreto
sobre su falta de procesividad. Se utilizd como sustrato un oligonucleétido
bicatenario con tres residuos de 5meC localizados en idénticos contextos de

secuencia (Figura 30A) que se incubd con ROS1 en presencia o en ausencia de
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ZDP. En este ensayo, un comportamiento procesivo de la enzima convertira
rapidamente el sustrato en el fragmento marcado mas corto (producto de 16 nt,
Pis), mientras que un mecanismo distributivo producirda la acumulacidon de
intermediaros de reacciéon parcialmente procesados representados por
fragmentos marcados mas largos (productos de 26 y 36 nt, P,z y P3). De
acuerdo con los datos previamente publicados (Ponferrada-Marin et al., 2009),
ROS1 mostrdé en ausencia de ZDP un comportamiento altamente distributivo,
acumulando productos totalmente procesados (Pis), pero también productos
intermedios (P, Yy P3g), incluso después de periodos de incubacién largos. Sin
embargo, aunque la adicidn de ZDP aumentd significativamente la cantidad de
sustrato convertido en producto final (Pys) por ROS1, no produjo cambio en la

acumulaciéon de productos intermedios (Pss Y Psg).

A
* 5" -AAGCTGCGATAAGCTGMGATAAGCTGMGATAAGCTGMGATAAGCTGCGATAACT -3~
3 -TTCGACGCTATTCGACGCTATTCGACGCTATTCGACGCTATTCGACGCTATTGA-5"

0 6 10 16 20 26 30

Pis
Py
P35
B 7]
o
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-8 40 —o— Pss
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Figura 30. Efecto de ZDP sobre la procesividad de ROS1. (A) Diagrama
esquematico del sustrato usado en el ensayo y de los productos de reaccién. M: 5-
meC. (B) Se incubé ROS1 (18 nM) a 30°C con un oligonucledtido bicatenario que
contiene tres residuos de 5-meC (40 nM), tanto en ausencia (simbolos huecos) como
en presencia (simbolos rellenos) de ZDP (144 nM). Las reacciones se detuvieron a
diferentes tiempos (2, 4, 8 y 24 horas) y los productos de la reaccién se separaron
en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%. Se determind la concentracion
de productos mediante cuantificacion de la fluorescencia: 16 nt (tridngulos), 26 nt
(cuadrados) y 36 nt (rombos). Se indica la media y el error estandar de tres
experimentos independientes
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Experimentos analogos con un sustrato que contiene un solo residuo de 5-
meC (Figura 31), confirmaron que ZDP ejerce un efecto positivo sobre la
actividad de ROS1. En conjunto, estos resultados indican que ZDP estimula la
actividad glicosilasa/liasa de ROS1 y aumenta su procesividad in vitro.

A
*
5 -TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCMGGTCACGCTGACCAGGAATACC-3”
3’-AGTGCCCTAGTTACACAAGAAAGTCGAGGCCAGTGCGACTGGTCCTTATGG-5
B
ROST(nM)| + + + + + + + +
ZDP(nM)| - - - - + + + +
. - — - Sustrato
.+ " [Producto
2 4 824 2 4 8 24
Tiempo (h)
Cc
9 s
S
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9 351
o
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Figura 31. Efecto de ZDP sobre la actividad de ROS1. (A) Diagrama
esquematico del sustrato usado en el ensayo. M: 5-meC. (B-C) Se incub6é ROS1 (18
nM) a 30°C con un oligonucleédtido bicatenario que contiene un residuo de 5-meC (40
nM), tanto en ausencia (simbolos huecos) como en presencia (simbolos rellenos) de
ZDP (144 nM). Las reacciones se detuvieron a diferentes tiempos (2, 4, 8 y 24
horas) y los productos de la reaccidon se separaron en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 12%. En (B) se muestra un gel representativo.(C). Se determind
la concentracion de producto mediante cuantificacion de la fluorescencia Se indica la
media y el error estandar de dos experimentos independientes
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2. Plantas mutantes zdp™”~ son deficientes en la
actividad 3 “-fosfatasa

2.1. Identificacion y caracterizacion molecular de
mutantes zdp

Para determinar la funcion de ZDP in vivo se identificaron y caracterizaron
mutantes por insercion de T-DNA en el gen ZDP. Se realizd una busqueda en la
base de datos SIGNAL (http://signal.SALK.edu/tabout.html), y se identificaron
tres lineas mutantes en el gen ZDP, SAIL 60_C08, SAIL_813_B03 vy
SALK_130907. Los correspondientes alelos mutantes se denominaron zdp-1,
zdp-2 y zdp-3, respectivamente. A continuacidn, se procedié a asignar genotipos
en las poblaciones segregantes y a confirmar la posicion exacta del punto de
insercion en cada linea. Para ello, se llevaron a cabo dos reacciones de PCR con
combinaciones de cebadores especificos. En la Figura 32 se muestran resultados
representativos de este analisis.

F1-R1 F1-R1 F2-R2

WT /-  +[- +/+ WT /- - 4 WT +/+ +- +- -
1 2 3 4 1.2 3 4 1.2 3 4
F1-LB3 F1-LB3 F2-LB1
WT - +- ++ WT - - - WT ++ +- +- -
382 pb 618 pb 997 pb
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 5
SAIL_60_Co08 SAIL_813_B03 SALK_130907

Figura 32. Asignacion de genotipos a plantas mutantes en el gen ZDP. Los
genotipos se asignaron mediante PCR utilizando DNA gendmico de plantas silvestres
(WT) y plantas de poblaciones segregantes de las lineas SAIL_60_C08 (A),
SAIL_813_BO3 (B) y SALK_130907 (C). Se usaron parejas de cebadores que
flanquean la zona de cada insercidon para detectar el alelo silvestre (paneles
superiores) y combinaciones de uno de dichos cebadores y otro correspondientes al
T-DNA para detectar los alelos mutantes (paneles inferiores). Se indica en cada caso
el tamafo en pb del fragmento amplificado.

En una de las reacciones se usé una pareja de cebadores que se unen a
secuencias que flanquean el punto de insercion (ZDP-F1 y ZDP-R1, para las
lineas SAIL y ZDP-F2 y ZDP-R2, para la linea SALK, ver Tabla 6) para detectar el
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alelo silvestre. La otra PCR se realiz6 con uno de dichos cebadores y un cebador
correspondiente al extremo izquierdo del T-DNA (ZDP-F1 y LB3, para las lineas
SAIL y ZDP-F2 y LB1, para la linea SALK, ver Tabla 6) para detectar el alelo
mutante. Se identificaron asi plantas mutantes homocigotas zdp-17", zdp-27" y
zdp-37".

SAIL_60_CO08 (zdp-1)

ZDP
ATG
Intrén 14 LB RB
TCTTAAAAGTGCttataaatggtttagtgtacattgcgg| ACGCTTAGACAACTTAA.....
B
SAIL_813_B03 (zdp-2)
F3 R3 F4 R4
—~ -
ZDP
ATG TAG
Intrén 15 LB RB e T-DNA "8
ACTTGAATTTAC| CAACCTAATAACACATT......|
Cc

SALK_130907 (zdp-3)

T-DNA

RB LB Exén 1

Figura 33. Localizacion de la insercion de T-DNA en los alelos zdp-1, zdp-2 'y
zdp-3. Se muestran los exones (recuadros grises) y la posicién de las inserciones de
T-DNA (recuadros negros). LB y RB indican el borde izquierdo y el borde derecho del
T-DNA, respectivamente. Las flechas indican la posicién de los cebadores usados en
el andlisis de RT-PCR. En la parte inferior de cada panel se muestra la secuencia
génica adyacente al borde izquierdo del T-DNA. La secuencia correspondiente al T-
DNA esta enmarcada. El DNA exdgeno que acompana a una de las inserciones se
muestra en minuscula.
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Para caracterizar molecularmente las inserciones, el DNA adyacente al
borde izquierdo del T-DNA fue amplificado mediante PCR y secuenciado (Figura
33). En el alelo zdp-1 el T-DNA se encuentra insertado en el intron 14 y se
acompafia de la insercion de 27 pb de DNA exdgeno. En el alelo zdp-2 el T-DNA
se localiza en el intrén 15. En el alelo zdp-3, el T-DNA se encuentra insertado 76
pb antes del coddn de inicio de la traduccion, en la zona promotora, a 3 pb del
principal sitio de inicio de la transcripcion (Petrucco et al., 2002) (Figura 33).

Para examinar el efecto de la insercidn de T-DNA sobre la expresién del
gen ZDP se llevé a cabo un analisis de RT-PCR sobre RNA total de plantas
silvestres y mutantes zdp-1-/- y zdp-2 -/- (Figura 34A). Se emplearon
cebadores que flanquean el T-DNA (F4 y R4; Figura 33 y Tabla 4), y como
control una pareja de cebadores localizados fuera del punto de insercion (F3 vy
R3; Figura 33 y Tabla 4). La RT-PCR reveld que en el alelo zdp-1-/- la insercion
del T-DNA impide el procesamiento correcto del intréon 14, ya que no se detecta
el transcrito silvestre (Figura 34). La inserciéon en zdp-2-/- también interfiere
negativamente con el procesamiento del intrén 15, siendo en este caso los
niveles de transcrito silvestre practicamente indetectables. Estos datos sugieren
gue las plantas mutantes zdp-1 y zdp-2 codifican probablemente una versién
truncada de la proteina ZDP que carece del dominio catalitico o de parte de él.

Para comprobar si las plantas mutantes son capaces de producir una
proteina ZDP silvestre se realizé un ensayo Western usando un anticuerpo
policlonal generado frente a la porcién C-terminal de la proteina ZDP
(aminoacidos 468-694) (ver apartado 12.4 de la Seccién de Materiales y
Métodos, pag 160). En extractos proteicos de plantas silvestres el anticuerpo
detectdé una proteina de tamano aproximado a los 80 kDa correspondiente a la
proteina ZDP, ademas de otra banda no especifica cuya naturaleza se desconoce
(Figura 34B). En los extractos de plantas mutantes, la banda de 80 kDa fue
indetectable, confirmando asi que las plantas zdp-17" y zdp-2 7" son incapaces
de producir niveles apreciables de proteina ZDP silvestre.
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WT zdp-1 WT zdp-1 95
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145 bp
WT zdp-2 WT zdp-2 3B
322 bp 28 ]
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Figura 34. Analisis de la expresion de ZDP en plantas mutantes. (A) Se llevd a
cabo una RT-PCR con las parejas de cebadores que se indican (ver Figura 33)
empleando RNA total de plantas silvestres, zdp-17" y zdp-27". (B) Analisis Western
empleando un anticuerpo anti-ZDP y extractos proteicos procedentes de plantas
silvestres, zdp-17"y zdp-27".

2.2. Analisis fenotipico de los mutantes zdp”~

Los mutantes zdp ¥~ no mostraron ninguna alteracién fenotipica obvia bajo
condiciones de crecimiento normales. Para determinar su comportamiento bajo
condiciones de estrés, las plantas se crecieron en presencia de dos agentes
genotdxicos: un agente alquilante (metilmetanosulfonato, MMS), y un agente
oxidante (perdxido de hidrégeno, H,0,). Los resultados indican que las plantas
mutantes zdp 7" son mas sensibles a MMS que las plantas silvestres (Figura
35A). Por el contrario, no se observaron diferencias significativas entre las
plantas silvestres y mutantes cuando se crecieron en presencia de H,O, (Figura
35B).
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Figura 35. Sensibilidad de plantas silvestres y mutantes zdp -/- a MMS y
H20,. Se crecieron plantulas silvestres y mutantes zdp 7" en placas con medio MS
durante 10 dias, y a continuacion se transfirieron a placas que contenian cantidades
crecientes de MMS (A) o H,0, (B). Las fotografias se tomaron tras 2 semanas de
crecimiento en presencia del agente genotdxico.

Para estudiar el posible papel de ZDP en el procesamiento de extremos

3'-P, se examind la actividad 3’ -fosfatasa en extractos celulares procedentes

de plantas silvestres y plantas mutantes zdp

_/_.

Para ello se incubaron

los

extractos con un oligonucledtido bicatenario que contiene un hueco flanqueado

por extremos 3°-P y 5°-P y se midid la conversion del extremo 3" -P en extremo

3'-OH a lo largo del tiempo de incubacién. Los resultados mostraron que las

plantas mutantes zdp-3 procesan el extremo 3 -P con la misma eficiencia que

las plantas silvestres, mientras que las plantas mutantes zdp-1 y zdp-2 no

presentan actividad fosfatasa detectable.

WT zdp-3 zdp-2 zdp-1
Tiempo
(min) 0 10 30 60 120 10 30 60 120 10 30 60 120 10 30 60 120
3'P—_;:"’_.—-_=--_—---_ -— _‘3'0H

Figura 36. Analisis de la actividad fosfatasa en extractos de plantas
silvestres y mutantes zdp. Extractos celulares de plantas silvestres y mutantes
zdp”~ se incubaron a 30°C con un sustrato de DNA que contiene un hueco
flanqueado por extremos 3'-P y 5°-P. Las reacciones se detuvieron en los tiempos
indicados. Los productos de reaccidn se separaron en un gel desnaturalizante de

poliacrilamida al 15% y se detectaron por fluorescencia.

Estos resultados confirman que las inserciones de T-DNA inactivan la

funcién del gen ZDP en las plantas zdp-17"y zdp-2 7".
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3. Los mutantes zdp”’/~ muestran reducida la
capacidad de completar la desmetilacion de
DNA in vitro

El siguiente objetivo fue examinar si los sucesivos pasos tras la
eliminacién de la 5-meC (por ejemplo, incorporacién de nucleétidos y ligacidn),
necesarios para completar la desmetilacion, eran dependientes de ZDP. Para
ello, se incubaron extractos de plantas mutantes zdp-1, zdp-2 o silvestres, con
sustratos de DNA que contienen un hueco flanqueado por un grupo 5-P y por un
grupo 3 -P o 3'-OH Figura 37A). Como ambos sustratos estan marcados en el
extremo 5 de la cadena que contiene el hueco, la sintesis de DNA vy ligacién son
facilmente detectados por la generacion de un fragemento de 51 nt marcado
(Figura 37A). Los datos indicaron que ambos mutantes procesan el sustrato que
contiene un 3"-OH con eficiencia similar a las plantas silvestres. En presencia de
los cuatro dNTPs se detectd un fragmento marcado de 51 nt correspondiente al
producto reparado, acompafiado con la aparicion de fragmentos de 29, 30 y 31
nt de productos de DNA intermedios (Figura 37B, carriles 3, 11, 19 y 27). Estos
resultados muestran que cuando los cuatro dNTPs estdn presentes en la
reaccion, se insertan hasta tres nucleétidos, y la reparacién del DNA tiene lugar
por la via del long-patch. En presencia de un Unico nucledtido, dCTP, la cantidad
de producto reparado disminuyd, y el mayor producto intermedio detectado
correspondia a un fragmento de 29 nt, correpondiente a la sintesis de DNA
mediante la via short-patch, que solo inserta un dCMP para reparar el gap
(Figura 37B, carriles 4, 12, 20 y 28). Cuando se incubaron extractos de plantas
silvestres con el sustrato que contiene un 3'-P, el nivel de producto reparado y
de intermediarios de reaccion fue similar al observado con el sustrato que
contiene un gap con un 3 '-OH (Figura 37B, carriles 7, 8, 23 y 24). Sin embargo,
no se detectd reparacion en las plantas mutantes cuando el sustrato contenia el
hueco con el extremo 3 -P (Figura 37B, carriles 15, 16, 31 y 32). El estudio de
los intermediarios de reaccion reveld que las plantas mutantes eran incapaces
de eliminar el 3'-P para generar un extremo 3 '-OH adecuado para el posterior
paso de incorporacion de nucledtidos (comparar carril 6 y 14 o 22 y 30). Estos
resultados indican que los extractos de las plantas mutantes zdp son incapaces
de reparar el hueco mononucleotidico generado tras la escisién de 5-meC, y
sugieren que ZDP es requerida para completar la desmetilacion de DNA iniciada
por ROS1.
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Figura 37. Analisis de la reparacion de intermediarios de desmetilaciéon de
DNA en extractos de plantas silvestres y mutantes zdp. (A) Diagrama
esquematico de la molécula usada como sustrato en el ensayo de reparacion: un
oligonucledtido bicatenario que contiene un hueco con un extremo 3'-P (X= P) o un
extremo 3 "OH (X=0H). Se indica con una estrella el extremo 5 marcado con Alexa-
Fluor y el tamafo del oligo sin reparar (28 nt) y reparado (51 nt). (B) Extractos
celulares de plantas silvestres y zdp”~ se incubaron a 30°C durante 3 horas con los
sustratos de DNA indicados. Los productos de reaccién se separaron en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 12% y se detectaron por fluorescencia.

Tal y como se ha mencionado anteriormente (Ver apartado 5.2 de la

Seccion de Introduccidén, pag 45) algunas de las incisiones generadas por ROS1

no se procesan mediante B,8-eliminacion hasta productos con extremos 3’ -P,

sino que solo sufren una B-eliminacién que genera un aldehido «,B-insaturado
(37-dRP) (Figura 20). Puesto que este extremo no es un sustrato para ZDP
(Figura 23), debe existir en Arabidopsis una enzima capaz de procesarlo. En
bacterias y mamiferos los extremos 3 -dRP son convertidos en 3'-OH por la
accién de AP endonucleasas (Demple and Harrison, 1994; Pascucci et al., 2002).
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La principal, si no Unica, actividad AP endonucleasa detectada en extractos
celulares de Arabidopsis es la de la proteina ARP (Apurinic endonuclease-Redox
Protein), que desempefia un papel esencial en la reparacion de uracilo y sitios
abasicos in vitro (Cérdoba-Cafiero et al., 2011). Asi pues, se decidié examinar
hasta qué punto los pasos que completan la desmetilacién iniciada por ROS1
(sintesis de DNA vy ligacion) son dependientes de ZDP y/o ARP.

M= 5-meC
Extracto| - - - EWT zdp arpEWT zdp arp
dNTPs| - - -+- - -1+ + +
51 nt “ztEEg'ég
28 nt s
*Al-5 CMGG 3
3 GGCC 5
lDesmetilacién
. 51 nt s
AL CCGG 3 3-dRP, -t pes
3 GGCC 5 3'-0H: - - -
3'-P’__-"" - = -

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 38. Analisis de los productos de incision de DNA generados durante el
proceso de desmetilacion en extractos celulares de plantas silvestres y
mutantes zdp o arp. (A) Diagrama esquematico de la molécula usada como
sustrato en el ensayo de desmetilacion: un oligonucleédtido bicatenario que contienen
un residuo de 5-meC (M) y esta marcado con Alexa-Fluor en el extremo 5 de la
cadena metilada. (B) Se incub6 ROS1 (32 nM) con el sustrato de DNA (20 nM) a
30°C durante 4 horas. Los productos de esta reaccidén (carril 3) se incubaron durante
3 horas a 30°C con extractos celulares (50 ng) de plantas silvestres, zdp o arp ,
tanto en ausencia (carriles 4-6) como en presencia de dNTPS (carriles 7-9). Los
productos se separaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12% vy se
detectaron por fluorescencia. Los carriles 1 y 2 contienen marcadores de 28 nt con
extremos 3 '-P y 3"-OH, respectivamente.

La actividad de ROS1 es demasiado baja para ser detectada directamente
en extractos celulares de Arabidospsis (datos no mostrados). Por tanto, se
incubd proteina ROS1 purificada con un sustrato bicatenario conteniendo un
residuo de 5-meC (Figura 38A), y los productos de reaccién, constituidos por
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una mezcla de B (3°-dRP) y B,5-eliminacién (3°-P), (Figura 38B, carril 3) se
incubaron con extractos celulares de plantas silvestres, y mutantes zdp-1 o arp
(Cérdoba-Cafiero et al., 2011). Los datos revelaron que tanto las plantas
silvestres como las plantas arp procesan los dos tipos de extremos generando
un grupo 3'-OH (Figura 38B, carril 4 y 6) que es utilizado como cebador por
la(s) DNA polimerasa(s) del extracto cuando se afiaden a la reaccién dNTPs
(Figura 38B, carril 7 y 9). Por el contrario, los extractos de plantas zdp-1
eliminan eficientemente el extremo 3 "-dRP pero no el extremo 3 -P (Figura 38,
carril 5), que permanece sin procesar incluso en presencia de dNTPs, y por tanto
constituye un obstaculo para completar la desmetilacion (Figura 38B, carril 8).

Con el fin de detectar el producto final del proceso de desmetilacion se
llevd a cabo una digestion con la enzima de restriccion Hpall en sustratos cuya
cadena no metilada se hallaba marcada en el extremo 5° (Figura 39). En estos
sustrato, cuando la 5-meC se sustituye por un citosina no metilada se regenera
una diana para Hpall, cuya actividad da lugar a un fragmento marcado de 21 nt
(Figura 39A). Como se muestra en la Figura 39B, las plantas silvestres y los
mutantes arp completan el proceso de desmetilacion con la misma eficiencia
relativa (Figura 39B, carriles 5 y 7). Sin embargo, el nivel de desmetilacion en
extractos de plantas zdp se ve reducido practicamente a la mitad (carril 6).
Como control, se usd un sustrato con un sitio abasico sintético (THF,
tetrahidrofurano) que confirmdé que los extractos mutantes zdp mantienen
intacta el resto de la maquinaria de BER (Figura 39C, carriles 5-7).

En conjunto, estos resultados indican que el proceso de desmetilacidn
iniciado por ROS1 es parcialmente dependiente de ZDP. Ademas, sugieren que
los productos de B-eliminacion generados por ROS1 son procesados en una via
independiente de ZDP y ARP, mediante la accién de una actividad enzimatica
aun por identificar.
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Figura 39. Analisis de la desmetilacion de DNA en extractos de plantas
silvestres y mutantes zdp o arp (A) Diagrama esquematico de la molécula usada
como sustrato en el ensayo de desmetilacidon: un oligonucleétido bicatenario que
contiene una base modificada (X=5-meC o THF) situada en una diana de restriccion
Hpall. El extremo 5° de la cadena no metilada estda marcado con Alexa-Fluor. Se
indica el tamafio del fragmento marcado generado tras la digestion con Hpall del
producto desmetilado (B y C) Deteccidn del producto de reacciéon desmetilado vy
reparado, respectivamente. Tras la incubacién de ROS1 (32 nM) con los sustratos
bicatenarios (20 nM), durante 4 horas a 30°C, los productos de reacciéon se
incubaron con extractos celulares de plantas silvestres y mutantes zdp o arp (50 ng)
durante 3 horas Tras digestién con Hpall, los productos se separaron en un gel al
12% vy se detectaron por fluorescencia. Se muestra el valor de la media
correspondiente a dos experimentos independientes.
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4. Papel de ZDP en la prevencion del
silenciamiento transcripcional

Algunos transgenes que se sitlan bajo el control de promotores de genes
de la planta pueden causar la metilaciéon y el silenciamiento transcripcional
(TGS) en trans del correspondiente gen endégeno mediante un proceso mediado
por RNAs (Mette et al., 2000) (Ver apartado 3.4 de la seccidon de Introduccion,
pag 26). El andlisis genético de este proceso ha permitido identificar factores
cuya actividad es necesaria para prevenir dicho silenciamiento y que participan
en el control dindmico de la metilacién. Asi, mutaciones en el gen ROS1 causan
silenciamiento transcripcional de un transgen y del gen homodlogo no alélico
endogeno en lineas transgénicas de Arabidopsis Col-gl (Columbia gl1) (Gong et
al., 2002). Estas plantas transgénicas contienen el gen reportero de la luciferasa
(LUC) bajo el control del promotor del gen de respuesta a estrés RD29A. El
transgen RD29A-LUC (insertado en el cromosoma 3) se comporta como el gen
enddgeno RD29A (en el cromosoma 5), y las plantas emiten bioluminiscencia en
respuesta a diversos tipos de estrés, incluyendo bajas temperaturas (Zhu et al.,
2002). Las plantas mutantes ros1 no emiten bioluminiscencia en respuesta a frio
(Gong et al., 2002) (Figura 40) ya que el transgen RD29A-LUC y el gen
endégeno RD29A se encuentran silenciados transcripcionalmente como
consecuencia de la hipermetilacién de sus promotores (Gong et al., 2002).

lluminacién luz
brillante

-
Baja Alta

Intensidad de

luminiscencia
Figura 40. Silenciamiento del transgen RD29A-LUC en mutantes ros1. A la
izquierda imagen de luminiscencia de plantas silvestres y mutantes rosi, a la
derecha iluminacion de las plantulas con luz brillante. La intensidad de la escala de
luminiscencia varia de negra (la mas baja) a blanca (la mas fuerte). Modificado a
partir de (Zhu, 2009).
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Esta hipermetilacidon es consecuencia de un desequilibrio entre el proceso
de metilacién dirigida por RNA (RdDM) y la ruta de desmetilacidn activa iniciada
por ROS1 (Figura 41).

