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Resumen y palabras clave

.- RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

INCURVATA (ICU11) y CUPULIFORMIS2 (CP2) son proteinas de Arabidopsis
paralogas, desigualmente redundantes y con funciones epigenéticas. Se ha demostrado que
ICU11 es una proteina accesoria del Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). En el
laboratorio de J.L Micol se realizaron ensayos de purificacion por afinidad en tandem y de
complementacion de fluorescencia bimolecular, en los que se demostré que ICU11 y CP2
interaccionan fisicamente con componentes principales y proteinas accesorias del PRC2, asi
como con otras proteinas nucleares, incluidos algunos factores de transcripcién. En este
trabajo hemos iniciado la obtencion de combinaciones multiples de alelos nulos de los genes
ICU11 0 CP2y mutaciones puntuales o insercionales en diez de los que codifican interactores
fisicos de las proteinas ICU11 y/o CP2. La eventual aparicion de sinergia fenotipica en dichos
mutantes multiples revelaria la existencia de interacciones genéticas entre los genes
implicados y confirmaria las interacciones fisicas previamente detectadas entre las
correspondientes proteinas.

Palabras clave: CUPULIFORMIS2, INCURVATA11, epigenética, lineas insercionales,

interacciones genéticas.

Arabidopsis INCURVATA (ICU11) and CUPULIFORMIS2 (CP2) are paralogous
proteins, exhibiting unequal functional redundancy and with epigenetic functions. ICU11 has
been demonstrated to act as an accessory protein of the Polycomb Repressive Complex 2
(PRC2). In the laboratory of J.L. Micol, tandem affinity purification and bimolecular
fluorescence complementation assays were performed, showing that ICU11 and CP2
physically interact with core components and accessory proteins of PRC2, as well as with other
nuclear proteins, including several transcription factors. In this study, we initiated the
generation of multiple combinations of null alleles of the ICU11 or CP2 genes and point or
insertional mutations in ten genes encoding physical interactors of the ICU11 and/or CP2
proteins. The potential emergence of phenotypic synergy in these multiple mutants would
reveal the presence of genetic interactions among the implicated genes and confirm the
physical interactions previously detected between the corresponding proteins.

Keywords: CUPULIFORMIS2, INCURVATA11, epigenetics, insertional lines, genetic

interactions.
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.- INTRODUCCION
I.1.- La maquinaria epigenética de las plantas
1.1.1.- La epigenética de las plantas

Se denomina cromatina (Flemming, 1882) al conjunto de moléculas de ADN, ARN y
proteinas que contiene el nucleo de las células eucaridticas, que manifiesta diferentes grados
de condensacion a lo largo del ciclo celular. La unidad estructural basica de la cromatina es
el nucleosoma, en el que el ADN esta asociado a un octamero de histonas (Arents y
Moudrianakis, 1993). El grado de condensacién de la cromatina modula la expresién génica
ya que propicia o dificulta el acceso de los factores de transcripcion y las polimerasas de ARN
a los genes. Las modificaciones quimicas del ADN y las histonas regulan epigenéticamente
la expresion de los genes sin alterar su secuencia (Pikaard y Mittelsten Scheid, 2014).

Son numerosos los procesos bioldgicos que estan regulados epigenéticamente (Reik
etal., 2001; Kiefer, 2007; Harris et al., 2012). Son ejemplos de ello en el reino vegetal el control
de las transiciones entre etapas del desarrollo, determinados cambios de identidad celular y
las respuesta al estrés (Guo et al., 2015; Kim et al., 2015; Birnbaum y Roudier, 2017).
Arabidopsis thaliana (en adelante, Arabidopsis) es un buen modelo para estudiar procesos
epigenéticos, ya que no pocos mutantes portadores de alelos de los genes de su maquinaria
epigenética son viables, dado que suelen pertenecer a familias génicas cuyos miembros son
funcionalmente redundantes. Las mutaciones equivalentes en sus genes ortdélogos del reino

animal, que son de copia Unica, suelen ser letales (Pikaard y Mittelsten Scheid, 2014).

1.1.2.- Los complejos represores Polycomb y sus proteinas accesorias

Las proteinas del grupo Polycomb (PcG, por Polycomb group) son componentes de la
maquinaria epigenética evolutivamente conservados desde Drosophila melanogaster hasta
los mamiferos y las plantas (Whitcomb et al., 2007; Schwartz y Pirrotta, 2013). Las proteinas
del PcG forman dos complejos heteromultiméricos que modulan el silenciamiento
transcripcional en los eucariotas superiores: Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) que
ubiquitina la histona H2A (H2Aub) y PRC2, que trimetila la lisina 27 de la histona H3
(H3K27me3) (Simon y Kingston, 2009; Sowpati et al., 2015).

Tal como se ha comentado en el apartado 11.1.1, no pocos genes de la maquinaria
epigenética de Arabidopsis son paralogos redundantes. Tal es el caso de la mayor parte de
los que codifican los componentes principales del PRC1 y el PRC2. Por ejemplo, la actividad
metiltransferasa de histonas del PRC2 puede ser llevada a cabo por las proteinas codificadas
por tres genes paralogos: CURLY LEAF (CLF;Kim et al., 1998), MEDEA (MEA; Grdssniklaus
et al., 1998) y SWINGER (SWN; Chanvivattana et al., 2004). Por otra parte, MULTICOPY
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SUPPRESOR OF IRA1 (MSI1; Guitton y Berger, 2005), que codifica una proteina implicada
en la union del PRC2 a los nucleosomas, tiene cuatro paralogos, MS/2 a MSI5, aunque no se
ha demostrado la interaccion de ninguno de ellos con los restantes componentes principales
del PRC2 (Derkacheva et al., 2013). Sin embargo, FERTILIZATION INDEPENDENT
ENDOSPERM (FIE) es un gen de copia unica que codifica un componente principal del PRC2
implicado en la unién de este complejo a la marca epigenética H3K27me3 (Ohad et al., 1999;
Derkacheva y Hennig, 2014).

Las proteinas EMBRYONIC FLOWER 1 (EMF1) y EMF2 son necesarias en la fase
vegetativa del desarrollo de Arabidopsis (Aubert et al., 2001; Yoshida et al., 2001). EMF1 esta
implicada en el depdsito de la marca H3K27me3 por el PRC2, asi como para la
monoubiquitinacion de la histona H2A por el PRC1 (Kim et al., 2012), mientras que EMF2 es
un componente principal del PRC2 (Chanvivattana et al., 2004). Los mutantes emf carecen
de fase vegetativa y florecen inmediatamente después de la germinacion, generando unas

estructuras letales denominadas flores embrionarias (Figura 1).

Figura 1.- Fenotipo morfoldgico de los mutantes emf. Se muestran (A) la roseta del tipo silvestre Col-
0y (B, C) flores embrionarias de los mutantes (B) emfI-2 y (C) emf2-1. C: cotiledon. LP: primordio
foliar. CS, carpelo. H: hipocétilo. L: hoja. Las barras de escala indican 2 mm. Modificada a partir de
Calonje et al. (2008).

Se desconoce el mecanismo concreto por el que el PRC2 reconoce y actua
especificamente sobre sus genes diana ante una situacién de estrés o en una transicion entre
fases del desarrollo (Mozgova et al., 2015). Se han identificado mas de 30 interactores del
PRC2 en Arabidopsis, conocidos como proteinas accesorias, entre las que se incluyen
factores de transcripcion y proteinas de unién a ARN (Godwin y Farrona, 2022). Algunas
proteinas accesorias del PRC2 de Drosophila melanogaster reconocen las secuencias
denominadas elementos de respuesta a Polycomb (PRE, por Polycomb Response Elements;
Cunningham et al., 2010). Se han encontrado secuencias similares a los PRE en genes diana
del PRC2 de Arabidopsis (Xiao et al., 2017).



Introduccion 4

Pueden citarse como ejemplos de proteinas accesorias del PRC2 las paralogas
TELOMERE REPEAT BINDING 1 (TRB1), TRB2 y TRB3, que deben sus nombres a su union
a las repeticiones teloméricas para estabilizar los extremos de los cromosomas (Lee y Cho,
2016). La insuficiencia de las funciones de TRB1, TRB2 y TRB3 reduce los niveles de
H3K27me3 en algunos de los genes diana del PRC2, razén por la que se ha propuesto que
son necesarias para la unién del complejo a dichos genes (Zhou et al., 2018). TRB4 y TRB5
también parecen ser proteinas accesorias del PRC2, ya que interaccionan con algunos
componentes principales de este complejo y con TRB1, TRB2 y TRB3 (Kusova et al., 2023).
No obstante, TRB4 y TRB5 parecen ser también activadores transcripcionales de cientos de
genes reprimidos por CLF, actuando en consecuencia como antagonistas del PRC2 (Amiard
et al., 2024).

I.2.- Las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe?*

La superfamilia de las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe?* (20GD)
esta compuesta por enzimas oxidativas que catalizan distintos tipos de reacciones como la
hidroxilacion y la desmetilacion (Farrow y Facchini, 2014). Se han descrito mas de 150 genes
de Arabidopsis que codifican proteinas con dominios 20GD, que se han clasificado en cuatro
grupos, denominados DOXA, DOXB, DOXC y JUMONJI (JMJ), que participan en procesos
muy diversos, como la reparacion de danos en el ADN, la hidroxilacion de residuos de prolina,
la biosintesis y/o el catabolismo de lignanos, isoprenoides, flavonoides, glucosinolatos,
alcaloides y cumarinas, y la desmetilacion de determinadas lisinas de las histonas,
respectivamente (Kawai et al., 2014; Nadi et al., 2018).

Los mutantes jmj de Arabidopsis manifiestan alteraciones del desarrollo reproductivo
y la inmunidad (Nadi et al., 2018); por ejemplo, los jmj14 son de floraciéon temprana (Yang et
al., 2010). JMJ14 cataliza la desmetilacion de la marca activadora H3K4me3 en el gen
FLOWERING LOCUS T (FT), que codifica un corregulador transcripcional que actua junto al
factor de transcripcion FLOWERING LOCUS D (FD) en la induccién de la floraciéon (Araki et
al., 1998; Yang et al., 2010; Andrés y Coupland, 2012). Los factores de transcripcion paralogos
NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 50 (NACO050) y NAC052 se unen a JMJ14, lo que

justifica la floracion temprana de los dobles mutantes nac050 nac052 (Ning et al., 2015).

11.3.- Métodos para la deteccion de interacciones fisicas entre proteinas
Mas del 80% de las proteinas actuan tras su integracién en complejos estables o
transitorios (Alberts, 1998; Berggard et al., 2007). Con el fin de establecer la composicion de

dichos complejos, se han desarrollado numerosos métodos para el estudio de las
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interacciones fisicas entre proteinas (Lalonde et al., 2008), como la inmunoprecipitacién
seguida de espectroscopia de masas (IP-MS), en la que un complejo multiproteico es
recuperado en una cromatografia por afinidad, empleando para ello un anticuerpo especifico
contra una de ellas; se identifican a continuacién los restantes componentes del complejo
mediante espectroscopia de masas (Martz et al., 1994).

Existen métodos que permiten confirmar de forma dirigida una interaccion fisica entre
dos proteinas previamente establecida, como la complementacion de fluorescencia
bimolecular (BiFC, por Bimolecular Fluorescence Complementation). Se obtienen en este
caso dos fusiones traduccionales, cada una de las cuales contiene el gen que codifica una de
las proteinas presuntamente interactoras y una de las dos mitades del que codifica una
proteina fluorescente. Si las proteinas a estudio interactian in vivo, se restablece la
fluorescencia de la fluorescente, visualizandose asi las interacciones (Wong y O'Bryan, 2011).
La purificacion por afinidad en tandem seguida de espectroscopia de masas (TAP-MS) es una
técnica que se basa en la antes mencionada IP-MS. A diferencia de esta ultima, tiene dos
etapas de purificacién, lo que posibilita la deteccidén de proteinas poco abundantes (Collins y
Choudhary, 2008). En la TAP-MS se genera inicialmente una proteina de fusiéon con una
etiqueta que permite realizar dos cromatografias por afinidad sucesivas. La etiqueta
denominada GS-TAP es muy eficaz, con gran rendimiento y especificidad en la purificacion
(Burckstimmer et al., 2006; Van Leene et al., 2008). Una de sus versiones, la etiqueta GSRhino,
es particularmente adecuada para identificar los componentes de complejos relativamente
inestables; incluye dos proteinas G, dos sitios de escision de la proteasa 3C del rinovirus y un
péptido de unién a estreptavidina (SBP, por streptavidin binding peptide; Figura 2, en la pagina
6; Van Leene et al., 2015).

