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Resumen

Los organismos fotosintéticos son muy eficientes en la adaptacion de su desarrollo a
las condiciones ambientales. Para conseguir esta adaptacibn monitorizan
continuamente los estimulos externos que les llegan del ambiente y promueven
cambios fisiolégicos, como ocurre con las modificaciones del transcriptoma. La luz
solar es esencial para la supervivencia de los organismos fotosintéticos, ya que
constituye su principal fuente de energia y controla multiples aspectos de su fisiologia.
En la percepcion de la luz en plantas y algas participan un conjunto de receptores y
factores de transcripcion que conectan las sefiales procedentes de la luz con cambios
especificos en la expresion génica. La existencia de eventos externos ciclicos muy
predecibles como la sucesién de dias/noches o de las estaciones, permite coordinar y
anticipar de manera muy robusta los procesos biol6gicos. Esta medida del tiempo es
llevada a cabo por un oscilador interno denominado reloj circadiano. Por otra parte, la
sefializacion de la via fotoperiddica permite a los organismos vegetales medir la
longitud del dia y asi obtener informacion estacional para controlar complejos
procesos que son clave para su supervivencia como la floracién. Uno de los genes
centrales en esta via es CONSTANS, que estd regulado a nivel transcripcional y
postraduccional por el reloj circadiano y por sefiales luminosas. En esta tesis doctoral
se ha seguido un enfoque de Biologia Molecular de Sistemas para entender cémo han
evolucionado estos procesos a lo largo del linaje verde, se han generado herramientas
para su estudio y finalmente se ha descrito una nueva conexion entre el reloj

circadiano y la via fotoperiodica en la planta modelo Arabidopsis thaliana.

En una primera aproximacion investigamos la evolucion de la expresion
génica diaria en el linaje vegetal, empleando las microalgas Ostreococcus tauri y
Chlamydomonas reinhardtii y la planta superior Arabidopsis thaliana. Inicialmente,
realizamos un estudio de ortologia que ha revelado por una parte la aparicion de
genes especificos en Chamydomonas y Arabidopsis y por otra parte la amplificacion y
diversificacion de familias génicas. Ademas, hemos investigado cémo ha cambiado la
influencia de los ciclos dia/noche sobre el transcriptoma a lo largo de la evolucion
vegetal mediante la construccion de redes de co-expresion en ciclos de luz/oscuridad.
Nuestros resultados indican una mayor dependencia de los ciclos diurnos en

microalgas que en plantas. En cuanto a la evoluciéon de los patrones de expresion,
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hemos observado un alto nivel de conservacion en genes que se expresan en las
transiciones luz/oscuridad a pesar de la gran distancia evolutiva entre algas y plantas.

Estos resultados pueden ser explorados en la herramienta CircadiaNet.

En segundo lugar, construimos la red transcripcional ATTRACTOR que integr
datos transcriptémicos y datos de ChIP-seq de factores de transcripcion involucrados
en el reloj circadiano y en la sefializacion por luz. De esta forma, el estudio de la red
permite investigar la regulacién coordinada del reloj circadiano y la sefalizacion
luminica sobre la expresion génica en Arabidopsis. Mediante el andlisis topologico de
ATTRACTOR hemos descrito que estos programas transcripcionales poseen la
caracteristica conocida como “robusto pero fragil’, es decir, son robustos frente a
ataques aleatorios y fragiles frente a ataques dirigidos a genes altamente conectados.
Por otra parte, se ha demostrado que los genes cuya regulacién es mas dependiente
del reloj circadiano se expresan durante las primeras horas de la mafiana, modulando
procesos concretos como respuesta inmune, respuesta a hormonas o crecimiento.
Ademas, se ha descrito que algunos motivos de red compuestos por varios factores
de transcripcion pueden explicar la regulacion de determinados aspectos del
desarrollo, dando lugar a propiedades emergentes. Por ejemplo, el motivo formado por
CCAl, PIF y PRR5 participa en la respuesta a sequia y frio. Para este fin, se ha
desarrollado una aplicacion web para su exploracion por parte de la comunidad

cientifica.

Por ultimo, utilizando estas herramientas, hemos demostrado un nuevo papel
para CO en la regulacién del reloj circadiano en Arabidopsis. CO formaria parte de
una sefalizacion retrograda desde la via fotoperiddica hacia el oscilador central,
proporcionando informacién estacional al reloj. En condiciones de dia largo, CO se
une a genes centrales del reloj circadiano para alterar su perfil de expresion. Uno de
estos genes es el PSEUDO RESPONSE REGULATOR 5 (PRR5), con el que ademas
comparte sitios de unién en el genoma. Por ello, CO y PRR5 establecen un motivo de
doble retroalimentacion con salida multiple regulando genes diana en comin. Ademas,
hemos encontrado que CO se une a motivos de DNA G-box en estos promotores,
probablemente a través del factor de transcripcién bZIP LONG HYPOCOTIL 5 (HY5).
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Photosynthetic organisms are highly efficient in the adaptation of their development to
environmental conditions. To achieve this, they continuosly track the external stimuli
and promote physiological changes, which can be readily checked by transcriptome
modifications. Sunlight is essential for plant survival as it is the main energy source
and controls multiple aspects of their physiology. In plants and algae, light perception is
carried out by several receptors and transcription factors that connect light signals with
specific changes in gene expression. The existence of highly predictable cyclical
external events, such as the succession of days/nights or seasons, allows them to
coordinate and anticipate biological processes in a robust way. This daily time
measurement is performed by an internal oscillator called circadian clock. Alternatively,
the photoperiodic regulatory pathway allows plants and algae to measure the day
length and obtain seasonal information to control complex processes that are key to
their survival, such as flowering. One of the key genes in this pathway is CONSTANS,
which is regulated at transcriptional and post-translational levels by the circadian clock
and by light signals. In this doctoral thesis, a Molecular Systems Biology approach was
chosen to try to understand how these processes have evolved along the green
lineage. Several tools have been generated for their study and a new connection
between the circadian clock and the photoperiodic pathway has been described in the

model plant Arabidopsis thaliana.

Firstly, we studied the diurnal gene expression evolution along the plant
lineage, using the microalgae Ostreococcus tauri and Chlamydomonas reinhardtii and
the spermatophyte Arabidopsis thaliana. Initially, we have carried out an orthology
analysis that has revealed, on the one hand, the emergence of specific genes in
Chamydomonas and Arabidopsis and, on the other hand, the amplification and
diversification of gene families between plants and algae. In addition, we have
investigated the influence raised by day/night cycles on the transcriptome throughout
evolution by constructing gene networks of light/dark samples. Our results indicate a
greater dependence on diurnal cycles in microalgae than in plants. Regarding the
evolution of expression patterns, we have observed a high level of conservation in

genes that are expressed in light/dark transitions despite the great evolutionary
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distance between algae and plants. These results can be explored in the CircadiaNet

web.

Second, the ATTRACTOR transcriptional network allows to elucidate the
coordinated regulation of circadian clock and light signalling on Arabidopsis gene
expression. Through the topological analysis of the network, we have shown that these
transcriptional programs have the property known as “robust but fragile”, meaning that
they are robust against random failures and fragile against attacks directed at highly
connected genes. Furthermore, we have shown that those genes whose regulation is
more dependent on the circadian clock are expressed during the first hours of the
morning, modulating specific processes such as the plant pathogen interaction,
response to hormones or growth. In addition, it has been described that network motifs
constituted by several transcription factors may help to explain the regulation of certain
aspects of development, giving rise to emergent properties. For example, the
CCA1/PIF5/PRR5 network motif participates in the response to drought and cold. For
this reason, a web application has been developed and is available for the scientific

community.

Finally, using these tools, we have demonstrated a new role for CO in the
regulation of the circadian clock in Arabidopsis. CO would participate in a retrograde
signaling from the photoperiodic pathway to the central oscillator, providing seasonal
information to the system. Under long-day conditions, CO could bind the promoter of
core genes of the circadian clock to alter its expression profile. One of these genes is
the PSEUDO RESPONSE REGULATOR 5 (PRR5), which also shares CO binding
sites in the genome. Therefore, CO and PRR5 establish a double feedback motif with
multiple output regulating common target genes. Furthermore, we have found that CO
binds to G-box DNA motifs in these promoters, probably through a bZIP transcription
factor, such as LONG HYPOCOTIL 5 (HY5).
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Introduccién

1 La senal fotoperiddica en plantas

1.1 Seializacion luminica o percepcion luminica

En organismos fotosintéticos es especialmente necesario detectar la calidad, cantidad
y direccion de la luz para modular el desarrollo y otras funciones fisiologicas (Li y
Mathews, 2016). Por este motivo poseen los llamados fotoreceptores, que son
proteinas que median la percepcion de las sefiales luminicas. A rasgos generales
pueden clasificarse en tres categorias; los fitocromos (PHYs), que detectan la luz azul,
roja y roja lejana, y los receptores de luz azul/lUV-A, que es es absorbida por los
criptocromos (CRYs) y las fototropinas (PHOTs). Ademas, existen fotoreceptores
especificos de plantas, como las proteinas con dominio LOV ZTL (ZEITLUPE), FKF1
(FLAVIN BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX1) y LKP2 (LOV KELCH PROTEIN2), que
perciben la luz azul. Recientemente se ha descubierto que la luz ultravioleta B (UV-B)
puede ser percibida por la proteina UVR8 (UV RESISTANCE LOCUSS), que esta
conservada en algas verdes, briofitas, licofitas y angiospermas (Rizzini et al., 2011,
Wu et al., 2012; Fernandez et al., 2016).

Los ecosistemas marinos tienen propiedades Unicas en cuanto a la
transmision de la luz, ya que se atenda la longitud de onda larga en los primeros
metros de la columna de agua. Por tanto, los organismos acuéaticos han evolucionado
para percibir luz de onda corta, como la luz azul, que es recibida por fotoreceptores
especificos. Esto les permite regular importantes funciones celulares como expresion

génica, ciclo sexual, fototaxis o fotosintesis.

En la picoalga marina Ostreococcus tauri se han identificado proteinas que
participan en el reloj y que perciben sefiales luminicas. Varias proteinas de la familia
criptocromo/fotoliasa (CPF; cry/photolyase family) (HEIJDE et al., 2010) y una histidina
kinasa LOV-domain (LOV-HK) (Djouani-Tahri et al., 2011) han sido descritas como
receptores de luz azul. Estos fotoreceptores estan bajo control circadiano y ademas

transmiten al reloj informacién luminica (Figura 1).

En el modelo de alga clorofita Chlamydomonas reinhardtii se observa una

mayor complejidad en la percepcion de luz. Poseen un criptocromo de plantas (plant-
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like CRY) pCRY (Reisdorph y Small, 2004), uno similar al de los animales (animal-like
CRY) aCRY (Beel etal., 2012b), y dos DASH-CRYs (Drosophila, Arabidopsis,
Synechocystis, Homo) (Beel etal., 2012a, 2012b). A diferencia del resto de
criptocromos, aCRY puede responder tanto a luz azul como a luz roja.
Chlamydomonas contiene una séla copia de fototropina (PHOT) que responde a luz
azul y ultravioleta A (UV-A) (Huang et al., 2002), asi como un fotoreceptor UVR8 que
media la percepcion de la luz ultravioleta B (UV-B) (Figura 1) (Tilbrook et al., 2016).

400 450 500 550 600 650 700 750

Chlamydomonas
reinhardtii
400 450 500 550 600 650 700 750

DOV

Arabidopsis
thaliana

Figura 1. Fotorreceptores que llevan a cabo la percepciéon Iluminica en Ostreococcus,
Chlamydomonas y Arabidopsis. Se observa una mayor complejidad y diversidad en fotorreceptores
desde microalgas hacia plantas superiores. Ostreococcus s6lo posee proteinas de la familia CPFs y una
LOV-HK que percibe luz azul. Chlamydomonas ademas puede percibir la luz UV-B con una proteina UVR8 'y
luz roja con un CRY similar al de animales. Arabidopsis, por su parte, ha desarrollado fitocromos que
perciben luz azul, roja y roja lejana, ademas de una diversificacion en proteinas con dominio LOV como
ZTL, LKP2 y FKF1 (ZLF).

Las plantas superiores, ademas de los anteriores, presentan los fitocromos
(PHYSs), que son fotoreceptores capaces de recibir luz roja o luz roja lejana, lo que ha
permitido entre otras respuestas la competicion con plantas vecinas por la luz roja
fotosintéticamente activa, proceso esencial en organismos sésiles (Rockwell et al.,
2014). Ademas, se ha sugerido que un mayor nimero de copias de fitocromos con
distintas funciones se relaciona con una mejora de la adaptacion. Arabidopsis posee 5

fitocromos (PHYs A-E) con funciones distintas y redundantes (Sharrock y Quail, 1989),
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la luz azul y UV-B es percibida por dos PHOTs, tres CRYs y las proteinas
ZTL/FKF1/LKP2. Por ultimo, una proteina UVR8 media la sefalizacién de la luz UV-B
(Figura 1). Excelentes revisiones han sido publicadas sobre la percepcién luminica y la
variedad de fotoreceptores existentes en Arabidopis (Fankhauser y Staiger, 2002; Li y
Mathews, 2016; Serrano-Bueno et al., 2017; Sanchez et al., 2020).

La estructura y funciéon de estos fotoreceptores ha sufrido una importante
evolucion a lo largo del linaje vegetal haciendo frente a grandes cambios ambientales

tales como la transicién de las plantas al medio terrestre.

1.2 El reloj circadiano en plantas y algas

Los organismos vivos han adaptado sus procesos fisioldgicos esenciales a los ciclos
de luz y oscuridad provocados por la rotacion de la tierra. Asi han desarrollado un reloj
interno que les permite anticipar el ciclo solar y sincronizar diversos procesos
fisiolégicos. Estos ritmos circadianos (del latin, circa dies) se mantienen bajo
condiciones constantes con un periodo de aproximadamente 24 h y estan
ampliamente extendidos en la naturaleza, presentes en casi todos los eucariotas. A
pesar de la gran distancia evolutiva entre los diferentes fitoeucariotas, el mecanismo
basico del reloj estd compuesto por un sistema de bucles de retroalimentacién

conectados.

El reloj circadiano puede considerarse como un sistema de tres componentes:
Un input o entrada que sincroniza a un oscilador central y outputs que conectan el
oscilador con diversos procesos fisiologicos, metabdlicos y de desarrollo (Figura 2).
Sin embargo, en los ultimos afios se ha ido abandonando este concepto lineal del reloj
por un sistema mucho mas complejo en el que procesos regulados por el reloj tienen

influencia sobre éste (McClung et al., 2002), con bucles de retroalimentacion.
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INPUTS OSCILADOR OUTPUTS
CENTRAL

Luz

Co
Temperatura

Figura 2. Esquema del concepto clasico del oscilador o reloj circadiano. Existe un oscilador central
que se sincroniza con estimulos externos ciclicos o inputs como la luz o la temperatura. Este oscilador

genera pulsos que permiten sincronizar y anticipar procesos fisiolégicos.

En eucariotas, el reloj circadiano celular se basa principalmente en bucles de
retroalimentacion transcripcionales y postraduccionales donde las proteinas regulan
su propia expresion y la de sus genes diana (Dunlap, 1999). En plantas y algas, el
reloj circadiano regula gran parte del transcriptoma (Michael y McClung, 2003; de Los
Reyes et al., 2017).

En los dltimos afios se han usado aproximaciones genémicas, bioquimicas y
computacionales para avanzar en la compresion de la estructura molecular del reloj
circadiano en plantas. La mayoria de los componentes del reloj son represores
transcripcionales que estan interconectados a lo largo del dia constituyendo bucles de
retroalimentacién. En Arabidopsis se han identificado tres bucles transcripcionales, el
bucle central, el de la mafiana y el de la tarde (McClung, 2014) (Figura 3). El bucle de
la mafiana se compone principalmente por los factores de transcripcion tipo MYB
CCA1/LHY (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 y LATE ELONGATED
HYPOCOTYL) y los PSEUDO RESPONSE REGULATORS 5/7/9 (PRR5/7/9). Durante
el amanecer, CCA1 y LHY reprimen la expresion génica de genes que se expresan

por la tarde a través de la unién al motivo de DNA Evening Element (EE). Asi CCAly
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LHY actian como represores transcripcionales de los PRRs5/7/9 (Kamioka et al.,
2016). Ademas, se ha descrito que una proteina kinasa CK2 tiene un papel en el reloj
interfiriendo en la unién de CCAL a los promotores de los genes regulados (Portolés y
Més, 2010). Posteriormente, desde por la mafiana hasta la primera parte de la noche
PRR9, PRR7 y PRR5 secuencialmente reprimen la transcripcion de CCA1 y LHY a
través del motivo de DNA caja G (G-box; CACGTG) (Nakamichi et al., 2010, 2012; Liu
et al., 2016) completandose el bucle de retroalimentacion negativa.

Por la noche, TOC1 (TIMING OF CAB1), también conocido como PRR1, se
acumula y participa en la represion de CCA1 y LHY uniéndose a G-boxes en sus
promotores (Gendron et al., 2012; Huang et al., 2012). También reprime otros genes
del reloj que se expresan desde por la mafiana hasta por la tarde (CCA1, LHY, PRR9,
PRR7, TOC1, ELF4,y LUX). La familia de los PRRs se une a las G-boxes a través de
los factores de transcripcion PIFs (PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS)
especialmente en condiciones de dia corto (SD, ciclo de 16 horas de oscuridad y 8 de
luz) (Soy etal., 2016; Martin et al., 2018). Recientemente se ha descubierto que el
factor de transcripcion TCP demoninado CHE (CCA1 HIKING EXPEDITION) actia
como represor de CCA1, que a su vez reprime la expresiéon de CHE (Pruneda-Paz

et al., 2009). Estas proteinas constituyen el bucle central.

En el bucle de la tarde, GIGANTEA (GI) regula positivamente a TOCI.
Inicialmente se pensé que esto lo hacia junto a un factor desconocido Y (Locke et al.,
2006; Pokhilko etal., 2010; Locke etal.,, 2005) pero mas tarde se describié al
denominado Evening Complex, revelandose la conexién desconocida entre Gl y TOC1
(Pokhilko et al., 2012; Nusinow et al., 2011). Este complejo est4 formado por las
proteinas LUX ARRHYTHMO (LUX) y EARLY FLOWERING 3y 4 (ELF3 y ELF4). La
activacion de su expresion por la tarde se debe al descenso de los niveles de CCAly
LHY. Estas proteinas forman un complejo que reprimen la expresion de PRR9 y LUX
uniéndose a sitios de unién de LUX en sus promotores (Dixon et al., 2011; Helfer
et al., 2011; Nusinow et al., 2011; Herrero et al., 2012).

Por otra parte, al final de la noche TOC1 y PRR5 son gradualmente

degradados por la E3 ubiquitin ligasa ZTL, lo que permite la acumulacién de nuevo de
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CCA1/LHY. GI estabiliza a ZTL en presencia de luz azul, y este complejo marca a
TOCL1 para su degradacion (Kim et al., 2007). Asimismo, PRR3 y PRR5 interaccionan
con ZTL, lo que impide su union a TOCL1, previniendo a esta Ultima de la degradacion
y resultando en una mayor amplitud en la expresion ciclica (Para et al., 2007; Fujiwara
et al., 2008; Kiba et al., 2007).

Alternativamente a todos estos bucles de retroalimentacién negativa, existen
también activadores que intervienen en los principales bucles del reloj. LIGHT
REGULATED 1y 2 (LWD1/LWD2) son dos proteinas que participan en la sefializacién
luminica y que regulan el oscilador central activando a PRR9, PRR5 y TOC1. Ademas,
PRR9 y PRR7 regulan positivamente los niveles de LWD1 y LWD?2, por lo que estas
proteinas constituyen un bucle de retroalimentacién positiva (Wu et al., 2008; Wang
et al., 2011c).

Se ha descrito que el factor de transcripcion MYB REVEILLE 8 (RVES) tiene
un papel activador en el reloj circadiano uniéndose al motivo EE. Esta proteina se
acumula varias horas después del amanecer e induce la expresion de genes de la
mafana y de la tarde como PRR5, TOC1, Gl, ELF4, y LUX. A su vez, la transcripcion
de RVES esta inhibida por PRR5 (Rawat et al., 2011).

Ademas, dos miembros de la familia LNK (NIGHT LIGHT-INDUCIBLE AND
CLOCK-REGULATED), LNK1 y LNK2, integran sefiales luminicas al nicleo del
oscilador (Rugnone et al., 2013). De forma similar a RVES8, también participan en la
activacion de genes de la mafiana y la tarde en el reloj, concretamente PRR5, ELF4, y
FKF1 (Xie etal., 2014). RVES8 interacciona con estas dos proteinas por lo que
actuarian como co-activadores. Sorprendentemente, los LNKs actdan como
represores en los promotores de CCA1, LHY y LNKs para inhibir la via de sefalizacion
de las antocianinas (Pérez-Garcia et al., 2015). Todas estas complejas relaciones que

incluyen varios loops de retroalimentacion pueden observarse en la Figura 3
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Bucle
central

Figura 3. El reloj circadiano en Arabidopsis thaliana esta compuesto principalmente por tres bucles
transcripcionales. El bucle central consiste en los factores de transcripcion tipo MYB CCAL/LHY que
reprimen la expresion de TOC1 (PRR1) y éste a su vez por la noche inhibe la expresion de CCA1/LHY. El
bucle de la mafiana lo componen PRR5/7/9 y CCA1/LHY. Por la mafiana, CCAl y LHY inhiben la expresién
de los genes PRR5/7/9 y por la tarde éstos se activan y reducen los niveles de CCA1/LHY. En el bucle de la
tarde, Gl junto al Evening Complex (ELF3, ELF4 y LUX) regulan positivamente a TOCL1. Al final de la noche
TOCL1 y PRR5 son degradados por ZTL, lo que permite de nuevo la acumulacion de CCA1/LHY. (Adaptado
de Chen, 2013).
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La importancia del reloj circadiano en plantas reside en que controla multitud
de facetas de la fisiologia y el desarrollo, permitiendo anticipar eventos periédicos. Los
factores de transcripcion que componen el reloj, ademas de reprimir
transcripcionalmente a otros componentes del oscilador, controlan la expresién de
multitud de genes salida regulando asi el ritmo circadiano de procesos esenciales.
Algunos procesos regulados en Arabidopsis por el reloj son la fotosintesis, la apertura
y cierre de estomas, la elongacion del hipocotilo, el movimiento de hojas, la

fosforilacion de proteinas o la floracion (Barak et al., 2000).

La multicelularidad de las plantas superiores, unido a la redundancia génica,
complica el estudio del reloj circadiano, pero modelos unicelulares mas simples han
surgido como herramientas Utiles para el estudio de estos sistemas. Chlamydomonas
se ha establecido en los Ultimos afios como el organismo modelo fotosintético
unicelular, sin embargo el tamafio de su genoma es similar al de Arabidopsis lo que
complica aproximaciones de genética reversa (Cerutti et al., 1997; Ledn y Fernandez,
2007). Por otra parte, varios genomas de prasinoficeas han sido secuenciados, entre
ellos el de la microalga Ostreococcus, considerado el eucariota de vida libre mas
pequefio del mundo (Courties etal., 1994). Ostreococcus es una microalga no
flagelada que posee un genoma compacto con pocas regiones repetitivas y no
codificantes.