Cromosoma 3 Cromosoma 5
Gen activo | RD29A [LUC [><[9ud] Aesas | RD29A | [
RNAbc
T )

Modificacion de histonas
Metilacion de DNA

® ® @ ® oo ® o
Gen inactivo | RD29A [LUC [><|oud] Aesas | [RD29A [ [>
- e
Desmetilacion|® ® | Desmetilacion
4— 7—>
LUMINISCENCIA @
Gen activo RD29A [LUC [><[oud] Aesas | RD2OA | [
LUMINISCENCIA

Figura 41. Sistema para el analisis genético de desmetilacion activa de DNA
en Arabidopsis. En este sistema las repeticiones del transgen RD29A-LUC generan
pequefios RNAs que provocan la hipermetilacién y el silenciamiento de LUC y del gen
enddgeno RD29A, situados en dos cromosomas diferentes. ROS1 contrarrestra este
silenciamiento mediante desmetilacion activa del DNA. La proteina ROS3 interacciona
con ROS1 y se une al RNA, por lo que podria dirigir a la desmetilasa a las secuencias
a desmetilar. Los interrogantes representan a otras proteinas que podrian intervenir
junto a ROS1 en la desmetilacién activa del DNA o que participan en la produccién o
la accién de los RNAs bicatenarios (RNAbc) o pequefios RNAs (siRNAs) que producen
el silenciamiento.

El transgen RD29A-LUC se encuentra insertado en el genoma de la planta
como una serie de repeticiones en tandem que generan siRNAs de 24 nt (Kapoor
et al., 2005). Estos siRNAs dirigen la maquinaria de RdDM hacia los promotores
del transgén y del gen enddgeno, causando el silenciamiento de ambos en los
mutantes ros! (que son defectivos en la ruta de desmetilacion activa) pero no
en plantas silvestres (He et al., 2009; Zheng et al., 2007). Es posible que en la
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ruta de desmetilacion participen igualmente moléculas de RNA; ya que defectos
en ROS3 (una proteina de uniéon a RNA que colocaliza con ROS1 en las mismas
regiones sub-nucleares) también causan hipermetilacién del transgen RD29A-
LUC y su homdlogo enddgeno (Zheng et al., 2008) (Figura 41). Por otra parte,
la inactivacion de distintos componentes de la maquinaria de RdDM suprime el
silenciamiento de LUC en los mutantes rosl, confirmando que el transgen
RD29A-LUC esta sometido a un control dindmico de metilacidn y desmetilacién
(He et al., 2009).

Puesto que los resultados expuestos en los apartados anteriores de esta
tesis implican a ZDP en la ruta de desmetilacion iniciada por ROS1, el siguiente
objetivo fue determinar el papel de ZDP en la prevencion del silenciamiento
transcripcional de transgenes y genes enddgenos causado por RdADM. Para
comprobar esta hipétesis se cruzaron plantas mutantes zdp”~ con plantas
transgénicas Col-gl. Se obtuvieron asi mutantes zdp”~ que contienen la
construccion quimérica del gen de la luciferasa bajo el control del promotor de
RD29A (RD29A-LUC). Tras 15 dias de crecimiento a 23°C, las plantas se
sometieron a bajas temperatus (4°C) durante dos dias y a continuacion se
analizd6 su bioluminiscencia (Figura 42). Los resultados mostraron que la
expresion de RD29A-LUC se reduce considerablemente en las plantas mutantes
zdp-1 y zdp-2 en comparacion con las silvestres. La disminuciéon de la
luminiscencia fue mas intensa en los mutantes zdp-1 que en los zdp-2, aunque
no llega a ser tan drastica como la observada en los mutantes ros1-4.

ros1-4fCol-gl

Figura 42. Anadlisis del silenciamiento de RD29A-LUC en plantas mutantes
zdp. Se capturd la imagen de luminiscencia en plantas que, tras 2 semanas de
crecimiento a 23°C, fueron sometidas a un tratamiento a 4°C durante 2 dias.

Para examinar en detalle el nivel de expresion del transgen RD29A-LUC y
del gen enddégeno RD29A se realizé un analisis mediante RT-PCR a tiempo real

con RNA extraido de plantas silvestres y mutantes antes y después de
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someterlas a baja temperatura (Figura 43). Se observd un menor nivel de
expresion, tanto del transgen LUC como del gen enddégeno RD29A, en las
plantas mutantes zdp-1 y zdp-2 comparadas con la silvestres (Col-gl). De
nuevo, esta reducciéon no fue tan drastica como la observada en los mutantes
ros1-4. En conjunto, estos resultados sugieren que ZDP protege parcialmente a
transgenes y genes endogenos del silenciamiento transcripcional.
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Figura 43. Analisis de la expresion de LUC y RD29A mediante PCR a tiempo
real. El gen TUB8 se usé como control. Se indica la media y el error estéandar de tres
experimentos independientes

Con el fin de comprobar si esta reducciéon en el nivel de expresion era
consecuencia de un aumento en la metilacién del promotor RD29A, se realizd
una digestidon con enzimas de restriccidn sensibles a metilacion (BstUI, para el
promotor RD29A del transgen y BsmAl, para el promotor del gen enddgeno)
sobre DNA genomico de plantas silvestres Col-gl y mutantes zdp y ros1-4. El
DNA digerido se usé como molde en una PCR con cebadores especificos para
cada locus (Tabla 4) (Figura 44A). En este ensayo el nivel de amplificacién es
proporcional al grado de metilacidn. Los resultados mostraron que al igual que
para los mutantes ros1-4, los mutantes zdp presentan hipermetilacion en los
promotores enddgeno y transgénico de RD29A (Figura 44A)
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Figura 44. Analisis de la metilacion en el promotor de RD29A. (A) Analisis de
la metilacién del promotor de RD29A transgénico (Trans-RD29A) y endégeno (Endo-
RD29A). (B) Analisis del estado de metilacion del promotor enddégeno de RD29A
mediante secuenciacion de DNA modificado con bisulfito.

Para confirmar estos resultados se llevd a cabo una secuenciacion de DNA
modificado con bisulfito del promotor RD29A enddégeno (Figura 44B). La
secuenciacion con bisulfito permite obtener mapas de metilacion con la maxima
resoluciéon posible, al detectar el estado de metilacion de cada residuo de
citosina en la regién analizada. El método se basa en la desaminacién selectiva
de citosina a uracilo por tratamiento previo del DNA con bisulfito, la
amplificacion por PCR de la regidén a analizar, la clonacion en un vector
apropiado, y su posterior secuenciacion. A diferencia de la citosina, la 5-meC no
reacciona con bisulfito. Asi pues, en la secuencia obtenida, las citosinas
metiladas y no metiladas presentes en la muestra original aparecen como
citosina y timina respectivamente tras la secuenciacion (Zilberman and Henikoff,
2007). El andlisis de un numero significativo de clones permite cuantificar el
estado de metilacion de cada residuo de citosina.

Como se muestra en la Figura 44B, los resultados confirmaron que el
promotor enddgeno de RD29A en los mutantes zdp-1 y zdp-2 se encuentra
hipermetilado con respecto a las plantas silvestres. Este aumento de Ia
metilacién se observd no solo en el contexto de secuencia CG sino también en
los contextos asimétricos CHG y CHH. Estos resultados sugieren que, al igual
qgue ROS1, ZDP previene la hipermetilacién y, en consecuencia, el silenciamiento

transcripcional de transgenes y genes enddgenos.
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5. Analisis del efecto de ZDP en los niveles de
metilacion de DNA a escala genémica

Para examinar a escala gendmica el efecto de ZDP sobre los niveles de
metilacion de DNA se realizd un analisis mediante tiling arrays (NimbleGen)
(Penterman et al., 2007b) (Figura 45). Como sonda se usdé DNA gendmico de
plantas silvestres y mutantes zdp-1 obtenido tras inmunoprecipitacion de 5-
metilcitosina. Los resultados mostraron que, aunque los niveles globales de
metilacién en plantas silvestres y mutantes zdp-1 son similares, hay 415 loci
donde las plantas zdp-1 muestran un incremento en el nivel de metilacién y 28
loci que se encuentran hipometilados. Los loci hipermetilados se encuentran
distribuidos a lo largo de los cinco cromosomas, aunque se localizan en mayor
medida en las regiones centroméricas. (Figura 45C). Los loci hipermetilados son
en su mayoria transposones (85,8%), aunque también se encuentran algunas
regiones génicas (9,4%) e intergénicas (4,8%) con hipermetilacion.
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Figura 45. Perfil de metilacion a escala genomica en plantas silvestres y
mutantes zdp-1. (A) Diagrama de dispersion que muestra la correlacién entre los
datos obtenidos en el tiling array para las plantas silvestres (Col-0) y plantas
mutantes zdp-1. r=0.91. (B) Ejemplo representativo de los resultados del tiling
array. Las cajas negras indican genes, con direccion 5°-3"en la parte de arriba y con
la inversa en la parte de abajo. La escala horizontal representa posiciones en el
cromosoma 1 en pares de bases. Cada barra roja representa el nivel de metilacion
detectado en las plantas silvestres y zdp-1, estimado como el log2 del cociente entre
las sefiales del DNA inmunoprecipitado y del DNA total usado como input. Las barras
azules representan la diferencia entre los niveles de metilacion de las muestras zdp-
1y silvestres. La flecha negra indica una zona hipermetilada. (C) Distribucién de los
loci hipermetilados en los 5 cromosomas en plantas mutantes zdp-1. (D) Grafico
circular mostrando los loci hipermetilados en las plantas mutantes zdp-1.

Para confirmar los datos del tiling array se eligieron al azar 12 regiones de
la lista de loci hipermetilados y se analizaron mediante secuenciacién de DNA
modificado con bisulfito (Figura 46).
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Figura 46. Ejemplos del analisis de secuenciacion con bisulfito llevado a
cabo para confirmar la hipermetilacion de algunos loci. (A-D) El panel de la
izquierda muestra para cada region la zona hipermetilada (indicada con una barra
negra horizontal bajo las barras azules). El panel de la derecha muestra para cada
locus el nivel de metilacién determinado por secuenciacidon con bisulfito en plantas
silvestres y mutantes zdp-1 y rdd.

Los resultados demostraron que once de estos loci se encuentran
hipermetilados en el mutante zdp-1, asi como en el triple mutante rosidmi/2
dmi3 (de ahora en adelante, rdd) (Penterman et al., 2007b) que se usé como
control. En la mayoria de los loci analizados, se observd hipermetilacion en
todos los contextos de secuencia (CG, CHG y CHH) (Figura 46). No obstante, se
encontraron variaciones en el nivel de hipermetilacidon entre los mutantes zdp-1
y rdd. En alguno de los loci examinados, el incremento en la metilacion en el
mutante zdp-1 es comparable a la observada en el triple mutante rdd (Figura
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46B), mientras que en otros loci el mutante zdp-1 presenta un menor grado de
hipermetilacion que el triple mutante (Figura 46A y C). Por ultimo, un locus
como el ZDP-414 (Figura 46D) presenta mayor nivel de metilacion en el
mutante rdd que en el zdp-1. En cualquier caso, los datos de secuenciacién con
bisulfito confirmaron la fiabilidad de los datos obtenidos mediante tiling arrays, y
sugieren que ZDP es importante para prevenir la hipermetilacion de cientos de
loci a lo largo del genoma de Arabidopsis

6. ZDP co-localiza con ROS1 y ROS3 en regiones
subnucleares

Aparte de ROS1, la Unica proteina implicada en la desmetilacidon activa de
DNA conocida hasta la fecha es ROS3. Esta proteina se une a RNAs de pequefio
tamafio y colocaliza con ROS1 en el nucléolo y en zonas discretas del
nucleoplasma (focos nucleoplasmicos) (Zheng et al., 2008). Se ha propuesto
gque ROS3 podria dirigir a ROS1 hacia secuencias especificas para iniciar la
desmetilaciéon. (Zheng et al., 2008).

Puesto que los datos descritos hasta ahora indican que ZDP es un
componente de la maquinaria de desmetilacidon activa de DNA, se decidid
comprobar si ZDP muestra la misma localizaciéon subnuclear que ROS1 y ROS3.
Para ello se generaron anticuerpos especificos de la proteina ZDP y se usaron
para la inmunolocalizacién de ZDP en el nucleo de hojas de Arabidopsis (Figura
47). Como se muestra en la Figura 47A, ZDP se encuentra ampliamente
distribuida por el nucleo, encontrandose de forma mas abundante en focos
nucleoplasmaticos discretos. No se observé senal cuando se afiadié el anticuerpo
a preparaciones de plantas mutantes zdp-1 y zdp-2, demostrando que el patrén
de localizacién de la proteina observado en las plantas silvestres no se debe a
interacciones inespecificas del anticuerpo (Figura 47B). Para examinar en mayor
detalle la localizacion subnuclear de ZDP, se llevd a cabo un analisis de co-
inmunolocalizacién con ROS1 y ROS3. Para ello se usaron lineas de plantas
transgénicas que expresan la proteina ROS1 y ROS3 como proteinas de fusién al
epitopo MYC (en el caso de ROS1) y al epitopo FLAG (en el caso de ROS3), bajo
el control de sus promotores nativos (Zheng et al., 2008). Mediante uso de
anticuerpos especificos frente a estos epitopos y de anticuerpos frente a ZDP se
detectd la localizacion de las tres proteinas (Figura 47C). Como se esperaba, se
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observé un patrén de localizacion muy similar para ROS1 y ROS3; aunque los
focos de inmunolocalizacién de ROS1 fueron generalmente mas pequefios y mas
difusos que los de ROS3, ambas proteinas se encuentran dispersas en el
nucleoplasma y en el nucledlo. Ademas, se encontré que ZDP colocaliza con
ROS1 y ROS3 en los mismos focos nucleopldasmicos, como demuestra la fuerte
sefial de color amarillo que indica el solapamiento de las sefiales rojas y verdes.
No obstante, mientras que la gran mayoria de las sefiales nucleoplasmicas de
ZDP colocalizan en los focos de ROS1, solo colocalizan con ROS3 en 10-15 focos
(Figura 47C). Por otra parte, y a diferencia de ROS1 y ROS3, no se encontrd
ninguna sefal de ZDP en el nucleélo (Figura 47 A-C).

ZDP +DAPI ZDP +DAPI

88%

zdp-1

12%

zdp-2

n=215

ZDP Merged +DAPI

78%

n=130

65%

n=103

Figura 47. Localizacion subnuclear de ZDP y colocalizacién con ROS1 y
ROS3. (A) y (B) La distribucion nuclear de ZDP se analizé usando anticuerpos anti-
ZDP (rojo) en plantas silvestres (A) y mutantes zdp (B). (C) Inmunolocalizacién
doble usando anticuerpos anti-ZDP (rojo) en lineas transgénicas que expresan las
proteinas recombinantes MYC-ROS1 (verde, panel superior) y FLAG-ROS3 (verde,
panel inferior). En todos los paneles el DNA se tifid6 con DAPI (azul). A la derecha de
cada fotografia se indica el porcentaje de nlcleos que presentan el patron mostrado.
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XRCC1 PARTICIPA EN LA RUTA DE
DESMETILACION DE DNA INICIADA POR
ROS1 EN ARABIDOPSIS

En células de mamifero, la proteina XRCC1 (X-ray cross complementing
group protein 1) carece de actividad enzimatica pero desempefa un papel
crucial coordinando la actividad de las distintas proteinas durante la reparaciéon
por escision de bases (BER) y la reparacién de roturas de cadena simple (SSBR)
(Thompson and West, 2000; Whitehouse et al., 2001). XRCC1 interactta con la
DNA Ligasa III (Caldecott et al., 1994), la DNA polimerasa p (Caldecott et al.,
1996; Dianova et al., 2004; Kubota et al., 1996; Parsons et al., 2004), y con
otras proteinas implicadas en BER y SSBR en mamiferos. Se ha propuesto que
funciona como una proteina de andamiaje coordinando los pasos iniciales y
finales de la reparacién (Kubota et al., 1996) El genoma de Arabidopsis codifica
un ortélogo de XRCC1 (Taylor et al., 2002) pero su papel no es del todo
conocido. Recientemente, se ha demostrado que la proteina XRCC1 de
Arabidopsis funciona en una ruta de reparacién de roturas de cadena doble
(DSB) independiente de Ku mediante union de extremos no homodlogos (nhon-
homologous end-joining, NHEJ) (Charbonnel et al., 2010). Ademas, XRCC1 de
arroz interactia con DNA de cadena simple y doble in vitro e interactia con
PCNA in vitro e in vivo (Uchiyama et al., 2008). Sin embargo, en plantas, esta
aun por estudiar el posible papel de XRCC1 en BER vy, especificamente, durante
la desmetilacién activa de DNA. Por lo tanto, uno de los objetivos de esta tesis
fue determinar la funcidon que desempena la proteina XRCC1 de Arabidopsis en
la ruta de desmetilacién iniciada por ROS1 y si podria coordinar, no soélo la
actividad de ROS1, sino también la de ZDP.

1. XRCC1 interacciona con ROS1 y ZDP in vitro

El primer objetivo planteado fue analizar si XRCC1 y ROS1 interaccionan in
vitro. Para ello, XRCC1 se expreso en E. coli y se purifico fusionada a MBP (ver
apartado 11.3 de la seccién de Materiales y Métodos, pag 156). La proteina
MBP-XRCC1 se unié a una columna de amilosa y se analizé su capacidad de
retener de forma especifica a la proteina His-ROS1 mediante ensayos de pull-
down. Ademas, se purifico la proteina MBP y se unidé a una columna de amilosa
para usarla como control. Los resultados obtenidos indican que ROS1 queda
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retenida en una columna que contiene XRCC1, no observandose retenciéon
cuando la columna solo contiene MBP (Figura 48A).

Para confirmar la interaccidn entre ROS1 y XRCC1, se realizaron ensayos
de pull-down a la inversa, es decir, usando His-ROS1 como proteina cebo y
MBP-XRCC1 como proteina presa. His-ROS1 se unié a una columna de Ni-
sefarosa y se analizé su capacidad de retener de forma especifica la proteina
MBP-XRCC1. Como se muestra en la Figura 48B, MBP-XRCC1, pero no MBP,
gueda retenida en una columna a la que se ha fijado ROS1. Esta unién no se
detecta en columnas que contienen Unicamente la matriz de Niquel-sefarosa.

A B
N NN »
e O N 9 O Q‘)
& & ° S Qp gp & P a\¢
27 & 55 o 8
F f &0
- e L_MBP-XRCC1
— S |-His-ROS1
- -MBP
1 2 3 4 + - + - . MBP
-+ -+ + MBP-XRCC1

Figura 48. Analisis de la interaccion entre ROS1 y XRCC1 in vitro. (A) La
proteina His-ROS1 se incubd en columnas que contenian sélo la matriz de amilosa
(carril 3), o bien las proteinas cebo MBP (carril 1) 6 MBP-ROS1 (carril 2) previamente
unidas a dicha matriz. Tras lavar, las proteinas retenidas se separaron en un gel
SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana y se detectaron con un anticuerpo anti-
Hiss. El carril 4 contiene como marcador un 15 % del total de proteina presa (His-
ROS1) cargado en cada columna. (B) Se incubd la proteina MBP o la proteina MBP-
XRCC1 en columnas que contenian sélo la matriz de Ni-Sefarosa o bien la proteina
cebo His-ROS1 previamente unida a dicha matriz. Tras lavar, las proteinas retenidas
se separaron en un gel SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana y se detectaron
con un anticuerpo anti-MBP. El Gltimo carril contiene como marcadores un 15 % del
total de proteina presa (MBP 6 MBP-XRCC1) cargado en cada columna.

Con el fin de determinar cudl era la regidon de ROS1 implicada en la
interaccion con XRCC1, se usaron como proteinas cebo una serie de versiones
truncadas de ROS1 que presentaban deleciones en la region amino-terminal (N-
terminal) o carboxilo-terminal (C-terminal) de la proteina (Figura 49B) Los
resultados mostraron que la regidn necesaria para la interacciéon entre ROS1 y
XRCC1 se encuentra en la regién comprendida entre los amindacidos 295 y 520
de la DNA glicosilasa.
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Figura 49. Andlisis de la region de ROS1 responsable de su interaccién con
XRCC1. (A) Se incub6 MBP-XRCC1 (panel superior) 6 MBP (panel inferior) en
columnas que contenian como cebo la proteina His-ROS1 o sus diferentes versiones
truncadas previamente fijadas a una matriz de Ni-Sefarosa. Tras lavar, las proteinas
retenidas se separaron en un gel de SDP-PAGE, se transfirieron a una membrana y
se detectaron con un anticuerpo anti-MBP. (B) Esquema de la proteina ROS1
completa y de las diferentes versiones truncadas usadas en el ensayo pull-down.
Dominio rico en lisina (amarillo), Dominio DNA glicosilasa (azul) y dominio C-
terminal (celeste)

Puesto que la proteina XRCC1 de mamiferos interactia con PNK
(Whitehouse et al., 2001), que es el ortdlogo de ZDP, se analizd la interaccion
entre ZDP y XRCC1 de Arabidopsis mediante ensayos pull-down (Figura 50).
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Figura 50. Andlisis de la interaccion entre ZDP y XRCC1 in vitro. Se incubé la
proteina MBP-XRCC1(panel superior) o la proteina MBP (panel inferior) en columnas
que contenian sdlo la matriz de Ni-Sefarosa o bien la proteina cebo His-ZDP
previamente unida a dicha matriz. Tras lavar, las proteinas retenidas se separaron
en un gel SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana y se detectaron con un
anticuerpo anti-MBP. El ultimo carril contiene como marcadores un 15 % del total de
proteina presa (MBP 6 MBP-XRCC1) cargado en cada columna.

Para ello se usé His-ZDP como proteina cebo y MBP-XRCC1 como proteina
presa. His-ZDP se unié a una columna de Ni-sefarosa y se analizé su capacidad
de retener de forma especifica la proteina MBP-XRCC1. Los resultados obtenidos
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mostraron que MBP-XRCC1 pero no MBP queda retenida en una columna a la
gue se ha fijado ZDP. Esta unién no se detecta en columnas que contienen
Unicamente la matriz de Niquel-sefarosa.