La TAP-MS conlleva la obtencién de un extracto de proteinas de un cultivo usualmente
liquido de células vegetales, en las que se expresa la proteina de interés fusionada a la
etiqueta GSRhire, El complejo heteromultimérico en el que se integra la proteina de interés es
recuperado tras dos etapas de purificacion. En la primera de ellas se usan esferas de agarosa
recubiertas de IgG, que interacciona con las proteinas G de la etiqueta GSR"ro. Un primer
lavado permite eluir las proteinas que no forman parte del complejo. Una segunda elucién con
la proteasa 3C del rinovirus, que digiere la etiqueta GSRhr°, |ibera el complejo de interés. Este
segundo eluido se transfiere a una columna con esferas de agarosa conjugadas a
estreptavidina, a la que se une la SBP. El complejo de interés se eluye finalmente con
destiobiotina, cuya afinidad por la estreptavidina es mayor que la de la SBP, a la que desplaza.
Las proteinas del complejo son finalmente identificadas mediante MS (Van Leene et al., 2015;
Garcia-Leon et al., 2018).
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Figura 2.- Esquema de una purificacion mediante afinidad en tandem. (A) Estructura de la proteina de
fusion entre el cebo a estudio y la etiqueta GS*"™, que incluye un péptido de unién a estreptavidina
(SBP; hexagono verde), dos sitios de corte por la proteasa 3C del rinovirus (2xRhino; elipses rosas) y
dos proteinas G (ProtG; rectangulos naranjas). (B) Las células de estirpes portadoras de la fusion
traduccional se cultivan en medio liquido para obtener su extracto proteico. Se realiza un primer paso
de purificacion por cromatografia de afinidad del extracto, que contiene la proteina de fusion etiquetada,
unida a sus interactores (elipses grises y circulos marrones y azules); este extracto también contiene
otras proteinas (cuadrados negros). El extracto se incuba con esferas de agarosa (circulo blanco)
recubiertas de inmunoglobulina G (IgG; elipses verdes), que se une a las proteinas G de la etiqueta
GSRhi™ quedando asi retenidos tanto el cebo etiquetado como los restantes componentes del complejo
del que forma parte. Las proteinas ajenas a este ultimo son eliminadas mediante un lavado (fraccion
desechada). El tratamiento con la proteasa 3C del rinovirus, que corta especificamente las dos secuencias
Rhino (2x Rhino) de la GS®"™, rinde el primer eluido, que (C) se incuba en la segunda etapa de
purificacion con esferas de agarosa recubiertas de estreptavidina (elipses rojas). En un segundo lavado
se eluyen las proteinas de fusion mediante destiobiotina (elipses naranjas), que compite con la SBP por
la estreptavidina. Se obtiene asi un eluido final con el complejo de interés, del que forma parte el cebo
etiquetado. Imagen modificada de Garcia-Leon et al. (2018).
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Il.4.- Genética directa e inversa

El analisis mutacional ha resultado muy util para dilucidar la funcién de los genes
(Berna et al., 1999). Uno de sus dos enfoques posibles es el de la denominada genética
clasica o directa, con la que se han identificado genes implicados en determinados procesos
biolégicos (Jstergaard y Yanofsky, 2004). Su punto de partida es la induccién de mutaciones
aleatorias en un organismo experimental, usando mutagenos fisicos como las radiaciones
ionizantes, quimicos como el metanosulfonato de etilo (EMS), o biolégicos como
determinadas moléculas de ADN con capacidad de insercién aleatoria en los genomas
(Alonso y Ecker, 2006). Se altera asi la expresién génica para estudiar sus efectos fenotipicos
y deducir de estos ultimos la funcion del gen mutado (Jstergaard y Yanofsky, 2004).

En la genética inversa se parte del conocimiento previo de la secuencia de un gen de
interés para intentar dilucidar su funcion mediante el estudio de los fenotipos causados tras la
induccién de mutaciones dirigidas o el uso de mutantes disponibles en colecciones de dominio
publico (Alonso y Ecker, 2006; Pérez-Pérez et al., 2009b). Esta aproximacion experimental se
convirtié en el abordaje de eleccién preferente para el analisis mutacional en Arabidopsis tras
la secuenciacién del genoma de esta planta (Lloyd y Meinke, 2012). Aunque en la genética
directa se va del fenotipo al gen, y en la inversa, del gen al fenotipo, en ambos casos se
pretende explicar la relacion entre ambos (Jdstergaard y Yanofsky, 2004).

Con la bacteria Agrobacterium tumefaciens se han realizado numerosas mutagénesis
insercionales por su capacidad de transferir un segmento, denominado ADN transferente
(ADN-T), de sus plasmidos pTi (por Tumor inducing), al genoma de las plantas que infecta
(Gelvin, 2009). Mediante el uso del ADN-T como mutageno se han obtenido colecciones
indexadas de centenares de miles de mutantes insercionales de Arabidopsis (Sessions et al.,
2002; Alonso et al., 2003). Destacan por su utilidad y gran numero de mutantes las colecciones
de semillas SAIL (Syngenta Arabidopsis Insertion Library; Sessions et al., 2002) y SALK (Salk
Institute for Biological Studies; Alonso et al., 2003). Estas semillas son conservadas y
distribuidas por instituciones como la estadounidense Arabidopsis Biological Resource Center
(ABRC; https://abrc.osu.edu/) y la europea Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC;
https://arabidopsis.info). La informacion sobre las lineas de dichas colecciones se encuentra
en sus propias bases de datos de dominio publico, y en otras como la T-DNA Express

(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress).

I.5.- Las interacciones genéticas evidencian la existencia de genes
funcionalmente relacionados

La combinacion de dos mutaciones no alélicas suele rendir el fenotipo correspondiente


https://abrc.osu.edu/
https://arabidopsis.info/
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a la suma de sus efectos individuales. Se asume en dichos casos que la aditividad del fenotipo
doble mutante es consecuencia de la ausencia de relacién entre las funciones de sus dos
genes mutados (Hill et al., 2008). Un doble mutante también puede manifestar un fenotipo
superaditivo o distinto del esperado de la suma de los efectos de sus dos mutaciones. Se
denomina interaccion genética a este fendmeno, que es muy informativo al respecto de la
existencia de funciones génicas relacionadas (Phillips, 1998; Pérez-Pérez et al., 2009a).

La epistasia y la supresion también son interacciones genéticas. Se habla de epistasia
cuando el efecto fenotipico de una mutacion se superpone al de otra no alélica, manifestando
el doble mutante un fenotipo similar al de uno de los dos mutantes simples (Phillips, 2008). La
supresion ocurre cuando una mutacion anula o reduce el fenotipo de otra, restableciéndose
el fenotipo silvestre total o parcialmente en el doble mutante (Hodgkin, 2005). La epistasia
suele darse entre genes que codifican componentes de una misma ruta metabdlica o de
desarrollo (Phillips, 2008; Pérez-Pérez et al., 2009a). La supresion, sin embargo, puede darse
tanto entre genes implicados en una misma ruta como en rutas diferentes, pero con funciones
relacionadas, o bien, que participan en procesos generales como la transcripcion o la
traduccién (Matsui et al., 2017).

Existen diferentes causas de un fenotipo sinérgico en un doble mutante cuyas
mutaciones interaccionan genéticamente, entre las que cabe destacar dos: la disfuncién
simultanea de dos genes paralogos y funcionalmente redundantes y la pérdida de dos genes
que no son paralogos, pero participan en la misma ruta o en rutas convergentes (Pérez-Pérez
et al., 2009a). La obtencion de dobles mutantes es, por tanto, una herramienta genética
particularmente Gtil para establecer y/o confirmar la existencia de relacion funcional entre dos

genes a estudio.

11.6.- Redundancia funcional entre genes paralogos

Se dice que dos genes son funcionalmente redundantes si contribuyen a un mismo
proceso, de manera tal que la pérdida la funcion de uno de ellos pueda ser total o parcialmente
compensada por el otro (Pickett y Meeks-Wagner, 1995). EI mecanismo mas habitual por el
que dos genes presentan redundancia funcional es su origen comun, ya que suelen ser
paralogos derivados de la duplicacién de un gen ancestral (Briggs et al., 2006).

Se habla de redundancia completa cuando la ausencia de uno de los dos genes
paralogos no causa un fenotipo mutante distinguible del silvestre. Se asume en este caso que
el producto del gen intacto realiza su propia funcién y a la vez la de su paralogo ausente. Se
entiende que la redundancia es parcial cuando la pérdida de funcion de cualquiera de los

paralogos conlleva una alteracion del fenotipo. En ambos casos, la anulacién simultanea de



Introduccion 9

las funciones de los dos genes paralogos rinde un fenotipo sinérgico. Por ultimo, la
redundancia desigual se da cuando la aportacion de los dos genes paralogos no es
equivalente: la ausencia de uno de ellos causa alteraciones fenotipicas visibles, pero no la del

otro (Figura 3; Briggs et al., 2006).

Silvestre Redundancia total Redundancia parcial Redundancia desigual
AA BB aaBB AAbb aabb aaBB AAbb aabb aaBB AAbb aabb

Y Yey ¥

Umbral (funcién)

Figura 3.- Tipos de redundancia funcional entre genes paralogos de Arabidopsis. En este esquema se
representan dos alelos de dos genes implicados en la sintesis de pigmentos foliares: 4 y B son silvestres,
funcionales y dominantes, y a y b son nulos y recesivos. Los colores verde oscuro, verde claro y amarillo
representan los fenotipos silvestre, mutante débil y mutante extremo. Si los dos genes son
completamente redundantes, los mutantes simples aaBB 'y AAbb son fenotipicamente silvestres. El doble
mutante aabb manifiesta un fenotipo sinérgico claramente distinguible del silvestre, que revela la
existencia de redundancia funcional. Si la redundancia es parcial pero no desigual, los mutantes simples
aaBB y AAbb son fenotipicamente mutantes, aunque su fenotipo es menos severo que el del doble
mutante aabb. Dos copias del alelo silvestre de cualquiera de los dos genes (44 o BB) permiten alcanzar
el umbral de funcion génica que establece el fenotipo silvestre. En los casos mds extremos de
redundancia desigual, 4 es capaz de suplir la ausencia de B, pero no a la inversa; como consecuencia,
los individuos A4bb son fenotipicamente silvestres, pero los aaBB no lo son, manifestando un fenotipo
mutante menos severo que el de los dobles mutantes aabb. Modificada a partir de Briggs et al. (2006).
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lll.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

INCURVATA11 (ICU11) y su paralogo mas cercano, CUPULIFORMIS2 (CP2),
codifican 20GD nucleares, que son componentes de la maquinaria epigenética de
Arabidopsis. El mutante simple icu17-1 manifiesta hiponastia foliar y floraciéon temprana,
mientras que los cp2-1 y c¢p2-3 son indistinguibles del tipo silvestre. Sin embargo, el doble
mutante icu11-1licu11-1;,cp2-1/cp2-1 y el sesquimutante icu11-1/icu11-1;,CP2/cp2-3
manifiestan un fenotipo sinérgico muy severo, similar al de los mutantes simples emf1y emf2
(Figura 4; apartado 11.1.2, en la pagina 2). ICU11y CP2 son genes desigualmente redundantes
(Mateo-Bonmati et al., 2018).

-

-V

' “licut1-1/icu11-1; R 1 1-1/icu11-1;
icu11-1/ict11-1 | —————  CP2-1/cp2-1 CP2/cp2-3

Figura 4.- Manifestacion fenotipica de la redundancia funcional desigual de ICUI 1y CP2. Se muestran
rosetas de los tipos silvestres (A) Col-0 y (D) S96, de los mutantes simples (C) cp2-1, (D) cp2-3 ¢ (E)
icull-1, y las flores embrionarias (F) del doble mutante icull-1/icull-1;cp2-1/cp2-1 y (G) el
sesquimutante icull-1/icull-1;CP2/cp2-3. Las fotografias se tomaron 14 dias después de la
estratificacion (dde). Las barras de escala indican 2 mm. Modificada a partir de Mateo-Bonmati et al.
(2018).

Se realizé una busqueda de interactores de ICU11 en los laboratorios de Caroline
Dean (Jonh Innes Centre, Norwich, Reino Unido) y Justin Goodrich (Institute of Molecular
Plant Sciences, Edinburgh, Reino Unido) mediante IP-MS (apartado 11.3, pagina 4), que revel6
que ICU11 es una proteina accesoria del PRC2 (Bloomer et al., 2020). Simultaneamente, en
el laboratorio de José Luis Micol se identificaron interactores de ICU11 y/o CP2 mediante
TAP-MS (apartado I1.3, en la pagina 4; Nadi et al., 2024). Se confirmaron asi los resultados
de Bloomer et al. (2020, ya que se identificaron como presuntos interactores de ICU11 varios
componentes principales (CLF, SWN, FIE, MSI1 y EMF2) y proteinas accesorias (EMF1,
TRB1, TRB2 y TRB3) del PRC2. También se estableci6 mediante TAP-MS que CP2

10
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interacciona con TRB4 y TRB5. Algunos de estos resultados se validaron mediante ensayos
de complementacién de fluorescencia bimolecular (apartado 1.3, en la pagina 4), que ademas
indicaron que CP2 también interacciona con SWN, CLF, TRB1 y TRB3 (Nadi et al., 2024). En
base a estos resultados, se ha sugerido que ICU11 es una proteina accesoria del PRC2
(Bloomer et al., 2020; Godwin y Farrona, 2022) y que CP2 también podria serlo (Nadi et al.,
2024). Otros presuntos interactores de ICU11 y CP2 identificados mediante TAP-MS no se
han estudiado aun.