En Ostreococcus se han identificado dos homoélogos de genes centrales del
reloj de plantas superiores, TOCIl-like y CCAl-like, en adelante osttaTOC1 y
osttaCCA1 (Figura 4). Se han observado caracteristicas tipicas de componente del
reloj en osttaTOCL1, ya que participa en su propia regulacion y en la de osttaCCAL, y
controla un gen salida que se expresa ritmicamente (CAB/LHCB). Por su parte,
osttaCCAL se une a un elemento EE esencial para la regulacion del promotor de
osttaTOC1 (Corellou et al., 2009).

En Chlamydomonas, el reloj circadiano controla multitud de procesos clave
para el desarrollo y la fisiologia del alga, como la fototaxis, la quimiotaxis, la division

celular, adhesién a superficies, contenido en almidén, sensibilidad a luz UV y
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metabolismo del nitrégeno (BRUCE, 1970; Byrne et al., 1992; Goto y Johnson, 1995;
Straley y Bruce, 1979; Ral et al., 2006; Nikaido y Johnson, 2007; lliev et al., 2006).

En un andlisis genético se identificaron en torno a 30 /oci como posibles
reguladores del reloj circadiano en Chlamydomonas denominados “RHYTHM OF
CHLOROPLAST’ (ROC) debido a que los mutantes sufrian una alteracion del ritmo
circadiano en la bioluminiscencia del cloroplasto. Finalmente la mutacién en seis
genes, ROC15, ROC40, ROC55, ROC66, ROC75, y ROC114 caus0 defectos severos
en el ritmo circadiano de varios procesos y sus mutaciones fueron complementadas

con el fragmento de DNA gendmico del propio gen (Matsuo et al., 2008).

La expresion de los genes ROC15, ROC40, ROC66 y ROC75 oscila
ciclicamente con diferentes fases, por lo que aparentemente estas proteinas forman
bucles transcripcionales de retroalimentacién. Por otra parte, CHLAMY1 es una
proteina de union a RNA que se une a las regiones 3' UTR de varios RNA mensajeros,
especialmente en los que codifican proteinas implicadas en metabolismo del carbono
y del nitrégeno (Waltenberger et al., 2014). Esta formada por dos subunidades, C1 y
C3 y forma parte del mecanismo central del reloj en Chlamydomonas actuando como

represor traduccional (lliev et al., 2006).

Aunque las secuencias de aminodacidos de las proteinas de Chlamydomonas
suelen ser mas largas que las de Arabidopsis, cuatro de estos factores de
transcripcion (ROC15, ROC40, ROC66, y ROC75) muestran homologia con proteinas
de Arabidopsis implicadas en el reloj circadiano, especificamente en los dominios de
uniéon al DNA. ROC15 y ROC75 presentan un dominio GARP también presente en
LUX y el dominio Unico MYB que aparece en los factores de transcripcion CCAl y
LHY es similar al que posee ROC40 (Figura 4) (Matsuo et al., 2008; Onai y Ishiura,
2005; Hazen et al., 2005; Wang et al., 1997).

Por otra parte, ROC66 es similar a CONSTANS (CO) y a algunos CO-LIKEs
(COL1 y COL9) ya que posee un dominio CCT similar. CO es el gen central de la via
fotoperiodica y se ha demostrado que algunos COLs participan en el reloj (Figura 4)
(Ledger et al., 2001).
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Figura 4. Componentes del reloj circadiano en Arabidopsis, Chlamydomonas y Ostreococcus. Se
muestran las proteinas del reloj de cada organismo agrupadas por familias. En Ostreococcus se han
descrito dos homélogos de TOC1 (osttal3g01890, osttaTOC1) y de CCAL/LHY (ostta06g01320, osttaLHY)
con alta conservacion entre los dominios PRR, CCT y MYB. Se ha descrito también una proteina con
dominio GARP similar al que posee LUX. En Chlamydomonas se observa una mayor complejidad en el
oscilador central. El dominio Unico MYB de los factores de transcripcion CCA1/LHY es similar al que
aparece en CrCCAL (Crel12.g514400). Encontramos dos miembros de la familia PRR, CrTOC1 y CrPRR2
(Cre02.g094150 y Crel6.9676421). Ademéas, ROC66 (Cre06.9g278200) codifica un factor de transcripcion de
la familia CO-like implicado en el reloj. También se ha descrito una proteina con un dominio GARP como el

que aparece en LUX. Por otra parte, hay proteinas que no existen en otros organismos modelos vegetales,
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En otros casos la homologia puede ser menor, por ejemplo se encontraron en
Chlamydomonas dos homologos de TOC1 , CrPRR1 y CrPRR2, pero son distintos al
TOCL1 de angiospermas y aun no han sido estudiados en profundidad (de Los Reyes
et al., 2017; Satbhai et al., 2011).

Este microalga ademés posee elementos que no aparecen en el linaje verde;
ROC55 Y ROC114 no presentan homologos en Arabidopis ni en otros organismos
fotisintéticos modelo. Tampoco las subunidades C1 y C3 de CHLAMY1 se parecen a
ninguna otra proteina del reloj conocida de plantas, pero comparten homologia con
una proteina de rata presente en la zona del cerebro donde reside el reloj de

mamiferos (Zhao et al., 2004).

El andlisis comparativo del reloj en el linaje verde parece mostrar que la
similitud entre los relojes de Arabidopsis, Chlamydomonas y Ostreococcus reponde a
que poseen un ancestro comun, pero cada organismo ha evolucionado hasta alcanzar

caracteristicas especificas, como se muestra en la Figura 4.

1.3 La via fotoperiddica

La via del fotoperiodo regula procesos fisiologicos y de desarrollo en respuesta a la
longitud del dia. Este sistema involucra una deteccion de la luz a través de
fotorreceptores y una medida del tiempo llevada a cabo por el reloj circadiano. En
Arabidopsis la via fotoperiddica es uno de los principales factores que regulan la
floracion, donde CO juega un papel central activando la expresién del florigeno FT
(FLOWERING LOCUS T). La familia de factores de transcripcion DOFs (DNA-
BINDING WITH ONE FINGER) actia como output directo del reloj, restringiendo la

expresion de FT al momento correcto del dia.

El médulo CO-FT se encuentra ampliamente distribuido en plantas y
constituye uno de los elementos activadores de la floracion més conservados
(Béhlenius et al., 2006). La familia de homdlogos de CO o CONSTANS-like evolucion6

rapidamente y se encuentra en plantas y algas (Lagercrantz y Axelsson, 2000).

En Chlamydomonas, procesos fundamentales como el crecimiento, la division

celular o la biosintesis de lipidos esta regulada por el fotoperiodo, reforzando al reloj
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circadiano, especialmente en condiciones de baja intensidad de luz (Serrano et al.,
2009; Deng et al., 2015). La expresién de CrCO (Cre06.g278159) es fotoperiédica y
regulada por el reloj (Matsuo et al., 2008). Ademas, se ha comprobado que es capaz

de complementar la mutacién de co en Arabidopsis (Serrano et al., 2009).

También se ha identificado una conservacion en el modulo DOF-CO en
Chlamydomonas; en dia corto, CrDOF activa la expresion de CrCO uniéndose a su
promotor, mientras que en dia largo (LD, ciclo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad)
inhibe la expresion de genes implicados en la division celular (Lucas-Reina et al.,
2015).

Por tanto, la respuesta a la longitud del dia o respuesta fotoperiddica surgio
hace millones de afios permitiendo a los primeros organismos fotosintéticos predecir la
variabilidad estacional y ha evolucionado hasta la compleja via molecular que

gobierna la transicién floral en angiospermas.

2 Floracion

Una de las decisiones clave durante el desarrollo vegetal es la transicion floral, en la
que se producen cambios moleculares y metabdlicos que inducen el paso del estado
vegetativo al reproductivo (Pifieiro y Jarillo, 2013). Esta transicion esta
extremadamente regulada por muchos factores, ya que florecer en el momento

correcto garantiza el éxito reproductivo.

Se han identificado en Arabidopsis cuatro vias principales que promueven la
transicion floral y por tanto el tiempo de floracion, la via fotoperiddica, la via autbnoma,
la vernalizacion y la via de las giberelinas. Todas ellas convergen en los integradores
florales SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1) y FT (Figura 5).

La vernalizacion es la promocion de la floracién debido a una exposicion
prolongada a bajas temperaturas, lo que reduce los niveles de expresiéon de FLC
(FLOWERING LOCUS C), que es un represor floral que inhibe la transcripcion de FT
(Michaels y Amasino, 1999). Por otra parte, los componentes de la via autbnoma
regulan el tiempo de floracion independientemente de la longitud del dia u otros

estimulos externos (Simpson, 2004). Por ultimo, varias vias hormonales contribuyen a
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la plasticidad del proceso de floracion, entre las que destaca la via de las giberelinas.
Esta hormona esta conectada con otras vias que influyen en la floracién a través de
las proteinas DELLA (Blazquez et al., 1998; Wang et al., 2016; Conti, 2017).

Via fotoperiddica Via autonoma

Vernalizacion
Luz Reloj circadiano

A
l&\

C

Via hormonal

[

Transicion floral

Figura 5. Modelo simplificado de las vias principales que regulan el tiempo de floracion en
Arabidopsis thaliana. La via fotoperiddica induce la expresion de CO en LD, cuyos niveles estan regulados
por la luz y por el reloj circadiano. La via autdnoma regula negativamente la expresion del represor floral
FLC, que también se inhibe independientemente por la via de la vernalizacion. Finalmente, la via hormonal

contribuye a la floracion, destacando la via de las giberelinas.

La via fotoperiddica es uno de los principales agentes que controlan la
floracion y esta regulada por sensores luminicos, asi como por el reloj circadiano. La
percepcion del fotoperiodo permite a las plantas, entre otras cosas, predecir cambios

estacionales y adaptarse a diferentes latitudes.

2.1 Regulacion de la funcién de CO

El gen central de esta via en Arabidopsis es CONSTANS que actlia como integrador
de ambas sefiales. CO codifica una proteina que presenta dos dominios altamente
conservados y un dominio intermedio mas variable. CO contiene dos cajas B (B-
boxes) localizadas en el extremo amino que participan en interacciones proteina-
proteina y un dominio CCT (CONSTANS, CO LIKE, TIMING OF CAB1) situado en el
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extremo carboxilo. Se ha demostrado que el dominio CCT esta implicado en la
interacciéon con otras proteinas y con el DNA, ademas de actuar como sefial
transportadora al nacleo (Laubinger et al., 2006). CO es el regulador central de la via
fotoperiodica y activa la expresion del florigeno FT, que dispara la diferenciacion floral
(Valverde, 2011).

Para explicar la floracion por fotoperiodo, se ha postulado el modelo de la
coincidencia externa en el que se induce la floracién fotoperiédica cuando coinciden
altos niveles del transcrito de CO (mediado por el reloj circadiano) con la estabilizacion
de la proteina por la luz, Unicamente en condiciones de LD (Suarez-L6pez et al., 2001;
Yanovsky y Kay, 2002; Valverde et al., 2004). Por tanto, la expresion génica de CO y la
estabilidad de la proteina estan finamente reguladas por el reloj circadiano y sefiales
luminicas (Putterill etal., 1995; Samach etal., 2000; Suarez-Lopez et al., 2001;
Mizoguchi et al., 2005).

El complejo formado por Gl y FKF1 participa en este control regulando la
transcripcion de CO a través de la union a su promotor al final de la tarde e induciendo
la degradacion de los CDFs, que actian como represores de la expresion de CO
(Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007). Las proteinas FBH1, FBH2, FBH3 y FBH4
(FLOWERING BHLHSs) son también activadores de CO uniéndose a elementos E-box
en su promotor, ademas, los factores de transcripcion TCPs (microRNA319-regulated
TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PCF) interaccionan con los FBHs y también se
unenn al promotor de CO para activar su expresion (Liu et al., 2017) . Por otra parte,
se ha demostrado que los factores de transcripcion PRR9, PRR7 y PRR5 inducen
indirectamente la floracion fotoperiédica, ya que reprimen la expresion de CDFI1
(Nakamichi et al., 2007).

Aunqgue el transcrito de CO se expresa a altos niveles desde la tarde hasta el
amanecer, se ha descrito que en términos de estabilidad de la proteina, CO se
degrada en la oscuridad y se estabiliza durante el dia, mediado por diferentes
fotorreceptores y E3 ubiquitin ligasas (Valverde et al., 2004). Durante las primeras
horas del dia, la ubiquitin ligasa HOS1 (HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY
RESPONSIVE GENES1) interacciona con CO y lo marca para ser degradado,
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inhibiendo la activaciéon de FT en el momento incorrecto del dia y previniendo una
floracion precoz en Arabidopsis (Lazaro etal.,, 2012). Por la noche, COP1 y SPA
promueven la degradacion de CO (Laubinger et al., 2006; Jang et al., 2008).

SD @@ LD
-

RNA

G x@
PHYB
Proteina o SR i
HOS1

L

FT

Figura 6. Modelo de coincidencia externa por el cual CO induce a FT tnicamente en condiciones de
dia largo. La floracion fotoperiddica en Arabidopsis estd mediada por el control transcripcional y
postraduccional de CO. En dia corto, su expresion esta reprimida por los CDFs durante la mafiana. Al final
del dia los niveles del mRNA de CO empiezan a subir para alcanzar el maximo durante la noche, sin
embargo, no se traduce en niveles de proteina puesto que durante el dia PHYB y HOS1 promueven la
degradacion de CO y por la noche lo hacen SPA y COP1. De esta forma se previene la floraciéon en dia
corto. En cambio, en LD los CDFs son degradados durante la tarde por GI/FKF1 en respuesta a luz azul, y
en ese momento FBHs y TCPs inducen la expresion de CO. Este aumento de expresion durante la tarde en
LD permite la acumulacién de la proteina puesto que CO se estabiliza por FKF1 y los PRRs. Ademas, los
CRYs y FKF1 promueven la degradacion de COP1 y SPAL. Por tanto, sélo cuando hay altos niveles de
expresion génica (regulada principalmente por el reloj circadiano) en una ventana de luz que permite la

estabilidad de la proteina se promueve la transcripcion de FT (Adaptado de Shim y Jang, 2020).

El patron diurno de CO (Figura 6) se genera por las acciones redundantes de
reguladores postraduccionales. Asi, desde el amanecer, varios fotorreceptores

comienzan a estabilizar a CO. En respuesta a la luz azul, CRY1 y CRY2 interaccionan
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con COP1/SPAL para evitar la degradacion de CO por este complejo (Yanovsky y Kay,
2002; Liu etal., 2008; Zuo et al.,, 2011). Asimismo, durante el dia, dos fitocromos
participan en la estabilidad de CO de diferentes formas: En respuesta a la luz roja,
PHYB interaciona con HOS1 promoviendo la degradaciéon de CO, pero por la tarde,
PHYA consigue disgregar el complejo CO1-SPAL1 estabilizando asi a CO en presencia
de luz roja lejana (Lazaro et al., 2012; Endo et al., 2013; Sheerin et al., 2015; Hajdu
et al., 2015).

Ademéas de las vias de regulacion de fotorreceptores descritas, existen
proteinas del reloj que regulan la acumulacion de CO en respuesta a la luz azul.
Durante la mafiana, ZTL se asocia con Gl para inhibir la estabilidad de CO (Song
et al.,, 2014), pero por la tarde, la luz azul aumenta los niveles de CO a través de su
interaccién con FKF1 (Song et al., 2012). De hecho, se ha descrito que FKF1, Gl y CO
podrian formar un complejo que estabiliza a CO (Song etal.,, 2014). Ademas,
recientemente se ha demostrado que los PRRs estabilizan a CO y promueven la

floracion en respuesta al fotoperiodo (Hayama et al., 2017).

Al igual que la estabilidad de la proteina, su papel como regulador
transcripcional esta afectado por diferentes interactores (Figura 6). Las proteinas
DELLA, la inmunofilina FKBP12, la proteina RING-DOMAIN BOI, las B-boxes BBX19 y
miPla y el factor remodelador de la cromatina PICKLE pueden regular la funcion
transcripcional de CO por diferentes mecanismos (Xu et al., 2016; Wang et al., 2016;
Serrano-Bueno et al., 2019; Nguyen et al., 2015; Wang et al., 2014; Graeff et al., 2016;
Jing et al., 2019).

En conjunto, la funcion de CO estd altamente regulada por multitud de
factores, lo que contribuye a la precision en la transcripcién de FT y por tanto de la
transicion floral. En cuanto a la participacion de CO en otros procesos bioldgicos, se
ha descrito que puede modificar el metabolismo del almidén a través de la activacion
del gen GBSS1 (GRANULE BOUND STARCH SYNTHASE) (Isabel Ortiz-Marchena
et al., 2014) y que también podria estar implicado en la apertura de estomas (Ando

et al., 2013). Sin embargo, poco se conoce sobre otros procesos regulados por CO.
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Actualmente no no existen pruebas de que CO ejerza un control sobre el relgj
circadiano. Sin embargo, ya que presenta un dominio CCT en su extremo carboxilo
terminal al igual que otras proteinas centrales del reloj como TOC1, PRR5, PRR7 o
PRR9 (Nakamichi etal.,, 2010), se ha sugerido que podria tener una funcion
reguladora sobre el reloj (Strayer et al.,, 2000). Siguiendo esta direccién, en este
estudio se muestran evidencias de que CO, ademas de estar controlado por el reloj
circadiano, también regula genes centrales de éste. Por tanto, los programas
transcripcionales que controlan la transicion floral y el reloj estan interconectados
constituyendo un sistema complejo de bucles de retroalimentaciéon. En los ultimos
afios, con el objetivo de descifrar este sistema, se han aplicado técnicas dmicas
basadas en secuenciacion de altas prestaciones. Sin embargo, estos datos estan
normalmente fragmentados por lo que se hace necesaria una aproximaciéon basada en
biologia molecular de sistemas para integrarlos y obtener una comprension global de

las interacciones entre la via fotoperiddica y el reloj circadiano en Arabidopsis.

3 Técnicas dmicas

3.1 Transcriptémica

Tras el desarrollo de la gendémica, surgieron otras técnicas dmicas han surgido, como
la metabolémica, la protedbmica o la transcriptémica, siendo esta Ultima ampliamente
utilizada para medir la expresion génica. La transcriptomica estudia el transcriptoma,
gue se define como el conjunto de todas las moléculas de RNA o transcritos presentes
en la célula en un momento concreto. La molécula de RNA transmite la informacion
necesaria desde el DNA para sintetizar las proteinas, por tanto, el estudio del
transcriptoma nos permite conocer la actividad de células, tejidos y organismos. Sin
embargo, debido a la complejidad de la regulacion postraduccional de las proteinas y
sus diferentes tasas de degradacion, la correlacion entre la expresion de un transcrito

y la cantidad de proteina no es siempre directa.

Para capturar el estado del transcriptoma se han desarrollado varias
tecnologias que emplean principalmente dos aproximaciones: basada en hibridacion

(microarrays) y en secuenciacion (secuenciacion de RNA o RNAseq).
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La aparicion de los microarrays transformé la biologia molecular al permitir
realizar investigaciones globales de la actividad celular y aunque tienen multitud de
aplicaciones, se han usado predominantemente para medir niveles de expresion
génica (Hoheisel, 2006). De forma general, un microarray de DNA consiste en un
portaobjetos de vidrio o chip en el que se unen secuencias de DNA especificas en
lugares determinados. Después, estas secuencias se usan como “sondas” que
hibridardn con acidos nucleicos marcados en la muestra. El apareamiento de las
bases complementarias entre la muestra y las secuencias del microarray produce una
cantidad de luz que se puede medir. Esta unién es usada para medir la concentracién

de dichas especies de acidos nucleicos en la muestra (Schulze y Downward, 2001).

Al contrario que los microarrays, los métodos basados en secuenciacibn como
el RNAseq determinan directamente la secuencia de cDNA. Ademas, también tiene
ventajas frente a los métodos basados en etiquetas (SAGE, CAGE, MPSS), que usan
la tecnologia de secuenciacién de Sanger y presentan problemas en el mapeo de las
secuencias al genoma. La tecnologia RNAseq usa métodos de secuenciacion de altas
prestaciones para secuenciar una parte o el RNA total presente en una muestra
(Wang et al., 2009).

La metodologia consiste en una primera extraccion de RNA de la muestra 'y su
conversion a una genoteca de cDNA. Después, cada molécula de cDNA se secuencia
por uno de los extremos (single-end) o por ambos (paired-end). Mas tarde, durante el
analisis de los datos, estas secuencias cortas se mapean contra el genoma de
referencia. Por tanto, ademas de conocer la abundancia de cada transcrito, es posible

realizar andlisis de maduracion del RNA (splicing) alternativo.

El RNAseq ofrece algunas ventajas frente a tecnologias previas. En primer
lugar, esta metodologia no esta limitada a secuencias conocidas del genoma, lo que
permite secuenciar transcriptomas completos de novo (Barbazuk et al., 2007), conocer
coémo estan conectados los exones o descubrir variaciones de nucledtido simple
(SNPs) en las regiones transcritas. Por otra parte, la secuenciacion de RNA presenta
un ruido (background) bajo, debido a que las secuencias de DNA dificilmente pueden

mapear en varios sitios del genoma. Ademas, no existen problemas de saturacion,
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como ocurre en los microarrays, ofreciendo un intervalo de deteccidbn mucho mas

amplio que las tecnologias previas (Wang et al., 2009).

3.2 Cistromica

La regulacion de la expresion génica en eucariotas es compleja. Sobre el genoma
actian factores de transcripcién que se unen en regiones cis (cistroma) y RNA
polimerasas para generar RNAs mensajeros. Ademas, el transcriptoma esta afectado
en cada célula por el epigenoma, que consiste en el conjunto de moléculas y proteinas
que marcan el ADN sin cambiar su secuencia pero que controlan la activacién o

desactivacion de genes.

Las proteinas de union al DNA pueden ser factores de transcripcion u otras
asociadas a la cromatina, como las histonas. Los factores de transcripcién son
proteinas que se unen a elementos reguladores del genoma (elementos cis),
normalmente localizados cadena arriba de los genes que regulan, para modular su
tasa de transcripcion. Un factor de transcripcion tipico de plantas contiene una region
de unién al DNA, un sitio de oligomerizacion, un dominio de activacion de la
transcripcion y modulos sefializadores al nicleo. Las regiones de union al DNA y de
interaccién con otras proteinas a veces estan cercanas en la proteina y sus funciones
pueden solaparse. En las células vegetales, algunos genes se expresan
constitutivamente mientras que la transcripcién de otros responde a estimulos
especificos, todo ello orquestado por factores de transcripcion, la interacciéon entre
ellos con otras proteinas y su unién a secuencias reguladoras especificas (Liu et al.,
1999)

El cistroma, por tanto, se define como el conjunto completo de sitios de union
de factores de transcripcion. Se han desarrollado métodos para construir mapas del
cistroma permitiendo generar redes transcripcionales que controlan procesos claves
de desarrollo o de respuesta a diferentes estimulos. La exploracion los sitios de union
de estas proteinas al genoma comenzé hace ya cuatro décadas con el desarrollo de
los ensayos de cambio de movilidad electroforética o EMSA, por sus siglas en inglés

(Garner y Revzin, 1981; Fried y Crothers, 1981). Posteriormente, la aparicion de la

41



Introduccién

técnica de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlP; Chromatin Immunoprecipitation)

permitio estudiar estas interacciones in vivo.