2. Analisis de la union de XRCC1 al DNA

La proteina XRCC1 de mamiferos se une a varios intermediarios de DNA
que pueden ser generados o procesados por la ruta BER, por ejemplo, sitios
abasicos producidos por accién de DNA glicosilasas o DNA con rotura de cadena
simple con diferentes extremos. Algunos de estos extremos pueden ser aldehido
3 -a,B-insaturado (3°-dRP) 0 5° desoxiribosa-fosfato (5 " -dRP) generados por la
accion de AP liasas o AP endonucleasas, respectivamente (Nazarkina et al.,
2007). Ya que la eliminaciéon de la 5-meC se inicia por ROS1 mediante un
mecanismo de BER y que XRCC1 podria acompafnar a ROS1 en el paso inicial de
la ruta, el siguiente objetivo fue analizar la union de XRCC1 al sustrato (DNA
conteniendo un residuo de 5-meC), al producto de ROS1 (DNA con un hueco
mono-nucleotidico flanqueado por dos grupos fosfato), asi como al producto
final de un proceso de desmetilacion (DNA sin metilar) y se realizaron ensayos
de retardo en gel. Como se muestra en la Figura 51, al aumentar su
concentracién, XRCC1 se unié al sustrato, intermediario y producto final de
desmetilaciéon con una afinidad muy similar (Figura 51 A, B y C carriles 4-6).
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Figura 51. Union de XRCC1l a sustrato, producto e intermediario de
desmetilacion de DNA. Se incubaron cantidades crecientes de XRCC1 con
oligonucledtidos bicatenarios que contienen un residuo de 5-meC (A), un hueco
mono-nucleotidico flanqueado por extremos fosfato (B) o un par C:G (C). Los
complejos DNA-proteina se identificaron tras electroforesis en gel de agarosa por su
retardo en la movilidad electroforética en comparacién con el DNA libre.

Ademads, se decidi6 examinar la interaccion de XRCC1 con otros
intermediarios de la ruta BER. Para ello, se realizaron ensayos de retardo en gel
usando un oligonucledtido que contiene un hueco flanqueado por un extremo
3'-OH y 5°-dRP. Este sustrato mimetiza el producto generado por una actividad
AP endonucleasa. Los resultados mostraron que XRCC1 forma un complejo con
el DNA al aumentar su concentracion (Figura 52, carriles 4-6).
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Figura 52. Union de XRCC1 a intermediarios de BER. Se incubaron cantidades
crecientes de XRCC1 con oligonucleétidos bicatenarios que contienen un hueco
mono-nucleotidico flanqueado por extremos 3°-OH y 5'-dRP. Los complejos DNA-
proteina se identificaron tras electroforesis en gel de agarosa por su retardo en la
movilidad electroforética en comparacién con el DNA libre.

93



En conjunto, estos resultados sugieren que la proteina XRCC1 de
Arabidopsis posee la capacidad de unirse a una variedad de moléculas de DNA
que mimetizan sustratos, intermediarios y productos de la ruta de
desmetilacion.

3. XRCC1 estimula la actividad fosfatasa de ZDP

En células de mamifero, XRCC1 estimula la actividad quinasa y fosfatasa
de PNK sobre DNA dafiado acelerando el proceso de reparacion (Whitehouse et
al., 2001). Se analizd por ello el efecto de la proteina XRCC1 de Arabidopsis
sobre la actividad fosfatasa de ZDP usando como sustrato un oligonucleétido
gue contiene un hueco mono-nucleotidico flanqueado por dos grupos fosfato.

A
ZDP ZDP + XRCC1

-
=- 3'0H

=Y 11 L L 4

Tiempo 0 1 2515 30 60120 1 2.5 15 30 60 120
(min)

0] —— ZDP

0] —=— ZDP+XRCC1

% Conversién a 3'- OH

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 53. Efecto de XRCC1 sobre la actividad fosfatasa de ZDP. Se incubd
ZDP (0,09 nM) con oligonucledtidos bicatenarios que contienen un hueco flanqueado
por grupos fosfato (20 nM) en ausencia o presencia de XRCC1 (0,9 nM) a 30°C. Las
reacciones se detuvieron a diferentes tiempos (1, 2,5, 15, 30, 60 y 120 minutos).
(A) Los productos de la reaccién se separaron en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 15%. Se muestra un gel representativo. (B) Se cuantificé la
conversién de 3’-fosfato (3°P) a 3’-hidroxilo (3°-OH) en ausencia (rombos) o
presencia (cuadrados) de XRCC1. Se indica la media y el error estandar de dos
experimentos independientes.
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Como se muestra en la Figura 53, en presencia de XRCC1 la actividad de
ZDP se ve estimulada llegando a la conversion casi completa del extremo 3°-P a
extremo 3'-OH tras 2 horas de incubacién. En ausencia de ZDP, la proteina
XRCC1 no mostré ninguna actividad detectable sobre el sustrato (datos no
mostrados), confirmando que el aumento en la actividad se debe a la
estimulacion de ZDP mas que a una posible contaminacion de la preparacién con
una DNA fosfatasa.

4. XRCC1 estimula la actividad de ROS1

Para estudiar si, al igual que con la actividad fosfatasa de ZDP, XRCC1
tiene algun efecto sobre la actividad de ROS1, se incubd la DNA glicosilasa con
oligonucledtidos que contienen tres residuos de 5 me-C (Figura 54A) y se
analizé la actividad de ROS1 en presencia o ausencia de XRCC1. De acuerdo con
resultados anteriores (Ponferrada-Marin et al., 2009), y esta tesis, Figura 30,
pag 66), ROS1 muestra un comportamiento altamente distributivo, acumulando
productos totalmente procesados (Pis), pero también productos intermedios (P
y Psg), incluso después de 24 h de incubacion (Figura 54B). En presencia de
XRCC1 se observé una estimulacion de la actividad de ROS1 (Figura 54B-C),
incrementandose la cantidad de producto final de la reaccion (P16), pero
también la acumulacién de productos intermediarios de la reaccién (P26 y P36)
(Figura 54C). Estos datos indican que en presencia de XRCC1l la baja
procesividad de ROS1 no aumenta, sugiriendo que el efecto positivo de XRCC1
sobre ROS1 probablemente no se debe al desplazamiento de la DNA glicosilasa
de su producto de reaccion.
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Figura 54. Efecto de XRCC1l sobre la actividad de ROS1. (A) Diagrama
esquematico del sustrato usado en el ensayo. M: 5-meC. (B) y (C) Se incubbé ROS1
(18 nM) con oligonucleétidos bicatenarios que contienen tres residuos de 5-meC (40
nM) en ausencia (rombos) o presencia (cuadrados) de XRCC1 (18 nM) a 30°C. Las
reacciones se detuvieron a diferentes tiempos (2, 4, 8 y 24 horas). (B) Los productos
de la reaccidén se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12%. Se
muestra un gel representativo. (C) Se determind la concentracién total de producto
(P36+P26+Pi1g) y de cada uno de los productos por separado mediante cuantificacion
de la fluorescencia. Se indica la media y el error estandar de dos experimentos
independientes

5. Caracterizacion molecular de mutantes xrccl1

El ortélogo de XRCC1 de Arabidopsis thaliana estad codificaco por el locus

AT1G80420, que se localiza en el cromosoma 1 (Taylor et al., 2002; Uchiyama

et al., 2008). Para determinar la funcién de XRCC1 in vivo se usaron mutantes
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por insercion de T-DNA en el gen XRCC1 procedentes de la linea SALK_027362,
(suministrada por Charles White, de la Universidad Blaise Pascal, Francia). En el
alelo mutante xrccl1 el T-DNA se encuentra insertado en el intrén 5. La insercion
de T-DNA tiene dos bordes izquierdos y se ha producido una delecion de tres
nucledtidos del gen XRCC1 en el sitio de insercion (Charbonnel et al., 2010) (0).

T-DNA

LB1 LB2

XRCC1-F1 7362-R2

XRCC1-R2

XRCC1-R1

Intron 5
LB1 LB2

...ATTAATATGC}AAACAAATTGAC...TTG CCCGTCTC| TTCAAAAGAC...

Figura 55. Esquema de la insercion del T-DNA en el gen XRCC1. Se muestran
los exones (recuadros grises) y la posicidon de las inserciones de T-DNA (recuadros
negros). En la parte inferior se muestra la secuencia que flanquea la insercién. La
secuencia correspondiente al T-DNA esta enmarcada. LB1 y LB2, los dos bordes del
T-DNA. Se indican la posicion de los cebadores usados para RT-PCR (ver Tabla 4).
Modificado a partir de (Charbonnel et al., 2010)

En primer lugar se verificd el genotipo de las plantas mediante PCR. Para
ello se realizaron dos reacciones de PCR con dos combinaciones de cebadores
especificos. En una de las combinaciones se usdé una pareja de cebadores que
flanquean el punto de insercién, 7362-R2 y 7362-L2 (ver Tabla 6). La otra
reaccion de PCR se realizd con un cebador que se situa dentro del extremo
izquierdo del T-DNA y con un cebador localizado fuera del punto de insercién,
7362-R2 y LBal (ver Tabla 6). Como se muestra en la Figura 56, todas las
plantas mostraron el genotipo homocigoético para el alelo mutante xrccl.
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Figura 56. Asignacion de genotipos a plantas mutantes en XRCC1. Asignacion
de genotipos mediante PCR sobre DNA gendémico de plantas silvestres (WT) y
mutantes xrccl. 7362-R2 y 7362-L2 oligonucledtidos que flanquean el sitio de
insercion. LBal cebadores que se encuentran dentro del T-DNA. -/-: individuos
homocigoticos para la insercidon. Se muestra el tamafo del fragmento amplificado por
PCR en pares de bases (pb).

Para examinar el efecto de la insercién de T-DNA sobre la expresién del
gen XRCC1, se analizaron mediante RT-PCR los niveles de transcritos del alelo
xrccl en RNA total de plantas silvestres y mutantes xrccl (Figura 57). La RT-
PCR se realizd con cebadores que flanquean el T-DNA (7362-R2 y XRCC1-R2,
Tabla 4 y 0). Como control se usé una pareja de cebadores que se situaban
fuera del punto de insercién (XRCC1-F1 y XRCC1-R1, ver Tabla 4 y 0). Como se
muestra en la Figura 57A, no se detectd transcrito cuando se usaron los
cebadores que flanquean el punto de inserciéon, indicando que muy
probablemente el T-DNA interfiere en el procesamiento correcto del intrén 5. Sin
embargo, si se produjo amplificacién tanto en las plantas silvestres como en las
mutantes cuando se usaron cebadores localizados fuera del punto de insercidon
(Figura 57B).

A B
WT xrcct WT xrcc1

Figura 57. Anadlisis de la expresion del gen XRCC1 en plantas silvestres y

mutantes. Se llevd a cabo una RT-PCR empleando RNA total aislado de plantas
silvestres y mutantes xrcc1, usando las parejas de cebadores que se muestran en la
Figura 56(A) Fragmento amplificado usando los cebadores que flanquean Ila
insercién: 7362-R2 y XRCC1-R2. (B) Fragmento amplificado usando cebadores
situados fuera del punto de insercién: XRCC1-F1 y XRCC1-R1. Se indica el tamafio
del fragmento de cDNA amplificado en pares de bases (pb).
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Estos datos concuerdan con los previamente publicados (Charbonnel et
al., 2010) y sugieren que las plantas mutantes xrccl codifican probablemente
una versién truncada de la proteina XRCC1 que carece del extremo carboxilo.

6. Las plantas xrccl son menos eficientes en la
desmetilacion de DNA que las silvestres

Para analizar la implicacion de la proteina XRCC1 en la desmetilacion
activa de DNA, se incubaron extractos celulares de plantas silvestres y mutantes
xrccl” con el producto de reaccin de ROS1 y se analizé el producto
desmetilado tras digestion enzimatica con Hpall. Para la obtencidn del producto
de reaccion de ROS1 se incubd la glicosilasa purificada con un sustrato
bicatenario conteniendo un residuo de 5-meC (Figura 58A). Las reacciones se
realizaron en presencia de los cuatro dNTPs (Figura 58B) o de un unico
nucleodtido, dCTP (Figura 58C), para distinguir entre la desmetilacion llevada a
cabo por la via long-patch (LP-BER) y por la via short-patch (SP-BER). Como se
muestra en la Figura 58, y de acuerdo con resultados previos de esta tesis
(Figura 37, pag 74), los extractos de Arabidopsis son capaces de completar la
desmetilacion tanto en presencia de dCTP (Figura 58C) como de los cuatro
dNTPs (Figura 58B). Sin embargo, las plantas mutantes (Figura 58B y C, carriles
7-9) completaron la desmetilacién del sustrato con menor eficiencia que las
plantas silvestres (Figura 58B y C, carriles 4-6). Esta disminucidon en la
capacidad de desmetilacion de los extractos celulares de xrccl”” se hizo
apreciable después de 2-3 h de incubacién en condiciones de LP-BER, mientras
que sdlo se detectd a tiempos de incubacion corto en condiciones de SP-BER.
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Figura 58. Analisis de la desmetilacion de DNA en extractos de plantas
silvestres y mutantes xrcc1l. (A) Diagrama esquematico de la molécula usada
como sustrato en el ensayo de desmetilacidon: un oligonucleétido bicatenario que
contiene un residuo de 5-meC en una diana de restriccion Hpall, y se encuentra
marcado con Alexa-Fluor en el extremo 5 "de la cadena complementaria. Se indica el
tamano generado tras digestién con Hpall del producto desmetilado. (B) y (C)
Deteccién del producto de reaccién desmetilado. Se incubd el sustrato de DNA (20
nM) con ROS1 (70 nM) a 30°C durante 8 horas. Los productos de reaccion se
purificaron y se incubaron con extractos celulares (35 pg) de plantas silvestres y
mutantes xrcc1”” en presencia de dNTPs (B) o Unicamente de dCTP (C). Las
reacciones se detuvieron a diferentes tiempos (1, 2 y 3 horas). Los productos de
reaccién se digirieron con Hpall, se separaron en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12% y se detectaron por fluorescencia. Se muestra los valores de la
media y el error estandar de dos experimentos independientes WT (rombos) vy

xrccl” (cuadrados).
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Para confirmar que esta menor eficiencia no se debia a una diferencia en
la calidad de los extractos, se realizé un ensayo control para detectar la inscisién
en un oligonucledtido bicatenario con un sitio abasico sintético (THF,
tetrahidrofurano) (Figura 59). Los resultados indicaron que los dos tipos de
extracto procesan el sitio abasico con la misma eficacia, y por tanto la
deficiencia observada durante la desmetilacion en los extratos de mutantes
xrccl 7 se debe a un defecto especifico.

A B X=THF
WT[- + -
A
xreel |- - +
51 nt 4
&
51 nt
"Al-5 CXGG 3
3 GGCC 5 100
e 20
Incision c 80
2 70
8 60
28 nt g 50
* Al-5' C GG 3 \ = 40
Al § GGCC 5 | I
20
10
. WT xreet™
By - .-
-
-
T

Figura 59. Analisis de la actividad endonucleasa en extractos de plantas
silvestres y mutantes xrcc1 ”/~. (A) Diagrama esquemético de la molécula usada
como sustrato en el ensayo de insicion: un oligonucledtido bicatenario que contiene
un sitio abasico (THF) en la cadena cuyo extremo 5° estd marcado con Alexa-Fluor.
Se incubd el sustrato de DNA (20 nM) con extractos celulares (35 ug) de plantas
silvestres y mutantes xrcc1”” durante 3 horas a 30°C. Los productos de reaccién se
separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% y se detectaron por
fluorescencia. Se muestra un gel representativo. El grafico de la derecha muestra los
valores de la media y el error estandar de dos experimentos independientes

Puesto que las plantas mutantes xrcc1”” muestran disminuida la capacidad
de generar productos desmetilados, se buscaron pruebas adicionales que XRCC1
de la implicacion en el proceso de desmetilacién. Para ello, se bloqued la accion
de XRCC1 mediante el uso de un anticuerpo que reconoce a la proteina XRCC1
de Oryza Sativa (anti-OsXRCC1) (Uchiyama et al., 2008). En primer lugar, y
para confirmar que este anticuerpo también reconoce de forma especifica la
proteina XRCC1 de Arabidopsis, se realizd un ensayo Western con proteinas
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recombinantes. Como se muestra en la Figura 60 el anticuerpo se une de forma
especifica a XRCC1 de Arabidopsis (45,8 kD), pero no a la proteina ZDP (80

kDa) utilizada como control.
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Figura 60. Deteccion de His-XRCC1 por Western. Se usé antisuero frente
OsXRCC1 para detectar His-XRCC1 (0,5 pg). La proteina His-ZDP (0,5 pg) se uso
como control. El primer carril contiene una mezcla de proteinas con distintos

tamafos cuyos pesos moleculares se indican a la izquierda.

Tras comprobar la especificidad del anticuerpo se incubaron extractos
celulares de plantas silvestres y mutantes xrcc1”” con el producto de reaccién de
ROS1 en ausencia o en presencia de suero anti-OsXRCC1 y se analizé el
producto desmetilado tras digestidon enzimatica con Hpall (Figura 61). Los datos
mostraron que al aumentar la cantidad de antisuero (Figura 61, carril 4 y 5) la

cantidad de producto desmetilado fue menor.

Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la proteina XRCC1 es
necesaria para un nivel éptimo de procesamiento de los intermediarios de DNA

generados en la ruta de desmetilacion.
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Figura 61. Inhibicion de la desmetilacion en extractos celulares en presencia
de anti-OsXRCC1. Deteccidon del producto de reaccion desmetilado. Se incubd el
sustrato de DNA (20 nM) (un oligonucledtido bicatenarios que contiene un residuo de
5-meC en una diana de restriccion Hpall y estda marcados con Alexa-Fluor en la
cadena complementaria, ver Figura 58A), con ROS1 (70 nM) a 30°C durante 8 horas.
Los productos de reaccién se purificaron e incubaron con extractos celulares de
plantas silvestres (35 pg) a 30°C durante 3 horas en presencia dNTPs y de
cantidades crecientes de anti-OsXRCC1 (0, 2,5 y 5 ml). Los productos se digirieron
con Hpall, se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% y se
detectaron por fluorescencia. El grafico de la derecha muestra el porcentaje de
desmetilacion observado en presencia de diferentes cantidades de antisuero. Se
indica la media y el error estandar de dos experimentos independientes

A continuacidon se examind si la adicion de anti-OsXRCC1 afecta al
procesamiento correcto de los intermediarios de desmetilacion. Para ello se
incubé ROS1 con sustratos bicatenarios marcados en el extremo 5 “de la cadena
que contiene el residuo de 5-meC (Figura 38A). Los productos de reaccion, que
son una mezcla de B (3°-dRP) vy B,8-eliminacion (3°-P) (Figura 62, carril 1), se
incubaron con extractos celulares de plantas silvestres en presencia de dNTPs y
de cantidades crecientes de anti-OsXRCC1l. Consistente con nuestras
observaciones previas (ver Figura 38, pag 75), los datos mostraron que los
extractos de plantas silvestres procesaban eficazmente tanto el aldehido

insaturado como el fosfato del extremo 3°del hueco mono-nucleotidico
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generando un extremo 3'-OH (Figura 62, carril 2) y pequefios fragmento
probablemente procedentes de la degradacién por exonucleasas presentes en el
extracto. Cuando se anadid dNTPs a la reaccion, el extremo 3 -OH fue usado
para insertar hasta 3 nucleétidos (Figura 62, carril 3). Sin embargo, la adicidon
de cantidades crecientes de anti-OsXRCC1 produjo la acumulaciéon de extremos
3’-P sin procesar (Figura 62, carriles 4-6 y grafica de la derecha). Ya que la
actividad 3 fosfatasa de ZDP es la Unica detectable en extractos celulares de
Arabidopsis (Figura 36, pag 72), estos resultados indican que la funcién de ZDP
durante la desmetilacién del DNA es parcialmente dependiente de XRCC1.
Ademas, estos datos apoyan la idea de que ZDP y XRCC1 interactuan durante el
procesamiento del extremo bloqueado 3 "-P.
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Figura 62. Inhibicion del procesamiento de extremos 3 -P en presencia de
anti-OsXRCC1. Se incubaron oligonucledtidos bicatenarios marcados en el extremo
5’de la cadena que contiene el residuo de 5-meC (20 nM)(Figura 38A) con ROS1 (70
nM) a 30°C durante 8 horas. Los productos de reaccion se purificaron e incubaron
con extractos celulares de plantas silvestres (35 pg) a 30°C durante 3 horas en
presencia de dNTPs y de cantidades crecientes de suero anti-OsXRCC1 (0, 2,5, 5y 7
ul). Los productos se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12%
y se detectaron por fluorescencia. Se muestra un gel representativo. El grafico de la
derecha muestra el porcentaje de DNA con extremos 3 -P sin procesar detectado en
presencia de diferentes cantidades de antisuero. Se indica la media y el error
estandar de dos experimentos independientes
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Finalmente, se decidid investigar si XRCC1 desempefia algin papel
durante la etapa de ligacidn, que constituye la ultima fase de la ruta y completa
el proceso de desmetilacién del DNA. Para ello se incubaron extractos celulares
de plantas silvestres con oligonucledtidos bicatenarios que contienen un corte de
cadena sencilla y se analizd su capacidad de procesar este sustrato en presencia
de cantidades crecientes de anticuerpo anti-OsXRCC1 (Figura 63).
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Figura 63. Inhibicion de la ligacion de una rotura de cadena sencilla en
presencia de anti-OsXRCC1. (A) Diagrama esquematico del sustrato de DNA
usado en el ensayo de ligacion: un oligonucleétido bicatenario que contiene una
rotura con extremos 3°-OH y 5°-P en la cadena cuyo extremo 5 estd marcado con
Alexa-Fluor. (B) Se incubd el sustrato de DNA (20 nM) con extractos celulares de
plantas silvestres (35 ng) a 30°C durante 3 horas en presencia de dNTPs y de
cantidades crecientes de suero anti-OsXRCC1 (0, 2,5, 5y 7 ul). Los productos de
reaccién se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% y se
detectaron por fluorescencia. Se muestra un gel representativo. El grafico de la
derecha muestra el porcentaje de producto reparado en presencia de diferentes
cantidades de anti-OsXRCC1.
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Los datos revelaron que a concentraciones crecientes de anticuerpo se
detecta un nivel de producto reparado (51 nt) significativamente menor, lo que
indica una clara disminucién de la capacidad de ligacién.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que XRCC1 participa en
diferentes etapas de la ruta de desmetilacién, incluyendo al menos la iniciacion
catalizada por ROS1, el procesamiento de los intermediarios con extremos 3" -P
catalizada por ZDP, y el paso final de ligacién que sella la cadena procesada.
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DISCUSION






La metilacion del DNA es una modificacion epigenética frecuente en el
genoma de plantas y animales. La presencia de residuos de 5-metilcitosina (5-
meC) reprime la transcripcién, al impedir que factores activadores se unan a sus
secuencias diana, y al favorecer la interaccion con factores represores que a su
vez potencian la formacidon de cromatina inactiva (Bird and Wolffe, 1999). Los
patrones de metilacion desempenan un papel esencial en el desarrollo y en la
defensa del genoma frente a elementos transponibles (Zilberman, 2008), y su
alteracidon esta relacionada con diversas patologias, incluyendo el desarrollo de
tumores en humanos (Esteller, 2007). La metilacion del DNA es un proceso
reversible, y por tanto los niveles de 5-meC y los patrones de metilacion en el
genoma son el resultado dindmico de la accion combinada de mecanismos de
metilacion y desmetilacion.