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Master (en adelante, TFM) es contribuir
a una mejor comprension de las funciones de CU11 y CP2. Para ello, nos hemos propuesto
los siguientes objetivos especificos: (1) revisitar el listado de presuntos interactores de ICU11
y CP2 identificados previamente mediante TAP-MS a fin de iniciar el estudio de los que no
han recibido atencion, (2) obtener semillas de lineas de dominio publico portadoras de alelos
insercionales de los genes que los codifican, y (3) generar sus combinaciones dobles o triples
mutantes con alelos nulos de ICUT1 y CP2 para establecer la eventual existencia de

interacciones genéticas que confirmen la relacion funcional entre los genes a estudio.
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IV.- MATERIALES Y METODOS
IV.1.- Pautas que se han seguido para la redacciéon de esta memoria

Para la redaccion de esta memoria se han seguido las pautas definidas en varias Tesis
doctorales previas (Ponce Molet, 1996; Berna Amorés, 1997; Robles Ramos, 1999; Candela
Antén, 2001; Pérez Pérez, 2003; Aguilera Diaz, 2009; Sarmiento Manus, 2011; Ferrandez
Ayela, 2012), Trabajos de Fin de Master (Ortega Menaches, 2020) y de Grado (Gutiérrez
Najera, 2018; Pomares Bri, 2020), realizados en los laboratorios de J.L. Micol y M.R. Ponce.
En este apartado de Materiales y métodos se reproducen literalmente algunos parrafos

procedentes de dichos trabajos anteriores.

IV.2.- Abreviaturas, acronimos y formulas quimicas

Se han seguido las normas de la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) en lo referente a la formulacion quimica y las denominaciones de los compuestos
empleados en este trabajo. No obstante, se ha preferido usar los acronimos castellanizados
ADN y ARN —de uso comun en los medios de comunicacion espanoles—, en lugar de los
recomendados por la IUPAC, DNA y RNA, para los acidos desoxirribonucleico y ribonucleico,
respectivamente. Esta eleccidn no esta basada en ningun argumento que se considere
incontestable; ambas opciones son aceptadas por el Diccionario de la lengua espafiola
(vigesimotercera edicién, 2014) de la Real Academia Espafiola (RAE). En esta memoria se
usan abreviaturas y acréonimos que se definen la primera vez que aparecen en el texto.
Ademas, se han utilizado las abreviaturas de la Tabla 1, correspondientes en su mayoria a

las unidades de medida empleadas, que son las del Sistema Internacional.

Tabla 1.- Abreviaturas empleadas en este trabajo

cm: centimetros M: molar. s: segundos

g: aceleracion de la gravedad. min: minutos. v/v: volumen/volumen.
g: gramos. ml: mililitros. V: voltios.

h: horas. mm: milimetros. W: vatios.

kb: kilobases. mM: milimolar. ul: microlitros.

I: litros. pb: pares de bases. MM: micromolar.

m/v: masa/volumen. pm: picomoles. Q: ohmnios.

IV.3.- Gramatica y terminologia
Tal como recomienda la RAE en su Ortografia de la lengua espafiola (2010), en esta
memoria no se realiza el plural de las siglas afiadiendo al final una s minuscula: se escribe “el

ARN” y también “los ARN”. Se emplean aqui algunos extranjerismos de uso comun que
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carecen de una traduccion al espafiol generalmente aceptada, como eppendorf. El caracter
foraneo de estas palabras se ha destacado en cursiva. No se han traducido al espafol muchos
de los nombres de genes y proteinas que se mencionan en esta memoria; en estos casos

solo se ha usado la cursiva para los nombres de los genes.

IV.4.- Nomenclatura genética

La nomenclatura que se aplica en esta memoria a genes, mutaciones y fenotipos se
atiene estrictamente a las pautas propuestas para Arabidopsis por Meinke y Koornneef (1997,
cuya version mas reciente puede encontrarse en http://www.arabidopsis.org. Los alelos de un
gen se indican con abreviaturas en cursiva, empleandose las mayusculas para el silvestre y
las mindsculas para los mutantes. Las proteinas se indican en tipografia normal, con
mayusculas. Si existen diferentes genes que han recibido la misma denominacion, se les
distingue anadiendo un numero al grupo de dos, tres o cuatro letras que les denota. Los
diferentes alelos mutantes de un gen reciben un distintivo numérico, separado por un guion
del identificador del gen. Sirva como ejemplo de lo anterior que hemos estudiado el mutante
incurvatai1-1 (icu11-1), portador del alelo icu11-1 del gen INCURVATA11 (ICU11), cuyo
producto es la proteina INCURVATA11 (ICU11).

No existe una nomenclatura de aceptacion general para los genotipos de Arabidopsis.
Hemos empleado la expresién linea (también planta, individuo, semilla, plantula o cualquier
6rgano) icu11-1 para referirnos a cualquier homocigoto para esta mutacion. Salvo que se
indique lo contrario, las plantas que se describen en este trabajo son homocigéticas para las

mutaciones que se mencionan en cada caso.

IV.5.- Estirpes de Arabidopsis empleadas en este trabajo
Hemos empleado las estirpes silvestres y mutantes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
que se recogen en la Tabla 2, en la pagina 14. Sus semillas se conservaron en tubos

eppendorfa 4°C.

IV.6.- Condiciones de cultivo de Arabidopsis
Los cultivos de Arabidopsis se realizaron a partir de semillas que habian sido
previamente conservadas a 4°C durante al menos un dia. Los cultivos se llevaron a cabo en

placa de Petri o en maceta.

IV.6.1.- Cultivo en placa de Petri

La mayoria de los cultivos se iniciaron en placas de Petri de 14 cm de diametro, que
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Tabla 2.- Estirpes de Arabidopsis usadas en este trabajo

Estirpe Caodigo Fondo Mutageno y mutacion Genes mutados Origen
del NASC genético
S96 N914 S96 Tipo silvestre - 1
Col-0 N1092 Col-0 Tipo silvestre - 1
icut1-1 N242 S96 NMU (C—T) At1g22950 2
icu11-5 - Col-0 CRISPR/Cas9 (insercién) At1g22950 3
cp2-3 N826626 Col-0 ADN-T en el 1°" exo6n At3g18210 1
SALK 143292 N643292 Col-0 ADN-T en el 1°" exdn At1g09520 4
SALK_143286 N643286 Col-0 ADN-T en el 1°" exdn At1g09520 4
SAIL_827_D06 N836918 Col-0 ADN-T en el 5° intron At1g44170 4
SAIL_828 D05 N836975 Col-0 ADN-T en el 5° exén At1g44170 4
SALK_012746 N512746 Col-0 ADN-T en el 2° exdn At1g58220 4
SALK_085102 N585102 Col-0 ADN-T en el 6° intron At2g38670 4
SAlLseq_623 HO05.1  N923400 Col-0 ADN-T en el 1°" exdn At4g37440 4
SALKseq_ 046190 N546190 Col-0 ADN-T en el 2° exén At4g37440 4
SALK_048708 N548708 Col-0 ADN-T en el 2° intron At1g05860 4
SAIL_659 B12C N867163 Col-0 ADN-T en el 1°" exdn At3g19240 4
GK-188G03 N418027 Col-0 ADN-T en el 8° exdn At1g64550 4
SALK_135770 N635770 Col-0 ADN-T en el 1°" exdn At1g64550 4
SAIL_202_C028 N809450 quartet1-2 ADN-T en el 1°" exdn At1g09520 4
SALK_059601 N668353 Col-0 ADN-T en el 1°" exdn At1g09520 4
nac050 nac052 N69039 Col-0 CRISPR/Cas9 (A—C) At3g10480 y 5
At3g10490

'Obtenida inicialmente del NASC y replicada varias veces por autofecundacion en el laboratorio de J.L.
Micol. *Se aisl6 tras una mutagénesis con N-nitroso-N-metilurea (NMU) de semillas del acceso silvestre
S96 (Relichova, 1976; Serrano-Cartagena et al., 1999). 3Obtenida en el laboratorio de J.L. Micol
mediante CRISPR/Cas9 (Nadi et al., 2023). *Se indica el codigo AGI del gen anotado en la coleccion
SALK, SAIL o GK que contiene una insercion de ADN-T, que no es necesariamente el que causa el
fenotipo foliar del mutante a estudio. *Obtenida en Ning et al. (2015 mediante CRISPR/Cas9. °Se obtuvo

a partir de un mutante quartetl-2 cuyo fondo genético era Col-3 (Nikonorova ef al., 2018).

contenian unos 100 ml de medio sélido Gelrite (apartado 1V.7.1.2, en la pagina 17). La siembra
de las semillas de Arabidopsis se llevd a cabo tras su esterilizaciédn por inmersion con
agitacion, durante 8 min, en una disolucién acuosa del 40% en lejia comercial (NaCIO al 4-
5% m/v) y 2 ml/l de Triton X-100 al 1% v/v, realizando a continuacién tres lavados sucesivos
con agua esteéril.

La siembra en placas de Petri se realizé con material estéril, en cabinas de flujo laminar
horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Se sembraron de 16 a 60 semillas por placa de Petri,

espaciandolas regularmente sobre la superficie del medio con la ayuda de una pipeta Pasteur
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y una plantilla dispuesta bajo la placa. Tras su siembra, las placas fueron precintadas con
esparadrapo quirargico Micropore Scotch 3M, que constituye una barrera efectiva para
cualquier particula en aerosol sin impedir el intercambio de gases.

Las placas de Petri con las semillas se estratificaron durante 24 h en posicion invertida,
a 4°Cy en la oscuridad, con el fin de sincronizar su germinacion, tras lo que fueron cultivadas
a 20+ 1°C y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacion continua de unos 75 pmol/s-m?de
luz blanca, suministrada por tubos fluorescentes Sylvania Standard F20W/133-RS Cool White
o tubos led ToLEDo T8 10 W 4000 K Cool White en camaras de cultivo Conviron TC16.

Las plantas de interés, cuyo cultivo se habia iniciado mediante siembra en placa de
Petri, fueron posteriormente trasplantadas a macetas, en las que completaron su ciclo de vida

en las condiciones que se detallan en el apartado siguiente.

IV.6.2.- Cultivo en maceta

Los cultivos en maceta se efectuaron en bandejas de plastico de 28 x 50 cm, con 42
alveolos, cada uno de ellos de 5 x 5 cm (diametro x altura), introducidas en cubetas de unos
7 cm de profundidad. Se introdujo en cada alveolo, previamente a su rellenado con el sustrato,
una maceta de rejilla de 5 x 5 cm (diametro x altura). Las macetas de rejilla impiden que el
sustrato se adhiera al alveolo, facilitando la extraccién de las plantas para la realizacion de
cruzamientos o la recoleccion de semillas. Se empled como sustrato una mezcla de perlita
(granulometria de 1 a 3 mm; 105-125 kg/m3), vermiculita (granulometria de 1 a 3 mm; 80-100
kg/m?3) y turba no fertilizada (turba rubia de musgo Sphagnum, de estructura gruesa; Grobmull
Neuhaus), en una proporcién volumétrica 2:2:1. Cada alveolo se destiné al cultivo de una sola
planta, que en la mayoria de los casos fue trasplantada, con pinzas, desde la placa de Petri
en la que habia permanecido durante las primeras tres semanas de su ciclo de vida.

Las plantas recién trasplantadas permanecieron durante 6 dias cubiertas con un
plastico transparente, en el que se realizaron algunos agujeros para reducir la condensacion
de agua. Cuando se manifesto el alzado y la elongaciéon de los entrenudos al término de la
etapa vegetativa, se aisl6 a las plantas trasplantadas enfundandolas con cilindros de plastico
transparente, denominados aracones (aracons; Beta Tech), que impiden el contacto entre
individuos adyacentes y facilitan la recoleccion de las semillas.

Los cultivos en maceta se mantuvieron en una camara climatica visitable, a 20 + 1°C
y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacién continua, con luz blanca suministrada por
tubos fluorescentes Sylvania 160 W F72T12 CW VHO Cool White, Philips F72TI2/D/VHO 160
W 1500 SF, o tubos led ToLEDo T8 20 W 4000 K Cool White, totalizando unos 75 pmol/s-m?.
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Las macetas y bandejas de alveolos estuvieron permanentemente subirrigadas,
manteniéndose un nivel de unos 2-3 cm de agua en el fondo de las cubetas. El aporte de
nutrientes se llevé a cabo dos veces por semana, mediante la adicion de medio minimo ATM
(apartado 1V.7.1.1, en la pagina 17). Se suspendio el riego cuando la floracion se interrumpio,
para propiciar el secado de las plantas, que fueron mantenidas en la camara al menos dos

semanas mas, para proceder finalmente a la recoleccion de sus semillas.

IV.6.3.- Recoleccion de semillas

Para la recoleccion de todas las semillas de una planta seca, producto de su
autofecundacién, se restrego dicha planta contra un colador, que se sujet6 sobre un papel de
filtro. La mezcla de semillas, fragmentos de silicuas y otras partes secas de la planta que cayo
sobre el papel fue cribada con un colador de malla mas fina que la del primero. Se eliminaron
asi todas las particulas mas grandes que las semillas. Estas ultimas se almacenaron en tubos

eppendorf, que se conservaron a 4°C.