Los pasos basicos del ChIP son fijacién, sonicacion, inmunoprecipitacion y
analisis del DNA inmunoprecipitado (Figura 7). La fijacién o crosslinking se realiza
exponiendo a las células a formaldehido u otros fijadores, que unen la proteina
covalentemente a la cromatina. Después, el DNA se fragmenta por sonicacién o
tratamientos enzimaticos para obtener fragmentos pequefios. Mas tarde, el factor de
transcripcion unido a regiones del genoma especificas se inmunoprecipita usando
anticuerpos nativos o contra una etiqueta fusionada a la proteina. Finalmente, el DNA
se aisla y se analiza principalmente por diferentes métodos: amplificacion de
secuencias de interés mediante PCR o qPCR (ChIP-QPCR), hibridacion en microarray
(ChlIP-on-chip) o secuenciacion de altas prestaciones (ChlP-seq) (Das et al., 2018).
Estas secuencias cortas se mapean contra el genoma de referencia y usando el

control adecuado, es posible determinar sitios de unién enriquecidos o “picos” de

union.
Células

Crass-linking

Purificacién

del DNA

-— —
Lavado

Analisis (QPCR,
secuenciacion...)

Figura 7. Protocolo esquematizado de la inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP). Los principales
son la fijacion o cross-linking, la lisis de las células y sonicacion del DNA, inmunoprecipitacion, el lavado de

los complejos anticuerpo-proteina y purificacion del DNA.
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La técnica de ChlP-seq ha sido ampliamente utilizada en biologia vegetal y ha
permitido estudiar a fondo la dinamica de la cromatina, el papel de numerosos factores
de transcripcion en la regulacion génica, la metilacion del DNA o modificaciones de

histonas (Kaufmann et al., 2010).

4 Biologia de sistemas de plantas

Los genes contienen la informacion necesaria para codificar proteinas, que en ultima
instancia son las que llevan a cabo todos los procesos necesarios en los organismos
vivos. Histéricamente, se han estudiado estos genes y proteinas como elementos
aislados, pero desde hace afios se ha ido abandonando esa aproximacion
reduccionista para dar paso a una vision global de los sistemas vivos (Matus et al.,
2019). Este cambio de paradigma ha venido apoyado por la aparicion de las
tecnologias de secuenciaciébn masiva de nueva generacion (NGS) que permiten
disponer de grandes cantidades de datos de secuenciacion de acidos nucleicos (Lister
et al., 2009). Estos datos masivos se almacenan en repositorios de libre acceso, y su
analisis, integracion e interpretacion hace necesario el uso de recursos
computacionales. Esto no es exclusivo de la biologia, sino que ocurre en multitud de
areas cientificas, promoviendo el desarrollo de la Ciencia de Datos o Big Data.
Especificamente, en el campo de la biologia molecular, esto ha llevado a la aparicion

de la Biologia Molecular de Sistemas (Matus et al., 2019).

La biologia de sistemas se define como una rama interdisciplinar de la ciencia
centrada en el estudio de seres vivos desde una perspectiva global u holistica que
combina disciplinas como matematicas, computacion, estadistica o biologia (Figura 8).
Busca describir 0 explicar fenémenos biolégicos usando una vision global a través de
las interacciones de todas las entidades moleculares, en lugar de tratarlas

individualmente (Mesarovic, 1968).
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Biologia Molecular
Tecnologias Omicas

Informatica ]

Computacion de Matematicas

altas prestaciones Estadistica
Biologia Molecular de

Sistemas

Figura 8. Representacion esquematica de la Biologia Molecular de Sistemas como una disciplina en
la interseccién entre computacién, matematicas y biologia. Adaptado de (Matus et al., 2019).

La metodologia tipica en biologia molecular de sistemas comienza con la
generacion de datos 6micos y su integracién con datos existentes. Estos datos son
analizados con métodos estadisticos y recursos computacionales, con el objetivo de
generar modelos que permitan predecir fenotipos o0 respuestas en sistemas vivos
(Sheth y Thaker, 2014). Este flujo de trabajo incluye el trabajo experimental usando

técnicas de biologia molecular con el fin de confirmar nuevas hipoétesis (Figura 9).

Por tanto, esta aproximacion busca la integracion y no la disociacion de
elementos. De esta forma, es posible construir redes compuestas por genes, sus
productos, las interacciones entre ellos y estudiar asi las estructuras de disefio
basicas de los seres vivos. A nivel subcelular es posible estudiar diferentes redes
moleculares, como redes de coexpresion génica, redes transcripcionales, redes de

interaccion proteina-proteina o redes metabdlicas. La ciencia de redes se ha
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establecido como el paradigma central de esta disciplina, ya que ofrece un entorno de
modelado eficaz (Li et al., 2015).

Datos omicos
(RNA-seq, ChiP-seq...)

DATOS
EXPERIMENTALES|

. INTEGRACION

Experimentacion DE DATOS

(Fisiologia, fenotipos,
biologia molecular...)

NUEVAS

HIPOTESIS Redes génicas

(coexpresidn, transcripcionales...)

Figura 9. Flujo de trabajo tipico en Biologia Molecular de Sistemas. Los datos 6micos experimentales
deben ser analizados e integrados para generar un modelo, que pueden estar compuestos por redes
génicas. La integracion de estos datos genera propiedades emergentes que dan lugar a nuevas hipétesis.
Estas hipétesis son analizadas mediante trabajo experimental y eventualmente conducen la generacién de

nuevos datos.

4.1 Ciencia de redes

Estamos rodeados de sistemas complejos en nuestro dia a dia. Podemos tomar como
ejemplos la red telefénica mundial, las redes sociales, o nuestro cerebro, formado por
millones de neuronas. Todos ellos requieren de la cooperacion de sus elementos para
su correcto funcionamiento. Se denominan complejos debido a que no es posible
entender su comportamiento a partir de la exploracion individual de sus componentes,
sino que existen propiedades que emergen de las interacciones entre ellos. Estos

sistemas pueden ser capturados y estudiados como redes o grafos (Barabasi, 2015).

Por tanto, para entender estos sistemas complejos es esencial explorar las

redes que los gobiernan. Asi nace a principios del siglo XXI la ciencia de redes, cuya
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base matematica es la teoria de grafos, que tiene su origen en 1735 cuando el
matematico aleman Leonhard Euler resolvid el problema de los siete puentes de
Konigsberg (Euler, 1741). La ciencia de redes ha sufrido un rapido desarrollo debido a
que poseemos las herramientas para generar, coleccionar y analizar grandes
cantidades de datos correspondientes a cualquier sistema. Es posible generar redes
que capturen cualquier sistema biolégico o no, como la red de co-citas de Nature
(Figura 10). Esta aproximacion se define como interdisciplinar, ya que ofrece un
lenguaje universal sin importar qué tipo de red sea objeto de estudio, utiliza datos

empiricos, es cuantitativa y tiene caracter computacional (Barabasi, 2015).

@gﬂg [’rl U
B

Figura 10. Red de co-citas de la revista cientifica Nature. Cada nodo de la red representa un articulo
publicado en Nature. Dos articulos se enlazan con una arista si otro cita a ambos. El tamafio del nodo

representa el nimero de esas co-citas (Gates et al., 2019).

Una red se define como un conjunto de nodos que representan los elementos
del sistema, unidos por aristas que constituyen las interacciones entre ellos.

Dependiendo de si existe direccionalidad en las aristas, podemos encontrar redes
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dirigidas y redes no dirigidas. Un parametro importante a tener en cuenta es el grado

de un nodo, que se define como el nimero de vecinos de dicho nodo.

Las redes biolégicas son dinamicas por lo que se hace necesario estudiar su
evolucién en el tiempo, por cambios producidos debido a factores externos o internos,
como ataques dirigidos o fallos aleatorios. En oposicion a redes aleatorias, en las que
la mayoria de nodos tienen un grado similar (Figura 11A), se ha descrito que la
mayoria de las redes biologicas exhiben una estructura determinada no aleatoria,
denominada propiedad libre de escala, en las cuales la distribucién del grado de los
nodos sigue una ley potencial. Esto significa que unos pocos nodos (denominados
hubs o nodos concentradores) estan altamente conectados mientras que el resto
presentan pocas conexiones (Barabasi y Oltvai, 2004). Esto las hace robustas frente a
fallos aleatorios y fragiles a ataques dirigidos. Ademas, se puede observar una rapida
propagacién de la informacion dentro de la red debido a la existencia de hubs (Figura
11B).

Una caracteristica comin de las redes complejas es que dos nodos escogidos
aleatoriamente pueden ser conectados por pocos pasos, son las denominadas redes
de mundo pequefio. Esta propiedad ha sido observada en multitud de sistemas, como
la red informatica mundial (World Wide Web). Sin embargo, en las redes libre de
escala, el camino que conecta dos nodos aleatorios es menor de lo que se predice
para las redes de mundo pequefio, mostrando un efecto “ultra-small world” (Cohen y
Havlin, 2003).
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Figura 11. Comparacion de redes aleatorias y redes libres de escala. (A) Representacion grafica de una
red aleatoria. (B) La distribucién del grado de los nodos de una red aleatoria sigue una distribucion de
Poisson, similar a una curva de Bell. Todos los nodos tienen un grado similar y no existen nodos altamente
conectados. (C) Representacion grafica de una red libre de escala. (D) La distribucién del grado en redes
libres de escala se ajusta a una potencial negativa en la que la mayoria de los nodos tienen pocos enlaces.
Sin embargo, todos estos nodos estan estrechamente relacionados a través de hubs o nodos altamente

conectados.

Las redes bioldgicas tienden a presentar un alto agrupamiento, lo que encaja
con el hecho de que las funciones celulares se lleven a cabo de una forma modular
(Hartwell et al., 1999). Un mddulo o cluster es un grupo de moléculas (nodos) que
estan conectadas y trabajan juntos para realizar una funcion especifica (Wall et al.,
2004; Alon, 2003; Ravasz y Barabasi, 2003). Esta propiedad se puede observar en
redes de todo tipo, desde grupos de amigos en redes sociales o grupos de paginas
web relacionadas dentro de la World Wide Web. En biologia encontramos muchos
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ejemplos de modularidad, determinados grupos de moléculas gobiernan procesos
especificos como sintesis de acidos nucleicos o degradacién de proteinas. Ademas,
también existe modularidad temporal, de manera que distintas fases del desarrollo

estan reguladas por diferentes conjuntos de moléculas.

Se ha observado que redes que realizan las mismas tareas 0 procesos
muestran patrones recurrentes a pesar de ser evolutivamente distantes, estas
interacciones entre elementos se denominan motivos de red. Técnicamente, un motivo
de red es un subgrafo que aparece significativamente con mas frecuencia en redes
biolégicas que en redes aleatorias. Motivos especificos aparecen en redes de
desarrollo diferentes a los que se han descrito en redes de procesamiento de
informacion. Por tanto, se ha sugerido que a pesar de su gran complejidad, las redes

estan gobernadas por elementos simples (Milo et al., 2002).

En redes transcripcionales, la interaccion mas basica es la regulacion simple,
que puede ser negativa o positiva. Si ocurre esto se traza una arista del gen Y al gen
X, lo que significa que el factor de transcripciéon codificado por el gen Y se une al
promotor del gen X. Un motivo de red que es tipico de redes de desarrollo es la
autorregulacion, en la que un factor de transcripcion regula la expresiéon de su propio
gen. Una autorregulacion negativa produce una aceleracion de la respuesta en redes
transcripcionales (Rosenfeld et al., 2002) y mantiene estables los niveles de proteinas
entre diferentes células. En cambio, la autorregulacién positiva disminuye la velocidad
de respuesta, puede incrementar la variabilidad de proteina entre células y sirve de
memoria para mantener la expresién génica después de una sefial activadora. Si
avanzamos en complejidad podemos encontrar los bucles de retroalimentacion o
feedback loops, y los bucles de anteroalimentacion o feedforward loops, que debido a
su dinamica permiten a los sistemas filtrar sefiales espurias o generar pulsos de

expresion (Figura 12) (Alon, 2007a).
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A B c

O

Autorregulacion Bucle de retroalimentacion Bucle de anteroalimentacion

Figura 12. Varios motivos de red encontrados en redes bioldgicas. (A) El motivo de autorregulacion es
tipico de redes que controlan programas de desarrollo. En el caso de redes transcripcionales consiste en un
gen que se autorregula. (B) El bucle de retroalimentacién consiste en dos genes que se regulan uno a otro.
(C) El bucle de retroalimentacién esta formado por un gen principal [1] que regula a dos genes [2,3], a su
vez el gen 2 regula al gen de salida [3]. Este motivo permite a los sistemas filtrar sefiales espurias o generar

pulsos de expresion.

Durante esta tesis doctoral se han empleado varias técnicas démicas para
entender como funciona la regulacién fotoperiddica de la expresion génica en algas y
plantas. Se ha generado informacién novedosa de caracter evolutivo, desarrollando

nuevas herramientas para el estudio de la fisiologia vegetal y encontrandose una

conexion hasta la fecha desconocida entre el fotoperiodo y el reloj circadiano.
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Hipétesis y objetivos

El reloj circadiano en organismos vegetales controla multitud de procesos esenciales
para la fisiologia y el desarrollo. Se ha descrito una alta interconexion entre el reloj
circadiano y la via fotoperiddica en organismos fotosintéticos. No obstante, no se
conoce una sefializacion retrégrada de la respuesta fotoperiédica que regule ritmos
circadianos en Arabidopsis. En este trabajo se aborda esta hipotesis desde una
perspectiva evolutiva. Para ello, se ha empleado una aproximacion de Biologia
Molecular de Sistemas con el fin de estudiar cémo han evolucionado estos programas
transcripcionales en el linaje fotosintético, analizar las propiedades del reloj en plantas
superiores y profundizar en el control de los ritmos circadianos por la via fotoperiédica.
Por lo tanto, los objetivos de esta tesis doctoral se resumen en los siguientes

apartados:

1. Estudio de la conservacion y la evolucion de los patrones de expresién génica

entre microalgas y plantas superiores.

2. Analisis de la regulacion coordinada ejercida por la sefializacion luminica y el

reloj circadiano sobre el transcriptoma de Arabidopsis.

3. Estudio del efecto de la via fotoperiddica sobre el reloj circadiano a través de
CO.
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1 Recoleccidn y analisis de datos 6micos

1.1 Andlisis de datos de microarray

Los datos de microarray se procesaron usando el paquete R affy (Gautier et al., 2004),
que realiza un control de calidad, correcion del ruido de fondo, normalizacion y
estimacion de los niveles de expresion mediante el algoritmo RMA (Robust Multiarray
Average). Para identificar los genes diferencialmente expresados se empled el
paquete limma (Ritchie et al., 2015), se consideraron aquellos que presentaban el
doble de expresion cuando se comparaban con su correspondiente control (fold-

change > 2).

1.2 Andlisis de datos de RNAseq

En este estudio se han usado datos de RNAseq disponibles en la base de datos
publica Sequence Read Archive (SRA) y datos generados en este laboratorio. Para
Arabidopsis, se analizaron datos de RNAseq provenientes del estudio GSE43865
(Rugnone et al., 2013), que comprende 22 muestras recogidas en régimen LD durante
un dia completo. Por otra parte, se analizaron datos de microarrays del estudio
GSE3416 (Blasing et al., 2005), recogidos bajo condiciones de dia neutro (ND, 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad). Por otra parte, también se emplearon datos de
RNAseq generados en el laboratorio de plantas Col-0 y 35S:CO recogidas a ZT16
bajo condiciones de LD. (Anexo 1). Los datos de Chlamydomonas analizados
consisten en un estudio de RNAseq (GSE71469; Zones et al., 2015) en el que se
recogen muestras en condiciones ND en intervalos de 1 h'y 0,5 h durante 24 h (Anexo
2). Por ultimo, para Ostreococcus se analiz6 el estudio de microarray GSE16422

(Monnier et al., 2010). Este estudio recoge muestras en ciclos ND cada 3 h (Anexo 3).

Los genomas de referencia utilizados fueron Arabidopsis TAIR10 (Lamesch
et al.,, 2012), Chlamydomonas reinhardtii v5.6 (Merchant et al., 2007) (descargados
ambos del portal Phytozome) y el genoma ensamblado de Ostreococcus tauri v2
(Blanc-Mathieu et al., 2014) descargado de JGI.
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Para el analisis de datos de RNAseq se siguid el protocolo Tuxedo (Trapnell
et al., 2012) (Figura 13A), que emplea los paquetes de codigo abierto Tophat (Trapnell
et al., 2009) y Cufflinks (Trapnell et al., 2010). En primer lugar se realiz6 un analisis de
calidad y filtrado de lecturas de baja calidad con la herramienta FastQC. A
continuacion las lecturas fueron alineadas al genoma de referencia correspondiente
usando Tophat, que a su vez utiliza el mapeador bowtie (Langmead et al., 2009). El
alineamiento de las lecturas fue almacenado en archivos BAM (Binary Alignment
Maps). Después, se usaron las lecturas mapeadas y los transcritos conocidos del
genoma anotado para ensamblar los transcriptomas para cada muestra empleando el
paquete Cufflinks. Como unidad de medida se utilizé el FPKM (Fragments Per
Kilobase of transcript per million Mapped fragments) (Mortazavi et al., 2008; Trapnell
et al.,, 2010). Ademas, ajustando los parametros del paquete Cuffdiff, se tuvieron en
cuenta métodos de normalizacion que reducen el sesgo debido a la distribucion no
uniforme de las lecturas mapeadas en los transcritos (Roberts et al., 2011). Estas
normalizaciones eliminan los sesgos en los datos a la vez que conservan la variacion
de la expresion génica que ocurre de forma natural en la transcripcion, permitiendo la
comparacion de los niveles de expresion entre varios experimentos. Finalmente, el

resto del andlisis se realiz6 usando el paquete de R CummeRbund (Goff et al., 2014).

Posteriormente, se utilizé el protocolo “nuevo Tuxedo” o Ballgown (Pertea
etal., 2016) para reanalizar los datos de RNAseq de 35S:CO y Col-0, ya que
incorpora programas mas rapidos y eficientes (Figura 13B). Este protocolo usa el
alineador HISAT2 (Kim et al., 2019) para mapear las lecturas al genoma de referencia.
El ensamblado de los transcritos y la estimacion de la expresion génica se realiza en
este protocolo con los paquetes Stringtie (Kovaka et al., 2019) y Ballgown (Frazee
et al., 2015) respectivamente. Ballgown no realiza ninguna normalizacion de los datos
por lo que se optd por el método de normalizacion del cuartil superior. Por ultimo, se
uso el paquete limma para determinar los genes diferencialmente expresados (Ritchie
et al., 2015).
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Figura 13. Flujo de trabajo empleado para analizar datos de RNAseq. (A) Siguiendo el protocolo
Tuxedo, las lecturas se alinean al genoma de referencia correspondiente utilizando el alineador Tophat y se
ensamblan los transcritos con Cufflinks. El transcriptoma completo se ensambla mediante la herramienta
Cuffmerge. Por Ultimo, Cuffdiff (incluido en Cufflinks) y CummeRbund permite realizar el analisis de
expresion génica diferencial. (B) El protocolo “nuevo Tuxedo” alinea las lecturas mediante la herramienta
HISAT. Posteriormente Stringtie ensambla los transcritos y cuantifica la expresion génica. Finalmente, con

los paquete de R Ballgown y limma se determinan los genes expresados diferencialmente.

1.3 Andlisis de datos de ChiP-seq

El flujo de trabajo seguido para el andlisis de ChlP-seq se ilustra en la Figura 14. En
primer lugar, se llevd a cabo el andlisis de calidad usando el software FASTQC.
Posteriormente se us6 el mapeador bowtie para alinear las lecturas cortas al genoma
de referencia de Arabidopsis TAIR10. Después se llevé a cabo la determinacién de
areas enriquecidas con respecto a una muestra control o picos usando la herramienta
MACS2 (Model-based Analysis for ChlP-seq) (Zhang et al., 2008), que mejora la
resolucion espacial de los sitios de union. Esta herramienta emplea una distribucion de

Poisson para tener en cuenta sesgos por los que determinadas regiones del genoma
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pueden presentar inherentemente mas lecturas mapeadas, eliminando asi falsos

positivos.

Posteriormente se empleé la herramienta PeakAnnotator (Salmon-Divon et al.,
2010) para identificar elementos funcionales préximos a los picos, y el resultado de
este analisis se us6 para determinar los genes diana mediante un script de R,

siguiendo el criterio del gen mas cercano cadena abajo, con un limite de 2000 pb.

Lecturas
alineadas

4
Sitios de unién
O "picos”

Y Y
* ChiPseeker/ T
LCMWWJ [HOMER_J [
A v y
Anotacion funcional Motivas de DNA Genes diana

Figura 14. Flujo de trabajo para el procesamiento de datos de ChIP-seq. Las lecturas cortas
provenientes de la secuenciacion se mapean al genoma de referencia TAIR10 de Arabidopsis mediante la
herramienta bowtie. A partir de este alineamiento se identifican los picos o sitios de unién empleando la
herramienta MACS. Una vez obtenidos los picos, se anotan (ChIPseeker/ChlPpeakAnno), se identifican los
motivos de DNA enriquecidos (HOMER) y se determinan los genes diana para el factor de transcripcion

analizado (PeakAnnotator/script de R).

Finalmente, para identificar los motivos de DNA de unién de los factores de
transcripcion se usoO la herramienta HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif
Enrichment) (Heinz etal., 2010), que analiza las regiones gendmicas buscando
secuencias de DNA enriquecidas en torno a los picos. Para ello se usé el comando
findMotifsGenome.pl. Por Ultimo, se emplearon los paquetes de R ChIPseeker (Yu
etal.,, 2015) y ChlPpeakAnno (Zhu etal.,, 2010) para extraer informacion util del

conjunto de picos identificados.
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1.4 Andlisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica 'y
rutas metabdlicas

Los términos de ontologia génica o GO (GO terms) para Arabidopsis y
Chlamydomonas se obtuvieron del portal web Phytozome, mientras que para
Ostreococcus fueron descargados de ORCAE. El analisis de enriquecimiento en
términos de ontologia génica sobre cualquier grupo de genes se llevo a cabo usando
el pagquete de R topGO (Alexa y Rahnenfuhrer, 2021). Como universo (total de genes
considerados en el test) se empled el conjunto de genes para cada especie. Para
evaluar la significancia del enriquecimiento se utilizé el test exacto de Fisher con un
umbral de a = 5%. La herramienta online REVIGO (Supek et al., 2011) se us0 para
eliminar la redundancia de los términos significativamente enriquecidos. Por otra parte,
para identificar las vias enriquecidas en Arabidopsis se empleé la funcion enrichKEGG
del paquete de R clusterProfiler (Wu et al., 2021). Se realiz6 una correccion del testeo
multiple con el método Benjamin-Hochberg y se estableci6 un umbral para los g-

valores de 0,05.

2 Construccion y analisis de redes génicas

2.1 Conceptos basicos en teoria de redes

Una red N se define como un par ordenado N=(V,E) formado por dos conjuntos: V es
el conjunto de nodos o vértices que constituyen los elementos del sistema y E es el
namero de aristas que representan las interacciones entre ellos. El orden de una red

es numero (n) de nodos y el tamafio se define como el nUmero de aristas (m).
V={vi,...,Vn}
E={e={vi,v} donde v,v; € V, k=1,...,.m}

Se pueden distinguir dos tipos de redes. Las redes no dirigidas no presentan

direccionalidad en las aristas mientras que las redes dirigidas si.