La desmetilacion activa del DNA contrarresta el silenciamiento
transcripcional de algunos genes y es esencial para un desarrollo normal en
animales y plantas. Aunque los mecanismos de metilacion del DNA se
encuentran bien caracterizados, los procesos mediante los cuales las células
desmetilan su genoma no se conocen con tanta exactitud. En células animales, y
a pesar de los numerosos intentos por caracterizar los mecanismos de
demetilacidén activa, su naturaleza enzimatica sigue siendo controvertida (Kress
et al., 2001; Wolffe et al., 1999). Sin embargo, estudios recientes sugieren que
al menos uno de los mecanismos de desmetilacion activa del DNA puede ser
mediado por la ruta de reparacion por escision de bases (Base Excision Repair,
BER), aunque la 5-meC debe ser procesada por Tetl y/o desaminasas antes de
que las DNA glicosilasas puedan actuar (Gong and Zhu, 2011; Guo et al., 2011;
Popp et al., 2010; Rai et al., 2008).

En plantas, por el contrario, los avances han sido mayores. Estudios
genéticos y bioquimicos en Arabidopsis han revelado que las proteinas de la
familia DML (ROS1, DME, DML2 y DML3) funcionan como desmetilasas de DNA y
realizan la desmetilacion activa mediante un proceso analogo a la reparacién por
escision de bases. (Agius et al., 2006; Choi et al., 2002; Gehring et al., 2006;
Gong et al., 2002; Morales-Ruiz et al., 2006). La caracterizacién bioquimica de
estas proteinas ha demostrado que son DNA glicosilasas bifuncionales que
eliminan la 5-meC como base libre, y a continuacion rompen el esqueleto
azlcar-fosfato del DNA mediante una B,8-eliminacién dejando un hueco
flanqueado por extremos 5°-P y 3 '-P (Morales-Ruiz et al., 2006). La hipotesis
aceptada hasta el momento es que estas DNA glicosilasas catalizan la etapa
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inicial de una ruta de escision de 5-meC, y que dicha ruta debe incluir enzimas
adicionales que completen el procesamiento de la cadena afectada y permitan
sustituir la 5-meC por una citosina no metilada. El objetivo principal de esta
tesis ha sido identificar algunas de las principales proteinas participantes en esta
ruta de desmetilacién activa del DNA en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
Los resultados obtenidos indican que ZDP y XRCC1 son dos componentes de la
ruta de desmetilacion activa de DNA iniciada por ROS1.

1. La fosfatasa ZDP actia con posterioridad a
ROS1 en una ruta de desmetilacion activa del
DNA en plantas

En esta tesis se aportan diversas pruebas experimentales de que ZDP, una
fosfatasa de DNA, actla con posterioridad a ROS1 en una ruta de desmetilaciéon
activa del DNA en Arabidopsis. La funcion bioquimica principal de ZDP en esta
ruta es procesar parte de los productos generados tras la incision catalizada por
ROS1. En concreto, ZDP convierte el extremo 3 " -fosfato (3 "-P) de los productos
surgidos por B,8-eliminaciéon en un extremo 3’ -hidroxilo (3"-OH) que puede ser
usado por una DNA polimerasa en la siguiente etapa de la ruta. Sin embargo,
ZDP no procesa el extremo aldehido o,p-insaturado (3 -dRP) presente en
aquellos productos de ROS1 que sélo han sufrido una B-eliminacién (Figura 23).
Una situacion equivalente se ha observado en células de mamifero con la
proteina polinucledtido quinasa 3 '-fosfatasa (PNK), que no presenta actividad
sobre extremos 3 "-dRP generados por una DNA glicosilasa bifuncional tras una
B-eliminacion (Wiederhold et al., 2004).

ZDP interacciona con ROS1 in vitro, y en esta interaccién es necesario el
dominio catalitico discontinuo de ROS1 (Figura 28) caracteristico de las
desmetilasas de la familia DML (Ponferrada-Marin et al., 2011). La interaccién
con ZDP conlleva ademas una estimulacién de la actividad de ROS1 que puede
ser relevante para su eficiencia catalitica en la planta. Los loci que desmetila
ROS1 in vivo contienen multiples residuos de 5-meC y muchos de estos residuos
se encuentran préximos entre si (Gong et al., 2002; Zhu et al., 2007). Sin
embargo, la actividad enzimatica de ROS1 in vitro es muy poco procesiva, ya
gue tras la eliminacion de la 5-meC la enzima permanece fuertemente unida al
producto de la reaccién (Ponferrada-Marin et al., 2010; Ponferrada-Marin et al.,
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2009). Mediante el uso de sustratos con varios residuos de 5-meC, en este
trabajo se ha demostrato que ZDP incrementa la procesividad de ROS1 in vitro
(Figura 30). Ademas, ZDP también estimula la actividad enzimatica de ROS1
sobre sustratos que contienen un residuo de 5-meC (Figura 31). Dos
observaciones sugieren que ZDP puede incrementar la procesividad
promoviendo la separacién de ROS1 de su producto de reaccién, liberando a la
enzima del DNA y dejandola disponible para sucesivos ciclos cataliticos. En
primer lugar, para un sustrato que contiene varios residuos de 5-meC, en
presencia de ZDP el incremento en el producto de incisién final es mayor que el
obtenido para los productos de insicion intermedios (Figura 30). En segundo
lugar, los ensayos de retardo en gel mostraron que ZDP disminuye la formacion
del complejo insoluble formado entre ROS1 y su producto de reaccion (Figura
29). Al igual que ocurre con otros mecanismos de reparacion de DNA, los
diferentes pasos del proceso de desmetilacion in vivo deben estar fuertemente
coordinados. Esta coordinacién es probablemente esencial para impedir la
acumulacién de intermediarios potencialmente citotéxicos durante el proceso de
desmetilacion. La interaccién fisica entre ZDP y ROS1 podria contribuir a esta
coordinaciéon que garantiza que el proceso de desmetilacion ocurra
correctamente.

Por otro lado, mediante el uso de extractos celulares de Arabidopsis se ha
demostrado que ZDP es la mayor, si no la Unica, actividad 3 -fosfatasa
detectada en los extractos de la planta, y que dicha actividad es necesaria para
completar el procesamiento de parte de los intermediarios de desmetilacién de
DNA generados por ROS1. (Figura 36 y Figura 37). Otros datos importantes
encontrados durante el desarrollo de esta tesis son que en la ruta de
desmetilacion dependiente de ROS1 y ZDP, la sustitucién de la 5-meC por una
citosina no metilada puede llevarse a cabo mediante la insercién de un solo
nucledtido (short-patch BER) o de varios (long-patch BER) (Figura 37) como ya
se habia mostrado para otras modificaciones del DNA, como uracilo o sitios
abasicos (Coérdoba-Cafiero et al., 2010; Coérdoba-Canero et al., 2009). La
existencia de dos rutas alternativas para el relleno del hueco y la ligacidn,
expanden el nimero potencial de proteinas, particularmente DNA polimerasas,
que podrian participar en los eventos de post-incision que tienen lugar durante
la desmetilacion activa de DNA mediada por BER. En células de mamifero, los
huecos generados durante la escision de bases son rellenados por la DNA
polimerasa B, pero Arabidopsis carece de un ortélogo de esta enzima. Sin
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embargo, se ha propuesto que su papel puede ser desempefiado por otro
miembro de la familia X de DNA polimerasas, denominado pol A (AtPOLL) (Britt,
2002; Garcia-Diaz et al., 2000).

2.Papel de 2ZDP en Ila prevencion del
silenciamiento transcripcional

Al igual que los mutantes rosl1 (Gong et al., 2002), los mutantes zdp
mostraron hipermetilacion y silenciamiento transcripcional (TGS) de un transgen
generador de pequefios RNAi y del gen enddgeno homdlogo (Figura 42).
Ademas, estos mutantes presentaron un aumento en los niveles de metilaciéon
del DNA en mas de 400 loci alrededor del genoma (Figura 45). Al igual que en el
caso de los mutantes ros1 y mutantes triples rdd (Lister et al., 2008; Penterman
et al., 2007b; Zhu et al., 2007), las regiones hipermetiladas son en su mayoria
transposones (85,8%), aunque también se encuentran representadas algunas
regiones génicas (9,4%) e intergénicas (4,8%) (Figura 45D). Estos resultados
sugieren que, al igual que ROS1, ZDP podria funcionar para contrarrestar la
robusta maquinaria de metilacién del DNA que reconoce y silencia transposones
aunqgue también afecta a la expresion de determinados genes.

De hecho, los niveles de expresiéon de ROS1 y ZDP se correlacionan con el
estado de metilacion del genoma de la planta. Por ejemplo, en mutantes en la
DNA metiltransferasa de mantenimiento MET1, donde la metilacion del DNA
disminuye drasticamente (Lister et al., 2008), la presencia de mRNA de ROS1 es
practicamente indetectable. De forma similar, en mutantes de la ruta de
metilacién del DNA dirigida por RNA (RdDM) tales como, nrpdla, rdr2, dcl2, y
drm2, drd1, nrpd2a, nrpdlb y ago6 los niveles de mRNA de ROS1 son muy
bajos (Huettel et al., 2006; Mathieu et al., 2007; Zheng et al., 2008). Al igual
gue ROS1, la expresion de ZDP también se ve reducida en mutantes metl y en
mutantes de la ruta RdADM (Martinez-Macias et al., 2012), sugiriendo una fuerte
coordinacidn entre los mecanismos de metilacién y desmetilacion del DNA.
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3. Rutas alternativas en la desmetilacion activa
del DNA

En el transcurso de esta tesis se han obtenido y analizado plantas
homocigodticas para la insercién de T-DNA en el gen ZDP. A diferencia de los

/- 7", que presentan un fenotipo pleiotrépico con

mutantes dme y rosl
alteraciones severas en el desarrollo (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002;
Morales-Ruiz et al., 2006) y a pesar de su importancia como factor que actla
con posterioridad a ROS1 (y problemente a DME, DML2, y DML3) en la
desmetilacion activa de DNA, las plantas mutantes en ZDP no muestran ninguna
alteracidén fenotipica obvia, al menos, bajo condiciones de crecimiento normales.
Una posible explicacién es que las inserciones de T-DNA en los alelos 14 y 15
generen alelos extremadamente hipomdrficos, pero no nulos. Ademas, aunque
no hay secuencias parecidas a ZDP en el genoma de Arabidopsis, no se puede
excluir la posibilidad de que otra enzima con una actividad fosfatasa similar a la
de ZDP se exprese de forma especifica en la célula central del gametofito
femenino y funcione junto a DME en el proceso de desmetilacion. Sin embargo,
otra posible explicacion es la existencia de rutas alternativas que pueden tener
lugar tras el primer paso de eliminacién de la 5-meC, y que no requieran una
actividad 3 "-fosfatasa (Figura 64). En este sentido, es conveniente recordar que
algunos de los productos generados por ROS1 in vitro no se procesan hasta una
B,5-eliminacion (3 °-P), y sélo sufren una B-eliminacidon que genera un extremo
aldehido a,p-insaturado (3 -dRP) (Figura 20). En bacterias y mamiferos las
endonucleasas apurinicas-apirimidinicas (APEs) son las principales encargadas
de procesar estos extremos para generar 3 -OH (Demple and Harrison, 1994;
Pascucci et al., 2002). El genoma de Arabidopsis codifica para tres proteinas
homodlogas de APE endonucleasas. Una de ellas (Ape2) es similar a la
endoncleasa APE2 humana, y las otras dos (ApelL y ARP) son similares a la
principal AP endonucleasa en humanos APE1l. Solo ARP ha sido caracterizada
bioquimicamente y se ha demostrado que realiza incisiones en DNA con sitios
abasicos (Babiychuk et al., 1994) y que constituye la mayor actividad AP
endonucleasa detectada en extractos celulares de Arabidopsis (Cérdoba-Cafiero
et al., 2011). Sin embargo, los datos obtenidos en esta tesis indican que el
procesamiento de los extremos 3°-dRP generados por ROS1 no requiere la
proteina ARP. No puede descartarse que Ape2 y/o ApellL lleven a cabo este
procesamiento, o que exista un mecanismo enzimatico alternativo todavia
desconocido.
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Figura 64. Rutas alternativas de procesamiento de la rotura de cadena
simple generada por ROS1.

Los loci cuya metilacidon se ha analizado en este trabajo pueden agruparse
en tres categorias que podrian reflejar el uso de diferentes rutas alternativas
para el procesamiento del extremo 3° bloqueado generado por ROS1. El grupo
I, representado por ZDP409 (Figura 46B), es dependiente de ZDP y los niveles
de metilacidn son similares en plantas mutantes zdp-1 y rdd. El grupo II,
representado por ZDP398, en la que estan implicados tanto mecanismos de
desmetilacion ZDP-dependientes como ZDP-independientes, muestran una
hipermetilacidn menos severa en mutantes zdp-1 que en mutantes rdd (Figura
46A). Por ultimo grupo III, representados por el loci, ZDP414 (Figura 46D), que
solo muestran hipermetilacién en el mutante rdd sugiriendo que los mecanismos
de desmetilacidn en estos loci siguen procesos independientes de ZDP

Varios autores han identificado modelos alternativos para la reparacion de
bases dafiadas en el DNA. Por ejemplo, un modelo de rutas alternativas se ha
propuesto para la reparacion de bases oxidadas en células de mamiferos. La 8-
oxoguanina puede ser reparada por una via dependiente de OGG1/APE1 donde
OGG1 cataliza una B-eliminacibn que genera un extremo 3'-dRP que
posteriormente es convertido en 3"-OH por APE1, o bien por la via NEIL/PNK-
dependiente, donde NEIL procesa el producto generado por OGG1 mediante j,8-
eliminacion generando un extremo 3 -P que es posteriormente procesado por
PNK (Wiederhold et al., 2004). Los datos obtenidos en esta tesis indican que
mecanismos similares a los observados en la reparacién de danos en mamiferos
podrian ocurrir durante la desmetilacién activa en plantas.
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4. ZDP, un nuevo factor de desmetilacion

Otra prueba importante aportada en este trabajo de la implicacién de ZDP
en la desmetilacién activa de DNA es su colocalizacién en focos nucleoplasmicos
con los dos factores de desmetilacion conocidos hasta la fecha, ROS1 y ROS3
(Figura 47). Por otra parte, esta observacién es consistente con los datos
encontrados de interaccién fisica in vitro entre ZDP y ROS1. Por lo que se sabe
hasta la fecha, parece que las DNA desmetilasas y sus reguladores no se
encuentran distribuidos uniformemente por el ntcleo. ROS1 y ROS3 se localizan
en focos discretos del nucleoplasma que no se corresponden con regiones
cromocéntricas, donde la metilacién del DNA es mas abundante (Zheng et al.,
2008). Una fraccidon de ROS1 y ROS3 se encuentra en el nucleolo, lo que sugiere
que la demetilacién activa de DNA puede estar implicada en la regulacion
epigenética de genes de rRNA (Preuss and Pikaard, 2007). Sin embargo, y a
diferencia de ROS1 y ROS3, ZDP no se encuentra en el nucléolo. Esto sugiere
gue los loci procesados por mecanismos dependientes de ZDP (grupos I y II)
son desmetilados en el nucleoplasma, mientras que los que son desmetilados en
el nucléolo podrian ser procesados por mecanismos independientes de ZDP.
Probablemente en estos loci nucleolares las desmetilasas procesen el extremo
3’ hasta p-eliminaciéon mas que hasta B,5-eliminacién.

5. Papel de ZDP en la reparacion de dainos en el
DNA

La hipersensibilidad de los mutantes zdp”~ a metilmetanosulfonato (MMS)
(Figura 35) sugiere que, ademas de su papel en la desmetilacion del DNA, ZDP
también participa en la reparacion de roturas de cadena simple (SSBs),
generadas directamente por agentes mutdgenos o bien surgidas como
intermediarios de la reparacion, como ya se habia sugerido anteriormente
(Petrucco et al., 2002). El MMS no causa directamente roturas de cadena de
DNA, pero genera bases metiladas que son reparadas por la ruta BER. Las
enzimas que inician esta reparacion son DNA glicosilasas de N-metilpurinas
(Mitra and Kaina, 1993). El genoma de Arabidopsis codifica para varios
homodlogos de N-metilpurina DNA glicosilasas, y al menos uno de ellos, una 3-
meA DNA glicosilasa, ha sido caracterizado con cierto detalle. Esta proteina
complementa la sensibilidad a MMS de un doble mutante en E. coli tag alk
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(Santerre and Britt, 1994). EI hecho de que los mutantes zdp sean
hipersensibles a MMS sugiere que la reparacién de las bases metiladas en
Arabidopsis puede llevarse a cabo por un mecanismo dependiente de glicosilasas
N-metilpurina y de ZDP. En células de mamifero se ha propuesto un mecanismo
similar para la reparacion de lesiones inducidas por MMS, mediado por la DNA
glicosilasa/liasa NEIL y la 3'-DNA fosfatasa PNK (Wiederhold et al., 2004).
Células de mamiferos deficientes en PNK o NEIL son sensibles a radiaciones vy
MMS. Al igual que ocurre en mamiferos, una ruta iniciada por DNA glicosilasas y
continuada por la 3°-DNA fosfatasa ZDP puede ser importante in vivo para
reparar dafios causados por compuestos alquilantes y otros agentes
genotodxicos.

6. XRCC1 interacciona con ROS1 y ZDP y modula
su actividad enzimatica

El hallazgo de multiples interacciones entre las diferentes proteinas
implicadas en la reparacion por escision de bases (BER) y la reparacién de
roturas de cadena simple (SSBR) atestigua la importancia de la coordinacién de
los diferentes pasos de ambas rutas reparadoras. En particular, en células de
mamifero, la proteina XRCC1 desempefa un papel central en la coordinacién de
las actividades enzimaticas en BER y SSBR. Los ratones xrccl”” mueren en
etapas tempranas del desarrollo embrionario (Tebbs et al., 1999), y las células
gue carecen de una proteina XRCC1 funcional son hipersensibles a radiaciones
ionizantes, estrés oxidativo y agentes alquilantes (Thompson et al., 1990;
Thompson and West, 2000). Esta sensibilidad se acompafia de una elevada
inestabilidad genética con una alta frecuencia de aberraciones cromosémicas
espontaneas y deleciones (Thompson and West, 2000). Ademas, también se han
asociado polimorfismos de XRCC1 con la aparicién de tumores (Hu et al., 2002;
Ladiges et al., 2003; Seedhouse et al., 2002; Smith et al., 2003). Todas estas
observaciones demuestran el papel esencial de XRCC1 en el mantenimiento de
la capacidad de reparacidon del DNA en células de mamifero.

En plantas se han identificado ortélogos de XRCC1 en Arabidopsis (Taylor
et al., 2002) y en arroz (Uchiyama et al., 2008). La proteina XRCC1 de arroz
(OsXRCC1) se une tanto a roturas de cadena simple como roturas de cadena
doble y ademas interactta in vivo con PCNA (Uchiyama et al., 2008). Un estudio

116



reciente llevado a cabo en raices de mutantes xrccl y ku80 irradiadas con rayos
vy ha demostrado la existencia de una ruta de reparacién de roturas de cadena
doble (DSB) dependiente de XRCC1 en Arabidopsis (Charbonnel et al., 2010).

En esta tesis se han encontrado pruebas de la implicacién de XRCC1 en la
ruta de desmetilacién del DNA iniciada por la DNA glicosilasa ROS1 en
Arabidopsis. En concreto, mediante el uso de proteinas recombinantes se ha
demostrado que XRCC1 interacciona con ROS1 y ZDP in vitro (Figura 48 y
Figura 50). La interaccion fisica de XRCC1 con ambas proteina podria ayudar a
coordinar el orden y la progresién de los diferentes eventos que tienen lugar
durante la desmetilacion del DNA, al igual que ocurre con otros procesos de
reparacion (Campalans et al., 2005), con el fin de prevenir una reparacion
incompleta o la exposicion del sustrato a una nueva lesion.

La capacidad de XRCC1 de actuar como proteina de andamiaje viene dada
por la presencia de dominios de interaccidon proteina-proteina del tipo BRCT
(BRCA1 carboxy-terminal). La proteina XRCC1 de humanos posee dos dominios
BRCT (BRCTI y BRCTII) que estan localizados en la region central y carboxi-
terminal de la proteina, respectivamente, y de un dominio conservado en la
porcién amino terminal (NTD) (Bork et al., 1997; Callebaut and Mornon, 1997).
Cada uno de estos dominios es importante para la interaccion de XRCC1 con
diferentes proteinas de BER y SSBR . El dominio BRCTII media la interaccion con
LigIII (Caldecott et al., 1994), el dominio NTD participa en la interacciéon con pol
B (Caldecott et al., 1996) y el dominio BRCTI y la region que lo precede modula
la interaccion con varias DNA glicosilasas, APE1 y PARP1 (Caldecott et al., 1996;
Marsin et al., 2003). En la regidon que separa los dos dominios BRCT se
encuentra un cluster de aminoacidos fosforilados por CK2, y que participa en la
interaccion con PNK (Breslin and Caldecott, 2009; Loizou et al., 2004). El
dominio BRCTII estd conservado en mamiferos, pero no en otros organismos
como Drosophila melanogaster o Arabidopsis thaliana. Por el contrario, el
dominio BRCTI estd presente en todos los homodlogos de XRCC1 identificados
hasta ahora (Taylor et al., 2002). La ausencia de los dominios BRCTII y NTD en
la proteina XRCC1 de Arabidopsis sugiere que en las interacciones con ROS1 y
ZDP podria intervenir el dominio BRCTI y/o la zona que sigue a este dominio,
que conserva el cluster de aminoacidos fosforilados por CK2 (Loizou et al.,
2004) (Figura 65).
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Figura 65. Dominios de interaccion de XRCC1. (A) Diagrama con los dominios de
interaccion de XRCC1 de humanos con proteinas de BER. (B) Diagrama con un
posible modelo de interaccién de XRCC1 de Arabidopsis con proteinas implicadas en
la desmetilacion del DNA.

En esta tesis también se ha demostrado que XRCC1 estimula la actividad
desmetilasa de ROS1 (Figura 54) y la actividad fosfatasa de ZDP (Figura 53) in
vitro, y esta estimulacion enzimatica podria resultar en un proceso de
desmetilacion mas eficiente. En células de mamifero XRCC1 interacciona y
modula la actividad de varias DNA glicosilasas como hOGG1 (Marsin et al.,
2003), hNEIL1 (Wiederhold et al., 2004), hNTH1, MPG (Campalans et al., 2005).
XRCC1, también, estimula la actividad fosfatasa y quinasa de PNK
(polinucledtido quinasa 3’ -fosfatasa), acelerando la reparacion de roturas de
cadena simple. (Whitehouse et al., 2001). A pesar de que XRCC1 estimula la
actividad de ROS1, no aumenta su procesividad, lo que sugiere que no
incrementa la tasa de recambio de la enzima. Una posibilidad es que XRCC1
estabilice el complejo de ROS1 con su sustrato. Los datos previamente
publicados (Ponferrada-Marin et al., 2010) indican que el primer contacto de
ROS1 con el DNA tiene Ilugar de forma inespecifica, es decir,
independientemente de la presencia o no de 5-meC en la zona de contacto, y
gue a continuacién la enzima se desliza aleatoriamente y de forma pasiva sobre
la molécula en busca de su base diana. En ambas fases, la regién basica del
extremo N-terminal probablemente desempefie un papel fundamental,
proporcionando a ROS1 la capacidad de unirse al DNA de forma no especifica y
permitiendo a la proteina escanear la molécula en una difusion unidimensional,
concediéndole una amplia oportunidad de reconocer y eliminar la 5-meC
(Ponferrada-Marin et al., 2010).
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La idea de que XRCC1 actua como proteina de andamiaje, no sélo para las
enzimas de BER y SSBR, sino también para los sustratos e intermediarios de
DNA, ha sido apoyada por varios estudios, como por ejemplo, uno basado en la
reparacion de bases oxidadas y alquiladas en células de mamifero en el que
XRCC1 es reclutada al sitio del dafio mediante su interaccién con las DNA
glicosilasas y posteriormente acompafia al sustrato de DNA en todo el proceso
de reparacion. En este modelo el DNA es transferido de un complejo proteico al
siguiente en la ruta de reparaciéon (Campalans et al., 2005). Apoyando esta
idea, ademas de la interaccion observada de XRCC1 con dos de las proteinas de
la ruta de desmetilaciéon, en este trabajo se ha demostrado que XRCC1 de
Arabidopsis se une al sustrato (oligonucleétido metilado), intermediario
(oligonucledtido conteniendo un hueco flanqueado por grupos fosfato) y
producto de la desmetilacion del DNA (oligonucleétido con un par CG). (Figura
51). Ademas la unién de XRCC1 al producto de una actividad AP endonucleasa
(oligonucledtido que contiene un extremo 5°-dRP) (Figura 52) sugiere la unién
de XRCC1 o otros intermediarios de DNA generados durante la ruta BER, en
particular aquel generado por una actividad AP endonucleasa. Esto ya se ha
demostrado para XRCC1 de mamiferos, que se une a varios intermediarios de
DNA de BER, como los sitios abasicos generados por hOGG1 o incisiones
generadas por APE1l (Nazarkina et al., 2007).Todos estos datos sugieren que
XRCC1 podria ser dirigida hacia el sitio de desmetilacion mediante su interaccion
con ROS1 y podria coordinar el paso siguiente mediante interaccién con ZDP.
Ademas, XRCC1 podria dirigir la transferencia de sustrato de DNA desde la
desmetilasa hacia la fosfatasa y asi como en sucesivas etapas de la ruta.