IV.6.4.- Cruzamientos

Seguimos el procedimiento de emasculacion descrito por Kranz y Kirchheim (1987
para el cruzamiento entre estirpes, una de las cuales se utiliz6 como donante (parental
masculino), y la otra, como receptora de polen (parental femenino). Se eligié un grupo de
capullos florales en el apice de un tallo inflorescente de la planta que se usé como parental
femenino, eliminando las flores maduras, presuntamente autofecundadas, y los capullos, a
excepcion de aquellos cuyos pétalos fueron apenas visibles. A estos se les extirparon los
sépalos, pétalos y estambres inmaduros, obteniendo flores con un pistilo no fecundado como
Unica estructura funcional. Estas manipulaciones se realizaron con pinzas de microcirugia
esterilizadas por inmersion en etanol al 95% y secadas al aire, a fin de destruir cualquier traza
de polen. De la planta donante de polen se extirpd una flor madura, presionandola con las
pinzas a la altura de los sépalos, a fin de poner en contacto varias de sus anteras con el pistilo
de la flor receptora del polen. El cruzamiento se sefializé adhiriendo al tallo, junto a la flor
fecundada, una etiqueta en la que se indicé el genotipo del parental masculino empleado para
la polinizacion. Finalmente, la planta fecundada por este procedimiento fue devuelta a la
camara de cultivo, en la que permanecio hasta la formacién y maduracién de la silicua, que

fue recogida y depositada en un tubo eppendorf adecuadamente rotulado.

IV.7.- Disoluciones

Se uso6 siempre agua desionizada, con una resistividad media de 15 MQ/mm?-m. El
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agua se esterilizd en autoclave, y las disoluciones se conservaron a temperatura ambiente,

salvo que se indique lo contrario.

IV.7.1.- Medios de cultivo para Arabidopsis

Los medios de cultivo mencionados en este apartado se prepararon disolviendo sus
componentes en agua. Todas las esterilizaciones en autoclave se efectuaron a 1 kg/cm? y
121°C durante 20 min. Las sustancias termolabiles fueron esterilizadas mediante filtracién
forzada por aspiracion, a través de filtros Millipore de 0,22 0 0,45 uym de diametro de poro. Su
adicion a un medio de cultivo esterilizado en autoclave se realizo tras estabilizar a este ultimo
a 55°C.

IV.7.1.1.- Medios de cultivo liquidos

Medio minimo ATM: KNO3 5 mM; KH,PO4 2,5 mM; MgS0O4 2 mM; Ca(NOs), 2 mM;
FeNaEDTA 51 uM; H3zBO3; 70 uM; MnClz 14 uM; CuSO4 0,5 uM; ZnS0O4 1 pM; NaMoOq 0,2
MM; NaCl 10 uM y CoCl; 0,01 uM (Kranz y Kirchheim, 1987).

Para su preparacion, se anadieron, a 900 ml de agua, 5 ml de KNO3 1 M; 2,5 ml de
KH2PO4s 1 M; 2 ml de MgSO4 1 M; 2 ml de Ca(NO3)2 1 M; 2 ml de FeNaEDTA 20 mM, y 1 ml
de la disolucion de micronutrientes, ajustando el volumen final a 1 I. Todas las disoluciones
madre se prepararon en las concentraciones indicadas y se esterilizaron por filtracion. Las
disoluciones madre de las sales deben afiadirse a los 900 ml de agua, y no a la inversa, a fin
de evitar la precipitacion de complejos insolubles de fosfato calcico.

La composicion de la disolucion de micronutrientes es la siguiente: HsBOs 70 mM;
MnCl; 14 mM; CuSO4 0,5 mM; ZnSO4 1 mM; NaMoO4 0,2 mM; NaCl 10 mM, y CoCl» 0,01 mM.
Se preparo afiadiendo, a 900 ml de agua, 4,32 g de H3BO3; 2,77 g de MnCl2-4H,0; 124 mg
de CuSO04-5H,0; 287 mg de ZnSO4-7H20; 48,7 mg de NaMoO4-2H,0; 584,4 mg de NaCl, y

2,38 mg de CoCl;'6H20. Finalmente, se afiadié agua hasta 1 |I.

IV.7.1.2.- Medios de cultivo sélidos

Los medios de cultivo sdlidos se prepararon por adicion de Gelrite (Duchefa), a una
concentracion final del 0,6% m/v, tras la disolucion del resto de los componentes en agua.
Una vez finalizada su esterilizacion en autoclave, los medios de cultivo se mantuvieron durante
30 min en un bano a 55°C antes de su vertido en placas de Petri, que se realizd en cabinas
de flujo laminar horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Las placas de Petri con medio sélido se

conservaron hasta un mes a 4°C, en posicion invertida y precintadas.
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IV.7.2.- Tampones y otras disoluciones de uso general
IV.7.2.1.- Disoluciones para extraccion de ADN

Tampoén de extraccion: Tris-HCI 100 mM pH 8,0; Na,EDTA 50 mM, y NaCl 0,5 M.
Para preparar 50 ml de tampén TE se afadieron 5 ml de Tris-HCI 1 M, 5 ml de Na;EDTA 0,5
My 5 ml de NaCl 5M a 35 ml de agua estéril. Puede conservarse varios meses a 4°C.

SDS al 20%: Se preparo disolviendo, a 68°C, 100 g de SDS (dodecilo sulfato de sodio)
en 500 ml de agua y ajustando el pH a 7,2 con HCI 1 N.

Acetato de potasio 5 M: Se preparé disolviendo, a 50°C, 49,1 g de KCHs;COO
(acetato de potasio) en 50 ml de agua y ajustando el pH a 7,5 con CH3COOH (acido acético
glacial). Finalmente se enrasé el volumen a 100 ml con agua.

Acetato de sodio 3 M: Se preparo disolviendo 49,1 g de NaKCH3;COO (acetato de
sodio) en 300 ml de agua y ajustando el pH a 5,2 con acido acético glacial. Finalmente se

enrasé el volumen a 50 ml con agua.

IV.7.2.2.- Disoluciones para electroforesis

Tampoén TAE 50x: Tris-base [Tris-(hidroximetil)Jaminometano] 2 M; 5,71% v/v de
CH3COOH, y Na;EDTA 50 mM pH 8,0. El pH final debe ser 7,6. Para preparar un litro se
mezclaron 242 g de Tris-base, 57,1 ml de CH3COOH glacial y 100 ml de Na,EDTA 0,5 M pH
8,0.

Tampon de carga 6x para electroforesis en geles de agarosa: 20% m/v de Ficoll;
0,25% m/v de xilencianol; 0,25% m/v de azul de bromofenol, y Na;EDTA 10 mM.

Marcador de peso molecular para electroforesis en geles de agarosa: Se diluyo el
marcador (1 kb Plus DNA ladder de Invitrogen; 1 ug/ul) en tampdédn de carga hasta una
concentracién de 0,1 ug/ul. Se usaron 6 ul por pocillo de un gel de agarosa convencional. Se

conservo a —20°C.

IV.8.- Obtencion y manipulacion de acidos nucleicos
IV.8.1.- Sintesis de ADN
IV.8.1.1.- Sintesis de oligonucleétidos
Todos los oligonucleétidos usados en este trabajo (Tabla 3, en la pagina 19) fueron

sintetizados por Merck.

IV.8.1.2.- Amplificaciones mediante PCR

Hemos realizado amplificaciones mediante PCR con varios propésitos. Se usoé la
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Tabla 3.- Oligonucledtidos usados en este trabajo

Propdsito Nombre Secuencia (5'—3')
LBb1.32P ATTTTGCCGATTTCGGAAC
LB1ac GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
0847424 ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT

Genotipado de lineas insercionales

SAIL_828_D05_LP
SAIL_828_D05_RP?
SALK_143292_LP
SALK_143292_RP?
SALK_085102_RP?
SALK_085102_LP
SALK_012746_RP?
SALK_012746_LP
SAlLseq_623_H05.1_RP?
SAlLseq_623_H05.1_LP
NAC050-Fa

NACO050-R

NACO052-F

NAC052-R?
SALK_048708.AT1_LP
SALK_048708.AT1_RP?
SALK_048708.AT2_LP
SALK_048708.AT2_RP
SAIL_659B12C_LP
SAIL_659B12C_RP2
SALK_135770.AT1_RP
SALK_135770.AT1_LP
SALK_135770.AT5_RP
SALK_135770.AT5_LP
GK-188G03_RP?
GK-188G03_LP

GAACGAATCACGTCAAAGCTC
GATCTCGGCTTGGAACTATCC
AGGGCACAAGAGATGTGACAC
TGAAGAAGCAGCGATCTTAGC
ATATTTCCCTTTCATGCCCTG
GCCAATAAGGATATTTGTGGC
TTTCACACTCTCCTCCTCTCG
CGCAACAGCTTCCGTTACTAC
TCGACCACCTAACGATAATGG
AACAAGGCTACCAAATCCATG
CAACGCGTTTTGGTTTGAGA
GCGCATCGATTCTTGACTGG
CGCTACGTCCTCACAAGGAA
GAGGTAGTTGGTTGGTTCGC
TTCGCATCATATTCTCTCGCA
GCAGGGTCGGTCAAATGGTA
TCTCTAGGGGGTAGTGGATGG
AAGGGATTGTAGTCCATCTTCAAA
AAGGGATTGTAGTCCATCTTCAAA
CTGGCGCGTTTTTATTTTGGC
GAGCTGAAACAAATGAGGCA
CACGTTCAGTGAGCAAAGG
CGGATTCGAGCTAGTGAAAC
GTCGTTGCTTTCTAGAATATGC
GTTTCACTCCAGAAATGCAGC
TATCTGGATCCTCCCCATACC

Se emplearon como cebadores en reacciones de secuenciacion. "Alonso et al. (2003. “Sessions et al.
(2002. *https://www.gabi-kat.de/fag/confirmation-strategy.html.

enzima GoTaq Flexi (Promega) para las amplificaciones de ADN gendémico de Arabidopsis,
es una version recombinante, barata y suficientemente procesiva, de la ADN polimerasa de
Thermus aquaticus. Los cebadores y los desoxirribonucleétidos se anadieron a una
concentracién final de 0,4 uM y 0,2 mM, respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo
en tubos eppendorf de pared fina de 0,2 ml, en termocicladores BioRad T100 Thermal Cycler.
Los volumenes de reaccién oscilaron entre 10 y 30 ul, dependiendo del uso posterior de los

productos de amplificacion.
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Los programas de PCR que hemos usado incluian una etapa previa de calentamiento
a 95°C durante 90 s, seguida de 35 ciclos en los que se repetia una fase de 30 s a 95°C para
desnaturalizar los moldes, otra de 15 s a la temperatura de hibridacion de los cebadores y una
final a 72°C para la polimerizacién, cuya duracion dependié del tamafo del producto de PCR
esperado, arazon de 1 min/kb por parte de la polimerasa GoTaq Flexi. Se programo una etapa
final, no ciclica, de 10 min a 72°C, para el rellenado de las moléculas bicatenarias con colas
5' sobresalientes.

Se programaron temperaturas de hibridacion entre 5 y 10°C inferiores a las de fusion
(Tm), que se calcularon con los programas Tm Calculator y Multiple Primer Analyzer
(ThermoFisher). Este ultimo calcula también la probabilidad de que un oligonucledtido forme

apareamientos intracatenarios y autodimeros.

IV.8.2.- Aislamiento de ADN genémico de Arabidopsis para su amplificacién por
PCR

El ADN gendmico utilizado como molde en las mezclas de PCR fue purificado segun
Dellaporta et al. (1983, con algunas modificaciones. Se introdujo en un tubo eppendorf un
cotiledén de un individuo a 14 dias después de la estratificacion (dde) y se le afadieron 500
pl de tampdén de extraccion, macerandola en un macerador automatico (Mixermill 300,
Qiagen). A continuacion, se afiadieron 35 pl de SDS al 20%, incubando la mezcla en un bafio
termostatizado a 65°C durante 5 min. Finalmente, se anadieron 130 pyl de KCH;COO 5 M,
incubando durante 15 min a 4°C, y centrifugando durante 10 min a 13.000 rpm (14.927 g) en
una microfuga. El sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf vacio, se precipité durante
20 min a =20°C con 640 pl de isopropanol y 60 ul de NaCH3;COO 3 M, y se centrifugd durante
otros 10 min a 10.000 rpm. El precipitado se lavé con 300 ul de etanol del 70% y se centrifugd
una vez mas durante 5 min, tras lo cual se dejé secar a temperatura ambiente, para

resuspenderlo después en 150 ul de agua y almacenar la disolucion a 4°C.

IV.8.3.- Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Se utilizaron geles del 1.5% m/v en agarosa para las electroforesis de ADN. Las
electroforesis se realizaron en cubetas horizontales, empleando como electrolito TAE 1x
(apartado 1V.7.2.2, en la pagina 18). La disolucién de la agarosa en el tampon se llevé a cabo
mediante calentamiento en un microondas. Una vez enfriada la disolucion a 55°C se afiadio
bromuro de etidio hasta una concentracién de 0,5 pg/ml. Las electroforesis en geles de
agarosa se llevaron a cabo a voltaje constante: se aplicaron 90 V en geles preparados con 50

ml de TAE 1x y 120 V para geles preparados con volumenes mayores (75 y 100 ml). La
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visualizacién de las moléculas se consiguié iluminando los geles con luz UV de 312 nm,
obteniéndose las correspondientes fotografias en un documentador de geles Vilber E-Box
VX5.