Para realizar el analisis computacional de las redes se emplean matrices de
adyacencia, que se define como una matriz cuadrada n x n donde la componente i,j es

1 cuando existe interaccion entre los nodos i - j, y 0 en caso de no haber relacion.
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Adicionalmente, existen redes ponderadas en las que las aristas tienen un peso

asociado que no se reducen a un valor booleano (1 6 0).

Dos nodos son vecinos si los une una arista. Asi, el camino minimo entre dos
nodos cualesquiera es aquel camino entre dichos elementos con la minima longitud

posible. La distancia entre ellos d(i,j) se define como la longitud del camino minimo.

Uno de los conceptos mas importantes en teoria de redes es el grado de un
nodo, que es el nimero de nodos unidos a él. Por otra parte, la transitividad o el
coeficiente de agrupamiento de un nodo (clustering coefficient) varia entre 1 y 0,
dependiendo de si todos sus vecinos estan conectados entre si 0 no lo estan,
respectivamente. Por tanto, la transitividad representa el grado de agrupamiento o

conexioén alrededor de un nodo.

Formalmente, la distribucion del grado de los nodos se define como la
probabilidad de encontrar un nodo de grado k aleatoriamente en la red, P ( dv = k).
Para representar la frecuencia relativa de los grados de una red se emplean
histogramas. Cuando la distribucion del grado de los nodos se ajusta a una potencial
negativa, hablamos de redes libres de escala. En este tipo de redes la probabilidad de
encontrar un nodo con bajo grado es alta debido a que la mayoria de ellos presentan
pocas conexiones, mientras que existen pocos nodos concentradores o hubs que

tienen una alta conexion.

Por otra parte, la distribucion de la longitud del camino minimo entre nodos de
una red hace referencia a la probabilidad de encontrar un camino de longitud k de
forma aleatoria en la red. De forma similar, se usan histogramas para mostrar la
frecuencia relativa de la longitud de caminos minimos de la red. Es una medida de la
eficiencia de transferencia de informacion de la red. Cuando la longitud media del
camino minimo de una red es significativamente menor de lo esperado, se denomina
red de mundo pequefio, en las que dos nodos aleatorios se pueden conectar por

pocos pasos.
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2.2 Construccién y andlisis de redes de co-expresion génica

El flujo de trabajo seguido para la construccion y el andlisis de las redes de
coexpresion génica se ilustra en la Figura 15. Para medir la coexpresién génica se uso
la correlacion entre los perfiles de expresion en 24 h, considerando que dos genes
estaban coexpresados cuando el coeficiente de correlacion de Pearson entre los

perfiles era mayor que 0,95.

Se generd una red de coexpresion génica para cada una de las tres especies
en estudio, en las que los nodos representan genes ritmicos y se traza una arista
entre ellos si estan coexpresados de acuerdo al criterio establecido. Para visualizarlas
se emple6 Cytoscape, software empleado para representar y analizar redes complejas
(Shannon et al., 2003). Concretamente se aplico el algoritmo de visualizacion Prefuse
Force-Directed Layout, que distribuye los elementos en la red basandose en la
simulacion de dos fuerzas que interaccionan. Los nodos se repelen mientras que las
aristas se atraen, por lo que los diferentes elementos se localizan en la red de modo

gue la energia sea minima (Kobourov, 2012).

El analisis de las redes génicas se llevd a cabo usando el paquete de R
igraph (Csardi, 2006). La propiedad libre de escala se evalué mediante regresion lineal
sobre la transformada logaritmica de la distribucién del grado de los nodos. Las
transformadas logaritmicas convierten las potenciales negativas en rectas con
pendiente negativa. Asi, después de hacer la transformacion, se puede comprobar que
la correspondiente R? es suficientemente alta y que el correspondiente p-valor es

suficientemente bajo.

Por otra parte, la propiedad de mundo pequefio se examind generando 10000
redes libres de escala con las mismas propiedades topoldgicas, mediante la funcion
barabasi.game del paquete igraph, y posteriormente comparando el camino minimo

entre nodos con las redes simuladas, con el propésito de estimar un p-valor.
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Figura 15. Flujo de trabajo computacional seguido para la construccion y analisis de redes de co-
expresion génica. Estas redes se basan en datos transcriptomicos masivos obtenidos en este caso de
microarrays y RNAseq en los que podemos encontrar la expresion de genes a lo largo de 24 horas. Con
estos datos se genera una matriz de correlacion que contiene los coeficientes de correlacion de Pearson
entre cada elemento. A partir de esta matriz se construye y visualiza la red de co-expresion con las
herramientas igraph y Cytoscape. Finalmente, se realiza un agrupamiento mediante dos métodos, clustering
jerarquico y PAM (particion entorno a centroides) utilizando los paquetes WGCNA vy cluster, asi como un
analisis topoldgico empleando el paquete igraph.

Los analisis de agrupamiento o clustering se llevaron a cabo mediante dos
métodos, el método jerarquico y el de particion entorno a centroides, con las funciones
de hclust y pam, del paquete de R cluster. Posteriormente se eligié el método y el
namero de grupos con el que se obtuvo la mejor silueta, que es un valor que

representa la bondad de la clasificacion.

2.3 Construccion y andlisis de redes transcripcionales

La construccién y el analisis de las redes transcripcionales se llevé a cabo segun el
flujo de trabajo mostrado en la Figura 16. Una vez obtenidas las dianas de cada factor
de transcripcién se procedid a construir la red transcripcional. Para ello se utilizé un
script propio de R, network_construction.R, el cual utiliza el paquete de R igraph. Este
script toma como entrada todos los archivos con las dianas de cada factor de

transcripcion. En primer lugar se crea una matriz de adyacencia en la que las
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columnas y las filas representan los genes. A continuacién, mediante una funciéon de R
se asigna uno al elemento i,j si el gen j es diana del factor de transcripcién codificado
por el gen i; se asigna cero en caso contrario. Para construir la red transcripcional se
utilizé la funcién graph.adjacency, que toma como dato de entrada la matriz de
adyacencia y el tipo de red, en este caso dirigida. De esta forma se construyeron dos
grafos, uno con los 33 factores de transcripcion y sus dianas y el subgrafo inducido
compuesto solamente por los factores de transcripcion.

Las redes generadas se representaron graficamente en Cytoscape (Smoot
et al., 2011), y de nuevo se aplicé el método Prefuse Force Layout.

Adicionalmente se realizé un analisis de la topologia de la red. En este caso,
para determinar si la red era libre de escala se emple6 el Test de Kolmogorov-
Smirnov. Usando la funcién degree se determiné la distribucion del grado de los nodos
de la red. Mediante la funcién power.law.fit, también del paquete igraph, se realizo el
andlisis estadistico basado en el mencionado test. Esta funcion recibe como entrada la
distribucion del grado de los nodos y devuelve el objeto Ks.p, que corresponde al p-

valor de rechazar que dicha distribucion sigue una potencial negativa.

= Distribucion del grado

cent cenz Genn

+ Coeficiente de agrup

* Camino minimo

* Identificacion de hubs

*  Motivos de red

Figura 16. Flujo de trabajo computacional seguido para la construccién y analisis de redes
transcripcionales. Se parte de datos de union de factores de transcripcién al genoma. Asi, ficheros con
genes diana de cada factor de transcripcion se integran generando una matriz de adyacencia en la que se
escribe el valor 1 para el elemento Ai,j si hay una arista desde el nodo i hasta el nodo j. A partir de esta
matriz se construye y visualiza la red usando las herramientas igraph y Cytoscape. Por dltimo se realiza el

analisis topoldgico de la red.

A continuacion, se determinaron los nodos concentradores o hubs de acuerdo
a dos metodologias distintas. Por una parte, se consideraron como hubs el 5% de los

nodos con mayor grado o nimero de vecinos. Por otra parte, se utilizé la funciéon
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hub.score de igraph, que toma como entrada la red y asigna una puntuacién entre 0 y
1 a cada nodo, segun el algoritmo HITS (Hyperlynked-Induced Topic Search)
(Kleinberg, 1997). De igual forma se seleccionaron como hubs el 5% de nodos con

mayor puntuacion.

Asimismo, se calculé el coeficiente de agrupamiento de la red usando la

funcion transitivity y el camino medio entre nodos con la funcidn average.path.length.

2.4 Motivos de red

Para identificar motivos de red presentes en nuestras redes transcripcionales, se
evalud la significancia estadistica de todos los subgrafos posibles formados por uno,
dos o tres nodos. En primer lugar, se generaron grafos aleatorios usando el modelo
Erdés—Rényi implementado en la funcién de R erdos.renyi.game del paquete igraph.

Se generaron 10000 grafos aleatorios con las mismas propiedades topolégicas.

Se compard la frecuencia con la que aparecia cada motivo en la red de
estudio con las veces que aparecia en cada una de las redes aleatorias para estimar

el p-valor correspondiente para cada motivo.

3 Analisis de patrones circadianos

La deteccion de patrones periddicos significativos en los datos de expresién génica
analizados se realizo usando RAIN (Rhythmicity Analysis Incorporating Nonparametric
methods). Este paquete de Bioconductor contiene funciones que implementan
métodos no paramétricos robustos para la deteccidn de ritmos con formas arbitrarias y
periodos previamente especificados (Thaben y Westermark, 2014). La principal
funcion, rain, se us6 con los siguientes pardmetros: una matriz numérica con los
niveles de expresién génica de las diferentes réplicas bioldgicas en un periodo de 24
h; un intervalo de muestreo de 4 h para Arabidopsis y de 3 h para Chlamydomonas y
Ostreococcus; un periodo de 24 h; y el nUmero de réplicas, para Arabidopsis y
Ostreococcus tres réplicas y para Chlamydomonas dos. Se establecid un nivel de
significancia de a = 1% para asumir que un determinado gen presenta un patron

ritmico a lo largo del dia. La forma de la curva de expresion de cada gen periddico se
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caracteriz6 usando su pico (punto temporal donde la expresién es maxima) y su
minimo. Se dividio el dia en cuatro periodos, denominados en este trabajo Amanecer,
Dia, Atardecer y Noche. Asi, los genes se clasificaron en 16 clusters diferentes de
acuerdo al momento donde presentaban el maximo y el minimo en su curva de

expresion.

4 Significancia de solapamiento de conjuntos
génicos

Para evaluar la significancia estadistica del solapamiento de dos conjuntos génicos se
recurri6 a la prueba de Fisher, que es un método exacto para estudiar si existe
asociacion entre dos variables cualitativas. Se utilizé la funcion de R fisher.test. En
el caso de mas de dos conjuntos de genes, se empled el paquete de R
SuperExactTest (Wang et al., 2015) que calcula la probabilidad exacta de mudltiples
intersecciones basandose en una distribucién hipergeométrica para determinar

enriquecimiento. Los resultados se visualizaron mediante diagramas de Venn.

Para evaluar la asociacion entre dos conjuntos de regiones génicas, se optd
por emplear tests de de permutaciones. La interseccién entre dos grupos de regiones
se calculé con el paquete de R ChlPpeakAnno (Zhu etal.,, 2010) y después se
randomizé uno de los dos conjuntos creando un grupo de sitios de unién totalmente
aleatorio. A continuacién, se calculé6 de nuevo el solapamiento entre el conjunto
aleatorio y el real. Se repiti6 el proceso 10000 veces para determinar si el

solapamiento original se debia al azar o no, estimandose un p-valor.

5 Analisis de conservacion de moédulos

Se consideré que dos genes potenciales ortdlogos segun el algoritmo MBBH exhibian
un patrén circadiano conservado cuando ambos pertenecian al mismo cluster (maximo
y minimo de expresion en la misma franja horaria) o cuando el coeficiente de
correlacién de Pearson entre sus perfiles de expresion era mayor que 0,98. Sin
embargo, la conservacién entre patrones de co-expresioén de dos grupos diferentes de

genes se calculé de acuerdo al estadistico de preservacion compuesta Zsummary
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(Langfelder et al., 2011). Un valor de Zsummary menor que 2 indica que no hay
conservacion, mientras que un Zsummary mayor que 10 constituye evidencia de un
gran nivel de conservacion. Para calcular este pardmetro se us6 el paquete de R

WGCNA (Langfelder y Horvath, 2012) y la funcion implementada en el mismo.

6 Generacion de aplicaciones web usando shiny
R

Shiny es un paquete de R que permite construir aplicaciones web directamente desde

cédigo R. Por ello no son necesarios conocimientos de desarrollo web.
La estructura de una aplicacién de Shiny R es la siguiente:

® ui (user interface): especifica la interfaz gréafica de usuario de de la aplicacion.
En esta seccion de codigo se definen y establecen las entradas (inputs) y
salidas (outputs). Existen multitud de funciones para disefar la interfaz e

incluir multitud de elementos como paneles, etiquetas o pestafas.

® Server (server function): contiene las instrucciones gque se necesitan para
construir la aplicacion. Aqui se calculan las salidas (outputs) a partir de las
entradas (inputs) especificadas por el usuario en la interfaz grafica

realizandose los calculos y computaciones necesarias para generarlos.
® shinyApp(): funcion que crea el objeto aplicacién Shiny.

Los bloques ui y server se comunican, el primero comunica al server los
parametros introducidos por el usuario y entonces éste genera los resultados que se
muestran en la interfaz gréfica (ui). Uno de las caracteristicas mas importantes de
Shiny es que usa programacion reactiva. Esto significa que las funciones del server
reaccionan automaticamente a cambios que se hacen en el ui, permitiendo generar
aplicaciones interactivas para el usuario.
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7 Material vegetal

7.1 Organismos empleados
En este trabajo se han empleado como organismos modelo la planta superior
Arabidopsis thaliana y las microalgas Ostreococcus tauri y Chlamydomonas

reinhardtii.

Arabidopsis thaliana es wuna planta herbacea de pequefio tamafio
perteneciente a la familia Brassicaceae. Su genoma tiene 120 Mb distribuidas en 5

cromosomas. Las estirpes utilizadas se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Estirpes de Arabidopsis utilizadas en este trabajo.

Mutante/Sobre-expresor Ecotipo Gen Locus
co-10 Col-0 AT5G15840 CcoO
35S:CO Col-0 AT5G15840 CcoO
prr5 Col-0 AT5G24470 PRR5
35S:GFP:HY5 (hy5-211) Col-0 AT5G11260 HY5
hy5-2 Col-0 AT5G11260 HY5
hyh Col-0 AT5G11260 HYH
hy5-2/hyh Col-0 AT5G11260 HY5/HYH

Ostreococcus tauri es una microalga de la familia Prasinophyceae y es el
eucariota de vida libre mas pequefio conocido. Se caracteriza por tener un genoma

pequefio y compacto. Se ha utilizado la estirpe RCC745.

Chlamydomonas reinhardtii pertenece a la familia Chlorophyceae y es un
modelo clasico para el estudio de organismos fotosintéticos. Su genoma esta
compuesto de 17 cromosomas con un total de 110 Mb. La estirpe empleada ha sido la

mutante de pared celular cw15 (considerada silvestre en este estudio).
7.2 Cultivo de microalgas en matraz

La cepa de Chlamydomonas cwl15 se cultivd en matraces Erlenmeyer con agitacion

bajo una intensidad luminica de 75 yJEm~2s™1 y un intervalo de temperaturas de 18°C
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(noche) a 22°C (dia). Se us6 medio minimo Sueoka. Por otra parte, Ostreococcus se
cultivé en agua marina esterilizada por filtracién y autoclavada complementada con

vitaminas B2, bajo las condiciones previamente descritas para Chlamydomonas.

La recogida de microalgas se realizé por centrifugacion a 2000 g durante 4
min. Posteriormente se lavé el precipitado con 1 ml de PBS y se volvid a centrifugar. El

precipitado resultante se guardé a -80°C hasta su procesamiento.

7.3 Cultivo de plantas en placas de Petri

Las semillas de Arabidopsis fueron estratificadas durante 4 dias a 4°C en oscuridad
antes de sembrarlas en placas de medio MS (Murashige & Skoog) (Murashige y
Skoog, 1962) en condiciones LD. Los puntos temporales se indican como Zeitgeber
Time N (ZTN), indicando el nimero de horas N tras encenderse las luces en el fitotrén

0 camara de cultivo (ZT0), simulando el amanecer.

Para el estudio expresiébn génica realizado en el segundo capitulo de
Resultados, plantulas de 12 dias de edad se recogieron cada 4 h durante un periodo
de 24 h. Para los analisis de expresiébn génica y los experimentos de
inmunoprecipitacion de la cromatina del tercer capitulo se recogieron plantulas a los

10 dias tras la germinacion, en la ventana comprendida entre los puntos ZT12 y ZT16.

8 Bacterias

8.1 Estirpes utilizadas
Las estirpes utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 5. La cepa de
Escherichia coli DH5a se emple6 para las clonaciones. La estirpe DB3.1 se utilizo

para la propagacion de plasmidos Gateway originales.

La cepa de Agrobacterium tumefaciens GV1301 pmp90 se usO para la
transformacion de Arabidopsis y para estudios de expresion transitoria de proteinas en

hojas de Nicotiana.
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Tabla 5. Estirpes de bacterias utilizadas en este trabajo.

Bacteria Estirpe Genotipo Referencia
supE44 Alac U169 (980
E. coli DH5a lacZAM15) hsdR17 recAl (Hanahan, 1983)

endAl gyrA96 thi-1 relAl

gyrA462 endAl A(srl-recA)
mcrB mrr hsdS20 ginv44

(Bernard y Couturier,

E.coli DB3.1 (=supE44) aral4 galk2 1992)
lacY1 proA2 rpsL20 xyl5
leuB6 mtll
A. tumefaciens GV301 (pmp90) Rf? Gn*? (Watson et al., 1975)

8.2 Cultivo en medio liquido y sélido

Todas las bacterias se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al.,
1989) en agitacion, a 37 °C y a 28 °C, para E. coli y A. tumefaciens, respectivamente.
Para el cultivo en medio liquido se empleaba medio LB solidificado con Bacto-agar
1,5% (p/v) (SIGMA).

Para la seleccion de bacterias portadoras de plasmidos se suplementaba el
medio de cultivo con el antibiético correspondiente (Tabla 6).
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Tabla 6. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencia o fuente
PDONR207 Vector inicial del sistema Gateway® (GmF) Invitrogen
Vector de expresion génica en plantas (Km® en bacteria
e HygR en plantas) utilizado para la clonacion mediante (Belda-Palazén et al
pYFN43 sistema Gateway®. Fusiona la mitad N-terminal de la 2012) v
proteina fluorescente amarilla (YFP) para ensayos de
BiFC.
Vector de expresion génica en plantas (Km® en bacteria
DYFC43 e HygR en plantas) utilizado para la clonacién mediante | (Belda-Palazoén et al.,
sistema Gateway®. Fusiona la mitad C-terminal de la 2012)
YFP.
Vector de expresion génica en plantas (Spect® en
bacteria y BASTAR en plantas) utilizado para la (Nakamura et al
pGWB644 clonacion mediante sistema Gateway®. Produce una 2010) "
fusion C-terminal de la proteina fluorescente azul
(CFP).
Vector de expresion génica en plantas (Spect® en
PGWB642 bacteria y BASTAR en plantas) utilizado para la (Nakamura et al.,
clonacion mediante sistema Gateway®. Produce una 2010)
fusién C-terminal de la YFP
Vector de expresion génica en plantas (Spect® en
PGWB645 bacteria y BASTAR en plantas) utilizado para la (Nakamura et al.,
clonacion mediante sistema Gateway®. Produce una 2010)
fusién N-terminal de la CFP.
Vector de expresion génica en plantas (Spect® en
bacteria e Hyg" en plantas) utilizado para la clonacién (Nakagawa et al
pGWB515 mediante sistema Gateway®. Produce una fusién N- 2007) "
terminal del epitopo HA (Human influenza
hemagglutinin).

9 Clonacion mediante el sistema Gateway

Los plasmidos utilizados en este trabajo se generaron mediante el sistema Gateway®

Technology (Invitrogen). En primer lugar se amplificaron mediante PCR los fragmentos

de DNA a clonar. Para ello se usaron cebadores que incluyesen en su secuencia los

sitios de reconocimiento attB1 y attB2. Debido a la longitud de estos cebadores, se

realizaron las PCRs en dos pasos. En la primera reaccién se incluyeron parte de las

secuencias attB utilizandose cebadores con una secuencia especifica del fragmento

de DNA y una parte de la secuencia de recombinacion. En la segunda reaccion se
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amplificaban los fragmentos resultantes de la primera para afadir la secuencia
restante. Esto permiti6 estandarizar la segunda reaccion con unos cebadores

genéricos y utilizar unos mas simples en la primera reaccion.

Tras purificar el producto final de la PCR, se realizaron las reacciones de
recombinacion BP, seguln las instrucciones del fabricante, con el objetivo de introducir
el fragmento de DNA en el vector de entrada pDONR207. Una vez terminada la
reaccion, se transformaron células de E.coli DH5a0. Las bacterias transformadas se
sembraron en placas de LB suplementadas con gentamicina 20 pg/ml y se incubaron
durante una noche a 37°C. De forma general se seleccionaron 4 colonias de cada
reaccion para la purificacion del plasmido usando el kit ISOLATE Il Plasmid Mini Kit
(Bioline). Los plasmidos se verificaron por secuenciacion y se us6 uno de ellos en la
segunda reaccién de recombinacion (LR) para transferir el inserto clonado al vector de
destino. Con este vector se transformaron células de Agrobacterium para realizar

ensayos de expresion transitoria en hojas de Nicotiana (Apartado 14).

Los cebadores empleados para la clonacion de fragmentos de DNA se
detallan en la Tabla 7. El cDNA de CO se encontraba ya en un pDONR221 existente
en el laboratorio y el cDNA de PRR5 se obtuvo de Addgene contenido en el plasmido
pPENTR/D-TOPO.

Tabla 7. Cebadores empleados en la clonacién de los genes HY5 y FLM. También se incluyen los

cebadores utilizados para afiadir la parte externa de las secuencias attB en la segunda reaccion de PCR.

Secuencia directa Secuencia reversa
Cebadores
oxtermnos GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG
o GCT CTGGGT
sitios attB
HY5 AAAAGCAGGCTTCATGCAGGAACAAG | AGAAAGCTGGGTCTCAAAGGCTT
CGACTAGC GCATCAGC
C’zggnszj”e AAAAGCAGGCTTCATGCAGGAACAAG | AGAAAGCTGGGTCAAGGCTTGCA
CGACTAGC TCAGCATTAGA
STOP
ELM AAAAAGCAGGCTGCATGGGAAGAAGA | AGAAAGCTGGGTCCTAATTGAGCA
AAAATCGAG GCGGGAGAGT
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10 Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Durante la manipulacion del RNA es necesario adoptar una serie de medidas de
precaucion para evitar su degradacién por las RNAsas. Asi, todo el material y
soluciones fueron esterilizados en un horno a 200°C y en un autoclave,
respectivamente. Por otra parte, todas las soluciones se prepararon con agua Milli-Q
suplementada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1% (v/v). Una vez recogido el
material vegetal, se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido para evitar su

degradacion.