7. XRCC1 participa en varias etapas de la ruta de
desmetilacion de DNA iniciada por ROS1

En esta tesis se ha trabajado con plantas homocigoéticas para una insercion
de T-DNA en el gen XRCC1. Estos mutantes presentan hipersensibilidad a rayos
vy defectos en la reparacidn de roturas de cadena doble (DSBs) (Charbonnel et
al., 2010). Ademas, datos obtenidos en este trabajo muestran que los mutantes
xrccl”” presentan un ligero retraso en la desmetilacién en comparacién con las
plantas silvestres (Figura 58). La insercion de T-DNA se localiza en el intrén 5y
afecta al procesamiento correcto del RNA mensajero, produciendo
probablemente una proteina truncada en el extremo carboxilo. De ser asi, dicha
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proteina truncada contendria intacto el dominio BRCTI, que es fundamental para
la funcion de XRCC1 y se localiza en la parte amino-terminal de la proteina
(Taylor et al., 2002). (Figura 65). Sin embargo, careceria de un cluster
conservado de ochos residuos serina/treonina fosforilables por CK2, que se
encuentra en la zona que sigue al dominio BRCTI (Loizou et al., 2004). En
mamiferos esta fosforilacion favorece la interaccion de XRCC1l con PNK
facilitando la reparacion de SSB in vitro e in vivo (Breslin and Caldecott, 2009;
Loizou et al.,, 2004). La pérdida de alguno de estos sitios de fosforilacion
provocaria que XRCC1 estuviera deficientemente fosforilada o no fosforilada, lo
gue podria tener como consecuencia una incorrecta estimulacién de la actividad
de ZDP y en Ultima instancia, un defecto en el proceso de desmetilacion global.

El hecho de que en presencia de un anticuerpo anti-XRCC1 se produzca
una disminucion en la capacidad desmetilante de extractos celulares de
Arabidopsis (Figura 61) constituye una prueba adicional de la participacion de
XRCC1 en la ruta iniciada por ROS1. En concreto, los datos indican que el
anticuerpo disminuye indirectamente la actividad 3’ -fosfatasa del extracto
(Figura 62), lo que sugiere que una de las principales funciones de XRCC1 es
interaccionar con ZDP y estimular su actividad fosfatasa. En ese caso, la
presencia de XRCC1 evitaria que la actividad fosfatasa de ZDP sea limitante in
vivo, de manera andloga a su funcidon estimuladora de PNK en células de
mamifero, necesaria para una rapida y eficiente reparacion de las SSB tras dafio
por estrés oxidativo (Breslin and Caldecott, 2009).

Los datos obtenidos en esta tesis sugieren que XRCC1 no sélo facilita la
excision/incision y el procesamiento del extremo 3°-P, sino que participa en la
etapa final de la ruta desmetilacién. Asi, se ha observado que la capacidad de
extractos celulares de catalizar la ligacion de un corte de cadena sencilla en el
DNA disminuye significativamente en presencia de anti-XRCC1 (Figura 63). La
implicaciéon de XRCC1 en el paso de ligacién durante BER y SSBR en mamiferos
estd bien documentada. Las células de mamifero contienen tres DNA ligasas:
ligasa I (Ligl), ligasa III (Lig3) y ligasa IV (Lig4). XRCC1 interacciona
directamente con Lig3 mediante el dominio BCRTII y la estabiliza en un
complejo cuya formacion es necesaria para una correcta actividad de Lig3 in
vivo (Caldecott et al., 1996; Caldecott et al., 1994; Caldecott et al., 1995). En
plantas no hay un homoélogo de Lig3, y la proteina XRCC1 carece de BCRTII. El
genoma de Arabidopsis codifica para tres ligasas: LIG1, LIG4 y LIG6. LIG1 es el
ortélogo de Ligl (Taylor et al., 1998; Wu et al., 2001). La interrupcién del gen
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LIG1 es letal en Arabidopsis (Babiychuk et al., 1998), y lineas RNAi-LIG1 con
una expresion reducida de LIG1 muestran defectos severos en el crecimiento y
una reparacion mas lenta de SSBs y DSBs (Waterworth et al., 2009). LIG4 es un
ortdlogo de la proteina de mamiferos Lig4 y funciona en la reparacion de DSBs
(van Attikum et al., 2003; West et al., 2000). LIG6 pertenece a una familia de
DNA ligasas especificas de plantas (Bonatto et al., 2005), y junto a LIG4
desempefa un papel importante para la viabilidad y longevidad de las semillas
bajo condiciones de germinaciéon adversas (Waterworth et al., 2010). Un estudio
reciente ha demostrado que LIG1 es la principal, si no la Unica, actividad ligasa
detectable en extractos celulares de Arabidopsis, y que es necesaria para la
reparacion de uracilo y sitios abasicos via BER in vitro, asi como en general para
sellar cortes de cadena sencilla en el DNA, con independencia de su origen
(Coérdoba-Cafiero et al.,, 2011). Estas observaciones sugieren que
probablemente la mayoria de los eventos de tipo BER en Arabidopsis son
completados por LIG1. Tales eventos incluirian el proceso de desmetilacion de
DNA iniciado por ROS1 y por el resto de proteinas de la familia DML. De hecho,
se han encontrado pruebas genéticas de que LIG1 actla en un paso posterior a
DME durante la desmetilacion especifica del alelo materno y la impronta génica
en el endospermo (Andreuzza et al., 2009). Asi pues, el efecto positivo de
XRCC1 sobre la actividad DNA ligasa de extractos celulares de Arabidopsis
observado en esta tesis podria deberse a una interaccion directa con LIG1. En
este sentido, hay que resaltar que estudios recientes en células de mamifero
sugieren que en el nucleo la ruta BER XRCC1-dependiente podria usar Ligl, y no
Lig3 (Gao et al., 2011; Simsek et al.).

8.Un modelo para la ruta de desmetilacion
activa de DNA en Arabidopsis

Los resultados descritos en esta tesis, junto con la informaciéon contenida
en otros trabajos, permiten proponer un modelo para la ruta de desmetilaciéon
activa del DNA iniciada por ROS1 (Figura 66).
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Figura 66. Un modelo para la ruta de desmetilacion activa iniciada por ROS1.
Para los detalles, ver texto.

ROS1 es probablemente dirigida al sitio de desmetilacién por la proteina
ROS3 unida a su vez a pequeios RNAi. XRCC1 podria ser reclutada a la zona
mediante su interaccién con ROS1, y estimularia la actividad de esta Ultima,
quiza estabilizando su unién al DNA. Tras la eliminaciéon de la 5-meC, ROS1
genera una rotura de cadena simple con extremos 3°-P y 3 "dRP bloqueantes
que deben ser reparados. ZDP es reclutada al hueco en el DNA por su
interaccion con XRCC1 y ROS1, y procesa el extremo 3'-P generando un
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extremo 3 -OH. El extremo 3°'-dRP es eliminado por otra proteina todavia no
identificada, en una sub-ruta independiente de ZDP, pero en la que
posiblemente también participe XRCC1. Una vez generados los extremos 3 "-OH
convencionales, el proceso de desmetilacién continta por la via SP-BER o por la
via LP-BER, donde una o mas DNA polimerasas, todavia no identificada(s),
incorpora(n) un nucledtido o varios, respectivamente. Finalmente la cadena es
sellada por acciéon de LIG1. XRCC1 coordina al menos tres pasos de la ruta:
excision/incisién, defosforilacion y ligaciéon, aunque probablemente, y al igual
que ocurre en mamiferos con otros procesos de BER/SSBR, se encuentre
formando complejos proteicos coordinando cada etapa del proceso.
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CONCLUSIONS






ZDP functions downstream of ROS1 in one branch of the active DNA
demethylation pathway.

A deficiency in ZDP disrupts the demethylation pathway leading to a
hypermethylated state in many loci across the genome.

Together with ROS1, ZDP functions to counteract the robust DNA
methylation machinery that recognizes and silences parasitic
transposable elements but also can affect normal gene expression.
Besides a role during DNA demethylation, ZDP may also participate in
the repair of DNA damage.

XRCC1 interacts with both ROS1 and ZDP and stimulates their
enzymatic activities.

Plant XRCC1 functions both at the initial stages of demethylation, by
stimulating ROS1 activity, and also at pos-incision steps, by favouring
3"-end cleaning and DNA ligation.
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CONCLUSIONES






ZDP actla tras ROS1 en la ruta de desmetilacion activa del DNA en
plantas.

La deficiencia en ZDP perturba la ruta de desmetilacion y provoca un
estado de hipermetilacién en muchos loci a lo largo del genoma de la
planta.

Junto a ROS1, ZDP ayuda a contrarrestar la robusta maquinaria de
metilacion del DNA que reconoce y silencia elementos transponibles
pero que también puede afectar a la expresion génica normal.

Ademas de su funcidon en el proceso de desmetilacion, ZDP podria
participar en la reparacion de dafios en el DNA.

XRCC1 interacciona con ROS1 y ZDP y estimula la actividad enzimatica
de ambas proteinas.

XRCC1 funciona tanto en los pasos iniciales de la desmetilacion,
mediante la estimulacion de la actividad de ROS1, como en pasos
posteriores, favoreciendo el procesamiento del extremo 3"y la ligacién
del DNA.
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MATERIALES Y METODOS






1. Material bioldgico

1.1. Plantas

En esta tesis se ha utilizado una estirpe silvestre de Arabidopsis thaliana
(ecotipo Columbia) y 5 lineas mutantes por insercion de T-DNA correspondientes
a dicho ecotipo. Tres de estas lineas corresponden a plantas mutantes en el gen
ZDP, SAIL_60_C08, SAIL_813_B03 y SALK_ 130907, suministradas por el
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC). Otra linea mutante en el gen
ARP, SALK_021478, fue suministrada también por ABRC (Cérdoba-Cariero et al.,
2011). La quinta linea mutante, SALK_027362, que contiene la insercién de T-
DNA en el gen XRCC1, fue suministrada por Charles White, de la Universidad
Blaise Pascal, Francia. Ademas, lineas transgénicas con ecotipo C24 portadoras
del transgen RD29A-LUC y lineas mutantes en el gen ROS1 (ros1-4), que
contienen una insersiéon de T-DNA en el exén 17, fueron sumistradas por Jian-
Kang Zhu, de la Universidad de Purdue (Indiana), EEUU.

1.2. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que han sido utilizadas se detallan a continuacion:

Tabla 1. Cepas bacterianas

Especie Cepa Genotipo Observaciones

Escherichia DHSa SUpE44 AlacU169 gt:pa receptora utilizada en la cIonaci.c'?n de

Coli (®80 lacZAM15) lgmgntos de DNA y en la propagacion de
hsdR17, recAl plasmidos.
endAl gyrA96 thi-1 | a mutacién ®80 lacZAM15 permite la a-
relAl complementacién con el extremo amino-

terminal de la B-galactosidasa, codificada
en los vectores pUC y sus derivados
(Hanahan, 1983).

XL1-Blue SupE44 thi-1 recA1  Cepa receptora utilizada en la clonacidén de
gyrA96 relAl lac[F° fragmentos de DNA y en la propagacion de
proAB lacI® plasmidos.
lacZAM15 Tn10 , .

(Tet")] La mutacion ®80 /acZAM15 permite la a-

complementacion con el extremo amino-
terminal de la B-galactosidasa, codificada
en los vectores pUC y sus derivados
(Hanahan, 1983).
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Tabla 1. Continuacion

Especie Cepa Genotipo Observaciones
Escherichia ) 51(pE3) F dem ompT hsdS ~ Cepa empleada para obtener altos niveles
Coli

CodonPlus  (rs” ms) gal A(DE3)
Hte[argU, ileY,
leuW, Cam']

de expresidon de genes que contienen
codones poco frecuentes en E. coli y se
sitian bajo el control del promotor del
bacteriofago T7

Expresa los tRNA correspondientes a 4
codones de uso frecuente en eucariotas

pero raros en E.coli (AUA, AGG, AGA, CUA)
Resistente a cloranfenicol.

1.3. Vectores de clonacion

Se utilizaron los siguientes vectores de clonacion:

Tabla 2. Vectores de clonacion utilizados

Vector Caracteristicas Fuente/Referencia
EGEM'T Utilizado en experimentos de clonaciéon de fragmentos Promega
asy obtenidos por PCR.
Disponible comercialmente en forma abierta con una
timina adicional en el extremo 3’ de cada cadena, a la
que se empareja la adenina terminal que incorporan a
los productos de PCR algunas polimerasas
termoestables.
pET28a/c Permite altos niveles de expresidn de proteinas o Novagen
pET30b péptidos en E.coli.
Para facilitar el proceso de purificacion posterior, este
vector permite la fusién de 6 residuos de histidina a la
proteina de interés.
pMAL-c2X  Permite altos niveles de expresién de proteinas o New England Biolabs
péptidos en E.coli.
Para facilitar el proceso de purificacion posterior, este
vector permite la fusion de la proteina de interés a la
proteina de unidén a maltosa (Maltose Binding Protein,
MBP).
gAlDGAL4- Vector fagémido Stratagene
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2. Medios de cultivo

2.1. Medios de cultivo bacteriano

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (120 °C, 20 min) o
mediante filtracion.

Medio Luria-Bertani (LB): para el crecimiento de E. coli o como base de
otros medios de cultivo.

Liquido: bactotriptona (10 g/I), extracto de levadura (5 g/l) y NaCl (5 g/I).

Sdlido: se afiade bactoagar (15 g/l) a la mezcla anterior previamente
disuelta.

Medio X-Gal (LB+IPTG+X-Gal): medio selectivo estandar para
experimentos de transformacién de la estirpe de E. coli DH5a o XL1-Blue.
Cuando se utilizan vectores con dianas de insercion localizadas en la region
codificante del péptido « de la p-galactosidasa, la presencia de isopropil-1-tio-p-
D-galactopirandsido (IPTG) y X-Gal permite la identificacion directa de clones
recombinantes por inactivacion insercional de dicha enzima. LB sodlido
previamente esterilizado y suplementado con 134 uM IPTG, 0,005% XGal (p/v
en formamida).

Medio PSI-b: para la preparacion de células competentes.

Liquido: bactotriptona (20 g/L), extracto levadura (5 g/L), NaCl (0,6 g/l),
KCl (0,185g/L); ajustar el pH a 7.0. Después de esterilizar en autoclave se
aflade 10 mM MgSO4.

2.2. Medios para cultivo de Arabidopsis thaliana

2.2.1. Medios estériles

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (120°, 20 min) o
mediante filtracion.

Medio MS+Sacarosa (1%): medio nutritivo para la siembra de semillas
en placas de Petri. Compuesto por: Murashige and Skoog Basal Medium (MS)
(2,2 g/l), sacarosa (10 g/I), agar de plantas (8 g/l); Ajustar pH a 5.8 (con KOH).

Agar de cobertera para plantas: para la siembra de las semillas en
cajas de medio MS+sacarosa. Agar de plantas 0,8 % (p/v). Se esteriliza en
autoclave. Para la siembra se mantiene a 45 °C.
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2.2.2. Medios no estériles

Para el crecimiento de Arabidopsis thaliana en condiciones no estériles se
utilizd como sustrato una mezcla comercial de turba y perlita (Compo Sana®,
Compo).

3. Cultivo y crecimiento de organismos

3.1. Cultivo y crecimiento de bacterias

Escherichia coli se cultivé en placas de Petri con medio LB soélido, o en
matraces y/o tubos de ensayo con medios de cultivo apropiados y agitacion a
250 rpm. La temperatura de incubacién fue de 37 °C.

La conservacion de las estirpes bacterianas durante largos periodos se
llevd a cabo a —-80 °C en medio LB liquido con 15% glicerol (v/v). Para periodos
cortos, se mantuvieron a 4 °C en medio LB sdlido.

3.2. Cultivo y crecimiento de plantas

3.2.1. Cultivo de plantas en maceta

El crecimiento de Arabidopsis thaliana se llevd a cabo en macetas con
sustrato Compo Sana®. En cada maceta se dispensé sustrato hasta una altura
de unos 4 cm. y se compactd. Seguidamente se afiadid agua y se rellend con
sustrato hasta el borde de la maceta sin compactar demasiado. De nuevo se
humedecié y se sembrd el nimero elegido de semillas. A continuacion, las
macetas se cubrieron con plastico transparente. Para sincronizar la germinacion
de las semillas, las macetas se incubaron a 4 °C durante 48 horas. Tras este
tiempo, se colocaron en cadmaras de crecimiento con tubos fluorescentes (36 W,
16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) a una temperatura de 23+1 ©C.
Transcurrida una semana (o tras la aparicion de los cotiledones), se retird el
plastico y se incubaron en las mismas condiciones hasta que alcanzaron la fase
de desarrollo deseada. Las plantas se regaron mediante subirrigacién con agua
de grifo cada dos dias. Cuando las plantas dejaron de producir flores se
suspendio la irrigacidon y se dejaron secar en bolsas de papel. Las semillas se
recogieron y se tamizaron con coladores convencionales. Su conservacion se
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realizé a temperatura ambiente, en tubos eppendorf cerrados y rodeados de gel
de silice.

3.2.2. Cultivo de plantas en placas de Petri

Previamente a la siembra, las semillas se esterilizaron sumergiéndolas en
etanol 95% (v/v) y agitandolas durante 1 min. A continuacién, se retird el
etanol y se afiadio lejia 50% (v/v), manteniéndolas en agitacion durante 15 min.
Por ultimo, se realizaron 4 lavados consecutivos de 5 min cada uno con agua
destilada estéril. Para la siembra se tomaron de forma sucesiva pequefias
alicuotas de la solucidn acuosa que contenia las semillas esterilizadas y se
afiadieron a 3 ml de agar de cobertera para plantas, previamente precalentado a
45 OoC. Dicha mezcla se dispensd en placas de Petri con medio MS al 1%, con
sacarosa (3%). Las placas se sellaron con papel de parafina y se incubaron en
una camara con tubos fluorescentes (36 W, 16 horas de luz, 8 horas de
oscuridad) a una temperatura de 23+1 °C durante 15 dias. Tras este periodo las
plantulas se recogieron, se congelaron en nitréogeno liquido y se almacenaron a
-80°C hasta su uso.

4. Oligonucleotidos sintéticos

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores en reacciones de
amplificacidon y/o secuenciacién, se disefaron con la ayuda del programa Oligo
4.0 y Vector NTI, analizando en cada caso su estabilidad interna, la formacion
de dimeros y horquillamientos no deseados, asi como diversos parametros
fisicos y quimicos (Tm, Td, %G+C, %A+T). Se obtuvieron comercialmente de la
compafiia Bonsai Technologies.
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4.1. Cebadores empleados para la clonacion del cDNA de
ZDP, su extremo carboxilo, XRCC1 y el extremo
amino terminal de ROS1 en vectores de expresion

Tabla 3. Cebadores empleados para clonar ZDP y su extremo carboxilo,
XRCC1 y el extremo amino terminal de ROS1 en vectores de expresién. En
negrita se indican las dianas de restriccion.

Nombre Secuencia (5°-37)

ZDP-ECORI-F5 ATTAGAATTCATGCCGGTGGTTGCTGAG
ZDP-Xba-R5 GCGCTCTAGACAGTCATGCTAGCCATACG
ZDP-NdelI-F3 CTCATATGATGAGTGAGTCAACTTCTC
ZDP-XhoI-R3 CTCTCGAGAGTCCCTGGCGATGTACTTG
XRCC1-Xho-F TCCTCGAGATGTCTCAGAAGCGAAATCTTC
XRCC1-Xba-R CGTCTAGATGGAATTCCTTAAGAGATCATATGC
ANS8SAC1075ROS1F CGGAATTCAAATGCAAAAAGGTACTGAAGAAG
ANS8SAC1075ROS1R GAACCTCGAGTCAGGCATCATATCTCATCC

4.2. Cebadores

empleados

para la deteccion de

transcritos, estudio del nivel de expresion y CHOP

PCR

Tabla 4. Cebadores empleados para RT-PCR, PCR a tiempo Real y CHOP PCR.

Nombre

Secuencia (5°-37)

ZDP-F3
ZDP-R3
ZDP-F4
ZDP-R4
ZDP-F1b
ZDP-R1b
ROS1-F
ROS1-R
ROS3-F
ROS3-R
TUBS8-F
TUB8-R
XRCC1-F1
XRCC1-R1
7362-R2
XRCC1-R2
RD29A-F1
RD29A-R1
RD29A-F2
RD29A-R2

AACTAAAGCGAAACAACAGATGGCT
CCATTTTGGTAATAGATTGGCATCC
GTATCCTTCCATTCCTGAGAAACTG
CCCAACGTAGAAGGATTTATCCATA
TCTCAGACTATCGCTGCAAAG
ACCAATGTCCTCTACCGAAAC
AAGGACCAACTTGTTGCGAC
AGGACTCTATTAGCACTGAGC
CCTTCACGACTAAGCTTTCC
TCTATGTGCGATGACACAGC
ATAACCGTTTCAAATTCTCTCTCTC
TGCAAATCGTTCTCTCCTTG
CTCCAAAGTTCCGTCAAGTTG
GATATCTACCAACTTCTTCTG
GCATGCTGGAAAACCATGGAGG
TCACTACACGAGGGACAAAGCT
ATATGATGGGTTAATAGATATGGAT
ATTCTATAATTTATATTCAACCCATATC
ATGGGCCAATAGACATGGAC
GCTGCTGGTGTGTGTTGAGT
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4.3. Cebadores empleados para secuenciacion con
bisulfito

Tabla 5. Cebadores empleados para amplificar mediante PCR fragmentos de
DNA tratados con bisulfito sédico.

Nombre Secuencia (5°-37)

ZDP-398-F GATTAAGTGTGAAAGTTAAAATTAAGTATGG
ZDP-398-R CCCCCTTTTAACATCATAACTCTAC
ZDP-409-F TGGAAGAAAATGGAATAATTAAAGGTG
ZDP-409-R ACACATCACCTAAAAACAAAACTCC
ZDP-413-F GAAGGATTTGTTTGAATGTGTTTATATAA
ZDP-413-R CTCTACAAAACCAAACCTTTCCTC
ZDP-414-F GATTGGATTTTGGTTTGGATTATATAAGG
ZDP-414-R CTCCAAAAATCTTTTTTCTTCTTTTTCTATTC

RD29AendoBi R1 CTAAAATTAAAATCTACCTAAATACTAC
RD29AendoBi R2 ATAATAATTCCTCTATTTAATCCATTTTCC

4.4. Cebadores empleados para el genotipado de plantas

Tabla 6. Cebadores empleados en el genotipado de plantas.