IV.8.4.- Secuenciacién y analisis de secuencias de ADN

Se utilizé la variante semiautomatizada y fluorescente del método de Sanger, que se
basa en el uso de didesoxinucleétidos terminadores (Smith et al., 1986) marcados con
fluorocromos. Las secuencias fueron obtenidas en secuenciadores Applied Biosystems
International PRISM 3130 y 3730 por STAB VIDA, empresa a la que se enviaron muestras
que contenian 15 ul de la mezcla de la reaccion de amplificacion, tratada previamente con
Exonucleasa | (una nucleasa de cadena sencilla que elimina los cebadores no incorporados)
y FastAp (una fosfatasa alcalina que desfosforila los nucleétidos no incorporados; Invitrogen).
También se enviaron a esta empresa 5 ul de las disoluciones 10 yM de cada cebador de
secuenciacion (Tabla 3, en la pagina 19). Algunas posiciones ambiguas en las secuencias
obtenidas pudieron esclarecerse mediante la magnificacion de los electroferogramas, usando

el programa Snapgene (https://www.snapgene.com/).

IV.9.- Genotipado de mutantes insercionales mediante PCR
Se usaron tres oligonucledétidos para verificar la presencia de las inserciones de ADN-T

de los mutantes insercionales a estudio (Figura 5). Se realizaron dos amplificaciones: (a) una

A LB B

Silvestre Heterocigoto Mutante

) — — <— | P +RP
e (= 900 pb)

| Genoma | LB+RP » m— —_—
< (=410 pb)

Figura 5.- Genotipado de inserciones de ADN-T en las lineas de las colecciones SALK, SAIL y GK.
(A) Representacion esquemadtica de una insercion de ADN-T (rectdngulo rojo) en el genoma de
Arabidopsis (rectangulo azul), indicando las posiciones de los tres oligonucleotidos usados como
cebadores para su genotipado (flechas verdes): LP, RP y LB (LBb1.3 para las inserciones de la coleccion
SALK, LBI1 para las de la coleccién SAIL y 08474 para las de la coleccion GK). Los elementos de este
esquema no estan representados a escala. (B) Productos de PCR que se visualizarian en una
electroforesis en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio al genotipar plantas homocigdticas para
el alelo silvestre del gen a estudio, heterocigéticas, u homocigoticas para un alelo insercional. Se indican
las parejas de cebadores de cada reaccion y el tamaiio de los productos esperados. Modificado a partir
de Ros Sirvent (2020, que a su vez se baso en http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.
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con dos cebadores especificos de la region gendmica que flanquea la insercién (LP y RP), y
(b) otra con el cebador RP y otro que hibrida con uno de los extremos del ADN-T (LBb1.3,
LB1 y 08474 para las lineas de las colecciones SALK, SAIL y GK, respectivamente). La
visualizaciéon de los productos de la amplificacién en un gel de agarosa permite establecer si

las plantas son homocigaéticas o heterocigdticas para dicha insercion.

IV.10.- Observacion microscopica y microfotografia de plantas de Arabidopsis

Los cruzamientos y las observaciones de rutina de las plantas se llevaron a cabo con
una lupa binocular Olympus SZ30 60TR. Las fotografias de plantas cultivadas en placas de
Petri se tomaron con una lupa trinocular Nikon SMZ1500, dotada de una camara fotografica
Nikon DS-Ri2, con iluminacién provista por una fuente de luz led anular de 72 mm de diametro
HAYEAR MSCled72.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION
V.1.- Seleccion de interactores fisicos de las proteinas ICU11 y CP2 para su
analisis genético

Hemos revisitado los listados de proteinas que interaccionaron fisicamente con ICU11
y/o CP2 en ensayos de TAP-MS realizados en el laboratorio de J.L. Micol (Nadi et al., 2024),
seleccionando las que fuesen (1) de localizacién nuclear, (2) con dominios de uniéon a ADN
y/o ARN, (3) implicadas en la regulacion del desarrollo floral, (4) que se coexpresasen o que
interaccionasen con histonas o proteinas con dominios de unién a ADN, o (5) cuya deplecién
causase alteraciones aparentemente epigenéticas. Se redujo la lista inicial de unas 100
proteinas a las 27 que cumplian al menos uno de dichos criterios, iniciando el estudio de 10
de ellas en este TFM. Buena parte de los analisis aqui descritos deberan completarse mas
adelante, tal como se refleja en el cronograma de la Figura 18, en la pagina 42. Hemos iniciado
el analisis genético de los genes que codifican 5 proteinas detectadas como interactores
fisicos de ICU11 y CP2 (apartado V.2), y 5 que solo interaccionaron con CP2 (apartado V.3,
en la pagina 32).

V.2.- Andlisis genético preliminar de los interactores comunes a ICU11 y CP2
V.2.1.- ALDEHYDE DEHYDROGENASE 3H1 (ALDH3H1)
V.2.1.1.- Informacion disponible sobre ALDH3H1

El gen At1g44170 de Arabidopsis codifica la proteina ALDEHYDE DEHYDROGENASE
3H1 (ALDH3H1), que pertenece a la superfamilia de las aldehido deshidrogenasas (ALDH).
Las ALDH de las plantas se han clasificado en 13 familias, 7 de las cuales, incluida la ALDH3,
tienen ortdlogas descritas en los mamiferos y las restantes 6 son especificas del reino vegetal
(Stiti et al., 2011). La ALDH3H1 es una proteina nuclear que esta relacionada con la respuesta
a la sequia y al estrés salino (Missihoun et al., 2012). Segun la base de datos ATTED-II
(https://atted.jp/), se coexpresa con la MULTIFUNCTIONAL PROTEIN 2 (MFP2), que esta
implicada en la homeostasis de la acetilcolina A en los peroxisomas. EI ADN del mutante
mfp2-2 esta hipermetilado (Rylott et al., 2006; Wang et al., 2019). Se han descrito tres alelos
insercionales de ALDH3H1: aldh3h1-A, aldh3h1-B y aldh3h1-C, siendo nulos los dos ultimos
(Missihoun et al., 2012).

V.2.1.2.- Verificacion de lineas portadoras de alelos insercionales de ALDH3H1
La presencia de dos o mas inserciones de ADN-T en una misma linea insercional
puede dificultar su analisis genético (Alonso et al., 2003; Ajjawi et al., 2010). En consecuencia,

hemos seleccionado para su estudio las de menor numero de inserciones segun sus
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anotaciones en las bases de datos que se mencionan en el apartado 1.4, en la pagina 7.
Para evaluar los efectos fenotipicos y las interacciones genéticas de los alelos
mutantes del gen ALDH3H1, se obtuvieron y sembraron semillas de las lineas SAIL_827_ D06
y SAIL_828 DO05 (aldh3h1-C), que contaban con solo una insercién anotada (apartado 1V.5,
en la pagina 13, y Tabla 2, en la pagina 14). Las semillas recibidas del NASC se sembraron y
cultivaron en placas de Petri (apartado 1V.6.1, en la pagina 13). Once de las plantas de cada
genotipo asi obtenidas fueron genotipadas (apartado 1V.9, en la pagina 21) 14 dias después
de la estratificacion (dde), realizando para ello extracciones de su ADN (apartado 1V.8.2, en
la pagina 20), que se amplificé mediante PCR (apartado 1V.8.1.2, en la pagina 18), usando
como cebadores los oligonucledtidos SAIL_828 D05 _LP/RPy LB1 (Tabla 3, en la pagina 19).
Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa (Figura 6),
segun se detalla en el apartado 1V.8.3, en la pagina 20. Se procedié también de este modo en
los experimentos que se describen en los apartados de verificacion de lineas insercionales
V.21.2,V.222,V.232,V.24.2,V.3.1.2,V.3.22,V.3.33, V.34.2 y V.3.5.2, salvo que se

indique lo contrario.

A SAIL_828 D05 _LP + SAIL_828 D05 RP
MCol-01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11CN M

B LB1 + SAIL_828_D05_RP
MCol-01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11CN M

575 pb

Figura 6.- Genotipado de plantas de la linea SAIL 827 DO06. Visualizacion en un gel del 1,5% en
agarosa, tefiido con bromuro de etidio, de los productos de las amplificaciones por PCR en las que se
usaron las parejas de cebadores (A) SAIL 828 D05 LP + SAIL 828 D05 RP para el alelo silvestre
de ALDH3HI,y (B) LB1 + SAIL 828 D05 RP para el mutante. Cada calle corresponde a una sola
planta. Se us6 como control positivo (A) ADN de Col-0, y como controles negativos, (A, B) agua y (B)
ADN de Col-0. M: marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). CN: control

negativo.

Tal como indica la Tabla 4, en la pagina 25, ninguna planta SAIL_828 D05 resulté ser
portadora de la insercion de ADN-T del alelo aldh3h1-C. Esta incidencia es poco frecuente,

pero no imposible, en los lotes de semillas que remite el NASC, y suele subsanarse solicitando
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su reenvio. Por el contrario, se identificaron 2 plantas SAIL_827_D06 homocigéticas para la
insercion anotada, a la que hemos denominado aldh3h1-D, y 5 heterocigoéticas
ALDH3H1/aldh3h1-D. Para determinar con precision la posicion de la insercion de aldh3h1-
D, se extrajo ADN de 2 plantas aldh3h1-D/aldh3h1-D (apartado 1V.8.2, en la pagina 20), que
se envido a STAB VIDA para su secuenciacion por el método de Sanger (apartado 1V.8.4, en
la pagina 21; Figura 7). Se confirmé asi la presencia de una insercion de ADN-T en el quinto

intrén del alelo aldh3h1-D, a solo 5 pb del dinucleétido AG invariante del sitio aceptor del

Tabla 4.- Genotipado de plantas presuntamente portadoras de alelos mutantes aldh3h1

Genotipo
Linea ALDH3H1/ALDH3H1 ALDH3H1/aldh3h1 aldh3h1/aldh3h1
SAIL_828 D05 (aldh3h1-C) 11 0 0
SAIL_827_DO06 (aldh3h1-D) 4 5 2
Se indica el numero de plantas de cada genotipo.
A aldh3h1-B aldh3h1-C

ALDH3H1 ﬁ%
: I; 100 pb

aldh3h1-A aldh3h1-D
B T C c TGTG c TTTCCCGECT TTGTGG G G G G
aldh3h1-D ADN-T

\ W | A \ L

\ \ !\!\/ \ \ I N / \ I

f } / V! /| / \ NARRTTARRA
J LLA AT LY / A

ALDH3H1 ..atcaacatgtgacatttcccgctattgtgtggttagGTAGTTCAAAAATCGGACGTGTCAT...

aldh3hl-D ..atcaacatgtgacatttcccgctattgtggtgtaaacaaattgacgcttagacaacttaat..
hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk

Figura 7.- Determinacion de la posicion de la insercion de ADN-T del alelo aldh3hi-D del gen
ALDH3HI. (A) Estructura del gen ALDH3H 1, con indicacion de la naturaleza molecular y la posicion
de sus mutaciones mencionadas o estudiadas en este trabajo. Los exones ¢ intrones estan representados
por rectangulos y lineas, respectivamente. Se destacan en blanco las regiones 5’y 3’ no traducidas. Los
triangulos indican inserciones de ADN-T. (B) Electroferograma obtenido mediante la secuenciacion por
el método de Sanger de un segmento de aldh3hi-D que contiene la insercion del ADN-T (destacado en
amarillo). (C) Alineamiento de las secuencias de los alelos silvestre (ALDH3H1) y mutante (aldh3h1-D)
del gen ALDH3H 1. Se representan con letras minusculas y mayusculas las secuencias de su quinto intrén
y sexto exon, respectivamente, y se destaca en rojo la de uno de los extremos del ADN-T inserto en
aldh3hi-D. Se sombrean en azul los dos nucleétidos invariantes del sitio aceptor del splicing. Los
asteriscos destacan la parte de la secuencia del intrén que no difiere entre los alelos silvestre y mutante.

25
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splicing. Esta insercion probablemente impide la eliminacién del intron durante el splicing y

conlleva la traduccion de una proteina truncada con una regién aminoterminal aberrante.

V.2.1.3.- Obtencién de dobles mutantes icu11-1 aldh3h1-D, icu11-5 aldh3h1-D 'y
cp2-3 aldh3h1-D

Para establecer la eventual existencia de alguna relacién funcional entre ALD3H1,
ICU11y CP2, hemos iniciado la obtencion de los correspondientes dobles mutantes (apartado
I1.5, en la pagina 7). Hemos empleado para ello los alelos nulos icu17-1 (cuyo fondo genético
es S96), icu11-5 (Col-0; Nadi et al., 2023) y cp2-3 (Col-0). Con el cruzamiento icu11-5 x
SAIL_827 D06 pretendiamos evitar los inconvenientes usualmente derivados de la mezcla
de fondos genéticos, ya que el de ambas lineas es Col-0 (Tabla 2, en la pagina 14). Hemos
usado dos mutantes icu171 dado que el fenotipo de icu11-5 es mas leve que el de icu11-1, lo
que podria dificultar la manifestacion de fenotipos solo ligeramente sinérgicos. Los
cruzamientos se realizaron segun se indica en el apartado 1V.6.4, en |la pagina 16, usando en
todos los casos los mutantes icu?7y cp2 como parentales femeninos.