La extraccion de RNA se llevé a cabo con el método basado en Tioisocianato
de guanidina [Trizol® (Invitrogen)], segun el protocolo descrito por Chomczynski y
Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987). Tras triturar el material vegetal (en el caso de
Arabidopsis), se afiadié 1 ml de Trizol, se agité en vortex para homogeneizarlo y se
incubé 5 min en hielo. Posteriormente se afiadié 200 pl de cloroformo y se volvié a
mezclar la muestra antes de centrifugarla en una microcentrifuga a 15000g durante 15
min a 4°C. Después de la centrifugacion, se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo
y se afiadieron 500 pl de isopropanol. Se incubd la muestra 15 min a temperatura
ambiente y se centrifugd de nuevo a 15000 g durante 10 min a 4°C. A continuacion,
para precipitar selectivamente el RNA, se afiadieron 750 pl de cloruro de litio 3M y se
incubd 10 min en hielo para volver a centrifugar las muestras a 15000 g durante 10
min a 4°C. Finalmente, se lavo el precipitado con 500 ul de etanol al 85% (v/v) y se
centrifugaron a maxima velocidad durante 10 min a 4°C. El precipitado final se secé al
aire para eliminar los restos de etanol y se resuspendid en 22 pl de agua Milli-Q
suplementada con DEPC 0,1% (v/v). Se usaron 2 ul para medir la concentracion de
RNA en un espectrofotdmetro nanodrop® (ND-1.000 Spectrophotometer, Nanodrop

Technologies).

La reaccién de retrotranscripcion se realizd con el kit de QIAGEN QuantiTect
Reverse Transcription siguiendo las instrucciones del fabricante. En las reacciones se
parti6 de 500 ng de RNA para una mezcla con 0,5 ul de retrotranscriptasa, 1 ul de

tampoén de reaccion y agua hasta alcanzar un volumen final de 10 pl. Después de
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inactivar la retrotranscriptasa, se afiadié agua Milli-Q hasta alcanzar 40 pl de volumen

final. Las posteriores reacciones de QPCR se llevaron a cabo usando 1 pl de cDNA.

11 Analisis de expresion génica mediante QPCR
en tiempo real.

Para la cuantificacion relativa de la cantidad de las moléculas de RNA mensajero se
llevaron a cabo PCRs cuantitativas en tiempo real (QPCR). Las reacciones de QPCR
se llevaron a cabo utilizando el fluor6foro SYBR® Green (SensiFAST™ SYBR® &
Fluorescein Kit) y se realizaron en un volumen final de 10 pl al que se le afadio: 1 pl
de CDNA, 0,2 uyM de cada cebador, 5 pl de la solucion SensiFAST y agua Milli-Q
hasta alcanzar el volumen total. Las reacciones se realizaron por triplicado en un

termociclador iQ5 de BioRad, siguiendo el programa indicado en la Tabla 8.

Tabla 8. Programa utilizado para las reacciones de QPCR

CICLOS TEMPERATURA TIEMPO
CICLO
Paso 1 95 °C 2 minutos
CICLO 2 (40x)
Paso 1 95°C 5 segundos
Paso 2 60 °C 10 segundos
Paso 3 72°C 6 segundos
CURVA DE FUSION
Paso 1 95°C 30 segundos
Paso 2 95°C 1 minuto
Paso 3 (81x) 55°C 30 segundos

La cantidad de transcrito se estimo a partir del ciclo umbral (Threshold Cycle,
Ct) (Ginzinger, 2002) usando el algoritmo ddCt (Zhang et al., 2016) y se relativizo
frente a los niveles del gen de expresién constitutiva UBIQUITINA 10 (UBQ10). Los

cebadores empleados para estimar la expresion génica se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Cebadores utilizados para medir la expresién génica en las reacciones de QPCR.

Tamaiio del
Secuencia directa Secuencia reversa nglrirf‘i?::?o
(pb)
Genes de Ostreococcus
OtEF1a GACGCGACGGTGGATCAA CGACTGCCATCGTTTTACC 202
OtHY5 GAGGGAAGATTGGGAAGAAGAA CCTTCTCCAACGCCTGAAT 81
Genes de Chlamydomonas
CrTUB GTTGCATCGTTAGCGTGGACG GCAGCAGCCAATGTTCAGACT 170
CrHY5 GGCATGAACCCTAGCTTCC CATCATGTCCTCGCTGATGT 144
Genes de Arabidopsis
UBQ10 GAAGTTCAATGTTTCGTTTCATGT GGATTATACAAGGCCCCAAAA 145
HY5 GCTGAAGAGGTTGTTGAGGA TCTCCAAGTCTTTCACTCTGTTT 101
PRR5 GCAATCTCTTCAACGAGAAGCCGC CGAACGAATTGGCCTTTGATTCG 138
Gl CCAGCAACAATACGGTGCC CGATAGGACGGACTATTCATTCCG 158
PRR7 GGAAGTGGTAGCGGAAACTTGG CGTACCTTCTTTCGGAAGCACC 110
BAM9 CTTGATGGGAAGACTCCTATGG GTGATTCCCGTGATTGTGTTG 98

12 Extraccion de proteinas

12.1 Aislamiento de proteinas en Nicotiana benthamiana

Las hojas de Nicotiana se trituraron en presencia de nitrégeno liquido hasta obtener

un polvo fino blanquecino. En ese momento se afadieron 50 ml de tampodn de

extraccion de proteinas [50 mM Na-phosphate pH 7.4, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 5
mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1% Triton X-100, 50 yM MG-132, 2 mM Na3Vv04, 2 mM NaF,
PIC (Protease Inhibitor Cocktail) 1:1000] (Song et al., 2012) junto con el nitrdgeno

liquido, y se volvié a triturar. EI material homogeneizado se dej6 descongelar a

temperatura ambiente y después se centrifugé durante 10 minutos a 4°C a una

velocidad de 5000 rpm en microfuga. El sobrenadante se filtré a través de una

membrana de nylon (SIGMA) de 100 um de diametro de poro. La solucion resultante

se us6 inmediatamente para los ensayos de co-inmunoprecipitacion de proteinas o se

congeld en nitrégeno liquido para su conservacion a -80°C.
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12.2 Aislamiento de cromatina en Arabidopsis

Para la extraccion de nucleos de plantulas de Arabidopsis se tritur6 en un mortero el
tejido en presencia de nitrégeno liquido hasta conseguir un polvo ligero blanquecino.
Después, este tejido se mezcd con el tampdn de extraccion 1 [sacarosa 400 mM, Tris-
HCI 10mM pH 8,0, MgCl, 10mM, B-mercaptoetanol 5mM] y se incub6 a 4°C hasta su
completa homogeneizacion. Esta solucion se filtr6 a través de dos capas de Miracloth
(Merck) y se centrifugé a 3200g durante 20 min a 4°C. El precipitado se resuspendi6
en tampon de extraccion 2 [sacarosa 250 mM, Tris-HCI pH 8,0 10 mM, MgCl, 10 mM,
1% (v/v) Tritdbn X-100, B-mercaptoetanol 5 mM] y la solucién resultante se transfirio a
un nuevo microtubo que se centrifugé a 5000g durante 10 min a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 300 pl tampén de lisis nuclear [NaCl
150 mM, SDS 0,1% (v/v), Tritén X-100 1% (v/v), EDTA 2 mM, Tris-HCI pH 8,0 20 mM]

con la ayuda de un green pestle.

Los tampones se suplementaron antes de ser utilizados con los siguientes
reactivos para preservar la integridad de las proteinas: (PIC; SIGMA) 1:10000, PMSF
0,1 mM, MG132 (SIGMA) 1:10000, NaVO3 1:10000, y NaF 1:1000.

Una vez resuspendidos los nucleos, se sonicaron en un Bioruptor® Pico
durante 15 ciclos de 30 s de encendido y 1 min de apagado, para conseguir
fragmentos de entre 200 y 500 pb. Tras la sonicacidn se incubd en rotacion a 4°C
durante 30 min. La cromatina sonicada se centrifugé durante 10 min a 16000g para
precipitar restos de la fraccion nuclear, y el sobrenadante (cromatina) se utilizé para

pasos posteriores o se congel6 en nitrégeno liquido y se guardd a -80°C.

13 Inmunoprecipitacion de la cromatina

La inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) se llevd a cabo siguiendo el protocolo
de Bowler (Bowler etal.,, 2004) con algunas modificaciones para mejorar el
enriguecimiento, recomendadas para la inmunoprecipitacion de factores de
transcripcion que no son muy abundantes (Lau y Bergmann, 2015). Las plantulas
fueron cultivadas durante 10 dias bajo condiciones LD y se recogieron 9 g de tejido en

la ventana de tiempo ZT12-ZT14. Después, se realizd una doble fijacion o crosslinking

77



Materiales y métodos

para capturar complejos de proteinas que no estan directamente unidas al DNA. El
tejido vegetal se fijo en un concentrador de vacié en presencia de DSG 1 mM durante
10 min, en 1% (v/v) de formaldehido 20 min y finalmente se afiadié glicina a una
concentracién de 0,125 M para detener la fijacion. Seguidamente se lavé el tejido con

agua Milli-Q, se elimind el exceso de liquido y se congel6 en nitrégeno liquido.

El tejido se trituré en presencia de nitrdgeno liquido y se obtuvo la cromatina
como se describe en el apartado 12.2. Se trabajo con alicuotas de 3 g para no perder
eficiencia hasta tener aislada la cromatina, momento en el que se combinaron. Tras
obtener la cromatina, se llevdo a cabo su cuantificacién para partir de la misma
cantidad en la muestra y en el control. Para ello se transfirieron 50 pl de cromatina a
un nuevo microtubo al que se afiadieron 450 pl de tampdn de cuantificacion de
cromatina [Tris-HCI pH 7,4 10 mM, EDTA 1 mM, SDS 0,25% (v/v)]. Esta muestra se
incubo con 1 pl de RNAsa A (10 mg/mL) durante 15 min a 37°C. A continuacion, se
afiadieron 3 pl de proteinasa K (20 mg/mL) y se incub6 4 h a 65°C en un termobloque
con agitacion (300 rpm) para revertir el crosslinking. Seguidamente se afiadieron 500
pl de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se agit6 con ayuda de un vortex y se
centrifugé a 17000g durante 5 min. Al sobrenadante se le afadieron 10 pg de
glicogeno y 2,5 volimenes de etanol para precipitar el DNA durante 2 h a -80°C. A
continuacion, se centrifugd a maxima velocidad durante 30 min en una microfuga a
4°C y el precipitado restante se lavo dos veces con etanol al 70% (v/v). Finalmente se
resuspendio en 50 pl de tampon TE [Tris-Hecl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM]. EI DNA
purificado se cuantificé en un nanodrop (DO 260 nm) o en un fluorémetro QUBIT para
mayor sensibilidad. De esta forma, las distintas muestras se equilibraron de acuerdo a

su concentracion antes de realizar la inmunoprecipitacion.

Un 10% de la cromatina se reservd como input y el resto se utilizé para la
inmunoprecipitacion. Los complejos proteina-DNA se inmunoprecipitaron durante una
noche usando anticuerpo anti-CO (Valverde et al., 2004) y agarosa magnética GFP-
Trap® (anti-GFP acoplada a bolas magnéticas) (Chromotek) para capturar las
proteinas CO y GFP:HY5, respectivamente. En el caso de la inmunoprecipitacion de
CO, la solucién se incub6 ademas durante 3 h con gfanulos magnéticos Dynabeads

(Invitrogen) para capturar los inmunocomplejos.
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En ambos casos, se realizaron tres lavados de las perlas con soluciones que
contenian concentraciones decrecientes de sal: el tampdn de lisis nuclear, el tampén
de lavado de alta sal [NaCl 500 mM, SDS 0,1% (v/v), Tritobn X-100 1% (v/v), EDTA 2
mM, Tris-HCI 20 mM pH 8], el tampon de lavado de LiCl [LiCI 250 mM, NP-40 1%
(v/v), deoxicolato de sodio 1% (p/v), EDTA 1mM, Tris-HCI 10 mM pH 8] y por dltimo

dos lavados con tampon TE.

Tras el dltimo lavado, los inmunocomplejos se eluyeron de las particulas con
300 pl de una solucién que contenia un 1% (v/v) de SDS y NaHCO3 al 0,1% (v/v),
incubandolos 30 min a 65°C en agitacién (1200 rpm). Una vez recogido el eluato, se
procedio a la purificacion del DNA. El crosslinking entre las proteinas y el DNA se
revirti6 mediante la incubacion durante una noche con 5 pl de NaCl 5M a 65°C. Al dia
siguiente, se eliminaron los restos de RNA afiadiendo 10 ug de RNAsa A incubando la
muestra 30 min a 37°C. Después, se afiadieron 50 ug proteinasa K para eliminar las
proteinas a 45°C durante 1 h. EI DNA se aisl6 con el método de fenol-cloroformo-

isoamilico descrito anteriormente y se resuspendié en 50 pl de tampén TE.

En el experimento de ChIP para CO se usaron las lineas 35S:CO y co-10
como control. Por otra parte, para identificar los sitios de unién de HY5 se utilizaron las
lineas 35S:GFP:HY5 (hy5-211) y Col-0 como control.

Posteriormente, para determinar el enriquecimiento en los sitios de unién del
genoma, se usO 1 pl del DNA aislado para las reacciones de QPCR. El programa
utilizado fue el mismo que se describe en la Tabla 8, pero ademas se incluyeron
reacciones utilizando como molde 3 diluciones seriadas de DNA gendmico, con el
objetivo de obtener una curva de calibracién. Asi, se tuvieron en cuenta las diferencias
en la eficiencia de los cebadores y se pudo comparar el enriquecimiento obtenido en

distintos amplicones. Los cebadores usados se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Cebadores empleados para medir el enriquecimiento de unién de los factores de
transcripcion en las diferentes regiones del DNA.

Tamaiio del

L . fragmento

Secuencia directa Secuencia reversa amplificado
(pb)
TSS ACT2 GCGATGTTTgéTCg gTCAATAAAC CTCACCTTCACCATTCCAGTTCCA 286
G-box G/ ATCACGAATCQI.LATGGAGATCAT CAATCAGAGTGGAGCAAGAGAT 110
G-box PRR5 | AGGTGAAAGACTGTGTCAGATAA TGTTGGGTGGGATTAGATTAGAG 106
CORE1/2 FT GTGGCTACCAAGTGGGAGAT TAACTCGGGTCGGTGAAATC 201
CORE3 FT GCTCAAACATGTTGCTCGAA TGCGATCAGTAAAATACACAGACA 287

La secuenciacion se realizd en la unidad de gendémica del Cabimer (Centro
Andaluz de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa). Se usaron dos réplicas
biologicas para la preparacion de las librerias, usando el kit ThruPLEX DNA-seq de
Takara Bio Europe. Las librerias se secuenciaron en el secuenciador NextSeq500 de
lllumina. El andlisis de los datos de ChlP-seq de CO se realizd6 como se describe en el

apartado 1.3 de Materiales y Métodos.

14 Expresion transitoria en Nicotiana
benthamiana

14.1 Agroinfiltracion

Las cepas de Agrobacterium se incubaron en medio LB suplementado con los
antibiéticos correspondientes para la seleccion durante una noche a 30°C en
agitacion. Después, se centrifugaron los cultivos durante 5 min a 3200g y se
resuspendio el precipitado en 3 ml de medio MEX [MES 0,97% (p/v) pH 5,6; Glucosa
0,5% (p/v); NaH.PO,4 0,024% (p/v); acetosiringona 0,2 mM; AB SALT 5X (v/v)] siendo
AB Salts 20X: 20 g NH.CI, 6 g MgSO. 7H,0O, 3 g KCI, 200 mg CaCl,, 50 mg FeSO,
7H,O por litro. Este lavado se realizé un total de 3 veces y a continuacion se
resuspendio el precipitado de bacterias en 3 ml de medio MES 10 mM suplementado

con acetosiringona 0,2 mM. Para equilibrar los distintos cultivos que se iban a
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agroinfiltrar, se diluyeron con solucién MES 10 mM hasta una DO (600 nm) final de
0,5. Se realizaron las combinaciones necesarias para los distintos experimentos
afadiendo ademas el cultivo de Agrobacterium que expresa la proteina p19 (Voinnet
et al., 2003). Una vez preparados los cultivos, se realiz6 una pequefia herida en la
parte abaxial de cada hoja de tabaco a infiltrar con ayuda de una aguja estéril y
seguidamente, empleando una jeringuilla sin aguja se forzé la entrada de la solucion
en el tejido manteniendo una presion uniforme.

14.2 Ensayos de BiFC

Durante los ensayos de BiFC, las secuencias de cDNA de CO, HY5, PRR5y FLM se
clonaron en los vectores Gateway pYFN43 y pYFC43 (Belda-Palazon et al., 2012),
que fusionan las partes N y C-terminal de la YFP (Yellow Fluorescent Protein) al
extremo carboxilo de las proteinas. La estirpe GVG3101 pmp90 de Agrobacterium se
transformé con estas construcciones y se infiltraron en hojas de Nicotiana de 4
semanas segun lo descrito en el apartado 14.1 de Materiales y Métodos. A los 2-3 dias
se visualizaron en el microscopio confocal Leica TCS SP2/DMRE. La YFP
reconstituida se excité con un laser de argén ajustado a 514 nm con una potencia del

20%, y su fluorescencia se detect6 entre 515 y 565 nm.

14.3 Ensayos de colocalizacion y FRET

Para visualizar la colocalizacion de 3 proteinas y para los ensayos de Transferencia de
energia de resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en inglés), las secuencias de
cDNA de HY5 y PRR5 se fusionaron a los fragmentos C- y N- terminales de la YFP,
respectivamente. Por otra parte, los cDNAs de CO y FLM se clonaron en los vectores
pGWB644 y pGWB642, que producen fusiones C-terminales de las proteinas
fluorescentes CFP e YFP (Shyu et al.,, 2008). Se agroinfiltraron hojas de Nicotiana
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 14.1 y 2-3 dias después se visualizaron
en el microscopio confocal. La proteina CFP se excité con una linea de laser de 458
nm y se recogié su emision en una ventana de 465-479 nm. La YFP reconstituida se

excité con un laser de 514 nm y su emision se detect6 entre 520 y 545 nm.
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La colocalizaciéon se midié usando el coeficiente de correlacion de Pearson,
implementado en el plugin coloc2 de Fiji (distribucion de ImageJ) (Schindelin et al.,
2012).

Los valores de FRET se midieron mediante la técnica sensitized emission
usando un software implementado en el microscopio Olympus y los analisis
posteriores se realizaron utilizando el plugin PixFret para Fiji (Feige et al., 2005). Se

determind el bleed-through para el aceptor y el donador, el fondo o ruido se sustrajo y

se calcularon los valores N, para cada nlcleo, ya que este metodo permite

normalizar las diferencias en los niveles de proteina fluorescente (Xia y Liu, 2001).

15 Tiempo de floracion

Para medir el tiempo de floracién, se sembraron las plantas en semillas en tierra
después de estratificarlas durante 4 dias a 4°C. Cada linea analizada se sembraba
junto con la cepa silvestre y se anotaba en cada caso el nimero de hojas de roseta en

el momento de la aparicion del botdn floral

16 Movimiento de hojas

Para monitorizar el movimiento de hojas de Arabidopsis, se estratificaron las semillas
durante 3-5 dias a 4°C en oscuridad. Después se germinaron en microtubos de 5 mli
rellenos de sustrato (perforados por el fondo), y colocados sobre un pequefio depdsito
de agua con el objetivo del riego continuado y asi minimizar los movimientos
producidos por la entrada y salida de agua. Las plantulas se crecieron en LD con una

-1

intensidad luminica de 120 PEmM™2s durante 10 dias, para transferirse

posteriormente a una camara de cultivo en luz continua (LL).

Las dos primeras hojas fueron fotografiadas cada 6 min durante 6 dias usando
una camara acoplada a un ordenador de placa reducida Raspberry Pi. EI movimiento
de las hojas se obtuvo usando el software TRIP (Greenham et al., 2015) como el
movimiento vertical en funcion del tiempo. El periodo del movimiento y otros

parametros se analizaron con el software BioDare (que hace uso de la Transformada
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Réapida de Fourier seguida del método de minimos cuadrados no lineales; FFT-NLLS)
(Zielinski et al., 2014) y con el paquete de R CircaCompare (Parsons et al., 2020).

Los scripts utilizados en este trabajo de investigacion se encuentran
disponibles en GitHub a través del siguiente link:

https://github.com/pedrodelosreyes.
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1 La mayoria de proteinas de Ostreococcus
presentan un ortélogo en Arabidopsis o
Chlamydomonas, pero no ocurre lo mismo entre
las otras dos especies.

La identificacién de potenciales ortélogos entre dos especies es uno de los principales
cuellos de botella en la genorhica y transcriptémica comparativa (Dessimoz et al.,
2012). El algoritmo Bidirectional Best Hit (BBH) es uno de los métodos méas usados
para la identificacion automatica de potenciales ortélogos. A pesar de su simplicidad,
el algoritmo BBH es muy preciso manejando genomas bacterianos y de arqueas (Wolf
y Koonin, 2012). Sin embargo, este algoritmo no funciona de forma o6ptima en
genomas con alta tasa de duplicacion génica como en plantas y animales, perdiendo
hasta el 60% de ortélogos (Dalquen y Dessimoz, 2013). En este trabajo, para
identificar ort6logos entre especies evolutivamente distantes, hemos desarrollado una
variante del algoritmo BBH llamada Multiple Best Bidirectional Hit (MBBH). Este
método asigna a cada gen g/ de la primera especie k < N ortélogos potenciales de la
segunda especie, g:...,g°, basado en similitud de secuencia de las proteinas
codificadas si, y solo si, el gen de interés g/ esta entre los N genes mas similares de

la primera especie (Figura 17).

Usando la herramienta MBBH, mas del 97% de las proteinas de Ostreococcus
pudieron asociarse a un ortologo potencial de Arabidopsis o Chlamydomonas (Tabla
Online 1). Este resultado es consistente con el reducido y compacto genoma de
Ostreococcus (Palenik etal.,, 2007) y sugiere, como habia sido propuesto
anteriormente (Raven et al.,, 2013), que este picoeucariota es el minimo organismo
fotosintéticamente activo y que su expresion génica esta casi completamente regulada
por el reloj circadiano. Confirmando esta idea, el andlisis de enriquecimiento en
términos GO realizado sobre el grupo de genes sin potencial ortélogo en Arabidopsis o
Chlamydomonas no produjo ningln resultado significativo. De hecho, la mayor parte
de genes sin ortdlogo se localizan en los cromosomas 2 y 19. Algunos de estos genes
codifican para varias proteinas no anotadas (ostta02g03690, ostta02g05500,

0stta02g00800) y un grupo de transposasas mariner/Tcl-like (ostta02901245,
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ostta02g01247, ostta02g02355). Esto apoya resultados previos sobre la
heterogeneidad del genoma de Ostreococcus, en los que se describen los
cromosomas 2 y 19 como diferentes en términos de contenido en GC, uso de codones

y himero de elementos transponibles (Derelle et al., 2006).

Dominios proteina, ;*

X

Dominios proteina,,*

Genoma 1 Genoma 2

Figura 17. Diagrama explicativo de la herramienta Multiple Bidirectional Best Hits (MBBH). Para la
Proteinai* codificada por el Gen? de la primera especie (verde oscuro), el algoritmo selecciona los genes
(rojo) que codifican las N proteinas que muestran la mayor similaridad de secuencia (proteina;?, proteina;.?,
...proteina;,’). En este estudio se ajustdé N a 20. A estas 20 proteinas se les denomina initial best hits. Se
realiza el mismo proceso para la segunda especie. Por cada initial hit encontrado en de esta especie (rojo),
se seleccionan los N genes (verde claro) que codifican las proteinas con mayor similitud de secuencia.
Entonces los initial best hits que se encuentran para el el gen que codifica la proteinai de la primera especie
se filtran. Sélo se mantienen aquellos genes que tuvieron como initial best hit a la proteinai* (marcado con el
simbolo V). Por tanto, se requiere bidireccionalidad. Ademas, los best bidirectional hits que no comparten al

menos un dominio proteico se eliminan (marcado con el simbolo X).