Nombre Secuencia (5°-37)

ZDP-F1 AATGAATCCAACATTGATCGATGGAAG
ZDP-R1 ATACAGCTAAGTCCCTGGCGATGTACTT

LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
ZDP-F2 TGGTGACAACAGAACGACAAGAAAA

ZDP-R2 CTTCTTCTCATCAGGCTGCTTTAAGTTTA

LB1 GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC

7362-R2  GCATGCTGGAAAACCATGGAGG
7362-L2 GCCCGGTTTTGCTAGCTCAGCT
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

4.5. Oligonucleoétidos usados como sustrato

Los oligonucledtidos utilizados como sustrato se obtuvieron de Operon vy
fueron purificados por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE).
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Tabla 7. Oligonucleétidos usados como sustrato. Las regiones relevantes se
encuentran marcadas en negrita. M=5-meC.

Nombre Secuencia (5°-37) Cadena
meCGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCMGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior
CGR AGTGCCCTAGTTACACAAGAAAGTCGAGGCCAGTGCGACTGGTCCTTATGG Inferior

Al-280H TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTC Superior
Al-28P TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTC Superior
P30-51 GGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior
THF-3051 GGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior
Al-MGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCMGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior
Al-CGR GGTATTCCTGGTCAGCGTGACCGGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior

AI-CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCCGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior
FL-29 TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCC Superior
MGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCMGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior
APGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCAPGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior
FL-3GmeCGAF  AAGCTGCGATAAGCTGMGATAAGCTGMGATAAGCTGMGATAAGCTGCGATAACT  Superior
3GCGAR TTCGACGCTATTCGACGCTATTCGACGCTATTCGACGCTATTCGACGCTATTGA Inferior

4.6. Otros cebadores

Tabla 8. Otros cebadores empleados: Forward y Reverse son oligonucledtidos
“universales” cuya secuencia esta presente en multitud de vectores. El cebador malE
corresponde a la secuencia presente en el vector de expresion pMAL-c2X. T7
promoter y T7 terminator corresponden a secuencias presentes en los vectores de
expresion pET 28 a/c y pET 30b. El oligonucleétido OligodT se empledé en la
generacion de cDNA por transcripcion inversa.

Nombre Secuencia (5°-37)
Forward GTAAAACGACGGCCAGT
Reverse AACAGCTATGACCATG

malE GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC

T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG
OIigodT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

5. Programas para el analisis de datos

Para el procesado y manejo de los datos obtenidos en el transcurso del

trabajo se han utilizado distintos programas informaticos:

142



Tabla 9. Programas empleados para la gestion y analisis de datos.

Programa Aplicacion
LaserGene EditSeq Edicidn de secuencias.
(DNA-Star)

MapDraw Analisis de las ORF y los sitios de restriccion.
MegAlign Alineamiento de secuencias.
Gestion de contigos y ensamblaje de

SeqMan secuencias de DNA.
OLIGO (Mol. Biology Disefio ) .de oligonucledtidos con Ia_ls
. caracteristicas deseadas en una secuencia
Insights Inc., EE. UU.) problema.
. Captura y analisis de imagenes de geles de
KODAK 1D Image Analysis DNA y RNA
Sistema de Imagen FLA- Capturade imagenes de geles de DNA

5100

Edicion de secuencias, analisis de las ORF y
Vector NTI (Invitrogen) sitios de restriccion, alineamiento, analisis de
secuencias y disefio de oligonucledtidos

MyiQ (Biorad) Andlisis de datos en RT-PCR a tiempo real
Microsoft Excel Calculos y analisis estadisticos.
Multigauge (Fujifilm) Analisis de imagenes de geles de DNA

6. Extraccion y purificacion de acidos nucleicos

6.1. Aislamiento de DNA plasmidico

6.1.1. Miniprep método CTAB

El protocolo utilizado estd basado en el descrito por Murray y Thompson
(Murray and Thompson, 1980) con algunas modificaciones.

Se partié de un cultivo estacionario de la estirpe portadora del plasmido
crecido en 5 ml de medio LB con la seleccién apropiada. Se centrifugaron 3 ml
de este cultivo durante 2 min a 13.000 rpm, y las células se resuspendieron en
200 pl de STET*. A continuacién se afadieron 4 pl de lisozima (50 mg/ml) y 2 ul
de RNasa (10 mg/ml), y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente.
Seguidamente la muestra se calentd a 100 °C durante 45 seg y se centrifugé 10
min a 13.000 rpm Los restos celulares de aspecto mucoso se retiraron con un
palillo estéril, se afiadieron 10 yl de CTAB** y se incubd 5-10 min a temperatura
ambiente. Tras una centrifugacion de 5 min a 13.000 rpm se desecho el
sobrenadante y el DNA se resuspendié en 300 pl de una solucién 1,2 M de NaCl.
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Se afiadieron 750 pl de etanol frio al 100%, y el precipitado obtenido, tras
centrifugar durante 10 min a 13.000 rpm, se lavd con etanol al 70% (v/v), se
secé mediante centrifugacién en vacio (Speed-Vac) y se resuspendié en 20 pul de
agua desionizada estéril.

*STET: 8% sacarosa (p/v); 0,1% Tritdbn X-100 (v/v); 50 mM EDTA; 50 mM
Tris-HCI pH 8.0.

**CTAB: 5% bromuro de hexadeciltrimetilamonio (p/v).

6.1.2. Miniprep con Perfectprep® PlasmidMini Kit (Eppendorf)

La purificacion se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante. El
procedimiento estd basado en una lisis alcalina, seguida de la unién del DNA
plasmidico a una matriz de silice y su posterior elucion en condiciones
apropiadas de pH y concentracién salina.

6.2. Aislamiento de DNA gendmico de Arabidopsis
thaliana

6.2.1. Extraccion con DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Se partid, en general, de 100 mg de tejido y el aislamiento de DNA de la
planta se realiz6 segun las instrucciones del fabricante. El procedimiento esta
basado en una lisis alcalina seguida de un tratamiento con RNasa y una
precipitacion de polisacaridos y proteinas. Posteriormente el DNA se une a una
membrana de silice y se eluye en condiciones salinas y de pH adecuadas.

6.2.2. Extraccion de DNA para PCR de genotipado

Una muestra de tejido procedente de una hoja de roseta se introdujo en
un tubo eppendorf y se afiadieron 400 pl de tampén de extraccion II*. El tejido
se trituré con ayuda de una punta de pipeta estéril y el contenido del tubo se
centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y el DNA se precipité afiadiendo un
volumen de isopropanol e incubando durante 10 min a temperatura ambiente.
Tras centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min el precipitado se lavd dos veces
con etanol al 70%. Por ultimo, el DNA se secod por centrifugaciéon en vacio
(Speed-Vac) y se resuspendié en 100 pl de tampdn TE.
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*Tampon de extraccion II: 200 mM Tris HCI pH 7.5; 250 mM NaCl; 25 mM
EDTA; 0,5% SDS (p/v).

6.3. Aislamiento de RNA total de Arabidopsis thaliana

El RNA se aislé de plantulas de Arabidopsis thaliana crecida durante 15
dias.

6.3.1. Extraccion con RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Se partio de 100 mg de tejido y el aislamiento del RNA total de la planta
se realizoé siguiendo las instrucciones del fabricante. El procedimiento consiste
en la unién del RNA a una membrana de silice en condiciones altamente salinas,
con un paso previo de lisis en presencia de guanidinisotiocinato y un paso final
de elucién del RNA en agua desionizada libre de RNasas.

7. Tratamiento enzimatico de acidos nucleicos

7.1. Tratamiento con endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion empleadas fueron suministradas por las casas
comerciales Roche y New England Biolabs. Los tratamientos enzimaticos del
DNA se llevaron a cabo a la temperatura recomendada en el tampoén adecuado
aportado por la casa comercial durante al menos 1 hora utilizando 3-4 unidades
de enzima por microgramo de DNA.

7.2. Defosforilacion

La defosforilacion de plasmidos linearizados antes de su unién con el
inserto correspondiente disminuye drasticamente la frecuencia de reacciones
intramoleculares y, por tanto, el nimero de plasmido sin inserto que se obtienen
tras la ligacion. La reaccién se llevd a cabo usando 1 unidad de fosfatasa alcalina
de gamba (SAP) (Roche) por cada 50 ng de plasmido linearizado en el tampoén
aportado por la casa comercial e incubando a 37°C durante 1h. Posteriormente
la enzima se inactivé calentando a 65°C durante 15 min.
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7.3. Ligacion de fragmentos de DNA a vectores
plasmidicos

La union de fragmentos de DNA a vectores linearizados se llevd a cabo
utilizando el kit Rapido de Ligacion de DNA (Roche), la DNA ligasa del fago T4
(Roche y/o dominion MBL), siguiendo las indicaciones del fabricante.Para clonar
fragmentos de DNA amplificados por PCR se empled el sistema pGEM®-T Easy
Vector System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Antes de la
ligacién, los productos de PCR se purificaron utilizando el kit QIAquick Gel
Extraction, de Qiagen. Cuando la polimerasa empleada en la PCR (por ejemplo
Advantage HF2 Polymerase Mix) no incorporaba una adenina terminal al
fragmento de PCR, antes de realizar la ligacidn con el vector se procedid a la
adicién de adeninas terminales mediante una incubacién del fragmento
amplificado en presencia de dATP (0,2mM) y Tag DNA Polimerasa (0,1 U)
(Bioline o Biotools) durante 30 min a 70 °C.

8. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

8.1. PCR estandar

Para la amplificacién estandar de fragmentos de menos de 4,5 kb se
emplearon Taq DNA polimerasas termoestables (Biotools, Bioline o MBL), con los
tampones suministrados por la correspondiente casa comercial, y las
condiciones de reaccién que se indican en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones estandar de la PCR. N es 30 si el molde utilizado es DNA
plasmidico y 35 si es DNA genémico, Tun es la temperatura de uniéon de los
cebadores al molde y Text el tiempo de extension de la reaccién, normalmente 1 min
por cada kb de producto.

Etapa Temperatura Tiempo N© de ciclos

Desnaturalizacion inicial 940C 5 min 1

Desnaturalizacion 940C 30s

Unién al cebador Tun 30s N

Extension 720C Text

Extension final 720C 10 min 1
10°C indefinido -
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La reaccion se realizé con 1,5 pmol/ul de cada cebador, una concentracién
4 mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs y 0,6 U de polimerasa. La cantidad de DNA
molde empleada fue de 80-100 ng cuando la reaccidon se realizd con DNA
gendémico y 30 ng cuando se us6é DNA plasmidico.

8.2. PCR de colonia

Para realizar una PCR a partir de una colonia bacteriana, se tomé la
colonia con una punta de pipeta estéril y se resuspendio en 50 ul de H,O
destilada. Una alicuota de esta suspensién se utilizd para inocular 3-5 ml de
medio selectivo que se incubd toda la noche a 37 °C. El volumen restante se
hirvié durante 10 min, y se centrifugd durante 5 min a 13.000 rpm. Las
reacciones de PCR se realizaron con 5 ul del sobrenadante. El DNA de los clones
gue resultaron positivos se aisld a partir de los cultivos preparados con
anterioridad.

8.3. PCR para genotipado de plantas

Las condiciones de la reaccidn son las que se indican para la PCR estandar
(Ver apartado 8.1). En esta PCR se emplearon dos mezclas de reaccién, una de
ellas contenia dos cebadores homdlogos a la regidn gendémica que flanquea la
insercion de T-DNA y en la otra mezcla, uno de los cebadores contiene una
region homéloga perteneciente al T-DNA insertado y el otro cebador flanquea la
insercion. Como molde se usan 5 pl de DNA obtenido segun el protocolo de
extraccion de DNA para PCR de genotipado (Ver apartado 6.2.2).

8.4. PCR con DNA polimerasas termoestables de alta
fidelidad

En los casos en que resultd de especial importancia evitar la introduccion
de mutaciones durante la amplificacidon se utilizd la polimerasa Advantage HF 2
(BD Biosciences Clontech), una combinacién de dos enzimas: Titanium Taqg DNA
Polymerase y una polimerasa con actividad correctora. Esta mezcla de
polimerasas permite amplificar moléculas de DNA cuya concentracién es muy
baja, pero con una alta fidelidad debido a la presencia de la enzima actividad
correctora. La reaccién se llevdo a cabo con 0,4 pmol/ul de cada uno de los
cebadores, una concentracién 0,2 mM de dNTPs y 1 U de polimerasa. Las
condiciones de reaccién fueron las siguientes:
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Tabla 11. Condiciones de la reaccion de PCR con Advantage-HF2. Tun es la
temperatura de union de los cebadores al molde y Text el tiempo de extension de la
reaccién, normalmente 1 min por cada kb de producto.

Etapa Temperatura Tiempo N°© de ciclos
Desnaturalizacion inicial 940C 1 min 1
Desnaturalizacion 940C 30s 30
Unién del cebador/Extension Tun Tex
Extension final 68°C 3 min 1

10°C indefinido -

Hay que resaltar que esta DNA polimerasa no incorpora una adenina
terminal al fragmento amplificado.

8.5. Transcripcion inversa seguida de PCR (RT-PCR)

Esta técnica se utilizdé para determinar el nivel de transcritos de los genes
ZDP y XRCC1 en plantulas silvestres y mutantes tras 15 dias de crecimiento.
Una mezcla de reaccion que contenia 1ug de RNA total, 50 uM del cebador
oligodT y 0,5 mM de dNTPs se incubd a 65°C durante 5 min. A continuacion se
afadieron 4 pl de tampon de reaccidn (5x First Strand Buffer), 40 U de
RNAguard (Amersham), 5 mM DTT, 200 U de retrotranscriptasa SuperScriptTM
III Reverse Transcriptase (Invitrogen) y se afadid agua hasta 20 pl. La
incubacion se continué durante 1 hora a 50°C y la mezcla se calentdé durante 15
min a 70 °C para inactivar la enzima. La reaccion de PCR se realizé siguiendo el
protocolo estandar (Ver apartado 8.1) utilizando 1 pug del cDNA obtenido tras la
transcripcion inversa y los cebadores que se incluyen en la Tabla 4.

8.6. PCR a tiempo real

Esta técnica se empled para estudiar el nivel relativo de transcritos de
LUC, RD29A en plantas mutantes ros 1-4, zdp-1, zdp-2 y plantas silvestres. Se
usaron 5 pg de RNA total de cada uno de los genotipos para obtener el cDNA
mediante Superscript III System (Ver apartado 8.5). Las reacciones de PCR a
tiempo real se llevaron a cabo usando la mezcla de reaccidn SYBR Green
(Biorad) y los cebadores descritos en la Tabla 4. Como control interno se usé el
gen TUBS.
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9. Electroforesis de acidos nucleicos

9.1. Electroforesis en geles de agarosa

La separacion e identificacion de moléculas de DNA o RNA se realizd
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa (CONDA, pronadisa)
disuelta en tampdén TAE*. La concentraciéon de agarosa varié en funcién del
tamafio de los fragmentos a separar, oscilando entre 0,7-2% (p/v). Para poder
visualizar los &cidos nucleicos por transiluminacidn con luz ultravioleta, se
anadié bromuro de etidio (0,5 pg/ml) a la solucién de agarosa fundida. Cada
muestra se mezclé con tampdn de carga para geles de agarosa** en proporcion
4:1 (v/v). La electroforesis se realizd en cubetas horizontales con tampén TAE, a
un voltaje constante de 1-4 V/cm. Los geles se fotografiaron con una camara
digital Kodak modelo DC290. La iluminacién inferior procedia de wun
transiluminador de luz ultravioleta (Modelo TCX, Vilber Lourmat). Como patrén
de peso molecular se emplearon diversas mezclas comerciales de fragmentos de
DNA de peso molecular conocido. La concentracion de DNA o RNA se determind
midiendo la densidad optica a una longitud de onda de 260 nm con un
espectrofotémetro (Nanodrop® ND-1000).

*Tampon TAE: 40 mM Tris-acetato (Trizma-base y acido acético glacial);
1mM EDTA pH 8.0.

**Tampon de carga para geles de agarosa: 0,25% azul de bromofenol
(p/v); 0,25% azul de xilencianol (p/v); 40% sacarosa (p/v) en 5X TAE.

9.1.1. Recuperacion de los fragmentos de DNA de geles de
agarosa

La purificacion de fragmentos de DNA se realizé usando el kit QIAquick Gel
Extraction de Qiagen, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las
soluciones incluidas en el kit proporcionan la concentracién salina y pH
adecuados para la unién del DNA a una membrana de silice, y su posterior
elucién en condiciones basicas.

9.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes

Para la caracterizacion de las proteinas y de los extractos celulares de
Arabidopsis se realizaron diversos ensayos, cuyos productos de reaccién se
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resolvieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12% o 15%,
dependiendo del ensayo, y urea 7 M. Los cristales de 20 cm. x 20 cm, para los
geles medianos, o 40 cm x 20 cm, para los geles grandes, se coloraron
separados por espaciadores apropiados (0,5 mm o 0,2 mm, respectivamente),
sobre el soporte y la cubeta suministrados por el fabricante (CBS Scientific).
Cada gel mediano (30 ml) se prepard disolviendo 12,5 g de urea en una mezcla
que contenia 9 ml (geles al 12%), o 11 ml (geles al 15%) de soluciéon 40%
Acrilamida: Bis 19:1 (Bio-Rad), 3 ml de tampdn 10x TBE* y agua desionizada.
La polimerizacién se inicié afiadiendo 300 pl de Persulfato de amonio (0,1%,
v/v) y 30 upl de N,N,N’,N’-Tetrametiletildiamina (TEMED). Tras verter la mezcla
entre los dos cristales, se introdujo el peine, y se dejo polimerizar durante toda
la noche. Cada gel grande (60 ml) se prepard utilizando el doble de las
cantidades usadas para un gel mediano. Se usaron geles grandes para la
mayoria de los ensayos exceptuando donde se indique. Las muestras se
prepararon afiadiendo tampdén de carga desnaturalizante**, se calentaron a
950C durante 10 min y se aplicaron en los pocillos correspondientes. La
electroforesis se llevd a cabo en tampoén 1XTBE a un voltaje constante de 300-
500 voltios para los geles medianos, o de 1300-1500 V para los geles grandes.
Previamente a la carga de las muestras los geles se precalentaron mediante
electroforesis en las mismas condiciones anteriores durante al menos dos horas.

*Tampdn 10x TBE: 0,9M Tris (Trizma Base); 0,9M &cido bérico; 20 mM EDTA
pH 8.0.

**Tampdn de carga desnaturalizante: 80% formamida (v/v); 10 mM EDTA pH
8.0; 1mg/ml azul de bromofenol (p/v).

10. Transformacion genética

10.1. Transformacion de E. coli

10.1.1. Preparacion de células competentes

Una colonia fresca de E. coli (DH5a o XL1-Blue) se inoculé en 5 ml de PSI-
b y se incubd toda la noche con agitacién a 37 °C. Todo el cultivo estacionario
se transfirid a 100 ml de PSI-b en un matraz de 1 L (precalentado a 37 °C) y se
continud la incubacidn con agitacion vigorosa hasta que la DOgqq fue 0,45-0,5. A
continuacidn el cultivo se enfrié en hielo y se centrifugd durante 5 min a 5.000 g
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y 4 oC. Seguidamente, las células se resuspendieron suavemente en 40 ml de
solucién Tfb-1* fria. Tras una incubacién de 5 min en hielo se volvieron a
centrifugar durante 5 min a 5.000 g y 4 °C, se retir6 el sobrenadante y se
resuspendieron suavemente en 4 ml de solucién Tfb-2** fria. Por Gltimo, esta
suspension celular se incubd en hielo durante 15 min, se distribuyd en alicuotas
de 100 pl, se congeld rapidamente en N, liquido y se conservé a -80 °C hasta su
uso.

*Solucion Tfb-1: 30 mM acetato potasico pH 6.9; 50 mM MnCl,; 100 mM KClI;
100 mM CaCl,; 15% glicerol (v/v). Filtrar para esterilizar.

**Solucion Tfb-2: 10 mM MOPS pH 7.0; 75 mM CaCl,; 10 mM KCI; 15%
glicerol (v/v). Filtrar para esterilizar.

10.1.2. Transformacion de células competentes

A 50 pl células competentes se afadieron 5 pl de DNA o de mezcla de
ligacién y se incubaron 30 min en hielo. Transcurrido ese tiempo, las células se
sometieron a un choque térmico de 2 min a 42 °C e inmediatamente se
volvieron a dejar en hielo durante 5 min. Para permitir la expresion de los genes
clonados, las células transformadas se incubaron a temperatura ambiente
durante 15-30 min con 100 pl de LB. Por dultimo toda la mezcla de
transformacién se sembr6 en placas de medio selectivo que se incubaron a
37°C.

10.1.3. Protocolo de transformacion “rapida” de E. coli

Este protocolo se utilizé para la transformacion de la estirpe de E. coli
BL21 (DE3) Codon Plus. Se partié de un cultivo bacteriano crecido en medio LB
liguido hasta estado estacionario. El cultivo se refrescé transfiriendo 50 pl del
mismo a 5 ml de medio LB fresco y se continud la incubaciéon con agitacién a
37°C hasta que la DOgg fue 0,5-0,8. Una vez alcanzada la densidad adecuada,
1ml del cultivo se centrifugé a 4.000 rpm durante 30 seg a temperatura
ambiente. Las bacterias se resuspendieron en 500 pl de CaCl, 0,1M, y se
incubaron en hielo durante 5 min. De nuevo se centrifugaron a 4.000 rpm
durante 30 seg vy, tras retirar el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron
en 50 ul de CaCl, 0,1M y se incubaron 5 min en hielo. La transformacion se
realiz6 afiadiendo 1 pl de la solucién que contenia el DNA (10 a 100 ng) e
incubando en hielo durante 15 min. Transcurrido ese tiempo se realizd un
choque térmico de 2 min a 42 °C e inmediatamente se volvieron a dejar en hielo
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durante 5 min. Posteriormente se afiadio 200 ul de medio LB y se incubd a 37°C
durante 5 min. A continuacion se sembraron en placas de medio selectivo y se
incubaron a 37 °C toda la noche.

11. Expresion y purificacion de proteinas en
E.coli

11.1. Expresion y purificacion de ZDP

La construccion pET-ZDP (cDNA de ZDP clonado en el vector de expresion
pET28b) fue obtenida por el grupo de Stefania Petrucco (Universidad de Parma,
Italia). La estirpe de E. coli BL21 (DE3) codon plus fue transfomada con la
contruccion pET-ZDP, siguiendo el protocolo de transformacién “rapida” de E.
coli (Ver apartado 10.1.3). El cDNA se sitla bajo el control del promotor del fago
T7, cuya RNA polimerasa permite la expresién selectiva e inducible de genes en
E.coli (Studier et al., 1990). Se obtiene asi una proteina recombinante, His-ZDP,
con seis residuos de histidina afiadidos en tdndem a su extremo amino-terminal.
Esto facilitd la posterior purificacion mediante el empleo de cromatografia de
afinidad altamente especifica usando columnas de sefarosa HisTrapTM HP
(Amersham Biosciencies) que contienen Ni**-Sefarosa TM de alta resolucidn.