Recolectamos las semillas F1 de los cruzamientos icu11-1 x aldh3h1-D, icu11-5 x
aldh3h1-D y cp2-3 x aldh3h1-D, que tras su siembra rindieron plantas diheterocigéticas para
los alelos mutantes parentales, tal como confirmamos tras su genotipado (apartado V.2.1.2,
en la pagina 23); la presencia del alelo aldh3h1-D en estas plantas nos permitié descartar la
eventual autofecundacion del parental femenino. Todas las plantas F1 fueron fenotipicamente
silvestres y ALDH3H1/aldh3h1-D. Se trasplantaron 7 plantas genotipadas a macetas, en las
que completaron su ciclo de vida. Las semillas Fzresultantes de la autofecundacion de estas
plantas F1 fueron recolectadas, constatandose una disminucién significativa del numero de
semillas: se encontraron 16-18 évulos abortivos por silicua, mientras que las plantas Col-0
presentan 2-6 (Nadi et al., 2023), lo que sugiere que los dobles mutantes son letales. Para
contrastar esta hipotesis se deberan sembrar las semillas F, obtenidas y genotipar las plantas

que produzcan.

V.2.2.- PHOSPHORYLETHANOLAMINE CYTIDYLYLTRANSFERASE 1 (PECT1)
V.2.2.1.- Informacion disponible sobre PECT1

La proteina FT promueve la floracién interaccionando con la fosfatidilcolina, que deriva
de la fosfoetanolamina, una precursora de la fosfotidiletanolamina. El gen At2g38670 codifica
la PHOSPHORYLETHANOLAMINE CYTIDYLYLTRANSFERASE 1 (PECT1), enzima que

modula la ratio fosfatidilcolina/fosfoetanolamina. La insuficiencia de funcién de PECT1
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incrementa los niveles de fosfatidilcolina, lo que a su vez causa floracion temprana (Nakamura
et al., 2014).

La proteina SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) reprime al gen FT durante la fase
vegetativa del ciclo de vida de Arabidopsis (Li et al., 2008). PECT1 reprime a nivel
transcripcional a SVP en el meristemo apical del tallo (SAM; Stem Apical Meristem), por lo
que la sobreexpresion de PECT1 también causa floracién temprana (Susila et al., 2021). Dos
alelos puntuales de PECT1 manifiestan una reduccion significativa de la actividad PECT1: el
nulo pect1-6 es letal embrionario, y pect1-4 conserva un 25,9% de la actividad silvestre y
muestra fertilidad reducida. Las plantas PECT1/pect1-6 conservan un 50% de la actividad
silvestre y son fenotipicamente silvestres (Mizoi et al., 2006). Estos ultimos autores obtuvieron

otros alelos de PECT1, que denominaron pect1-1 a pect1-11.

V.2.2.2.- Verificacion de lineas portadoras de alelos insercionales de PECT1

Se genotiparon 11 plantas de la linea SALK 085102, que solo tiene una insercion
anotada. Se procedié segun se indica en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23, usando en este
caso los cebadores SALK 85102 LP/RP y LBb1.3 (Tabla 3, en la pagina 19). Solo se
identific6 una planta portadora del alelo mutante, al que hemos denominado pect?-12
(PECT1/pect1-12), cuyo ADN se secuencidé segun se indica en el apartado V.2.1.2, en la

pagina 23, para determinar la posicion concreta de la insercién (Figura 8).

pect1-6
(G—A) pect1-12
PECT1 v Ei
t 100 p_b
pect1-4
(C-T)

Figura 8.- Estructura del gen PECTI, con indicacion de la naturaleza molecular y la posicion de sus
mutaciones mencionadas o estudiadas en este trabajo. Se siguen las pautas definidas en la Figura 7, en

la pagina 25. Las flechas rojas indican mutaciones puntuales.

Se sembraron 20 semillas resultantes de la autofecundacion de la planta
PECT1/pect1-12. De las 8 plantas genotipadas, 2 resultaron ser PECT1/PECT1, y 6,
PECT1/pect1-12. La ausencia de plantas pect1-12/pect1-12 sugiere que pect1-12 es letal y
nulo. La demostracion de esta hipotesis requerira el analisis de un nimero de plantas

sustancialmente mayor.
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V.2.2.3.- Obtencion de sesquimutantes icu11-1/icu11-1;PECT1/pect1-12,
icu11-5licu11-5;PECT1Ipect1-12'y cp2-3icp2-3;PECT1/pect1-12

Hemos realizado, tal como se indica en el apartado 1V.6.4, en la pagina 16, los
cruzamientos icut1-1/licu11-1 x PECT1/pect1-12, icu11-5licu11-6 x PECT1/pect1-12 y
cp2-3/cp2-3 x PECT1/pect1-12. Se usd en todos los casos una planta icu11 o cp2 como

parental femenino. Las semillas F1 se recolectaron y conservaron para su futura siembra.

V.2.3.- GENERAL CONTROL NON-DEREPRESSIBLE 20 (GCN20)
V.2.3.1.- Informacién disponible sobre GCN20

La familia ATP Binding Cassette (ABC) esta compuesta por 130 proteinas clasificadas
en ocho subfamilias (ABCA a ABCH) en Arabidopsis. Todas ellas, a excepcion de las ABCE
y ABCF, tienen dominios de unién a nucleétidos (NBD) y transmembrana (TMD) (Hopfner,
2016). GENERAL CONTROL NON-REPRESSIBLE 20 (GCN20) es una ABCF nuclear
implicada en la reparacion de ADN danado. El mutante gcn20-1 (SALK_135770) tiene la raiz
primaria corta y manifiesta hipersensibilidad a varios mutagenos (Han et al., 2018).

La quinasa WEE1 y el factor de transcripcion SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE
1 (SOG1) son necesarios para la respuesta al estrés replicativo (Chen et al., 2023). De hecho,
SOGH1 activa la transcripcion de genes de respuesta a los dafios en el ADN (Han et al., 2018).
Para regular esta via en ausencia de danos de ADN, GCN20 forma un complejo con GCN1
que impide la traduccion del ARNm de SOG1. En respuesta al estrés replicativo, WEE1 inhibe
a GCN20 para elevar los niveles de SOG1 (Chen et al., 2023). Ademas, segun la base de
datos BioGrid (https://thebiogrid.org; Stark et al., 2006), GCN20 interacciona con DEK-
DOMAIN CONTAINING PROTEIN 3, una proteina que se une a las histonas H3 y H4
(Waidmann et al., 2014; Ding et al., 2022).

V.2.3.2.- Verificacion de lineas portadoras de alelos insercionales de GCN20

Se seleccionaron lineas insercionales tal como se ha indicado anteriormente, en el
apartado V.2.1.2, en la pagina 23. Se obtuvieron y sembraron semillas GK-188G03 y
SALK 135770, con una y dos inserciones anotadas, respectivamente (apartado 1V.5, en la
pagina 13). Algunas plantas GK-188G03 mostraron hojas vegetativas y caulinares cloréticas
y dentadas (Figura 9, en la pagina 29).

Las hojas apuntadas y/o dentadas son un rasgo fenotipico comun de los alelos
mutantes de genes de la maquinaria de la traduccion (Moschopoulos et al., 2012; Mufoz-
Nortes et al., 2017; Micol-Ponce et al., 2020; Navarro-Quiles et al., 2022). Segun la base de
datos ATTED-Il, GCN20 se coexpresa con EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION
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FACTOR 3E (EIF3E) y EIF3A. La region aminoterminal del EIF3E interacciona con la proteina
ribosémica RPS9, que es un componente de la subunidad ribosémica 40S, y la
carboxiterminal, con la subunidad 12 de la particula reguladora 19S del proteasoma (Paz-
Aviram et al., 2008). El EIF3A es una subunidad del complejo requerido para la unién del
ARNmM a la subunidad 408S, la estabilizacion de la union de esta ultima con el complejo ternario
y la disociacion de las subunidades 40S y 60S (Szamecz et al., 2008; Valasek et al., 2017).

GK-188G03

Figura 9.- Fenotipo morfologico de la linea GK-188G03. Se muestran rosetas (A) del tipo silvestre
Col-0 y (B) de las plantas fenotipicamente mutantes de la linea GK-188G03, que son cloréticas y con
hojas dentadas. Las fotografias se tomaron 14 dde. Las barras de escala indican 2 mm.

Se seleccionaron y genotiparon 7 plantas fenotipicamente mutantes y 2
fenotipicamente silvestres de la linea GK-188G03, y las tres Unicas de la SALK_135770 que
germinaron, tal como se indica en el apartado V.2.2.2, en la pagina 23. Para genotipar las
plantas SALK 135770 mediante PCR se usaron los cebadores SALK_135770.AT1_LP/RP y
LBb1.3 (Tabla 3, en la pagina 19). Dado que esta linea también es portadora de una insercion
en el gen At5g05850, se realizaron dos amplificaciones adicionales para identificar plantas
homocigéticas para el alelo silvestre de este Ultimo, usando los cebadores
SALK_135770.AT5_LP/RP y LBb1.3. Para las plantas GK-188G03 se usaron los cebadores
GK-188G03_LP /RP y 08474 (Tabla 3, en la pagina 19). Los resultados del genotipado se
indican en la Tabla 5, en la pagina 30.

Ninguna planta SALK_135770 resultd ser portadora de los alelos insercionales de
At1g64550 (gcn20-1) o At5g05850. Sin embargo, 7 plantas GK-188G03 fenotipicamente
mutantes resultaron homocigéticas para el alelo de At1g64550 al que hemos llamado gcn20-2.
Dado que hemos estudiado pocas plantas, nuestros resultados sugieren, pero no demuestran,
que el fenotipo mutante observado cosegrega con gcn20-2. Sin embargo, no se ha descrito
que el mutante gcn20-1 muestre fenotipo foliar alguno, ello a pesar de su significativa

reduccion de la expresion de GCN20 (Han et al., 2018). Esta discrepancia puede deberse a
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que gcn20-2 sea nulo, tal como sugiere la posicion de su inserciéon de ADN-T (Figura 10).
Para confirmar que la mutacion de gcn20-2 es la causante del fenotipo observado, seria
necesario construir un transgén que contuviese el alelo silvestre de GCN20 bajo el control de
su promotor enddgeno, transferirlo a plantas gcn20-2 y comprobar si en las plantas
transgénicas asi obtenidas se restablece el fenotipo silvestre. Para determinar con precision
la posicion de la insercion de gecn20-2, se obtuvo ADN de este mutante y se secuencio, tal

como se indica en el apartado V.2.2.2, en la pagina 23.

Tabla 5.- Analisis de la cosegregacion del fenotipo clorético de las plantas GK-188G03
y los alelos insercionales de GCN20 estudiados en este trabajo

Gen Fenotipo mutante Fenotipo silvestre

Linea AA Aa aa AA Aa aa
SALK_135770 (gcn20-1) At1g64550 0 0 0 3 0 0
At5g05850 0 0 0 3 0 0

GK-188G03 (gcn20-2) At1g64550 0 0 7 1 1 0

Se indica el nimero de plantas con cada fenotipo y genotipo. Se denomina en esta tabla alelos mutantes
a y silvestres 4 a los portadores o no de la insercion de ADN-T, respectivamente.

gcn20-2
GCN20

100 pb
gcn20-1
Figura 10.- Estructura del gen GCN20, con indicacion de la naturaleza molecular y la posicion de sus

mutaciones mencionadas o estudiadas en este trabajo. Se siguen las pautas definidas en la Figura 7, en
la pagina 25.

V.2.3.3.- Obtencion de dobles mutantes icu11-1 gcn20-2, icu11-5 gcn20-2y cp2-3
gcn20-2

Hemos realizado los cruzamientos icu11-1 x gcn20-2, icu11-5 x gcn20-2 y cp2-3 x
gcn20-2, tal como se indica en el apartado 1V.6.4, en la pagina 16. Se us6 en todos los casos
el mutante gcn20-2 como parental masculino. Las semillas F4 fueron recolectadas y

conservadas para su futura siembra.

V.2.4.- NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 50 (NAC050) y NAC052
V.2.4.1.- Informacion disponible sobre NAC050 y NAC052
Los genes At3g10480 y At3g10490 codifican los factores de transcripcion NAC050 y
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NACO052, respectivamente (apartado 1.2, en la pagina 4). El doble mutante nac050 nac052,
generado mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, presenta mutaciones puntuales en ambos
genes, que desfasan sus pautas de lectura e introducen un codén de terminaciéon prematuro
(Ning et al., 2015). Manifiesta una floracion temprana similar a la de jmj14.

JMJ14 forma un complejo con NAC050 y NACO052 para reprimir transcripcionalmente
sus genes diana (Ning et al., 2015). TRB1, TRB2 y TRB3 reclutan a JMJ14 para la
desmetilacion de la marca epigenética H3K4me3 (Wang et al., 2023). NAC052 y NACO050 se
detectaron en la cuarta y sexta posicion de la lista de interactores de ICU11 identificados

mediante TAP, respectivamente (apartado Ill, en la pagina 10).