Siguiendo el mismo analisis comparativo, aproximadamente el 85% de las
proteinas de Chlamydomonas presentaron potenciales ortélogos en Ostreococcus y
Arabidopsis (Tabla Online 2). Por tanto, un grupo de en torno a 2600 genes de

Chlamydomonas que codifican para proteinas especificas no pudieron ser asociadas a
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ningun ortélogo en las otras dos especies. El andlisis de enriquecimiento de ontologia
génica llevado a cabo sobre este grupo de genes usando el paquete de R topGO y
resumido con REVIGO revel6 que los 3 términos mas enriquecidos y no redundantes
fueron “Movement of cell or subcellular component”, “Organic cyclic compound
metabolism” y “DNA integration” (Figura 18A). El mismo grupo de genes fueron
asociados con los términos GO “Movement of cell or subcellular component”,
“Anatomical structure homeostasis” y “single-organism process”. Por tanto, los ultimos
dos términos GO se consideraron redundantes y sélo “Movement of cell or subcellular
component” fue considerado. De forma similar, los términos “Organic cyclic compound
metabolism” y “cellular aromatic compound metabolism” incluyeron la misma lista de
genes que “Organic cyclic compound metabolism” por lo que sélo el dltimo se tomd en

consideracion.

Diferentes genes que codifican proteinas flagelares como flagellar inner arm
dynein 1 (Crel4.g624950) y axonemal dynein heavy chain 6 (Crel4.g627576) (Figura
18B) son representativos del grupo “Movement of cell or subcellular component”. Las
células de Chlamydomonas exhiben dos flagelos polares mientras que en las células
de Ostreococcus o Arabidopsis estas estructuras no estan presentes, lo que explica la
ausencia de ortélogos en estos organismos. Ademas, los genes especificos de
Chlamydomonas anotados con el término GO “Organic cyclic compound metabolism”
incluyen las familias ciclasas de adenilil y guanilil clase lll, incluyendo genes como la
adenilato/guanilato ciclasa CYG11 (Cre07.9g320700) (Figura 18C). Estas enzimas que
catalizan en animales la sintesis de GMP y AMP ciclico no existen en plantas,
explicando la ausencia de potenciales ort6logos en Ostreococcus y Arabidopsis. De
hecho, esto coincide con la idea de que algunos genes de Chlamydomonas estan mas
cercanos a animales que a plantas (Merchant et al., 2007). Por otra parte, el Unico
retrotransposon gag-pol-related (Cre01.g045850) (Figura 18D) es un ejemplo de los
genes especificos de Chlamydomonas asociados al término de GO “DNA integration”,
lo que sugiere que este grupo de virus patégenos que infectan Chlamydomonas es

especifico para esta microalga.
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Figura 18. Anotacion funcional de genes identificados exclusivamente en Chlamydomonas. No se
encontraron potenciales ortélogos en Ostreococcus o Arabidopsis para el 15% de las proteinas de
Chlamydomonas. (A) Enriquecimiento en términos GO sobre el grupo de genes de Chlamydomonas sin
potencial ortélogo en las otras dos especies, encontrando los términos “movement of cell or subcellular
component”, “organic cyclic compound metabolism” y “DNA integration”. Cada éarea en el treemap
representa el -log10(p-valor) para el correspondiente término GO. (B) Estructura de las proteinas Flagellar
inner arm dynein 1 (Crel4.9g624950) y axonemal dynein heavy chain 6 (Crel4.g627576), dos proteinas
especificas de Chlamydomonas involucradas en movimiento celular. (C) Estructura proteica de la ciclasa de
guanilil y adenilil clase 1l codificada por el gen CYG11 (Cre07.9g320700), exclusivo de Chlamydomonas e
involucrado en el metabolismo de componentes ciclicos organicos. (D) Estructura de proteinas del
retrotransposén gag-pol-related (Cre01.g045850), un ejemplo de proteinas especificas de Chlamydomonas
asociadas al término “DNA integration”. Las cajas de color en las secuencias de aminoacidos representan
dominios identificados en la base de datos Pfam y cuyo cédigo aparece a la izquierda de cada

representacion proteica.

Nuestro andlisis también identific6 potenciales ortélogos en Ostreococcus y
Chlamydomonas para aproximadamente el 75% de las proteinas de Arabidopsis
(Tabla Online 3), sugiriendo que un cuarto de estas proteinas no estan presentes en
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microalgas y han podido ser adquiridas durante la evolucion hacia plantas superiores.
De acuerdo con esta idea, un analisis de enriquecimiento en términos GO mostré que
estas proteinas especificas de Arabidopsis estan involucradas en los siguientes tres
términos significativos no redundantes: “Cell communication”, “Cell wall organization”,
y “Multiorganism reproductive process” (Figura 19A). De forma similar a los resultados
previos, el término de GO “Signaling” compartia la misma lista de genes que “Cell
communication”; “Cellular glucan metabolism” presenté los mismso genes asociados
que “Cell wall organization” y el grupo de genes asignados a “Biological regulation” y
“Multiorganism reproductive process” también fueron idénticos. Por tanto, sélo se
discute el segundo término GO mencionado. Estos términos GO corresponden a
complejas caracteristicas vegetales propias de la multicelularidad que estan ausentes
en microalgas. Asi, proteinas clave involucradas en biogénesis de la pared celular y
metabolismo celular del glucano en Arabidopsis como Pectin Methylesterase 1 (PMEL1,
At1g53840) no presentan potenciales ortélogos en Chlamydomonas u Ostreococcus
(Figura 19B). En efecto, la historia evolutiva de los genes PMR ha sido estudiada
previamente, estableciéndose su aparicion en las algas Charofitas multicelulares, lo
que explica su ausencia en algas mas primitivas (Wang et al., 2013). Un caso concreto
de proteina asociada a “Multi-cellular processes” sin potenciales ort6logos en
Chlamydomonas y Ostreococcus fue la NAC domain containing protein 98 de
Arabidopsis (ANAC098, At5g53950) (Figura 19C). La familia de factores de
transcripcion NAC es una de las mas grandes en plantas y estd involucrada en
multiples procesos clave como el desarrollo floral. De nuevo, esta familia de factores
de transcripcion se origind en Charofitas (Zhu etal.,, 2012) y no aparece en
Chlamydomonas y Ostreococcus. Finalmente, la Recognition of Peronospora
Parasitica 1 (RPP1, At3g44480) es un ejemplo especifico de una proteina involucrada
en “Cell communication/signaling” y es parte del grupo especifico de proteinas de
Arabidopsis relacionadas con resistencia a patégenos y muerte celular programada
(Figura 19D) (Schreiber et al., 2016).

91



Conservacion de patrones diurnos en el linaje verde

A

B

At1g53840 At5g53950

T T 1 b hé ¥.
200 400 600 o 200 400

r
o
Nimero de aminodcido Nimero de aminoacido

At3g44480
| TR
M LRR3

T T T T T T T T T T T T 1

500 1000 1200

Numero de aminoacido

Figura 19. Anotacion funcional de los genes identificados exclusivamente en Arabidopsis. No se
encontraron ortélogos en Chlamydomonas o en Ostreococcus para un cuarto de las proteinas de
Arabidopsis. (A) El enriquecimiento en términos GO para el grupo de genes especificos de Arabidopsis
indica que estan involucrados en “cell communication/signaling”, “cell wall organization”, “cellular glucan
metabolism” y “multiorganism reproductive process.” (*) “single-organism developmental process.” Cada
rectangulo del treemap representa el —log10(p-valor) para el correspondiente término GO. (B) Estructura
proteica codificada por el gen Pectin Methylesterase 1, (PME1, At1g53840), uno de los genes especificos
involucrados en organizacion de la pared celular y metabolismo del glucano. (C) Un caso de proteina
especifica de Arabidopsis anotada con el término GO “multi-organism reproductive process”, AC domain
containing protein 98 (ANAC098, At5g53950), que participa en el desarrollo floral. (D) Estructura de la
proteina codificada por el gen Recognition of Peronospora Parasitica 1 (RPP1, At3g44480), uno de los
genes exclusivos de Arabidopsis involucrado en sefializacion celular. Las cajas de color en las secuencias

de aminoacidos representan dominios identificados en la base de datos Pfam.
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2 Grandes familias de factores de transcripcidon
de Arabidopsis tienen un unico ortélogo en
microalgas

El método MBBH para definir potenciales ortélogos puede detectar varios candidatos
para cualquier gen de interés, identificando mdultiples genes homdlogos que pueden
haber aparecido por procesos de duplicacién génica. En Arabidopsis, de media, 5,19 y
7,83 genes pueden ser asociados a un Unico homologo en Chlamydomonas vy
Ostreococcus, respectivamente, indicando que las familas génicas de Arabidopsis son
de media 5 a 8 veces mas grandes que en las de las microalgas estudiadas. Dicho
resultado concuerda con los eventos de duplicacion de genoma completo y
duplicacién génica que fueron cruciales en la evolucion de familias de genes de
plantas (Romero-Campero et al., 2013; Rensing, 2014). Curiosamente, este proceso
es particularmente frecuente en familias de factores de transcripcion y la herramienta
MBBH ha detectado eficientemente dominios funcionales en las secuencias proteicas
de las tres especies estudiadas e identificado la familia de factores de transcripcion a
la que pertenecen. En general, sus tamafios coinciden con los datos disponibles en la
Plant Transcription Factor Database, PlantTFDB (Jin etal.,, 2017), confirmando la
fiabilidad de esta aproximacion. En promedio, menos de 4 y 7 proteinas forman cada
familia de factores de transcripcion en Ostreococcus y Chlamydomonas,
respectivamente, mientras que una media de 30 miembros constituyen las familias de

Arabidopsis, lo que apoya la idea de multiples eventos de duplicacion.

Dos claros ejemplos de amplificacion en factores de transcripcion son las
familias de proteinas DOF y COL (Figura 20A,B) que presentan un Unico miembro en
Chlamydomonas y dos miembros en Ostreococcus, respectivamente, mientras en
Arabidopsis existen 47 proteinas DOF y 22 COL. Un subgrupo de genes DOF estan
regulados por el reloj (CYCLING DOF FACTORS, CDFs), y a su vez controlan la
expresion de CO en Arabidopsis y patata durante la floracion fotoperiddica (Imaizumi
et al., 2005; Fornara et al., 2009; Kloosterman et al., 2013). Esta ruta constituye un
modulo DOF-CO conservado en espermatofitas que también esta presente en
Chlamydomonas (Lucas-Reina et al.,, 2015). En Ostreococcus podria ser diferente.

Mientras que los ortélogos de Chlamydomonas y Arabidopsis presentaron un Unico
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dominio proteico DOF, en una de las dos proteinas DOF de Ostreococcus (OtDOF2,
ostta04g02850) se identificé un dominio Response Regulator N-terminal adicional con
un potencial motivo phosphoaceptor aspartic acid-aspartic acid-lysine (DDK) (Figura
20A). Esto sugiere que OtDOF2 puede ser parte de un sistema fosforelay
(phosphorelay) (Djouani-Tahri et al., 2011). La familia génica COL (Figura 20B) parece
haber surgido en microalgas, con un s6lo miembro representativo en Chlamydomonas
(CrCO, Cre06.9278159) (Valverde, 2011) y dos potenciales ort6logos en Ostreococcus
(OtCOL1, ostta04g03620 y OtCOL2, ostta09g01510). En Chlamydomonas, CrCO esta
involucrado en ritmo circadiano, control del ciclo celular, sintesis de almidén, contenido
lipidico y mecanismos de fotoproteccion del cloroplasto (Serrano et al., 2009; Deng
et al., 2015; Gabilly et al., 2019; Tokutsu et al., 2019; Matsuo et al., 2008) y algunas de
estas funciones han sido conservadas en algunos ortélogos de Arabidopsis (Romero-
Campero et al., 2013; Isabel Ortiz-Marchena et al., 2014).

Las familias de los factores de transcripcion MADS-box y PRR (Figura 20C,D)
constituyen otros casos interesantes. La familia MADS-box es un ejemplo de
amplificacion frecuente a lo largo de la evolucion vegetal, ya que una Unica copia esta
presente en Chlamydomonas y Ostreococcus mientras que en Arabidopsis esta familia
tiene 146 miembros. Las proteinas MADS-box han sido clasificadas en diferentes
subfamilias dependiendo del reclutamiento de nuevos dominios proteicos ademas del
dominio MADS (MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS, SRF1) de union al DNA, como las
K-box (contienen una region conservada llamada caja K; Figura 20C), explicandose
asi la gran diversidad funcional de esta familia de factores de transcripcién en plantas
superiores. Por otra parte, los mas recientes PRRs (Figura 20D) han sufrido una
amplificacion génica. Estas proteinas presentan un dominio N-terminal Pseudo
Response Regulator y un dominio CCT C-terminal, pero no ocurre o mismo en
microalgas. Unicamente encontramos una copia en Ostreococcus (OtPRR,
osttal3g01820) y dos en Chlamydomonas (CrPPR1, Cre029.094150; CrPRR2,
Crel6.9676421). Ademas, estas proteinas presentan un potencial motivo fosfoaceptor
DDK.
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Figura 20. Amplificacién de familias de factores de transcripciéon durante la evolucién. Las familias
de Arabidopsis son en promedio 5 y 8 veces mas grandes que las de Chlamydomonas y
Ostreococcus, respectivamente, lo que indica la existencia de eventos de duplicacién génica. (A)
Estructura de las proteinas DOF. Ostreococcus tiene dos miembros, uno de ellos posee un dominio
Response Regulator en extremo N-terminal (OtDOF2), mientras que en Chlamydomonas s6lo encontramos
uno. De los 47 miembros que aparecen en Arabidopsis, los mas similares a los DOFs de algas son los
CDFs, involucrados en la floracion (B) Estructura proteica de la familia de factores de transcripcion COL.
Tiene dos miembros en Ostreococcus, uno sélo en Chlamydomonas y 22 en Arabidopsis. Se muestra CO y
sus homélogos mas similares. (C) Estructura proteica de los factores de transcripcion de la familia MADS-
box. Esta familia ha sufrido un intenso proceso de amplificacién desde una séla copia en Ostreococcus y
Chlamydomonas hasta una familia multigénica de 146 miembros en Arabidopsis. (D) Estructura de
proteinas de la familia PRR. A pesar de su relativo pequefio tamafio en Arabidopsis (10 miembros), también
ha experimentado un proceso de amplificacion génica, desde una soéla copia en Ostreococcus y dos en
Chlamydomonas. Las cajas de color en las secuencias de aminoacidos representan dominios identificados

en la base de datos Pfam.
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Con el objetivo de analizar la relaciéon entre la conservacion en la secuencia
de aminoacidos - estructura de proteinas y la conservacién de los perfiles de
expresion, se analizaron datos transcriptomicos de las tres especies a lo largo de 24 h.
Como era de esperar, se observaron diferencias en los perfiles de expresion de genes
de Arabidopsis; algunos genes mantienen el mismo patron que los de
Chlamydomonas y Ostreococcus mientras que otros mostraban otro completamente
nuevo (Figura 21). En este sentido, en la familia DOF (Figura 21A), los genes de
Arabidopsis CDF1 y CDF2 han conservado un perfil de expresion similar al de CrDOF
y OtDOF1, con un maximo en torno a ZT0 y un minimo en torno a ZT12. Sin embargo,
CDF4 y OtDOF2 alcanzan su punto maximo a ZT21, mientras que CDF3 lo hace a
ZT3, con un minimo a ZT18, lo que no se observa en genes de Chlamydomonas u
Ostreococcus. Una situacion parecida se observa para las familias de factores de
transcripcion COL (Figura 21B), MADS-box (Figura 21C) y PRR (Figura 21D). Los
genes de Arabidopsis COL1, COL2 y COL3 presentan un perfil de expresion muy
similar a OtCOL1 y CrCO, con un minimo a ZT12 (Figura 21B). Por otra parte, en los
perfiles de expresion de OtCOL2 y CO se observan diferencias en cuanto al momento
donde alcanzan su nivel minimo de expresion, a ZTO y ZT6, respectivamente. La
familia MADS-box presenta una gran diversificacion en el perfil de expresion de sus
miembros, con grandes diferencias entre los patrones génicos de Arabidopsis,
Chlamydomonas y Ostreococcus (Figura 21C). En la familia PRR, OtPRR presenta el
mismo perfil de expresion que PRR1 (TOC1) y PRR3 en Arabidopsis, con el punto
maximo a ZT12, mientras que PRR5 y PRR7 lo presentan antes, en torno a ZT9. Sin
embargo, CrPRR1 y CrPRR2 muestran patrones completamente diferentes, con el
maximo a ZT21 y ZTO, respectivamente (Figura 21D). Esto implicaria que, en general,
la amplificacion génica viene acompafiada de una diversificacion en el perfil de

expresién y por tanto, de una diversificacién funcional (Romero-Campero et al., 2013).
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Figura 21. Diversificacion de los perfiles de expresion tras la amplificacion génica. Se muestran
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mapas de calor representando la expresion génica de las familias de factores de transcripcion de la Figura
20 en condiciones ND. Se usa una escala de color desde amarillo (maxima expresion) hasta negro (minima
expresion). Se empleo un clustering jerarquico para ordenar los genes de acuerdo a su expresion génica.
(A) Perfil de expresion de la familia génica DOF. (B) Perfil de expresion de la familia génica COL. (C) Perfil
de expresion de la familia génica MADS-box. (D) Perfil de expresion de la familia génica PRR. Debajo de

cada gréfico, se indica la escala de tiempo Zeitgeber Time (ZT) en horas (h).

3 La mayoria de genes en Ostreococcus y en
Chlamydomonas exhiben un patrén ritmico, al
contrario que en Arabidopsis

Recientemente, se han generado datos masivos transcriptomicos de
organismos fotosintéticos crecidos en diversas condiciones ambientales y fisiologicas.
Uno de las sefiales ambientales mas estudiadas es el cambio en los ciclos de dia y

noche. No obstante, el andlisis de cambios diurnos en el transcriptoma de diferentes
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especies se llevé a cabo independientemente en diferentes estudios, lo que hace
necesario la aplicacion de técnicas de Biologia Molecular de Sistemas para integrarlos
y compararlos. En este estudio se han analizado datos de microarray generados a lo
largo de un periodo de 24 h en condiciones ND para Ostreococcus (Monnier et al.,
2010) y Arabidopsis (Blasing et al., 2005), datos de RNAseq de Chlamydomonas
(Zones et al., 2015) en condiciones ND y Arabidopsis en LD (Rugnone et al., 2013).
En la seccién de Materiales y Métodos se describen los detalles del procesamiento de
los datos. Para determinar el efecto del ciclo de periodos de luz y oscuridad sobre el
transcriptoma, identificamos genes que mostraban un patron de expresion periddico o
ritmico con un periodo aproximado de 24 h en las tres especies. Se emplearon
métodos no paramétricos implementados en el paquete de R de Bioconductor RAIN
para detectar patrones significativos de expresion génica con formas de onda
arbitrarias y un periodo de 24 h (Thaben y Westermark, 2014).

El andlisis reveld que més del 90% de los genes de Ostreococcus detectables
en el microarray presentaron patrones ritmicos diarios (Tabla Online 1). Por otro lado,
no se identificd ningdn término GO significativamente enriquecido en los genes no
periédicos. Esto sugiere que practicamente el transcriptoma completo de
Ostreococcus se regula de manera periddica y que la mayoria de procesos biolégicos
en esta microalga esta altamente afectada por los ciclos dia/noche. Sin embargo, en
Chlamydomonas, aproximadamente el 70% de los genes mostraron perfiles
significativos de expresion génica ritmica diaria (Tabla Online 2). En el andlisis de
enriquecimiento en términos de GO llevado a cabo sobre los genes de regulacién no
periddica solo se identificaron unos pocos procesos bioldgicos significativos. Los dos
mas significativos fueron “DNA integration” y “Defense response to virus” incluyendo
genes como la transcriptasa reversa Cre05.9235102, la ligasa de DNA Cre06.9277801
y la 2'-5' oligoadenilato-sintetasa Cre15.g641050. Se trata probablemente de procesos
biolégicos inducidos por estimulos biéticos y por tanto, independientes de los ciclos de
luz/oscuridad. Finalmente, sélo el 43,18% de los genes de Arabidopsis mostraron
patrones circadianos significativos de acuerdo a nuestro analisis (Tabla Online 3),
sugiriendo que, durante la evolucién de las plantas superiores, muchos procesos

biolégicos fueron desacoplados de la influencia externa de los ciclos de luz y
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oscuridad. Estos porcentajes de genes ritmicos van en consonancia con resultados
previos (Blasing et al., 2005; Monnier et al., 2010; Zones et al., 2015). El analisis de
enriquecimiento en rutas metabdlicas llevado a cabo sobre los genes ritmicos de
Arabidopsis revel6 varias rutas clave significativas influenciadas por cambios ritmicos
(Tabla 11). Como se esperaba, la ruta mas significativa fue la denominada “Circadian
rhythms in plants”. También fue esperable encontrar enriquecidas las rutas “Porphyrin
and chlorophyll metabolism” y “Pentose phosphate pathway”, ya que estan
involucradas en la fotosintesis y por tanto es probable que estén altamente reguladas
por ciclos luz/oscuridad presentando patrones ritmicos. Para algunas rutas
metabdlicas esenciales como “Fatty acid degradation” y “Starch and sucrose
metabolism” también se detectd enriquecimiento significativo en los genes ritmicos, lo
que indica que el metabolismo de Arabidopsis aun se regula estrechamente por
periodos alternativos de luz y oscuridad. Mas sorprendente fue la identificacion de
“Alpha-Linolenic acid metabolism” y “Plant hormone signal transduction” entre los
terrhinos GO enriquecidos, sugiriendo, bien que estas vias son antiguas o que durante
la especiacion vegetal estas rutas nuevas involucradas en sintesis de hormonas o

sefializacion fueron reclutadas a un patrén ritmico luz/oscuridad.
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Tabla 11. Vias significativamente enriquecidas en los genes de expresion circadiana de
Arabidopsis en este trabajo.

Identificador | Descripcion q-valor Ei?::i: dianoltotal
ath04712 Circadian rhythm - plant 4,20 - 10° |29/36
ath00030 Pentose phosphate pathway 5,25 -10° | 35/58
ath00052 Galactose metabolism 1,54 - 102 |32/55
ath00590 Arachidonic acid metabolism 1,54 -102 |13/17
ath00966 Glucosinolate biosynthesis 1,54 -10? |14/19
ath00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism 1,76 - 102 |28/48
ath00360 Phenylalanine metabolism 1,84 - 102 |25/42
ath00071 Fatty acid degradation 2,66 - 10° | 24/41
ath00500 Starch and sucrose metabolism 2,66 - 102 |66/139
ath00130 gigi;]yuri?r?;seisand other terpenoid-quinone 266102 | 21/35
ath00260 Glycine, serine and threonine metabolism 3,54 102 |37/72
ath00592 alpha-Linolenic acid metabolism 3,54 - 102 |21/36
ath01200 Carbon metabolism 3,62 - 107% | 114/262
ath01230 Biosynthesis of amino acids 3,62 -102% |111/255
ath04075 Plant hormone signal transduction 3,62 102 |118/273
ath01210 2-Oxocarboxylic acid metabolism 4,66 - 102 |37/74

Con el objetivo de representar los genes ritmicos diarios y sus relaciones

complejas de coexpresion, se construyé una red de coexpresion génica para cada

especie fotosintética analizada (Figura 22A-C). Los nodos representan los genes

ritmicos y las aristas relaciones de coexpresion, de manera que se asume que dos

genes circadianos se coexpresan cuando el indice de correlacion de Pearson entre los

perfiles de 24 h de expresion es mayor que 0,95, trazandose una arista entre ellos.