Las condiciones para la expresion de la proteina recombinante His-ZDP
fueron las siguientes: una colonia transformante fresca se inoculdé en 10 ml de
LB con kanamicina (30 pg/ml) y cloranfenicol (34 pg/ml) y se crecié a 37 °C
durante toda la noche con agitacion hasta alcanzar estado estacionario. Una
alicuota de 2,5 ml de este cultivo se reinoculé en 250 ml de LB suplementado
con los antibidticos correspondientes y se incubd a 37°C con agitacidn hasta que
la DOggo alcanzd un valor de 0,1. El cultivo se incubd entonces a 30°C y se
prolongd la incubacién hasta alcanzar una DOgy de aproximadamente 0,7,
momento en el que se afadié isopropil-1-tio-p-D-galactopiranosido (IPTG) a una
concentracién final de 1mM, con el fin de inducir la expresién de la proteina.
Transcurrido 4 horas de tiempo de induccién, las células se recogieron
centrifugando a 13.000 g durante 30 min a 4 °C y se congelaron a -80 °C.

Los pellet bacterianos se descongelaron en hielo y se resuspendieron en 5
ml de Solucion de Sonicacién 1* (SB1) suplementada con 5 mM de imidazol y
un cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma), y se rompieron mediante
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sonicacion. Los restos celulares se eliminaron centrifugando a 4°C durante 30
minutos a 20.000 g. El lisado bacteriano se filtr6 usando membranas de un
tamafo de poro de 0,45 um. La purificacion se llevd a cabo utilizando el sistema
de cromatografia AKTA Prime (Amershan Biosciences) inyectando la muestra en
tres columnas en tdndem, Hi Trap Q XL, HiTrap SP XL y Ni*?-Sefarosa (columnas
de intercambio anidnico, catidnico y afininidad, respectivamente, GE
Healthcare). Las columnas se equilibraron con 10 volimenes de SB1
suplementado con 5 mM de imidazol. El lisado bacteriano se filtr6 usando
membranas de un tamafo de poro de 0,45 pym y se inyecté en la columna. Con
esta primera inyeccidn conseguimos eliminar proteinas con elevada carga
positiva y negativa, que quedan unidas a las columnas Hi Trap Q XL y HiTrap SP
XL, respectivamente, eliminando asi proteinas que pudieran quedar pegadas
inespecificamente a la columna de afinidad. A continuacién, se desconectaron
las columnas de intercambio idnico y se lavd la columna de afinidad con 10
voliumenes de Solucidn de Sonicaciéon 2** (SB2) suplementado con 5mM
imidazol, seguido de otro lavado con 10 volimenes de SB2 suplementado con
40 mM de imidazol. Las proteinas se eluyeron mediante un gradiente lineal de
30 ml de SB2 40 mM de imidazol a SB2 1M de imidazol. Todo el proceso se
realizé a un flujo constante de 1ml/min a 4°C. Las proteinas eluidas se
recogieron en fracciones de 0,5 ml y una alicuota de cada fraccion se analizé
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)
(ver apartado 12.1). Aquellas que presentaban una Unica banda correspondiente
a la proteina recombinante fueron mezcladas y dializadas durante 1 hora frente
Solucién de Dialisis (SD)*** y durante toda la noche frente a SD suplementado
con glicerol al 50%. Esta preparacion se alicuotd, y se congelé a -80°C. La
concentracion de proteina se determiné mediante el método de Bradford
utilizando seroalbimina bovina (BSA) como estandar (Bradford, 1976).

*Solucién de Sonicacién 1 (SB1): 20mM Tris-HCI pH 8.0; 50 mM NaCl; 20%
glicerol; 15mM B-mercaptoetanol; 1% Tween-20

**Solucién de Sonicacién 2 (SB2): 20mM Tris—HCI pH 8.0; 500 mM NaCl; 20%
glicerol (v/v); 15mM B-mercaptoetanol; 1% Tween-20.

***Solucion de Didlisis (SD): 50 mM Tris-HCI pH 8.0; 500 mM NaCl; 1mM
ditiotreitol.

Para obtener ZDP fusionada a la proteina de unién a la maltosa (MBP), se
cloné el cDNA de ZDP en el vector de expresion pMAL-c2X (New England
Biolabs) mediante amplificacién por PCR sobre pET-ZDP usando los cebadores

153



ZPD-EcoRI-F5 y ZDP-Xba-R5 (Ver Tabla 3). El fragmento amplificado por PCR se
digirié con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal y se clond en el vector de
expresion. Se crea asi una fusién con el gen malE de E. coli que codifica la MBP,
lo que posibilita su purificacion mediante el empleo de cromatografia de alta
afinidad usando columnas de amilosa (New England Biolabs).

Para su expresién en bacterias la estirpe de E. coli BL21 (DE3) codon plus
se transformd siguiendo el protocolo de transformacién “rapida” de E. coli. Las
condiciones para la expresion de la proteina MBP-ZDP fueron las siguientes: una
colonia transformante fresca se inoculé en 10 ml de LB suplementado con
glucosa 2 g/l (LB-gluc), carbenicilina (50 ug/ml) y cloranfenicol (34 ug/ml) y se
incubd hasta alcanzar el estado estacionario. Una alicuota de 2,5 ml de este
cultivo se reinoculé en 250 ml de LB-gluc suplementado con los antibioticos
correspondientes y se incubd a 37°C con agitacién hasta que la DOsoo alcanzé un
valor de 0,1. El cultivo se continud incubando a 30° C con agitacidn y al alcanzar
la DOsoo de 0,5 se anadié IPTG a una concentracién final de 0,3 mM con el fin de
inducir la expresién de la proteina. La incubacién se continué durante 4 horas
mas vy finalmente, las células se recogieron centrifugando a 15.000 g durante 15
min a 4°C, se resuspendieron en 10 ml de solucion Column Buffer* (CB)
suplementada con un cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma) y se
congelaron a -20°C hasta su uso.

Las células se descongelaron en hielo, se rompieron mediante sonicacion y
los restos celulares se eliminaron mediante centrifugaciéon durante 30 min a
9.000 g y 49°C. El sobrenadante obtenido, se filtro, se diluyé 1:2 con CB y se
carg6 en una columna de afinidad de dextrina sefarosa de 1 ml (MBPTrap HP,
GE Healthcare) a un flujo constante de 1 ml/min. A continuacién, la columna se
lavo con 12 volumenes de CB y la proteina se eluyd con CB suplementado con
maltosa 10mM. Las proteinas eluidas se recogieron en fracciones de 0,5 ml y
una alicuota de cada fraccidén se analizé mediante electroforesis desnaturalizante
SDS-PAGE. Aquellas fracciones que presentaban wuna Unica banda
correspondiente a la proteina de fusion fueron mezcladas y dializadas durante 1
hora en CB y durante toda la noche en CB suplementado con 50% de glicerol.
Esta preparacién se alicuotd y se congeld a -80°C. La concentracion de proteina
se determindé mediante el método de Bradford.

*Column Buffer (CB): 20mMTris-HCI pH 7,4; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA;

10mM B-mercaptoetanol.
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11.2. Expresion y purificacion de ROS1 y sus versiones
truncadas

El cDNA de ROS1 se obtuvo de la construccion pET28a-R0OS1 (Morales-
Ruiz et al.,, 2006). La versién truncada de la proteina correspondiente al
extremo amino terminal (NA88CA1075) se obtuvo amplificando por PCR el cDNA
correspondiente a la region 568-1260 usando los cebadores ANS8S8AC1075ROS1F
y AN88AC1075R0OS1R (Ver Tabla 3). Posteriormente este fragmento se cloné en
el vector de expresién pET28c (Novagen) mediante digestidén con las enzimas de
restriccion EcoRI y Xhol. El resto de las versiones truncadas de ROS1 fueron
obtenidas de las construcciones previamente descritas en (Ponferrada-Marin et
al., 2010).

Para su expresion en bacterias, la estirpe de E. coli BL21 (DE3) codon plus
se transformd con cada una de las construcciones siguiendo el protocolo de
transformacion “rapida” de E. coli. Las condiciones para la expresién de His-
ROS1 vy sus versiones truncadas fueron las siguientes: wuna colonia
transformante fresca se inoculé en 10 ml de LB con kanamicina (30 pg/ml) y
cloranfenicol (34 pug/ml) y se crecié a 37 °C durante toda la noche con agitacién
hasta alcanzar estado estacionario. Una alicuota de 2,5 ml de este cultivo se
reinoculé en 250 ml de LB suplementado con los antibidticos correspondientes y
se incubd a 37°C con agitacién hasta que la DOgy alcanzé un valor de 0,1. Se
continud incubando el cultivo bien a 23°C, en el caso de His-ROS1 o 15°C, en el
caso de sus versiones truncadas, y se prolongd la agitacion durante 90 minutos,
tras los cuales se afiadié 5mM betaina, 5mM Na-glutamato y 0.5M NaCl. Cuando
la DOgoo fue aproximadamente de 0,7 se afiadié IPTG a una concentracién final
de 1mM, con el fin de inducir la expresion de la proteina. Transcurrido 2 horas
de tiempo de induccidén, las células se recogieron centrifugando a 13.000 g
durante 30 min a 4 °C y se congelaron a -80 ©°C.

Los pellet bacterianos se descongelaron en hielo y se resuspendieron en
3,5 ml de SB2 suplementado con 5 mM de imidazol y un cocktail de inhibidores
de proteasas (Sigma), y se rompieron mediante sonicacién. Los restos celulares
se eliminaron centrifugando a 4°C durante 30 minutos a 20.000 g. La
purificacion se llevé a cabo utilizando el sistema de cromatografia AKTA Prime
(Amershan Biosciences) inyectando la muestra en columnas de afinidad de 1 ml
de Ni**-Sefarosa (HisTrap HP).. La columna se equilibré con 10 volimenes de
SB2 suplementado con 5 mM de imidazol. El lisado bacteriano se filtré usando
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membranas de un tamafio de poro de 0,45 um y se inyecté en la columna. A
continuacion, la columna se lavé con 10 volimenes de SB2 suplementado con
5mM imidazol, seguido de otro lavado con 10 volimenes de SB2 suplementado
con 100 mM de imidazol. La proteina se eluyé mediante un gradiente lineal de
30 ml con SB2 100 mM y SB2 1M de imizadol. En el caso de las proteinas His-
NA294 y His-NA1080, se llevd a cabo una purificacion con tres columnas en
tandem, siguiendo el mismo procedimiento indicado antes para His-ZDP (Ver
apartado 11.1). Las proteinas se eluyeron en un gradiente de 30 ml con SB2 60
mM y SB2 1M para His-NA294 o un gradiente de SB2 100 mM y SB2 1M para
His-NA1080. Todo el proceso se realizé a un flujo constante de 1ml/min a 4°C.
Las proteinas eluidas se recogieron en fracciones de 0,5 ml y una alicuota de
cada fraccidon se analizd mediante electroforesis en gel desnaturalizante SDS-
PAGE. Aquellas que presentaban una Unica banda correspondiente a la proteina
recombinante fueron mezcladas y dializadas durante 1 hora frente SD y durante
toda la noche frente a SD suplementado con glicerol al 50%. Esta preparacion
se alicuotd, se determind su concentracion mediante el método Bradford y se
congeld a -80°C.

Para la obtencion de ROS1 fusionada a MBP, se utilizd la construccion
pMAL-c2X-ROS1 previamente descrita en (Morales-Ruiz et al., 2006). Las
condiciones para la expresion y purificacion de la proteina recombinante MBP-
ROS1 fueron las seguidas para la proteina MBP-ZDP (ver apartado 11.1),
exceptuando que para la induccién de la expresion los cultivos se incubaron a
150C durante 3 horas tras la adicidn de IPTG.

11.3. Expresion y purificacion de XRCC1

El cDNA de XRCC1 se obtuvo mediante amplificacion por PCR, con los
cebadores XRCC1-Xho-F y XRCC1l-Xba-R (Ver Tabla 3), sobre pZL1-XRCC1
(Arabidopsis Biological Resource Center, Clon 210J9). El fragmento amplificado
se subclond en el vector pGEMT-Easy (Promega), obteniéndose la construccion
PGEM-XRCC1. Tras digestion con las enzimas de restriccién Sall y Notl se
obtuvo el fragmento que se cloné en el vector pET30b (New England Biolabs).

Se transformd la estirpe de E. coli BL21 (DE3) codon plus mediante
transformacion “rapida” para la expresidon de la proteina His-XRCC1. Las
condiciones empleadas fueron las siguientes: una colonia transformante fresca
se inoculdé en 10 ml de LB con kanamicina (30 ug/ml) y cloranfenicol (34 pug/ml)
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y se crecié a 37 °C durante toda la noche con agitacion hasta alcanzar estado
estacionario. Una alicuota de 2,5 ml de este cultivo se reinoculé en 250 ml de LB
suplementado con los antibidticos correspondientes y se incubé a 37°C con
agitacién hasta que la DOgy, alcanzé un valor de 0,7, momento en el que se
induce la expresion proteica mediante la adiciéon de 1 mM de IPTG. La incubacién
se prolongd 2 horas, tras las cuales, las células se recogieron centrifugando a
13.000 g durante 30 min a 4 °C y se congelaron a -80 °C hasta su uso.

Los pellet bacterianos se descongelaron en hielo y se resuspendieron en
3,5 ml de Solucién de Sonicaciéon 4* (SB4) suplementado con 20 mM de
imidazol y un cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma), y se rompieron
mediante sonicacidén. Los restos celulares se eliminaron centrifugando a 4°C
durante 30 min a 20.000 g. La muestra se inyectdé en una columna de afinidad
de Ni**-Sefarosa. Las columnas se equilibraron con 10 volimenes de SB4
suplementado con 20 mM de imidazol, seguido de dos lavados consecutivos con
10 volimenes de SB4 suplementado con 40 mM de imidazol, el primer lavado, y
suplementado con 80 mM de imidazol, el segundo lavado. Las proteinas se
eluyeron mediante un gradiente lineal de 30 ml de SB4 80mM de imidazol a SB4
300 mM de imidazol. Todo el proceso se realizé a un flujo constante de 1ml/min
a 4°C. Las proteinas eluidas se recogieron en fracciones de 0,5 ml y una alicuota
de cada fraccidn se analizé mediante electroforesis en gel desnaturalizante SDS-
PAGE. Aquellas que presentaban una Unica banda correspondiente a la proteina
recombinante fueron mezcladas y dializadas durante 1 hora frente SB4 vy
durante toda la noche frente a SB4 suplementado con glicerol al 50%. Esta
preparacion se alicuotd, se determind su concentracion mediante el método
Bradford y se congel6 a -80°C.

*Solucién de Sonicacion 4 (SB4): 50mM Tris-HCI pH 8.0; 500 mM NaCl; 10%
glicerol; 0,1 mM de EDTA; 1 mM ditiotreitol.

Para obtener la proteina recombinante MBP-XRCC1, se realizé una
digestion sobre pGEM-XRCC1 con las enzimas de restriccién Xhol y Xbal. El
fragmento resultante se clondé en el vector pADGAL4-2.1 (Stratagene)
obteniéndose la construccion pGAD-XRCC1. Finalmente el cDNA de XRCC1 se
obtuvo mediante digestiéon sobre pGAD-XRCC1 con las enzimas de restriccion
Xhol-Pstl y posterior ligacidon del fragmento resultante en el vector pMAL-c2X.

Para la expresion y purificacion de MBP-XRCC1 se procedid igual que para
las proteinas MBP-ZDP y MBP-ROS (ver apartados 11.1y 11.2) pero con la
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excepcion de que la induccién de la expresion de la proteina se llevé a cabo por
la adicién de IPTG a 37°C durante 2 horas.

12. Deteccion de proteinas mediante Western
Blot

Esta técnica se utilizé para la deteccion de proteinas en los ensayos pull-
down (ver apartado 13) y para la deteccién de las proteinas ZDP y His-XRCC1
con anticuerpos especificos.

12.1. Electroforesis de proteinas en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas se visualizaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel
Electroforesis) (Laemmli, 1970). Se utilizaron dos geles en paralelo, uno de ellos
se tind coomassie y el otro se transfirid a una membrana para proceder a su
posterior deteccién con anticuerpos.

12.1.1. Preparacion del gel

Para un gel al 7,5% de acrilamida se preparé:

GEL SEPARADOR (5 ml): se mezclaron 1,25 ml de solucién LGB* (Lower
Gel Buffer), 0,9 ml de 40% Acrilamida: Bis 37,5:1 (Bio-Rad) y 2,8 ml de agua.
La polimerizacién se inicié afiadiendo 30 pl de 0,1% APS (v/v) (Persulfato de
amonio) y 10 ul de Temed (N,N,N’,N’-Tetrametiletildiamina).

GEL CONCENTRADOR (5 ml): se mezclaron 1,25 ml de solucién UGB**
(Upper Gel Buffer), 0,5 ml de 40% Acrilamida: Bis 37,5:1 (Bio-Rad) y 3,25 ml
de agua. Para permitir la polimerizacién se anadieron 30 pl de 0.1% APS v/v y
10 pl de Temed.

*| GB: 1,5 M Tris-HCI pH 8.8; 0,4% SDS (p/v).
**UGB: 0,5 M TrisHCI pH 6.8; 0,4% SDS (p/v).
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12.1.2. Preparacion de las muestras

Las muestras a analizar se mezclaron con tampdén de carga para
proteinas*, se desnaturalizaron durante 10 min a 100 °C, se centrifugaron 10
min a 13.000 rpm y se aplicaron en el gel SDS-PAGE.

*Tampon de carga para proteinas: 50 mM Tris-HCI pH 6.8; 8% glicerol (v/v); 1,6%
SDS (p/v); 4% B-mercaptoetanol; 0,1% azul de bromofenol (p/v).

12.1.3. Electroforesis

La electroforesis se realizé en tampdn Tris-Glicina* a un voltaje constante
de 180 V, en el sistema vertical Mini Protean® cell de Bio-Rad. Como patrén de
peso molecular se utilizd una mezcla comercial de proteinas (Bio-Rad)
compuesta por: miosina (200kDa), B-galactosidasa (116,25 kDa), fosforilasa b
(97,4 kDa), seroalbumina (66,2kDa), ovalbumina (45 kDa), anhidrasa carbdnica
(31 kDa), inhibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) y aprotinina (6,5
kDa). Para el gel que se transfiri6 a una membrana se utilizé un patrén de peso
molecular (Precision Plus Protein Western ¢ Standard, Bio-Rad) que contiene
una mezcla de proteinas marcadas con peroxidasa. con tamafios comprendidos
en un rango de 10 a 250 KDa.

*Tampdn Tris-Glicina: 25 mM Tris (Trizma base); 192 mM glicina; 0,1% SDS (p/v)
pH 8.3.

12.1.4. Tincion

Los geles paralelos al de la transferencia se tifieron con Solucién de
Coomassie*. Para eliminar el exceso de tinciéon se lavaron con High Destain**
durante al menos 30 minutos y con Low Destain*** durante al menos 1 hora.

*Solucion de Coomassie: 0,2% Coomasie Blue (brilliant blue R-250) (p/v);
60% metanol (v/v); 10% acido acético (v/v).
**High Destain solution: 50% metanol (v/v); 10% acido acético (v/v).

***| ow Destain solution: 5% metanol (v/v); 7% acido acético (v/v).

12.2. Transferencia

Para que las proteinas fueran accesibles a la deteccion por anticuerpos, se
electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Roche). La electrotransferencia
se realizd en tampon de transferencia* a un voltaje constante de 100 V durante
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2 horas a 4°C o de 30 V durante toda la noche, en el sistema vertical Mini
Trans-Blot cell de Bio-Rad.

*Tampon de transferencia: 48 mM Tris (Trizma base); 39 mM glicina; 20%
metanol; 0,04% SDS (p/v) pH 9.2.

12.3. Bloqueo

Para reducir la unién inespecifica de los anticuerpos a la membrana, ésta
se incubd en solucién de bloqueo (BS)* durante una hora a temperatura
ambiente.

*Solucién de bloqueo (BS): 1% p/v de leche en polvo (Difco™ Skim Milk, BD) en
solucion de lavado (TBS-T)**

**Solucion de lavado (TBS-T): 10 mM tris pH 7.4; 150 mM NaCl; 0,05% de Tween-
20.

12.4. Deteccion

La deteccién de la proteina se llevé a cabo por la adicion de anticuerpos
especificos. Para la deteccion de proteinas con cola de histidinas se us6 un
anticuerpo monoclonal frente a cola de histidinas (His-Tag Monoclonal Antibody,
Novagen) a un dilucién 1:1.000 en BS. Para la deteccién de proteinas de fusion
a MBP se usé un anticuerpo monoclonal frente a MBP (Monoclonal Anti-Maltose
Binding Protein, Sigma) a una dilucién 1:5.000 en BS. En ambos casos la
incubacién con el anticuerpo primario se realizé6 en agitacidon durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Para la deteccion de ZDP en extractos celulares de plantas, se usé un
anticuerpo Anti-ZDP a una diluciéon 1:1.000 en BS. Este anticuerpo fue generado
mediante inmunizacion de conejos con la porcién C-terminal de la proteina
(aminoacidos 468-694) y posterior purificacion por cromatografia de afinidad.
Para la deteccion de His-XRCC1, se usé un anticuerpo policlonal frente a la
proteina XRCC1 de Oryza sativa, a una dilucidon 1:10.000 en BS. Este antisuero
fue donado por Kengo Sakaguchi (Universidad de Tokio, Japén). En ambos casos
la incubacion se realizd en agitaciéon a 4°C durante toda la noche.

Tras lavar las membranas dos veces durante 20 minutos con TBS-T, se
anadié el anticuerpo secundario. Para los anticuerpos monoclonales comerciales

160



(anti-His y anti-MBP) se usé como secundario un anticuerpo conjugado con
peroxidasa (anti-mouse horseradish peroxidase-linked, Amersham). En el caso
de proteinas con cola de histidinas el anticuerpo se afiadid a una dilucién de
1:5.000 en BS. En el caso de proteinas de fusion a MBP, el anticuerpo
secundario se diluyé 1:25.000. Para los anticuerpos policlonales (anti-ZDP y
anti-XRCC1), se us6 como secundario un anticuerpo conjugado con peroxidasa
producido en conejo (anti-rabbit IgG secondary antibody, Sigma). Las diluciones
usadas fueron de 1:5.000 en BS en el caso de ZDP y 1.10.000 en BS, en el caso
de XRCC1. En todos los casos la incubacién se llevé a cabo en agitacion 1 hora a
temperatura ambiente, seguidos de dos lavados de 20 minutos con TBS-T. Para
la deteccion se us6é como sustrato de la peroxidasa los agentes de deteccion ECL
(Amersham). Se afiadié 500 ul de la solucion A y 500 ul de la solucién B. Tras
esperar 2 minutos a que se produjera la reaccion la membrana se reveld usando
una camara CCD (Fujifilm Intelligent Dark Box Las 3000).

13. Analisis de la interaccion entre proteinas
mediante ensayos pull-down

13.1. Pull-down usando proteinas de fusion a MBP como
cebo y proteinas de fusion a cola de histidinas
como presa

Los ensayos pull-down permiten la deteccidon in vitro de interacciones
entre dos o mas proteinas. En ellos se inmoviliza una proteina, a la que se
denomina proteina cebo, y tras incubacidn con otra proteina o con una mezcla
proteica, se analiza con que proteina/s interacciona. Las proteina/s con la que
interacciona la proteina cebo se denominan proteina/s presa. La proteina/s
presa se detectan posteriormente mediante ensayo Western.