V.2.4.2.- Verificacion de plantas dobles mutantes nac050 nac052

Obtuvimos las semillas nac050 nac052 del NASC. La mayoria de las plantas que
produjeron estas semillas mostraron cotiledones epinasticos (recurvados hacia el envés) y
desarrollaron un tallo de menor grosor que el de Col-0 y ligeramente clorético (Figura 11),
rasgos fenotipicos que no se mencionan en Ning et al. (2015. Los mutantes icu71 también

presentan cotiledones epinasticos (Relichova, 1976; Serrano-Cartagena et al., 2000).

nac050 nac052

Figura 11.- Fenotipo morfoldégico de los dobles mutantes nac050 nac052. Se muestran rosetas (A) del
tipo silvestre Col-0 y (B) de las plantas nac050 nac052. Las fotografias se tomaron 17 dde. Las barras
de escala indican 2 mm.

V.2.4.3.- Obtencion de triples mutantes icu11-1 nac050 nac052, icu11-5 nac050
nac052y cp2-3 nac050 nac052

Para establecer la eventual existencia de interacciones genéticas de NACO050 vy
NACO052 con ICU11 o CP2, hemos iniciado la obtencién de los correspondientes triples
mutantes (apartado 1.5, en la pagina 7), llevando a cabo los siguientes cruzamientos, tal como
se indica en el apartado 1V.6.4, en la pagina 16: icu11-1 x nac050 nac052, icu11-5 x nac050

nac052y cp2-3 x nac050 nac052. Se us6 en todos los cruzamientos el doble mutante nac050
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nac052 como parental masculino. Las semillas F1 fueron recolectadas y conservadas para su

futura siembra.

V.3.- Andlisis genético preliminar de los interactores exclusivos de CP2
V.3.1.- At1g09520
V.3.1.1.- Informacién disponible sobre At1g09520

At1g09520 codifica una proteina nuclear hipotética que se coexpresa, segun ATTED-II,
con RING-H2 finger C1A (RHC1A), que presuntamente se une a acidos nucleicos, y con
RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 (RDM1), una metiltransferasa de ADN dependiente
de ARN. Segun UniProt (https://www.uniprot.org; The UniProt Consortium, 2008) At1g09520
codifica una proteina con un homeodominio de las plantas (PHD, por Plant HomeoDomain).
Los PHD se unen a las modificaciones quimicas de las histonas y contribuyen a la activaciéon
y represion de los genes (Mouriz et al., 2015). Esta proteina fue la mas representada entre los

interactores de CP2 identificados mediante TAP (apartado lll, en la pagina 10).

V.3.1.2.- Verificacion de lineas portadoras de alelos insercionales de At1g059520

Tal como se indico en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23, se seleccionaron las lineas
SALK 143286, SALK 143292 y SALK 059601C, todas ellas con solo una insercién anotada
(apartado IV.5, en la pagina 13). Todas las plantas SALK_059601C mostraron peciolos

alargados de angulo cerrado respecto al tallo y rosetas poco compactas (Figura 12).

SALK_059601C | e SALK_059601C

Figura 12.- Fenotipo morfologico de las plantas SALK 059601C. Se muestran rosetas (A) de Col-0 (la
misma que en la Figura 11A, en la pagina 32) y (B, C) de las plantas SALK 059601C fenotipicamente
mutantes. Las fotografias se tomaron 17 dde. Las barras de escala indican 2 mm.

Se genotiparon 20 plantas SALK 143286, las producidas por las dos unicas semillas
SALK_ 143292 que germinaron, y 13 SALK_059601C fenotipicamente mutantes (apartado
V.2.1.2, en la pagina 23), usando los cebadores SALK 143292 RP/LP y LBb1.3 (Tabla 3, en


https://www.uniprot.org/

Resultados y discusion 33

la pagina 19). La Tabla 6 recoge los resultados del genotipado de estas plantas.

Tabla 6.- Analisis de la segregacioén del fenotipo mutante en lineas presuntamente
portadoras de alelos insercionales de At1g09520

Fenotipo mutante Fenotipo silvestre
Linea AA Aa aa AA Aa aa
SALK 143286 0 0 0 20 0 0
SALK_ 143292 0 0 0 2 0 0
SALK_059601C 0 0 13 0 0 0

Se indica el nimero de plantas con cada fenotipo y genotipo. Se siguen las pautas definidas para la
Tabla 5, en la pagina 30.

Ninguna planta SALK 143286 o SALK 143292 resultd ser portadora de alelos
insercionales de At1g09520. Por su parte, las 13 plantas SALK 05601C fueron
fenotipicamente mutantes y homocigéticas para la insercion anotada, al que hemos
denominado provisionalmente at1g09520-1, asumiendo que causa fenotipo observado. Se
secuencio este alelo mutante segun se describe en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23, para

determinar la posicion concreta de su insercion de ADN-T (Figura 13).

At1g09520

I:* >
100;7:

at1g09520-1
Figura 13.- Estructura del gen At1g059520, con indicacidon de la naturaleza molecular y la posicion de

su mutacion estudiada en este trabajo. Se siguen las pautas definidas en la Figura 7, en la pagina 25.

V.3.1.3.- Obtencion de dobles mutantes icu11-1 at19g09520-1, icu11-5
at1g09520-1y cp2-3 at1g09520-1

Hemos realizado los siguientes cruzamientos, tal como se indica en el apartado IV.6.4,
en la pagina 16: icu11-1 x at1g09520-1, icu11-5 x at1g09520-1 y cp2-3 x at1g09520-1. Se
uso en todos ellos el mutante at7g09520-1 como parental masculino. Las semillas F4 fueron

recolectadas y conservadas para su futura siembra.

V.3.2.- DEVELOPMENT RELATED MYB-LIKE1 (DRMY1)
V.3.2.1.- Informacioén disponible sobre DRMY1
Las proteinas de la familia MYB son factores de transcripcién que contribuyen al

desarrollo, el metabolismo secundario, la transduccién de sefales hormonales, la resistencia
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a enfermedades y la tolerancia al estrés abidtico (Katiyar et al., 2012). DEVELOPMENT
RELATED MYB-LIKE (DRMY1) es una proteina MYB que controla el crecimiento de los
organos vegetativos y reproductivos regulando la expansion celular. EI gen DRMY1 se
expresa en los 6rganos en desarrollo y en los tejidos vasculares, y la proteina DRMY1 es
predominantemente nuclear. El fenotipo del mutante drmy7 (SALK 012746) es pleiotropico,
con retraso en la germinacion y reduccion del crecimiento vegetativo. Es ademas parcialmente

estéril debido al crecimiento defectuoso de los pistilos y los estambres (Wu et al., 2019).

V.3.2.2.- Verificacion de lineas portadoras de alelos insercionales de DRMY1

Se procedid segun se indica en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23, seleccionando y
sembrando semillas de la linea SALK 012746 (drmy1), que contenia solo una insercion
anotada (apartado IV.5, en la pagina 13; Wu et al., 2019). Se genotiparon 16 plantas y se
verifico la presencia de la insercién como en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23. Las parejas
de cebadores utilizadas fueron SALK_012746_RP/LP y LBb1.3 (Tabla 3, en la pagina 19). Se
identificaron 5 plantas heterocigéticas DRMY1/drmy1. Se determind la posicion exacta de la
insercion de ADN-T del alelo drmy1 mediante secuenciacion por el método de Sanger, segun

se indica en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23 (Figura 14).

DRMY1

j : 100 pb

drmy1
Figura 14.- Estructura del gen DRMY I, con indicacion de la naturaleza molecular y la posicion de su

mutacion estudiada en este trabajo. Se siguen las pautas definidas en la Figura 7, en la pagina 25.

V.3.2.3.- Obtencion de dobles mutantes icu11-1 drmy1, icu11-5 drmy1y cp2-3
drmy1

Hemos llevado a cabo los siguientes cruzamientos tal como se indica en el apartado
IV.6.4, en la pagina 16: icu11-1 x DRMY1/drmy1, icu11-5 x DRMY1/drmy1 y cp2-3 x
DRMY1/drmy1. Se usé en todos los casos el heterocigoto DRMY1/drmy1 como parental
masculino. Las semillas F4 fueron recolectadas y conservadas para su siembra futura. Las
anteras de las plantas heterocigéticas DRMY1/drmy1 con las que se realizaron los
cruzamientos contenian poco polen, lo que podria deberse a defectos en el desarrollo floral.
Esta observacion sugiere que DRMY1 es haploinsuficiente (Navarro-Quiles et al., 2024). Se

analizaran mas plantas DRMY1/drmy1 para confirmar esta hipotesis.



Resultados y discusion 35

V.3.3.- At1g05860
V.3.3.1.- Informacién disponible sobre At1g05860

At1g05860 codifica una proteina nuclear de funcién desconocida. Segun las bases de
datos TAIR (https://www.arabidopsis.org/) y Phylogenes (https://phylogenes.arabidopsis.org/),
esta proteina podria ser ortéloga de la subunidad D del complejo INO80 de los metazoos, que
esta implicado en la remodelacién de la cromatina (Conaway y Conaway, 2008) y regula el
nivel y la localizacion de la marca epigenética H3K27me3 (Zander et al., 2019).

Segun las bases de datos Uniprot e Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/; Apweiler
etal.,2001), At1g05860 es paralogo del gen KAT8 regulatory nonspecific lethal (NSL) complex
2 (KANSL2) humano. El complejo NSL promueve el reclutamiento de la ARN polimerasa Il a

los genes que transcribe (Lam et al., 2019).

V.3.3.2.- Homologia entre las proteinas INO80 y KANSL2 humanas y la codificada
por At1g05860 de Arabidopsis

Dada la gran diferencia entre los tamafios de INO80 y KANSL2 de Homo sapiens y la
proteina de Arabidopsis codificada por At1g05860 (1556, 492 y 280 aminoacidos,
respectivamente), hemos realizado un alineamiento multiple para establecer cual de las dos
primeras es la ortéloga mas verosimil de la ultima. Se tomaron del National Center for
Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nim.nih.gov/) las secuencias de la INO80
complex subunit D-like protein de Arabidopsis (AEE27905.1) y las de la subunidad D del
complejo INO80 (NP_060023.1) y KANSL2 de Homo sapiens (NP_060292.3), que se
alinearon con Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo; Edgar, 2004)
con sus parametros por defecto. Se obtuvieron los correspondientes valores porcentuales de
identidad y semejanza con la herramienta Ident and Sim de la Sequence Manipulation Suite
(http://www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html; Stothard, 2000). La proteina codificada
por At1g05860 de Arabidopsis mostro valores de semejanza e identidad con la subunidad D
del complejo INO80 humana de 6,48% y 3,66%, y con KANSL2 de un 18,15% de y un 11,58%.
A pesar de que apenas comparte homologia con estas proteinas consideradas globalmente,
tiene un dominio de presunta union al ADN segun la base de datos InterPro. Segun Biogrid
(https://thebiogrid.org/), interacciona con los factores de transcripcion BREVIPEDICELLUS
(BP), que esta implicado en el mantenimiento del meristemo apical del tallo, el desarrollo de
las fibras del xilema y la abscisién del fruto (Xie et al., 2022), y MYB DOMAIN PROTEIN 70
(MYB70), que participa en la regulacion del crecimiento y el desarrollo vegetal (Wan et al.,

2021).


https://www.arabidopsis.org/
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V.3.3.3.- Verificacién de lineas portadoras de alelos insercionales de At1g05860

Procediendo tal como se indica en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23, se eligio la
linea SALK 048708, que contiene 2 inserciones anotadas, en At1g05860 y At2g17043
(apartado 1V.5, en la pagina 13). Se sembraron sus semillas y se genotiparon 10 plantas
usando los cebadores SALK _048708.AT1_RP/LP y LBb1.3 (Tabla 3, en la pagina 19) para
At1g05860 y SALK_048708.AT2_RP/LP y LBb1.3 para At2g17043 (Tabla 7).

Tabla 7.- Genotipado de plantas presuntamente portadoras
de alelos insercionales de At1g05860

Linea Gen AA Aa aa
SALK 048708 At1g05860 5 2 3
At2g17043 3 1 6

Se indica el numero de plantas con cada genotipo. Se siguen las pautas definidas para la Tabla 4, en la
pagina 25.

Se identificaron 2 plantas heterocigoéticas para el alelo mutante de At1g05860, al que
hemos denominado provisionalmente at1g05860-1, y 3 homocigéticas, que también lo fueron

para el alelo insercional de At2g17043, ello a pesar de que estos dos genes no estan ligados.

V.3.3.4.- Obtencion de dobles mutantes icu11-1 at1g05860-1, icu11-5
at1g05860-1y cp2-3 at1g05860-1

Hemos realizado los siguientes cruzamientos, tal como se indica en el apartado 1V.6.4,
en la pagna 16: jcu11-1/icu11-1 x At1g05860/at1g05860-1, icu11-5/icu11-5 x
At1g05860/at1g05860-1 y cp2-3/cp2-3 x At1g05860/at1g05860-1. Se usaron en todos los
cruzamientos plantas heterocigéticas At1g05860/at1g05860-1 como parentales masculinos.

Las semillas F1fueron recolectadas y conservadas para su futura siembra.