Las tres redes de coexpresion génica se visualizaron usando la disposicion Prefuse

Force Directed implementada en la herramienta software Cytoscape (Shannon et al.,

2003).
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Figura 22. Redes de coexpresidon génica circadiana. Los genes se representan por nodos y las
aristas indican coexpresion entre ellos. Las tres redes adquirieron forma de anillo reflejando el
patrén periddico de los genes ritmicos. (A) Red de coexpresion génica perddica de Arabidopsis. (B) Red
de coexpresion génica periddica de Chlamydomonas. (C) Red de coexpresion génica periodica de
Ostreococcus. (D) Andlisis topolégico de las redes de coexpresién indicando que son redes libres de escala
y de mundo pequefio. La distribucion del grado de sus nodos (en rojo) se ajusta a una potencial negativa. El
coeficiente medio de agrupamiento (azul) es significativamente mayor que en redes aleatorias con las

mismas propiedades.
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Curiosamente, las tres redes de coexpresién adquirieron la misma estructura de anillo,
plasmando la relacién y el orden cronol6gico entre los patrones de coexpresién de los
genes periddicos. Dos parametros topoldgicos bésicos, la distribucion del grado de los
nodos y el coeficiente de agrupamiento fueron calculados para cada red (Figura 22D).

La distribucion del grado de los nodos de las tres redes sigue una distribucién

potencial negativa con un p-valor menor que 2,2x10716, o que implica que son redes
libres de escala (Barabasi, 2015), sugiriendo que los patrones de coexpresion génica
para los genes ritmicos diarios en las tres especies son robustos a ataques o
mutaciones aleatorios pero fragiles a cambios dirigidos a genes hub, aquellos
coexpresados con un gran nimero de genes (Aoki et al., 2007). Ademas, el coeficiente
de agrupamiento de las tres redes fue significativamente alto comparado con el mismo
coeficiente de redes libres de escala generadas aleatoriamente con el mismo nlimero
de nodos y aristas. Por tanto, las tres redes constituyen redes de mundo pequefio
(Barabasi, 2015), con caminos relativamente cortos conectando dos nodos
cualesquiera. Esta propiedad confiere una rapida propagacion de informacién entre

genes con diferentes patrones de expresion génica.

4 Los grupos de genes ritmicos confieren
separacion temporal de procesos bioldgicos

El patrén ritmico diario de expresion génica para genes individuales se puede describir
por su punto minimo y por su punto maximo o “pico”, el punto temporal cuando su
nivel de expresion es mayor (Figura 23A, Tablas online 1-3). Los datos
transcriptomicos usados en las redes de coexpresion fueron recogidos en condiciones
ND, pero usando diferentes puntos temporales: mientras que los datos de
Ostreococcus y Chlamydomonas fueron recolectados cada 3 h, los de Arabidopsis se
recogieron cada 4 h. Para poder comparar los perfiles de expresion de las tres
especies, se dividio un dia de 24 h en cuatro intervalos temporales. Por tanto, el
Amanecer (azul) se defini6 como el intervalo de tiempo entre ZT21 y ZT3; el Dia
(amarillo), de ZT3 a ZT9; el Atardecer (rojo) se consider6 desde ZT9 a ZT15 vy la
Noche (negro) se establecié como el periodo desde ZT15 a ZT21 (Figura 23B). Asi,

102



Conservacion de patrones diurnos en el linaje verde

los genes ritmicos diarios se pueden clasificar en 16 grupos diferentes de acuerdo al

intervalo donde presentan el maximo y el minimo.

Debido a la cantidad de datos procesados, la representacion grafica de esos
16 grupos puede resultar confusa, por lo que para facilitar su visualizacién decidimos
unir todos los grupos con el pico en el mismo intervalo en sélo uno. Asi, para cada
nuevo grupo de genes representamos el perfil de expresion de cada gen y el perfil
medio del grupo completo (Figura 23C). Curiosamente, no se observaron diferencias
sustanciales entre los perfiles medios de las tres especies analizadas. Por ello,
cuando coloreamos los genes de esos clusters en las correspondientes redes de
coexpresion génica (Figura 22A-C), observamos que éstos presentan la misma
localizacion en las tres redes. Esto constituye una prueba sélida de la veracidad de
nuestra aproximacién y muestra a simple vista que los genes ritmicos diarios se
asocian realmente en grupos temporales de genes desempefiando acciones
sincronizadas y reflejando el curso natural de un reloj de 24 h. En este anlisis, las
fronteras que separan los grupos fueron mas marcadas en Arabidopsis y
Chlamydomonas que en Ostreococcus, cuya red mostré6 un mayor grado de mezcla
entre los grupos temporales (Figura 22A-C). Esto apoya la idea ya establecida de que
el reloj primitivo de Ostreococcus no es tan eficiente como el de otros organismos mas

complejos.
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Figura 23. Agrupamiento o clustering ritmico diario. Se describen las ondas de expresién génica por
su pico y por su punto minimo. (A) Representacién de la expresién génica de dos genes periédicos
donde se observan los puntos maximo y minimo. (B) Las 24 h de un dia se dividen en cuatro intervalos:
“Amanecer” se define como el tiempo entre ZT21 y ZT3 (azul); “Dia” se considera de ZT3 a ZT9 (amarillo);
“Atardecer” desde ZT9 a ZT15 (rojo) y “Noche” consiste en el intervalo entre ZT15 y ZT21 (negro). (C)
Cuatro grupos diferentes se definen para la visualizaciéon con el mismo cddigo de color: genes con el
maximo al Amanecer, en el Dia, al Atardecer o en la Noche. Para cada grupo de genes se representa el

perfil de expresién normalizada en 48 h, asi como la expresién media en un color mas intenso.

Los grupos de genes mas amplios en Ostreococcus y Chlamydomonas

contienen genes que tienen su maximo de expresion al Atardecer y presentan el
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minimo al Amanecer (1620 y 3751 genes, respectivamente) y aquellos que tienen el
maximo al Amanecer y el minimo al Atardecer (1744 y 2869 genes, respectivamente.
Los genes de esos dos grupos constituyen el 56,85 y el 49,98% del total de genes
ritmicos diarios en Ostreococcus y Chlamydomonas, respectivamente, y coinciden con
la idea comin de que las transiciones luz/oscuridad y oscuridad/luz juegan papeles
centrales en la regulacion génica de ambas microalgas. Sorprendentemente, en
Arabidopsis esos dos grupos de genes no son los mayoritarios, siendo soélo el 22,51 %
de los genes periédicos. Esto sugiere un grado de desacople entre la regulacion de la
expresion génica y las transiciones entre luz y oscuridad en plantas superiores. No
obstante, el grupo de genes mas amplio en Arabidopsis contiene 1209 genes que
alcanzan su méximo de expresion al Amanecer y tienen su minimo durante el Dia, lo
que indica que la transicion de oscuridad a luz aun es clave en la regulacion de los
genes ritmicos en Arabidopsis. El segundo grupo mas numeroso en Arabidopsis
contiene 1014 genes cuya expresion presenta el maximo de expresion durante la
Noche y el minimo durante el Dia (Anexo 4). Esto sugiere cierta independencia en la
regulacién de la expresion génica ritmica en Arabidopsis puesto que el segundo grupo
mas importante tiene sus puntos maximo y minimo en los periodos de luz y oscuridad,

Yy No en las transiciones.

Se realizé un andlisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica
sobre los tres grupos génicos especificos con el objetivo de identificar los procesos
biolégicos llevados a cabo por estos grupos ritmicos. Como era de esperar, se
encontraron diferentes términos enriquecidos para cada grupo biolégico, indicando
una separacion temporal entre ellos. Algunos procesos biolégicos mostraron
enriquecimiento en los mismos grupos para las tres especies diferentes, como “DNA
metabolic process” (para el grupo de genes con el maximo al Atardecer y el minimo al
Amanecer), “photosynthesis” (grupo con el maximo durante el Dia y el minimo por la
Noche) y “carbohydrate catabolic process” (genes que tienen el maximo al Amanecer y
el minimo al Atardecer), indicando que se conservan patrones en la expresion génica
diaria (Tablas S4-S6). Por el contrario, se observa una anticipacion, un retraso o

directamente un desacople de la expresion periédica en algunos procesos bioldgicos.
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También se encontr6 enriguecimiento en términos GO relacionados con el
ciclo celular, como “DNA metabolic process”, en el grupo de genes con el maximo al
Atardecer y minimo al Amanecer en las tres especies. Los genes REPLICATION
PROTEIN A (Crel6.g65100, osttal8g01440 y At4g19130), ORIGIN RECOGNITION
COMPLEX 1 (Crel0.g455600, ostta04g05220, y Atl1g26840) y CELL DIVISION
CYCLE 45 (Cre06.9g270250, ostta04g04640, y At3g25100) mostraron perfiles de
expresion muy similares en las tres especies (Figura 24A). Curiosamente, los términos
GO “DNA replication” y “DNA metabolic process” también estan enriquecidos en el
grupo de genes con el maximo durante el Dia y minimo al Amanecer, pero Unicamente
en Ostreococcus y Arabidopsis, 1o que indica una anticipacion o unos picos de
expresién mas amplios en estas dos especies que en Chlamydomonas, que muestra
picos de expresion mas estrechos y localizados en la transicién luz/oscuridad (Figura
24A). Por ejemplo, los genes DNA POLYMERASE A4 (Cre07.9g312350,
osttal3g02040, y At5g41880), MINI CHROMOSOME MAINTENANCE 2
(Cre07.g338000, o0stta01g02580, y At1g44900), CYCLIN A1l (Cre03.g207900,
ostta02g00150, y At1g44110) muestran un pico estrecho centrado en ZT12 en el caso
de Chlamydomonas, mientras que Ostreococcus y en Arabidopsis tienen un pico mas
extendido centrado en ZT6. Esto podria indicar una mejor sincronizacion del cultivo en
Chlamydomonas que en Ostreococcus, y una heterogeneidad en los diferentes tejidos
de Arabidopsis. El término GO “Photosynthesis” se encontrd enriquecido en los grupos
de genes con el pico de expresion durante el dia y el minimo durante la noche en las
tres especies estudiadas (Tablas S4-6). Concretamente PHOTOSYSTEM | SUBUNIT
D (Cre05.9238332, osttal0g03280, y At1g03130) y PHOTOSYSTEM Il SUBUNIT O
(Cre09.g396213, osttal4g00150, and At3g50820) presentan perfiles de expresion muy
similares, mas extendidos de nuevo en Arabidopsis y Ostreococcus que en
Chlamydomonas (Figura 24B). Solamente se detectaron pequefias variaciones en la
expresion de genes que codifican componentes del complejo ATP sintasa y el
complejo del citocromo b6f. Los genes ATP CHLOROPLAST SYNTHASE 1 (ATPC,
Cre06.9g259900, ostta09g01080, y At4g04640) y PHOTOSYNTHETIC ELECTRON
TRANSFER C (PETC, Crellg.467689, ostta07g02450, y At4g03280) muestran un

pico al amanecer y un minimo al atardecer en Chlamydomonas y Ostreoccocus, en
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cambio en Arabidopsis ATPC1 alcanza el maximo mas tarde y PETC se anticipa,

presentandolo durante la noche (Figura 24B).

El proceso de generacion de ribosomas o ribogénesis es otro caso interesante
de conservacion y evoluciéon de los patrones de expresion peridédicos de un proceso
biolégico. Efectivamente, el término GO “Ribosome biogenesis” parece estar
enriquecido principalmente en el grupo de genes con el maximo al Amanecer y el
minimo durante el Dia en Ostreococcus y Chlamydomonas, mientras que en
Arabidopsis so6lo aparece significativamente enriquecido en el grupo que muestra el
maximo durante el dia y el minimo durante la noche (Tablas S4-S6). Una investigacion
detallada en este proceso revela en Chlamydomonas un desacople entre la génesis
de ribosomas citosélicos, plastidicos y mitocondriales (Zones etal., 2015). Los
componentes de los ribosomas citosolicos tienen su maxima expresion al Atardecer (p.
ej.., CrRPL5, Creld.g621450), los que codifican componentes de los ribosomas
plastidicos alcanzan la cota més alta al Amanecer (p. ej., CrPRPL1, Cre02.g088900),
mientras que los de los ribosomas mitocondriales presentan un pico mas extendido al
Amanecer (p. ej., CrMRPL21, Cre09.9388550) (Figura 23C). Este desacople es menos
evidente en Ostreoccocus ya que los genes que dan lugar a los ribosomas citosolicos
(p. €., OtRPL5, osttal5g01160), plastidicos (p. ej., OtPRPL1, osttal2g02760) y
mitocondriales (p. ej., OtMRPL21, ostta01g04030) muestran un pico al Amanecer y el
minimo durante el periodo del Dia (Figura 24C). En Arabidopsis no se observa una
sincronizacion entre los genes que codifican los ribosomas (Figura 24C). Por tanto,
este analisis muestra cémo los ciclos de luz/oscuridad en algas primordiales
sincronizaron durante la evolucion toda la ribogénesis en un mismo punto. En
Chlamydomonas este proceso se dividio en tres etapas diferentes dependiendo del
genoma nuclear, plastidico o mitocondrial, mientras que en Arabidopsis la génesis de

ribosomas es practicamente independiente de los ritmos circadianos.
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Figura 24. Comparacion de los patrones de expresion en procesos biolégicos clave en las tres
especies analizadas. Se usan mapas de calor para representar la expresién génica y se ordenan los
genes empleando un clustering jerarquico como en la Figura 21. (A) Varios genes involucrados en el
ciclo celular muestran diferencias en su patron de expresién génica al comparar las tres especies,
destacando picos de expresion mas localizados en Chlamydomonas. (B) Se muestra la expresion génica de
genes que codifican componentes del fotosistema. Presentan patrones similares entre las tres especies con
algunas excepciones, como los genes ATPC1 y PETC en Arabidopsis. (C) Genes que participan en la
ribogénesis. Se observa una sincronizacion entre los genes nucleares, mitocondriales y plastidicos en
Ostreococcus. En Chlamydomonas se observa una diferenciacion temporal mientras que en Arabidopsis no
existe una sincronizacion aparente. (D) Los reguladores transcripcionales del fotoperiodo y el reloj
circadiano muestran perfiles similares en las tres especies. DOF1, CCA1 y COL presentan el mismo patron.
En otros casos como TOC1 y sus ortologos existe una similitud entre Arabidopsis y Ostreococcus mientras

qgue Chlamydomonas exhibe diferencias en la expresion génica.

Igualmente se analizd6 la conservacion y evolucion de los principales
reguladores transcripcionales involucrados en la respuesta al fotoperiodo y reloj
circadiano en Arabidopsis. Se encontr6 una fuerte conservacion entre los perfiles de
expresion de los reguladores clave de estas vias en Ostreoccocus y Arabidopsis, con
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algunas variaciones en Chlamydomonas (Figura 24D). Por ejemplo, las tres especies
mostraron perfiles de expresiéon similares de la familia de genes centrales en la via
fotoperiddica; DOF (Crel2.g51440, ostta04g02850, At5g62430) alcanzan su maximo
de expresion al amanecer y tienen su minimo al atardecer y COL (Cre06.9g278159,
ostta04g03620, At5g15840), que tienen su méximo en la Noche en el caso de
Ostreococcus y Arabidopsis, y durante el Dia en Chlamydomonas (Figura 24D).
Notablemente, dos de los genes claves del reloj circadiano, CCA1 (At2g46830,
0stta06901220) y TOC1 (At5g61380, osttal3g01820) exhiben los mismos perfiles de
expresién simétricos en Ostreococcus 'y Arabidopsis, mientras que en
Chlamydomonas los ortélogos detectados en nuestro andlisis, CrCCA1
(Crel2.g514400) y CrTOC1 (Cre02.g094150), muestran el mismo patrén de
expresién, con el maximo al amanecer y el minimo al atardecer (Figura 24D). Estas
diferencias apuntan a una evolucion divergente del ndcleo regulador de los ritmos
circadianos en Chlamydomonas, como se ha sugerido en estudios previos (Mittag
et al., 2005). No obstante, son necesarios andlisis mas exhaustivos y realizar un

mayor trabajo experimental para validar estos resultados.

Algunos genes relevantes involucrados en la fotomorfogénesis como los
factores de transcripcion bZIP HY5 y HY5-HOMOLOG (HYH) muestran el mismo
patron de expresibn en Chlamydomonas (Cre07.9g318050, Crel0.g438850),
Ostreoccocus (ostta03g00340, ostta01g03880) y Arabidopsis (At5g11260, At3g17609),

alcanzando el maximo al amanecer y el minimo durante el dia (Figuras 24D, 27C,D).

Al comparar diferentes fotoperiodos (ND y LD) en Arabidopsis se observaron
aspectos interesantes (Figura 25). Asi, cuando comparamos la expresion génica a
partir de datos de RNAseq de plantas crecidas en LD (rojo) con la expresién en ND
(azul), mas del 41% de los genes en LD exhibieron un perfil periddico diario (11157)
mientras que el porcentaje se redujo al 37% de los genes en condiciones ND (7640).
De los 7640 genes periédicos en ND, 5143 (rojo intenso, 67%) también se
identificaron en LD, en cambio, aproximadamente la mitad de los 11157 genes en LD
(6014, 54%) no siguieron un patrén ritmico en ND. Esto podria significar que al
aumentar las horas de luz del fotoperiodo también se aumenta la regulacion ritmica

del transcriptoma en plantas superiores, pero sin alcanzar los niveles de las
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microalgas. Cuando organizamos los genes ritmicos en grupos, basandonos en la
clasificacion que se muestra en la Figura 23, se observa de nuevo una distribucién en
forma de agujas del reloj (Figura 25B). Esto parece indicar que la organizacion basica
de los ritmos diarios en plantas es independiente del fotoperiodo. Sin embargo, al
construir una red de coexpresion agrupada compuesta por los genes en la
interseccion entre LD y ND (5143 genes, purpura), se observa un patron circadiano
mas difuso, lo que sugiere una alteracion en la expresion ritmica de un nimero

sustancial de genes debido al fotoperiodo extendido (Figura 25C).

A
LD ND

Figura 25. El agrupamiento de los genes periédicos no cambia sustancialmente entre condiciones
ND y LD en Arabidopsis. (A) Diagrama de Venn representando genes de expresion periodica en LD (rojo)
y en ND (azul). En condiciones LD, un mayor porcentaje de genes (41%) siguen una expresion periodica
que en ND (33%). Curiosamente, un nimero importante de genes (6014) adquieren dependencia circadiana
en condiciones LD. (B) En la red de coexpresiéon génica compuesta por los genes periddicos en LD, se
observa la misma estructura secuencial en forma de anillo. (C) En la red compuesta por los genes en la
interseccion entre LD y ND se conserva la estructura de reloj, pero con fronteras mas difuminadas entre los

grupos temporales.
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5 Existe un nivel alto de conservacion entre las
dos microalgas y un nivel moderado entre éstas y
Arabidopsis

Con el objetivo de identificar ortélogos con alta probabilidad de ser funcionales
entre las tres especies, los datos de expresién génica fueron integrados con los
resultados obtenidos previamente usando el método MBBH. En la literatura pueden
encontrarse analisis que han utilizado aproximaciones similares basadas en la
integracion de similitud de secuencia, perfiles de expresion y patrones de coexpresion
(Das et al., 2016; Romero-Campero et al., 2013). Asi se asumié que dos potenciales
genes ortélogos periodicos segin MBBH de dos especies diferentes exhibian un
patrén diario conservado si ambos presentaban el maximo y el minimo en el mismo
intervalo (mismo cluster circadiano) o cuando el coeficiente de correlacién de Pearson
entre sus perfiles de expresion era mayor que 0,98. Por tanto, estos dos genes fueron

llamados expresélogos (Das et al., 2016).

De acuerdo a este criterio, aproximadamente el 34% de los genes ritmicos de
Arabidopsis presentaron un expresodlogo en Ostreococcus 0 Chlamydomonas. Esto
indica un alto nivel de conservacion a pesar de la gran distancia evolutiva entre las
angiospermas y las microalgas, y presumiblemente persiste a lo largo de todo el linaje
vegetal. Curiosamente, soélo el grupo de Arabidopsis que une a los genes ritmicos con

el maximo al Atardecer estaba enriquecido en expresélogos de Ostreococcus y

Chlamydomonas (p-valor de 4,84 x 107 segln el test exacto de Fisher), lo que
sugiere que la mayoria de esos genes conservados estan altamente regulados por las
transiciones luz/oscuridad en cuanto a su expresion génica. En Ostreococcus, el
83,62% de los genes diarios ritmicos presentaron un expresoélogo en Chlamydomonas
pero sélo el 36,1% tenian uno en Arabidopsis. En Chlamydomonas, para el 52,71% de
los genes ritmicos se encontré expresélogo en Ostreococcus mientras que sélo un
19,05% tenian un expresoélogo en Arabidopsis, 1o que indica una mayor divergencia

evolutiva entre estas especies que con Ostreococcus.

Para estudiar la conservacion de los patrones ritmicos diarios de los diferentes

grupos entre las tres especies, mas alla de la comparacion entre los perfiles de
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expresion génica individuales, se calculd el estadistico de preservacion compuesta
Zsummary como se define en Langfelder etal.,, 2011 (Figura 26). Un valor de
Zsummary menor que 2 indica que no hay conservacion, un valor entre 2 y 10 implica
una conservacion moderada, mientras que un valor mayor que 10 evidencia un alto
nivel de conservacion. Para cada grupo de genes ritmico se calcul6 el Zsummary para
las seis comparaciones posibles (Arabidopsis vs. Ostreococcus, Arabidopsis vs.
Chlamydomonas, Ostreococcus vs. Arabidopsis, Ostreococcus vs. Chlamydomonas,
Chlamydomonas vs. Arabidopsis y Chlamydomonas vs. Ostreococcus) y se
representd graficamente la media y la desviacién estandar correspondientes. En la
Figura 26 se puede observar que los grupos con el maximo al Amanecer presentan un
nivel moderado de conservacién en el patron de coexpresion ritmica. De hecho, el
grupo con mayor nivel de conversacion se observé en aquel que alcanza el maximo al
Atardecer y el minimo al Amanecer (Zsummary > 10). Esto sugiere que
evolutivamente se ha conservado mayoritariamente la expresién génica con una gran
influencia de las transiciones luz/oscuridad y oscuridad/luz, de nuevo sefialando la

importancia de estas transiciones en la fisiologia vegetal.