Para el analisis de la interaccién por pull-down entre MBP-XRCC1 y MBP-
ROS1 con His-ROS1 y His-ZDP, respectivamente, se procedié de la siguiente
manera: se aplic6 100 ul de resina de amilosa (New Englands Biolabs) a una
columna spin de 900 pl (Handee Spin Columns-Screw Cap, Pierce) y se equilibro
con CB. Se le afiadié a la columna 100 pl de Solucién de Unién 1*(SU1)
conteniendo 50 pmol de la proteina cebo (MBP-XRCC1 o MBP-ROS1) y se incubd
durante 1 hora a 4°C. Tras esta primera incubacion la columna se centrifugd a

800 rpm durante 1 min. La resina se lavé dos veces con 600 Ll de Solucién de
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Unién 2**(SU2). Tras los lavados, queda en la columna la proteina cebo unida a
la matriz de amilosa. Se afadié a la columna 12 pmol de la proteina presa (His-
ROS1 o His-ZDP) y se incubd durante 1 hora a 4°C. Como control, se utilizaron
columnas que solo contenian la proteina de unién a la maltosa (MBP) unida a la
matriz de amilosa, asi descartamos uniones inespecificas de la proteina presa a
la MBP. Mediante centrifugacion a 800 rpm durante 1 minuto, eliminamos todas
las proteinas que no quedan retenidas en la columna. La resina se lavd 2 veces
con SU2 y se le afiadi6 60 pl de tampdn de carga para proteinas. Tras ser
tratadas, las muestras se aplicaron a un gel SDS-PAGE al 7,5% de acrilamida.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y se analizaron
mediante Western blot usando anticuerpos frente a la cola de histidinas
(Novagen).

*Solucién de Unién 1 (SU1): 20 mM Tris pH 7.4; 200 mM NaCl; 1mM EDTA;10 mM
B- mercaptoetanol.

**Solucién de Unién 2 (SU2): 20 mM Tris pH 7.4; 1 mM EDTA; 10 mM -
mercaptoetanol; 0.5% Tritén X-100.

13.2. Pull-down usando proteinas de fusion a cola de
histidinas como cebo y proteinas de fusion a MBP
como presa

Este ensayo se utilizd para confirmar la interaccion de ROS1 con ZDP y
XRCC1 y para localizar la region de ROS1 responsable de estas interacciones.
Ademas, también se us6 para analizar la interaccion entre ZDP y XRCC1. Para
ello se utilizé como proteina cebo His-ROS1, sus versiones truncadas o His-ZDP.
En cada uno de los casos se le afadié como proteina presa MBP-ZDP o MBP-
XRCC1, exceptuando para His-ZDP, en donde se testd su interaccion con MBP-
XRCC1.

Se procedié de la siguiente manera: se aplic6 100 pl de resina de Ni?*-
Sefarosa (Amersham) a la columna y se equilibré con Solucidn de Unidn
3*(SU3). Se le afiadid a la columna 400 pl de SU3 conteniendo 50 pmol de la
proteina cebo (His-ROS1, sus versiones truncadas o His-ZDP) y se incubd
durante 1 hora a 4°C. Tras una centrifugacion de 1 minuto a 800 rpm, la resina
se lavd dos veces con Solucion de Unidn 2* (SU2) suplementado con 60 mM de
imidazol. A continuacidn, se afiadié 12 pmol de la proteina presa (MBP-ZDP o
MBP-XRCC1) y se incub6 1 hora a 4°C. Como control se us6 una columna que
solo contenia resina de sefarosa, ademas, se anadié a una de las columnas la
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proteina MBP para descartar uniones inespecificas entre MBP y las proteinas
presa. Con la adicién de imidazol evitamos que las proteinas se unan de forma
inespecifica a la resina de sefarosa. Se centrifugaron las columnas durante 1
minuto a 800 rpm. La resina se lavd 2 veces con SU2 suplementado con 60 mM
de imidazol y se le afiadié 60 il de tampdn de carga para proteinas. Tras ser
tratadas, las muestras se aplicaron a un gel SDS-PAGE al 7,5% de acrilamida.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y se analizaron
mediante Western blot usando anticuerpos frente MBP (Sigma).

*Solucion de Unidn 3 (SU3): 20 mM Tris pH 8.0; 500 mM NacCl

14. Aislamiento de extractos celulares de Ila
planta

Se aislaron extractos celulares de plantulas de Arabidopsis thaliana crecida
durante 15 dias en placas petri. Se machacé 500 mg del tejido vegetal en un
mortero con nitréogeno liquido. El polvo obtenido se resuspendié en 1 ml de
solucion de extraccidon* con inhibidores de proteasas especificos de plantas
(Calbiochem) y se incubd en hielo durante 30 min. Para eliminar la parte
insolube del extracto, éste se centrifugd a 13.500 rpm durante 1 hora a 4°C. La
parte soluble se filtré con un monodur de 20 um vy se dializé frente a solucion de
didlisis de extractos** durante toda la noche. La concentracién de proteina total
se determind mediante el método de Bradford utilizando seroalbimina bovina
(BSA) como estandar (Bradford, 1976).

*Solucién de extraccion: 25 mM HEPES KOH pH 7.8; 100 mM KCIl; 5 mM MgCly;
250 mM Sacarosa; 10% glicerol (v/v); 1 mM DTT.

**Solucion de dialisis de extractos: 25 mM HEPES KOH pH 7.8; 100 mM KCI; 17%
glicerol (v/v); 2 mM DTT.

15. Analisis de la actividad enzimatica

15.1. Preparacion de los oligonucleétidos sintéticos

Los oligonucleétidos usados como sustratos en reacciones enzimaticas
(Ver Tabla 7) fueron purificados mediante PAGE (Polyacrilamide Gel
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Electroforesis) y adquiridos en Operon. Estos oligonucledtidos se encuentran
marcados con fluoresceina o con Alexa-Fluor en el extremo 5° o en el extremo
3’. Para la obtencion de sustratos de doble cadena, 5 pmol/ul del
oligonucleétido marcado se mezclé en 10mM Tris-HCI pH 8.0, 20mM NaCl con 10
pmol/ul del oligonucleétido complementario correspondiente en un volumen final
5 pl. La mezcla se calenté a 95° C durante 5 min y se dejo enfriar lentamente
hasta que alcanzé la temperatura ambiente.

15.2. Analisis de la actividad 3 "-fosfatasa de ZDP

Para analizar la actividad fosfatasa de ZDP sobre el producto de ROS1, se
incubd 37,5 nM de ROS1 con 40 nM de sustrato de doble cadena con un residuo
de 5-meC en una mezcla de reaccidon que contenia 50mM Tris—-HCI pH 8.0, 1mM
EDTA, 1mM DTT, 0.1 mg/ml BSA en un volumen final de 50 ul. La mezcla se
incubd a 30 °C durante 16 horas y la reaccidn se detuvo afiadiendo proteinasa K
mix* e incubando a 37°C durante 30 min. A continuacién, para precipitar el
DNA, se afiadié un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) (Sigma) y
tras centrifugar, la fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo al que se le afiadio
0,3 mM NaCl , 16 pug/ml de glicégeno y 3 voliumenes de etanol absoluto frio. El
DNA se precipité a -20°C, durante al menos 20 min. Transcurrido el tiempo de
precipitacion, se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 min y se lavé con 200 pl
de etanol al 70%. Los productos de reaccion de ROS1 se resuspendieron en una
mezcla de reaccidn que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 1 mM
DTT, 10% glicerol (v/v) y 1.5 nM de proteina ZDP purificada, en un volumen
total de 15 pl y se incubd a 30°C. La reaccion se detuvo a diferentes tiempos (0,
15, 30, 60 y 120 min) y el DNA se precipitdé como se ha indicado anteriormente.
Las muestras se resuspendieron en 10 ul de 90% formamida (v/v), se
calentaron a 95°C durante 5 min y se separaron cargandolas en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 15%, 7 M de urea. El DNA marcado con
fluoresceina se visualizé empleando el laser azul del sistema de imagen FLA-
5100 y se analiz6 con el software Multigauge de Fujifilm.

Para comprobar si el extremo 3°-OH generado por ZDP era un sustrato
adecuado para DNA polimerasas, el producto de ROS1, obtenido como se indico
anteriormente, se incubd con 6 nM de ZDP purificada en una mezcla de reaccion
que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 10 % glicerol
(v/v), 10 mM MgCl,, 0.5 U de DNA polimerasa  humana (Trevigen) y 0.2 mM de
dCTP en un volumen total de 15 pl. La mezcla se incubd a 37 °C durante 30
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min. Las muestras se trataron, se separaron y analizaron como se indico
anteriormente.

Para ver el efecto de XRCC1 sobre la actividad de ZDP se usaron sustratos
de DNA conteniendo un hueco flanqueado por dos grupos fosfato. Se incubd
0,09 nM de la proteina ZDP con 0,9 nM de XRCC1 en una mezcla de reaccion
qgue contenia 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 10% glicerol
(v/v) y 20 nM de sustrato de doble cadena en un volumen total de 50 ul y se
incubd a 30°C. Las reacciones se detuvieron a diferentes tiempos (1, 2,5, 15,
30, 60 y 120 minutos). Como control se realizé la misma cinética pero en
reacciones que no contenian XRCC1. Las muestras se trataron, se separaron y
analizaron como se indicé anteriormente

*Proteinasa K mix: 20 mM EDTA; 0,6% SDS (p/v) y 0,5 mg/ml proteinasa K

15.3. Analisis de la actividad DNA glicosilasa de ROS1:
efecto de ZDP y XRCC1

Para ver si las proteinas ZDP y XRCC1 tienen algun efecto sobre la
actividad de ROS1, se usaron como sustrato DNA que contiene tres grupos
metilo. En el caso del estudio del efecto de ZDP sobre la actividad de ROS1 se
utilizé ademas sustratos de DNA conteniendo un solo grupo metilo (Ver Tabla
7). Se incubé 18 nM de ROS1 con 40 nM de sustrato de doble cadena en una
mezcla de reaccién que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCIl, 1 mM
DTT, 10% glicerol (v/v) y 144 nM de ZDP en un volumen final de 50 pl. O bien
ROS1 se incubd con el sustrato en una mezcla de reaccién que contenia 50mM
Tris-HCI pH 8.0, 1mM EDTA, 1mM DTT, 0.1 mg/ml BSA y 18 nM de XRCC1 en
un volumen final de 50 pl. Las mezclas se incubaron a 30 °C y la reaccion se
detuvo a diferentes tiempos (2, 4, 8 y 24 horas) afadiendo proteinasa K mix. El
DNA se precipitd tal y como se indica en el apartado anterior. Las muestras se
resuspendieron en 10 pl de 90% formamida (v/v), se calentaron a 95°C durante
5 min y se separaron cargandolas en un gel desnaturalizante al 12%, 7 M de
urea. Para el caso del analisis del efecto de ZDP en la actividad de ROS1 sobre
un sustrato con un grupo metilo, las muestras se separaron en un gel mediano
al 12%, 7 M de urea. El DNA marcado con fluoresceina se visualizdé y analizé
empleando sistema de imagen FLA-5100 y software Multigauge de Fujifilm.
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16. Analisis de la interaccion DNA-proteina
mediante ensayos de retardo en gel

Para el estudio de la interaccion de ZDP con el producto de reaccion de
ROS1, se utilizaron como sustrato oligonucleétidos de doble cadena marcados
con Alexa-Fluor que contienen un hueco flanqueado por dos grupos fosfato (Ver
Tabla 7). Se incubé 100 nM de sustrato, 0.1 uM de ROS1 y diferentes cantidades
de zDP (0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1 y 1,2 uM) en 15 pl finales de una mezcla de
reaccion que contenia 10 nM Tris- HCI pH 8.0, 1 mM DTT, 10 ug/ml BSAy 1 mM
EDTA.

Para el analisis de la uniéon de XRCC1 a productos intermediarios de una
ruta de desmetilacion de DNA y BER, se emplearon sustratos con diferentes
modificaciones y marcados con Alexa-Fluor (Ver Tabla 7). En este caso la mezcla
de reaccion contenia: 100 nm de sustrato de doble cadena, diferentes
cantidades de XRCC1 (1, 2, 4, 6 y 8 uM), 10 nM Tris- HCI pH 8.0, 1 mM DTT, 10
Hg/ml BSAy 1 mM EDTA en 15 pl finales.

En ambos casos, tras 60 minutos de incubaciéon a 25°C, las muestras
fueron cargadas en un gel de agarosa al 0.2%. La electroforesis se realizd a un
voltaje de 80V durante 40 min a temperatura ambiente. El DNA marcado se
visualizé empleando el sistema de imagen FLA-5100 y se analizdé con el software
Multigauge de Fujifilm.

17. Aislamiento y caracterizacion de plantas
mutantes

Para determinar la funcién in vivo de las proteinas ZDP y XRCC1 se
identificaron y caracterizaron mutantes por insercién de T-DNA en los genes
correspondientes. Se realizd una bUsqueda en la base de datos SIGNAL
(http://signal.SALK.edu/tabout.html), que incluye datos sobre mutantes
generados al azar por insercion de T-DNA (Alonso and Stepanova, 2003) y se
identificaron tres lineas mutantes SAIL_60_C08, SAIL_813_B03 y SALK_130907
con inserciones en el gen ZDP. A continuacién, se procedié a asignar genotipos
en las poblaciones segregantes mediante PCR (Ver apartado 8.3) y a confirmar
la posicién exacta del punto de insercién en cada una de las lineas. En el caso de
las lineas mutantes en el gen XRCC1, se confirmo el genotipo de las plantas
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homocigotas xrccl”” correspondientes a la linea SALK_027362 suministradas
por Charles White de la Universidad Blaise Pascal, Francia.

17.1. Analisis de actividad fosfatasa en extractos de
plantas mutantes

Para analizar si las plantas mutantes zdp retenian la actividad fosfatasa
sobre un sustrato que contiene un hueco flanqueado por dos grupos fosfato, se
incubé 20 nM de sustrato de doble cadena con 45 pg de extracto proteico
procedente de plantas silvestres y plantas mutantes zdp (ver apartado 14 para
la obtencién de extracto proteico), a 30°C, en una mezcla de reaccién que
contenia 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 1 mM DTT y 10 % glicerol (v/v)
en un volumen final de 50 pl. La reaccién se detuvo a diferentes tiempos (0, 10,
30, 60 y 120 min) afiadiendo proteinasa K mix e incubando a 37°C durante 30
min. A continuacién, para precipitar el DNA, se afiadié un volumen de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) (Sigma) y tras centrifugar la fase acuosa
se transfirid a un tubo nuevo al que se le afiadié 0,3 mM NaCl , 16 ug/ml de
glicégeno y 3 voliumenes de etanol absoluto frio. EI DNA se precipité a -20°C,
durante al menos 20 min. Transcurrido el tiempo de precipitacion, se centrifugd
a 14.000 rpm durante 15 min y se lavd con 200 pl de etanol al 70%. Las
muestras se resuspendieron en 10 pl de 90% formamida (v/v), se calentaron a
950C durante 5 min y se separaron cargandolas en un gel desnaturalizante al
15%, 7 M de urea. El DNA marcado con Alexa-Fluor se visualizé empleando el
sistema de imagen FLA-5100 y se analiz6 con el software Multigauge de Fujifilm.

17.2. Analisis de la capacidad de reparacion completa de
plantas mutantes

Para analizar la capacidad de las plantas mutantes zdp, xrccl o de plantas
silvestres de rellenar y ligar el hueco generado durante la reacciéon de
desmetilacion iniciada por ROS1, se realizaron ensayos donde se usd como
sustrato oligonucleétidos de doble cadena conteniendo un gap flanqueado por
dos grupos fosfato.o el producto de reaccién de ROS1.

Excepto en los casos donde se especifican otras condiciones (Ver Seccidn
de Resultados), cada mezcla de reaccién contenia 45 mM HEPES-KOH pH 7.8,
70 mM KCIl, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.4 mM EDTA, 2 mM ATP, 36 ug de BSA, 1
mM NAD, 2 % glicerol (v/v), 20 uM de dNTPs (dCTP, dGTP, dATP y dTTP,
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excepto donde se indique), 2 mM ATP, 22 mM fosfocreatina, 0.25 ng de creatina
fosfoquinasa, 20 nM de sustrato o producto de reaccién de ROS1 (obtenido
como se indica en el apartado 15.2) y 45 ug de extracto proteico procedentes de
plantas silvestres o mutantes ( zdp”", xrcc1”” o arp””), en un volumen final de
50 ul. Tras incubar la mezcla durante 3 h a 30°C, las reacciones se detuvieron
afnadiendo proteinasa K mix e incubando a 37°C durante 30 min. A continuacién,
para precipitar el DNA, se afiadid un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1) (Sigma) y tras centrifugar la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo
al que se le afiadié 0,3 mM NaCl, 16 pug/ml de glicbgeno y 3 voliumenes de
etanol absoluto frio. EI DNA se precipitd a -20°C, durante al menos 20 min, se
centrifugd a 14.000 rpm durante 15 min y se lavé con 200 pl de etanol al 70%.
Las muestras se resuspendieron en 10 pl de 90% formamida (v/v) y se
calentaron a 95°C durante 5 min. En los casos donde se indique, las muestras
se resuspendieron en 5 ul de SURE/Cut Buffer L, que contenia 5 U de la enzima
de restriccion Hpall (Roche) y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las
reacciones se detuvieron afiadiendo 5 pl de 90% formamida (v/v) y se
calentaron a 95°C durante 5 min. Los productos de reaccién se separaron en un
gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%, 7 M de urea, se visualizaron
mediante el sistema de imagen FLA-5100 y se analizaron con el software
Multigauge de Fujifilm.

17.3. Estudio de la sensibilidad a estrés oxidativo y a
agentes alquilantes en plantas mutantes

Se sembraron 20-25 semillas de cada genotipo (silvestre, zdp-1 y zdp-2)
en medio MS+Sacarosa, en placas petri (12x12 cm) donde previamente
habiamos colocado un filtro. La germinacién de las semillas se sincronizd
incubando las placas a 4 °C durante 48 horas. Tras este tiempo, se colocaron en
camaras de crecimiento con tubos fluorescentes (36 W, 16 horas de luz, 8 horas
de oscuridad) a una temperatura de 23 + 1 °C. Cuando aparecieron las dos
primeras hojas verdaderas (aproximadamente 10 dias), los filtros con las
plantulas se transfirieron a placas que contenian MS+Sacarosa con cantidades
crecientes de metilmetanosulfonato, MMS, (0, 25, 75, 100 y 150 ppm) (Sigma)
o peréxido de hidrégeno, H,0,, (0, 0,1, 2 y 5 mM) (Sigma). Tras prolongar dos
semanas el crecimiento, las placas se escanearon y se analizaron los resultados.
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18. Analisis de bioluminiscencia en plantulas

Para estudiar el papel de ZDP en el silenciamiento transcripcional, se
analiz6 la expresion del transgen RD29A-LUC y del correspondiente gen RD29A
enddégeno en plantas mutantes (zdp-1, zdp-2 y ros1-4) y plantas silvestres (C-
24). Las plantas se crecieron en placas de petri durante 15 dias a 23°C y
durante 2 dias a 4°C. Para detectar la luminiscencia, las plantas se pulverizaron
con luciferina 1 mM, y tras 5 min se tomé una imagen con una camara CCD
(Ishitani et al., 1997) Las placas se analizaron antes y después del tratamiento
a baja temperatura.

19. Analisis de la metilacion de DNA

19.1. Analisis de la metilacion de DNA mediante CHOP-
PCR

Para el analisis de la metilacién del promotor del gen RD29A se digirié 1
Hg de DNA gendmico con una enzima de restriccidn sensible a metilacion (BstUI
para el promotor del transgen RD29A-LUC, y BsmAIl para el promotor
enddégeno), realizando en paralelo como control una incubacién sin enzima. A
continuacion, 1 yl de de cada mezcla de reaccion se us6 como molde en una
PCR con cebadores especificos de la zona a analizar (Ver Tabla 4), y los
productos se separaron en un gel de agarosa al 1 %

19.2. Anadlisis de la metilacion de DNA del genoma
completo usando tiling arrays

Se aisl6 DNA gendmico de plantulas de Arabidopsis thaliana tras 15 dias
de crecimiento, usando el DNeasy Plant Maxi kit (Qiagen). Tras fragmentar el
DNA por sonicacion, se incubaron 2 mg del DNA sonicado con 20 pl de
anticuerpo anti-5-metilcitosina (Anti-5-methylcytosine mouse mAb, Calbiochem)
en 600 pl de solucidon de inmunoprecipitacion* (IB). Tras incubar la muestra a
40C durante toda la noche, se afiadieron 100 ul de proteina A/G sefarosa (GE
Healthcare) y se continud la incubacién a 4°C durante 8 horas. Transcurrido el
tiempo de incubacion, la muestra se centrifugd y se lavé 6 veces con 600 pl de
IB. EI DNA inmunoprecipitado se recuperd con tres eluciones consecutivas de
200 pl de TE** suplementado con 1.5 % SDS, 0.5 % SDS y 0.1 % SDS,
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respectivamente. Tras mezclar las tres eluciones, el DNA se recuperd mediante
una extraccion con fenol: cloroformo seguida de una precipitacion con etanol.
Finalmente, el DNA inmunuprecipitado se resuspendié en TE.

El DNA inmunuprecipitado y 500 ng de DNA control sin inmunoprecipitar
se sometieron a una amplificacién lineal usando la RNA polimerasa de T7
(Zilberman et al., 2007). De cada reaccién se tomo una alicuota de 5 ug de RNA
gue se convirti6 en DNA bicatenario mediante el SuperScript Double-Stranded
cDNA Synthesis kit (Invitrogen) y se marcod con los fluoréforos Cy3 y Cy5,
respectivamente. Las muestras marcadas se enviaron a NimbleGen
(http://www.nimblegen.com/) para su hibridacion con un microarray que
contenia 382.178 sondas que cubren el genoma completo de Arabidopsis
thaliana (Zilberman et al., 2007). Las diferencias entre las sefiales normalizadas
de plantas mutantes y silvestres fueron calculadas y ordenadas a lo largo de
cada cromosoma. de acuerdo con la posicidn de las sondas, y a continuacion se
uso6 el algoritmo TAMALg (Bieda et al., 2006) para identificar las regiones que
mostraban una metilacion diferencial.

*Solucion de inmunoprecipitacion (IB): 10 mM Tris-HCI pH 7.5; 50 mM NaCl; 1 mM
EDTA

** TE: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA pH 8.0

19.3. Secuenciacion de DNA modificado con bisulfito

Se purific6 DNA gendomico de plantas silvestres y mutantes zdp empleando
el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). El tratamiento con bisulfito sédico se llevd a
cabo con 100 ng de DNA total, empleando el BisulFlash DNA Modification Kit
(Epigentek) y siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, 1 pl de
DNA modificado se usd para cada reaccion de PCR, que se llevo a cabo en un
volumen final de 20 ul usando la polimerasa ExTaq (Takara) y cebadores
especificos de cada region a analizar (Ver Tabla 5). Los fragmentos amplificados
fueron subclonados en el vector pCRII-TOPO (Invitrogen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para cada locus se secuenciaron mads de 8 clones
independientes. Los resultados de la secuenciacidn se analizaron con CyMATE-v2
(http://www.gmi.oeaw.ac.at/en/cymate-index/cymate-v2/) (Hetzl et al., 2007).
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20. Inmunolocalizacion

La localizacion por inmunofluorescencia se llevé a cabo usando hojas de
plantas silvestres tras 2-3 semanas de crecimiento, tal y como se describe en (Li
et al., 2006). Las preparaciones de nucleos se incubaron durante toda la noche
a temperatura ambiente con anticuerpo anti-ZDP, anti-cMyc (Millipore) y anti-
Flag (Sigma). Los anticuerpos primarios se visualizaron mediante anticuerpos
secundarios de ratén conjugados con Alexa-488 y de conejo conjugados con
Alexa-594, a una dilucién 1:200 durante 2 horas a 37°C. El DNA se detecto
mediante contratincidn con DAPI (Invitrogen). Los nucleos se analizaron usando
un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E800i.
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