V.3.4.- At4g37440
V.3.4.1.- Informacion disponible sobre At4g37440

At4g37440 codifica una proteina nuclear hipotética que se coexpresa, segun ATTED-II,
con algunas subunidades del factor de transcripcion basico IlIC, con la proteina de union a
ADN codificada por el gen At1g17520, que pertenece a la familia génica Single Myb Histone
(SMH), cuyo ortélogo en el maiz codifica una proteina que se une a las repeticiones de ADN
de los telomeros (Marian et al., 2003) y con la proteina con dedos de cinc codificada por el

gen At1g01930, entre otras.
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V.3.4.2.-Verificacién de lineas portadoras de alelos insercionales de At4g37440

Tal como se indica en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23, se eligieron las lineas
SAlLseq 623 H05.1 y SALKseq_046190, con 1 y 2 inserciones anotadas, respectivamente
(apartado 1V.5, en la pagina 13). Algunas plantas SAlLseq_623_ HO05.1 mostraron hojas

vegetativas extremadamente recurvadas hacia el haz (Figura 15).

Col-0 | e SAIL;seq_623_H05.1

Figura 15.- Fenotipo morfologico de la linea insercional SAILseq 623 HO05.1. Se muestran rosetas (A)
del tipo silvestre Col-0 y (B) de las plantas SAlLseq 623 HO05.1 fenotipicamente mutantes. Las
fotografias se tomaron 21 dde. Las barras de escala indican 2 mm.

Segun se indica en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23, se genotiparon 10 plantas
SALKseq_046190 con los cebadores SALK_046190_RP/LP y LBb1.3 (Tabla 3, en la pagina
19), y 11 SAlLseq_623 HO05.1 con los SAlLseq_623 H05.1_RP/LP y LB1, con los resultados
de la Tabla 8. Ninguna planta SALKseq 046190 resulté ser portadora de una insercion de
ADN-T en At4g37440, razén por la que no fueron genotipadas para su segundo gen

presuntamente mutado.

Tabla 8.- Analisis de la segregacién del fenotipo mutante en lineas presuntamente
portadoras de alelos insercionales de At4g37440

Fenotipo mutante Fenotipo silvestre
Linea AA Aa aa AA Aa aa
SALKseq_046190 - - - 10 0 0
SAlLseq_623_H05.1 2 1 4 1 1 2

Se indica el nimero de plantas con cada fenotipo y genotipo. Se siguen las pautas definidas para la
Tabla 5, en la pagina 30.

Se identificaron plantas SAlLseq_623 H05.1 fenotipicante mutantes pero
homocigéticas para el alelo silvestre de At4g37440, y otras fenotipicamente silvestres pero
homocigéticas para el alelo insercional, al que hemos denominado provisionalmente

at4g37440-1. Concluimos que este ultimo no causa fenotipo morfolodgico alguno y que el que

37
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manifiestan algunas plantas SAlLseq_623 HO05.1 se debe a un gen no identificado. Para
determinar con precision la posicion de la insercién del alelo at4g37440-1 (Figura 16) se

procedid segun se indica en el apartado V.2.1.2, en la pagina 23.

At4g37440

III—ET - 2
1005

at4g37440-1

Figura 16.- Estructura del gen At4g37440, con indicacion de la naturaleza molecular y la posicion de

su mutacion estudiada en este trabajo. Se siguen las pautas definidas en la Figura 7, en la pagina 25.

V.3.4.3.- Obtencion de dobles mutantes cu11-1 at4g37440-1, icu11-5 at4g37440-1
y cp2-3 at4937440-1

Hemos realizado los siguientes cruzamientos, segun se indica en el apartado IV.6.4,
en la pagina 16: icu11-1 x at4g37440-1, icu11-5 x at4g37440-1 y cp2-3 x at4g37440-1. En
todos ellos se usaron plantas homocigoéticas at4g37440-1 fenotipicamente silvestres como
parentales masculinos. Las semillas F1 fueron recolectadas y conservadas para su futura

siembra.

V.3.5.- DEFECTIVE EMBRYO AND MERISTEMS 2 (DEM2)
V.3.5.1.- Informacion disponible sobre DEM2

DEFECTIVE EMBRYO AND MERISTEMS 1 (DEM1) y DEM2 codifican dos proteinas
nucleares requeridas para la divisidn celular de Arabidopsis. DEM2 interacciona con DEM1, y
probablemente con RAS-RELATED NUCLEAR PROTEIN 1 (RAN1; Lee et al., 2021). RAN1
pertenece la superfamilia de pequefias GTPasas relacionadas con Ras (RAN, por Ras-related
nuclear), altamente conservadas entre los eucariotas y que controlan procesos como el
transporte nucleocitoplasmico, el ensamblaje del huso mitético, la formacién de la envoltura
nuclear y la regulacion del ciclo celular (Qin et al., 2022). Se han descrito los mutantes
insercionales dem1-1y dem2-1 en fondo Wassilewskija (Ws-0), y dem1-2 y dem2-2, en Col-0.
No se encontraron plantas sesquimutantes dem1/dem1;DEM2/dem2 en fondo Ws-0, aunque
en fondo Col-0 si fueron viables. El sesquimutante DEM1/dem1-2;dem2-2/dem2-2 tiene un
desarrollo vegetativo normal pero el reproductivo masculino se interrumpe. El sesquimutante
dem1-2/dem1-2;DEM2/dem2-2 posee una fertilidad normal, por lo que se concluyé que DEM1
y DEMZ2 presentan redundancia funcional desigual y que DEMZ2 juega un papel mas
importante para la fertilidad que DEM1 (Lee et al., 2021).
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V.3.5.2.- Verificacion de lineas portadoras de alelos insercionales de DEM2

Se eligio la linea SAIL_659 B12, que contenia solo una insercion anotada (apartado
IV.5, en la pagina 13), cuyas semillas se sembraron y se genotiparon 10 de las plantas que
produjeron (apartado V.2.1.2, en la pagina 23), usando los cebadores SAIL_659B12C_LP/RP
y LBb1.3 (Tabla 3, en la pagina 19). Se identificaron 6 plantas SAIL_659 B12 homocigoticas
para el alelo insercional al que hemos denominado demZ2-3, y 4 heterocigoéticas
DEM2/dem2-3. P ara determinar la posicion de la insercion del alelo dem2-3, se extrajo ADN
de este mutante y se secuencid tal como se indica en el apartado V.2.2.2, en la pagina 23
(Figura 17).

DEM2
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dem2-3
Figura 17.- Estructura del gen DEM2, con indicacion de la naturaleza molecular y la posicion de su

mutacion estudiada en este trabajo. Se siguen las pautas definidas en la Figura 7, en la pagina 25.

V.3.5.3.- Obtencion de dobles mutantes icu11-1 dem2-3, icu11-5 dem2-3y cp2-3
dem2-3

Hemos realizado los siguientes cruzamientos, tal como se indica en el apartado 1V.6.4,
en la pagina 16: icu11-1 x dem2-3, icu11-5 x dem2-3y cp2-3 x dem2-3. Se uso en todos los
casos el mutante dem2-3 como parental masculino. Las semillas F4 fueron recolectadas y

conservadas para su futura siembra.
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VI.- CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

En este TFM hemos contribuido a la caracterizacion de la funcion de ICU11 y CP2,
dos componentes de la maquinaria epigenética de Arabidopsis. Existen indicios de que ICU11
y CP2 son proteinas accesorias del PRC2 que participan en la desmetilacién de histonas.
Antes del comienzo de este TFM, se realizé en el laboratorio de José Luis Micol una busqueda
de interactores de ICU11 y CP2 mediante TAP-MS, en la que se identificaron componentes
principales y proteinas accesorias del PRC2, asi como otras proteinas que no se estudiaron.
Hemos revisitado el listado de dichos interactores fisicos, eligiendo los 27 que presentaban
alguna de las siguientes caracteristicas: que fueran proteinas nucleares, tuvieran dominios de
union a ADN o ARN, regularan de alguna forma la floracion, se coexpresaran o interaccionaran
con proteinas con dominios de union a ADN o histonas, o cuya insuficiencia de funcion
produjera alteraciones aparentemente epigenéticas. Hemos iniciado en este TFM el analisis
genético de 10 de estas proteinas, con el fin de establecer la eventual existencia de
interacciones genéticas entre los genes que las codifican e ICU71 o CP2. La demostracion de
tales interacciones genéticas confirmaria las interacciones fisicas previamente detectadas
mediante TAP-MS.

Hemos seleccionado preferentemente lineas de ADN-T de dominio publico que
contuvieran una sola insercion. Asi se logré para los genes ALDH3H1, PECT1, GCNZ20,
At1g09520, DRMY1, At1g05860, At4g37440 y DEMZ2. En casi todos los casos hemos
confirmado mediante secuenciacién por el método de Sanger la presencia del ADN-T y su
posicién exacta; constituye una excepcion la linea portadora del alelo mutante que hemos
denominado provisionalmente at1g05860-1, que debera ser secuenciada mas adelante. Para
estudiar los genes NAC050 y NAC052 hemos usado un doble mutante previamente obtenido
mediante CRISPR/Cas9 (Ning et al., 2015).

Cuatro de los mutantes que hemos analizado manifestaron un fenotipo morfoldgico en
su roseta basal: gcn20-2, nac050 nac052, at1g09520-1 y at1g37440-1. Hemos confirmado la
cosegregacion de este fenotipo y las mutaciones recesivas gcn20-2, nac050 nac052 y
at1909520-1.

Las plantas gcn20-2 son cloréticas y sus hojas de la roseta y caulinares son dentadas.
Este fenotipo es caracteristico de las mutaciones en genes que codifican componentes de la
magquinaria de la traduccion. Segun la base de datos ATTED-Il, GCN20 se coexpresa con
EIF3E y EIF3A, que codifican proteinas de dicha maquinaria. Sin embargo, el mutante
gcn20-1 previamente descrito carece de fenotipo mutante, a pesar de que sufre una reduccion
significativa de la expresion de GCN20. Consideramos razonable suponer que gcn20-1 es un

alelo hipomorfo y que gcn20-2 es nulo. Para confirmar esta hipotesis, se generara mas
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adelante un transgén que contenga al alelo silvestre de GCN20 bajo el control de su propio
promotor, y se transferira a plantas gcn20-2 para establecer si restaura el fenotipo silvestre.

El doble mutante nac050 nac052 presenta cotiledones recurvados hacia el envés y su
tallo es clorético y mas fino que el silvestre. Estos rasgos fenotipicos no se mencionaron en
Ning et al. (2015), articulo en el que se describié por primera vez el doble mutante nac050
nac052. Seria necesario repetir nuestro genotipado con un mayor nimero de plantas, a fin de
confirmar la cosegregacion de dicho fenotipo y las mutaciones nac050 y nac052.

La insuficiencia de la funcién del gen At1g09520 causa una roseta poco compacta y
hojas con peciolos alargados, cuyo angulo respecto al tallo es cerrado. Este gen codifica una
proteina hipotética que contiene un dominio PHD, por lo que podria tener una funcién
epigenética. Seria interesante realizar un estudio mas detallado de este mutante y la causa
molecular de su fenotipo.

Algunas plantas de la linea SALK_05601C resultaron ser fenotipicamente silvestres y
portadoras de una insercion de ADN-T en At1g37440; sin embargo, otras fueron
fenotipicamente mutantes y carentes de la insercién. El fenotipo mutante observado, no
obstante, es similar al de icu17-1, aunque mucho mas extremo. Dado que el gen causante de
este fenotipo no es At1g37440, seria interesante identificarlo y establecer su eventual relacion
funcional con ICU11y CP2.

Para la obtencién de los dobles y triples mutantes que constituian el objetivo general
inicialmente definido para este TFM, hemos cruzado los mutantes que hemos estudiado por
icu11-1, icu11-5y cp2-3. El cronograma de la Figura 18, en la pagina 42, detalla las tareas
finalizadas en este TFM y las adn inconclusas, que se completaran mas adelante en el
laboratorio de J.L. Micol. Hemos recolectado las semillas de la F1 de dichos cruzamientos para
todos los genes estudiados. Para ALDH3H1 hemos sembrado y genotipado plantas Fi,
obteniendo todos los diheterocigotos posibles, y hemos recolectado y sembrado sus semillas
F2, que rendiran plantas que se genotiparan para identificar dobles mutantes. Estos ultimos
podrian manifestar fenotipos sinérgicos reveladores de la existencia de interaccién genética,
y en consecuencia, relacion funcional, entre ALDH3H1 e ICU11 y/o CP2. Cuando se
recolectaron estas semillas F2 se encontré una disminucion significativa del numero de
semillas por silicua, lo que sugiere la letalidad de los dobles mutantes. También se obtendran
los restantes dobles mutantes mencionados en la Figura 18, con el objetivo de confirmar o
descartar la existencia de relacion entre las funciones de ICU11 y CP2 y las de sus

interactores fisicos.
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Mutantes Siembra Genotipado y trasplante de Cruzamientos por Siembra | Genotipado | Siembra de | Genotipado | Seleccién de dobles
a estudio plantas con inserciones  |icu11-1, icu11-5y cp2-3| delaF, delaF, laF, delaF, mutantes en la F,
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Figura 18.- Cronograma de las tareas iniciadas en este TFM y las que deberan concluirse mds adelante. Se representan en rojo los interactores comunes a [CU11
y CP2, y en azul los que interaccionaron tinicamente con CP2. La primera fila indica las etapas de la obtencion de los dobles mutantes.
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