Para corroborar la conservacion de los patrones de coexpresion en las tres
especies diferentes, se escogieron dos vias centrales diariamente reguladas en
Arabidopsis, segun nuestro analisis (Tabla 11). Para estos subgrupos génicos,
denominados reguladores clave en fotoperiodo/reloj (Figura 26B) y enzimas centrales
en el metabolismo del almidon/azacar (Figura 26C), se construyeron genes de
coexpresion génica mas pequefias. En estas redes, en las que las aristas de color rojo
indican correlacion positiva y las de color azul correlacion negativa, se puede observar
una conservacion general (Figura 26B,C). La red fotoperiodo/reloj revelé una
conservacion alta entre los tres subgrupos. Sin embargo, se observé una
conservacion mayor entre Arabidopsis y Ostreococcus que con Chlamydomonas,
indicando de nuevo que en esta microalga el nacleo del reloj circadiano ha divergido
ligeramente con respecto a Arabidopsis (Figura 26B). Por el contrario, los genes del
metabolismo del almidon regulados diariamente presentaron una alta conservacion
entre Ostreococcus y Chlamydomonas, sugiriendo que, durante el curso de la

evolucién, se han afiadido pasos regulatorios adicionales en el control de la sintesis
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de almidon en plantas superiores (Figura 26C). En general, esta visualizacion de
subclusters nos permiti6 comparar diferentes procesos biol6gicos que mostraron
correlacién en nuestro andlisis general, indicando ademas los niveles de conservacion
y divergencia entre las especies y constituyendo herramientas eficientes para iniciar el

estudio sobre la evolucién de procesos particulares.
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Figura 26. Conservacion de patrones circadianos en Arabidopsis, Chlamydomonas y Ostreococcus.
(A) Grafico de barras representando la media y la desviacion estandar del indice de conservacion
Zsummary entre las diferentes especies para cada grupo génico. Solo los grupos con el pico de expresion al
Amanecer o al Atardecer estan conservados significativamente entre las tres especies. (B) El patron de
coexpresion de reguladores del fotoperiodo y del reloj presenta un alto nivel de conservacion entre las tres
especies, especialmente entre Arabidopsis y Ostreococcus. Las aristas rojas indican correlacién positiva
entre los perfiles de expresion génica y las aristas azules correlacion negativa. El grosor de la arista
representa el valor absoluto de la correlacion. (C) El patron de coexpresion de enzimas clave del
metabolismo del almidén y azlcar presenta un alto nivel de conservacion entre las tres especies, de nuevo

con pequenas diferencias en Chlamydomonas.
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Apoyando la veracidad de esta aproximacién, se analizaron los promotores de
los genes que mostraron un alto nivel de conservacién en similitud de secuencia
(Figura 27A,B a la izquierda) y en los patrones de coexpresion (Figura 27 A,B centro).
Como se observa en la Figura 27A,B a la derecha, los promotores de los ortélogos
COLs y GBSSs mostraron también conservacion en los sitios de unién de factores de
transcripcion identificados. Estos resultados sugieren, que a lo largo de la historia
evolutiva, grupos completos de genes han evolucionado sincronizadamente para
mantener la regulacion de estas redes funcionales y revelan porqué estas redes son

tan resistentes al cambio a pesar del largo tiempo evolutivo.

Finalmente, para validar alternativamente la conservacion de estos patrones
ritmicos y la capacidad de predecir ortélogos en plantas y algas, se represent6 la
expresion génica normalizada del gen bZIP de Arabidopsis HY5 y de sus potenciales
ortélogos detectados en este estudio en Chlamydomonas y Ostreococcus a partir del
analisis del microarray en ND (Figura 27C). Estos datos provenientes de los
microarrays se compararon con los obtenidos a partir de experimentos de QPCR a lo
largo de 24 h en LD (Figura 27D). Ambos perfiles mostraron una similitud
considerable, con la excepcion de que en los perfiles de expresiéon en LD se observa
una prolongacion en la expresion hasta las Ultimas horas de luz, momento en que los
niveles de mRNA empiezan a bajar de nuevo. Por tanto, la expresion génica de HY5 'y
sus ortélogos mostraron un claro patrén de conservacion, como se mostrd en
resultados previos (Figura 24), indicando que es altamente probable que estos tres

genes sean ortologos funcionales o expresologos.
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Figura 27. Factores de transcripcion potencialmente ortélogos que muestran conservacién en
estructura de proteina, sitios de unién en el promotor y perfil de expresién en algas y plantas
superiores. (A) Estructura proteica (a la izquierda), expresion durante un dia neutro de 24 h (centro) y sitios
de union de factores de transcripcion en el promotor del gen COL2 de Arabidopsis y sus ortologos. (B)
Mismo analisis para el promotor del gen GBSS de Arabidopsis y sus potenciales ort6logos. (C) Expresion
normalizada en un fotoperiodo ND proveniente de datos de microarray y RNAseq para el gen HY5 de
Arabidopsis (azul), CrHY5 de Chlamydomonas (rojo) y OtHY5 de Ostreococcus (verde). (D) Niveles de
expresion en LD (Unidades Arbitrarias) de HY5 (azul) en Arabidopsis, CrHY5 (rojo) en Chlamydomonas y
OtHY5 (verde) en Ostreococcus en experimentos de QPCR. El patrén periédico de HY5 se conserva en las
tres especies a pesar de cambiar el fotoperiodo. Se muestra una escala de tiempo Zeitgeber Time (ZT) en
horas (h). Para cada punto temporal se analizaron tres réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas, indicando

el error estandar de la media.
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Como se desprende de este capitulo, la comparacién de redes de coexpresion
génica entre especies es una herramienta Util para entender la evolucioén y la aparicion
de nuevos fenotipos y comportamientos. No obstante, existen limitaciones en el uso
de las redes de coexpresion para inferir asociaciones funcionales. Genes que
presentan el mismo patron de expresion no tienen por qué tener funciones similares, o
pueden no tener una interaccion directa. Ademas, no siempre se tienen en cuenta
regulaciones posteriores a nivel postranscripcional y postraduccional (Uygun etal.,
2016; Ovens et al., 2021). Por otra parte, uno de los factores mas importantes que
regulan la expresion génica es la accion de factores de transcripcion, por ello, la
construccion de redes transcripcionales captura otro nivel de complejidad que nos
permite estudiar cémo determinadas proteinas regulan la expresiébn génica de

procesos biolégicos clave. Este punto lo desarrollaremos en el siguiente capitulo.
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ATTRACTOR, una herramienta para el estudio del reloj circadiano en Arabidopsis.

1 Flujo de trabajo computacional

En este trabajo se desarrollé un flujo de trabajo computacional automatico para la
construccion de redes transcripcionales a partir de datos de ChlPseq de factores de
transcripcion. Este flujo de trabajo se disefid para trabajar en torres de servidores
formadas por superordenadores empleando el sistema de colas Sun Grid Engine

(http://gridscheduler.sourceforge.net/).

El archivo de entrada consiste en una serie de parametros que especifica la
direccion web para descargar el genoma de referencia y los datos crudos de ChIP-
seq. Este archivo también contiene informacién sobre el disefio experimental (nimero
de réplicas y muestras ChIP o control) y otros detalles técnicos como el espacio de

trabajo.

Este flujo de trabajo se puede dividir en tres etapas (Figura 28). La primera
fase es secuencial y genera la estructura de trabajo que contiene subcarpetas donde
se almacenaran el genoma, la anotacién, las muestras y los resultados. En esta fase
se descargan el genoma de referencia y su anotacion, y se generan los indices
necesarios. La segunda etapa se realiza en paralelo para cada factor de transcripcion
incluido. Se descargan las muestras necesarias (ChlP y control) y se mapean contra el
genoma de referencia simultineamente. En este punto es necesaria una
sincronizacion, ya que el alineamiento de muestras ChIP y control debe terminar antes
de pasar al paso de determinacion de picos o peak calling. Este paso de
sincronizacion se lleva a cabo usando una estructura de pizarras (Mullineux, 1991). El
alineamiento de las lecturas (ChIP y control) al genoma de referencia se lleva a cabo
en paralelo, simultdneamente y de forma independiente, por ello se usa un archivo
pizarra en el que ambos procesos pueden escribir y leer informaciéon. Cuando uno de
los procesos termina su tarea, escribe un mensaje en el archivo y ademas lee la
informacion para comprobar si el otro proceso ha terminado. Cuando la informacion de
la pizarra indica que ambos alineamientos han terminado, entonces se lanza el paso
de determinacion de picos. Esta etapa paralela para cada factor de transcripcion
termina con la generacién de un archivo con los potenciales genes diana. En este

momento se necesita otro paso de sincronizacién para asegurar que todos los
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procesos que resultan en los genes diana de cada factor de transcripcion han
terminado antes de continuar con la tercera y Ultima fase. Finalmente, esta Ultima
etapa es secuencial e integra todos los factores de transcripcion y sus dianas para
generar la red transcripcional.
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Figura 28. Flujo de trabajo computacional automatico para construir redes transcripcionales a partir
de datos brutos de ChIP-seq de factores de transcripcién. En la primera fase se crea el indice del
genoma de referencia. La segunda fase comprende el alineamiento de todas las muestras al genoma de
referencia, la determinacién de picos y la identificacion de genes diana para cada factor de transcripcion.
Por Ultimo, en la tercera fase se integran todas estas dianas para generar la red transcripcional.
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2 ATTRACTOR integra reguladores circadianos
centrales y seializadores luminicos

ATTRACTOR consiste en una red transcripcional que integra datos transcriptomicos
recolectados en ciclos de 24 h en condiciones ND (12:12) y datos de ChlIP-seq de
factores de transcripcion involucrados en reloj circadiano y sefializacion luminica. Esta
red transcripcional estd compuesta por 5788 nodos o genes con perfiles ritmicos
diarios y 14529 aristas que representan regulaciones transcripcionales. Los factores
de transcripcién y reguladores transcripcionales que se incluyen en la red son los
factores MYB del bucle central del reloj circadiano CCA1 y LHY, los integrantes de la
familia de PSEUDO-RESPONSE REGULATORs TOC1, PRR5, PRR7 y PRR9; y los
componentes del bucle de la tarde LUX, ELF3 y ELF4. Con el objetivo de analizar la
regulacion conjunta del reloj con la sefializacion por luz, se incluyeron los sensores
luminicos (y reguladores transcripcionales) PHYA, PHYB y CRY2; los factores de
transcripcion de la familia PHYTOCROME-INTERACTING FACTOR PIF3, PIF4 y
PIF5; y por ultimo el factor de transcripcidon que interacciona con fitocromos FHY1

(Far-red elongated Hypocotyl 1) (Figura 29).

Esta red se construyo6 filtrando la red de coexpresion génica de Arabidopsis
generada en el capitulo 1 de Resultados afiadiendo regulaciones transcripcionales
provenientes del andlisis de los datos de ChlP-seq para los factores de transcripcion
incluidos. Por tanto, se pueden observar los efectos globales de expresion promovidos

por la regulacion de los factores de transcripcion sobre sus dianas.
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Figura 29. Red transcripcional ATTRACTOR formada por factores de transcripcién involucrados en el
reloj circadiano y en la percepcién luminica de Arabidopsis. (A) Representacion grafica de la red
transcripcional en la que los factores de transcripcion se localizan en el centro, dependiendo de la hora del
dia en la que se realizé el experimento de ChlPseq. Los genes diana periédicos se ubican alrededor, en el
momento del dia donde tienen su punto maximo de expresion. Se us6 un codigo para colorear los nodos:
azul oscuro para genes con el maximo de expresiéon a ZTO, celeste para ZT4, amarillo para ZT8, rojo para
ZT12, gris para ZT16 y negro para ZT20. (B) Factores de transcripcion incluidos en el analisis y con cuyos
genes diana se construyé la red transcripcional. En el grafico en forma de reloj se sitan en su

correspondiente hora donde muestran su maximo de expresion.

3 Herramienta web ATTRACTOR

Para la exploracion de esta red transcripcional por la comunidad cientifica se genero
una herramienta web mediante la libreria de R Shiny, alojada en el enlace

https://greennetwork.us.es/ATTRACTOR/. Se trata de una herramienta para el

analisis del control transcripcional compartido por el reloj circadiano y la sefalizacién
luminica sobre genes con expresién periédica. La estructura del cédigo de la
aplicacibn web consiste, como se describe en el apartado de Materiales, de una
seccion server y una seccion ui (user interface) en la que se especifica la apariencia

de la web, como los distintos paneles o pestafias.
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Por una parte, ATTRACTOR permite explorar la regulacion coordinada de
varios factores de transcripcion sobre un gen individual y el efecto observado en su
perfil de expresion génica (Figura 30). En primer lugar se escoge un gen incluido en la
red (p.e GIGANTEA) y los factores de transcripcién deseados para explorar la
regulacion sobre el gen de interés. En la primera pestafia, “Clock Visualizer”, se usa
una representacion circular de un reloj para visualizar la regulacion de los factores de
transcripcion sobre el gen elegido (Figura 30A). El gen se ubica en el centro del reloj
en el punto temporal en el que su expresion alcanza el maximo y de nuevo se usa el
cédigo de color empleado en la Figura 29. Los factores de transcripcién aparecen en
la periferia, ubicados en el punto temporal en el que se realizé el experimento de
ChiP-seq correspondiente. Se han representado con color rojo los potenciales
represores, en verde los potenciales activadores, y gris los factores de transcripcion
sin un efecto claro sobre la expresion. En la siguiente pestafia, “Expression
Visualizer", se representa el perfil de expresién del gen elegido y de nuevo se
representan los factores de transcripcion ubicados en su correspondiente punto
temporal (Figura 30B). Por Ultimo, en la pestafia “Peak Visualizer” se pueden explorar
la unién de los factores de transcripcion sobre el gen de interés, sus perfiles de unién,
sus picos y los motivos de DNA identificados (Figura 30C). En este visualizador se
pueden especificar los motivos de DNA a buscar en los sitios de unién, la puntuacion
minima para la busqueda de motivos, asi como otros parametros como el tamafio del

promotor o la longitud del fragmento 3' UTR a analizar.
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Figura 30. Ejemplo de andlisis de un gen individual en ATTRACTOR (imagenes extraidas de la
aplicacién web). (A) Pestafia “Clock Visualizer” en la que se representa el ciclo circular de un dia neutro
(12:12). El gen escogido se localiza en la parte central, ligeramente orientado hacia el punto temporal en el
que tiene su maximo de expresion. En la periferia se ubican los factores de transcripcion elegidos y se traza
una arista hasta el gen si dicha proteina se une a su promotor. Se usan aristas rojas para un efecto
observado de represion, aristas verdes para activacion y grises en caso de que no haya un cambio en la
expresion génica tras la union del factor de transcripcion. (B) Pestafia “Expression Visualizer'. Se
representa la expresion génica normalizada para el gen escogido y los factores de transcripcion en el punto
temporal correspondiente. (C) Pestafia “Peak Visualizer'. Se representa el locus del gen y para cada factor
de transcripcion el perfil de unién y los picos. El usuario escoge los motivos de DNA a buscar en los sitios de

union.
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Por otra parte, ATTRACTOR también permite el andlisis de la regulacién de
varios factores de transcripcién sobre genes diana en comun. En esta seccion se
pueden seleccionar varios reguladores transcripcionales de interés (PHYA, PHYB y
PRR5) y también de forma opcional, genes con un perfil de expresién especifico
(“peak ZT0"). De esta forma, la aplicacion selecciona los genes en la interseccion de
las dianas de los factores de transcripcion y el conjunto de genes con el patrén de
expresion indicado. En la primera pestafa, “Network Visualization”, se representa la
red con los genes en cuestion indicados, siendo posible ademas visualizar las aristas
(Figura 31A). En la siguiente pestafia, “Gene Table”, aparece una tabla interactiva con
los genes seleccionados e informacion sobre ellos como la descripcion, los
reguladores en la red o el perfil de expresion, asi como links que conducen a bases de
datos. Esta tabla puede ser explorada por el usuario y descargada (Figura 31B).
Posteriormente, en la siguiente pestafia se muestra la significancia del solapamiento.
Aqui se muestra el diagrama de Venn para los conjuntos de genes seleccionados y se
indican el p-valor y el enriquecimiento de la interseccion (Figura 31C). En la siguiente
pestafia “Functional Enrichment’ es posible llevar a cabo un analisis de
enriquecimiento en términos de ontologia génica y en vias KEGG, con mudltiples
formas de visualizacién. En la Figura 31D se muestra la tabla en la que aparecen los
términos GO enriquecidos para el conjunto de genes. De nuevo esta tabla puede ser
explorada y descargada. Uno de los mdltiples graficos de visualizaciéon de los términos
GO se muestra en la Figura 30E. De forma similar se realiza el analisis de
enriquecimiento en vias KEGG. Asimismo, la identificacion de motivos de DNA
enriquecidos en los sitios de unidn en los promotores de los genes se realiza en la
pestafia “TFBS Enrichment”. Aqui el usuario puede ajustar paradmetros tales como el
grupo de genes empleado como universo en el andlisis, la longitud del promotor y la
puntuacion minima para la bisqueda de motivos (Figura 31F). El resultado es una
tabla que enumera los motivos de DNA encontrados con informacién como el nombre,
el identificador, el logo, el p-valor, el g-valor, el enriquecimiento y los genes que en
cuyos promotores aparece el correspondiente motivo. Esta tabla igualmente puede ser
descargada, explorada y contiene enlaces que conducen a la base de datos JASPAR.
Por Ultimo, en la pestafia “Data Retrieval’, el usuario puede descargar una serie de

datos descriptivos de los factores de transcripcion seleccionados.
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Figura 31. Ejemplo en ATTRACTOR del analisis de varios factores de transcripcién. Se seleccionaron
los factores de transcripcion o reguladores transcripcionales PHYA, PHYB y PRR5 (imagenes
extraidas de la aplicacién web). (A) Imagen de la red transcripcional ATTRACTOR donde se destacan las
dianas compartidas por los factores de transcripcion seleccionados. (B) Tabla que enumera este grupo de
genes y que provee informacion detallada sobre ellos. (C) Diagrama de Venn con la interseccion de los
genes diana de las proteinas escogidas. También se indican el p-valor y enriquecimiento del solapamiento.
(D) Tabla con los términos GO enriquecidos para los genes diana en comun. (E) Una de las multiples formas
de representar el andlisis de enriquecimiento en términos GO de los genes en la interseccion. (F) Tabla con

la identificacion de motivos enriquecidos en los sitios de unién de los factores de transcripcion.

4 El reloj circadiano en Arabidopsis es robusto a
ataques aleatorios y sensible a ataques dirigidos

Para analizar las propiedades del programa transcripcional controlado por el reloj
circadiano y la percepcion luminica, se llevé a cabo un andlisis topoldgico de la red
transcripcional. La distribuciéon del grado de los nodos se ajustd a una ley potencial
negativa por lo que se determiné que ATTRACTOR constituia una red libre de escala.
Estas redes muestran un alto grado de tolerancia a ataques aleatorios y una extrema
fragilidad contra ataques dirigidos. Son resistentes a fallos aleatorios ya que la
mayoria de sus nodos estan poco conectados y su desaparicion no afecta
sustancialmente al sistema. Sin embargo, son fragiles a cambios dirigidos a nodos
altamente conectados o hubs (Barabasi y Albert, 1999; Yook et al., 2002; Albert et al.,
2000). Esto implica que la arquitectura de estos sistemas, el reloj circadiano y la
sefializacion luminica en Arabidopsis, tienen las mismas caracteristicas
aparentemente opuestas, robustez y fragilidad, como ya se describié en estudios

previos (Stelling et al., 2004).

Por otra parte, se determiné el camino medio minimo de la red transcripcional
obteniéndose el valor 2,089, es decir, para ir de un nodo aleatorio a otro hay que
recorrer 2 aristas (Figura 32). Esto, sugiere que ATTRACTOR es una red de mundo
pequefio, lo que se manifiesta en una rapida y eficiente propagacién de informacién
dentro de la red. Para verificar que la red era de mundo pequefio se generaron 10000

redes aleatorias con las mismas propiedades topolégicas y se compararon sus
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coeficientes de agrupamiento con el de ATTRACTOR, verificandose que esta red

transcripcional tiene un coeficiente significativamente mayor.
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Figura 32. Propiedades topolégicas de la red transcripcional ATTRACTOR. (A) Distribuciéon del grado
de los nodos. Se trata de una red libre de escala puesto que la distribucion se ajusta a una ley potencial
negativa. (B) Distribuciéon de la longitud del camino minimo entre dos nodos aleatorios.

5 El reloj es especialmente activo a ZT0

Para discernir en qué momento del dia el programa transcripcional compartido por la
sefializacion luminica y el reloj era especialmente activo se identificaron los genes que
presentaron una mayor conexion en la red. Para ello se identificaron los hubs como el

5% de los nodos con mayor grado o nimero de vecinos, obteniéndose un total de 199
genes.

Resultado de su representacion en la red, se observé como estos genes se
localizaban mayoritariamente en el grupo de genes que muestran un maximo de
expresion a ZTO (Figura 33A). Para verificarlo, se analizé el solapamiento de todos los
grupos de genes con los nodos concentradores. Unicamente el grupo de genes con el
maximo a ZTO presentd un solapamiento significativo con los hubs de acuerdo al test
exacto de Fisher con un p-valor de 5,822 x 10 (Figura 33B). Por lo tanto, parece que
el momento del dia que aparentemente esta mas regulado por el reloj y por el sistema
de sefializacién luminica es a primera hora del dia.
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A continuacion, se realizé un analisis de enriquecimiento en términos de
ontologia génica sobre estos hubs encontrandose términos no redundantes como
“immune system process”, “transcription”, “multicellular organism development”,
“response to organic substance” o “growth” (Figura 33C). Por tanto, se puede afirmar

gue éstos son procesos bioldgicos altamente regulados por los ciclos diurnos.

A B

Genes con el
maximo a
ZTO0

Hubs

P-valor = 5.822e-05

Figura 33. Genes mas regulados o hubs en ATTRACTOR. (A) Representacion de la red transcripcional
donde se destacan los hubs. Se observa una mayor acumulacion a ZTO0. (B) Solapamiento significativo
entre los hubs y los genes de la red que tienen su maximo de expresién a ZT0. (C) Resumen de los
términos GO enriquecidos para los hubs. Cada rectangulo del treemap representa el —log10(p-valor) para el
correspondiente término GO.
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Siguiendo este criterio también puede deducirse que uno de los procesos mas
controlados por el reloj circadiano y el sistema de sefializacion luminica es el sistema
inmune. Esto concuerda con el hecho de que la apertura y cierre de estomas es un
proceso ciclico y que supone una puerta de entrada para patégenos. De hecho, se ha
descrito en mudltiples estudios que el reloj circadiano regula el sistema de defensa
contra microorganismos invasores (Sauerbrunn y Schlaich, 2004; Roden y Ingle,
2009). Por ejemplo, bajo condiciones constantes, Arabidopsis muestra una
susceptibilidad ciclica frente a la infeccién por Pseudomonas syringae (Bhardwaj
et al., 2011).

Otro de los procesos especificos en los que estan implicados los hubs de la
red es la respuesta a hormonas, en las que se incluyen auxinas, acido abscisico,
acido jasmonico, brasinoesteroides o giberelinas. Aqui se encuentran genes que se
inducen por la la presencia de auxinas como INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 2
(IAA2), PINOID (PID) y receptores de auxinas como TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE1 (TIR1). También se expresan a ZTO genes periodicos como ATAFI,
cuya expresion responde a los niveles de acido abscisico o (PYRABACTIN
RESISTANCE 1-LIKE 5) PYL5, que codifica un sensor de esta hormona. También se
encontraron en este grupo proteinas relacionadas con los brasinoesteroides como el
receptor BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE (BAK1) o BRASSINOSTEROID-
INSENSITIVE 2 (BIN2), que actia mediando las vias de sefializacion de auxinas y
brasinoesteroides. Por tanto, parece que el reloj modula la sintesis de receptores
hormonales, lo que permitiria a la planta anticiparse a la presencia de fitohormonas.
Todas estas relaciones entre el reloj circadiano y las vias hormonales en Arabidopsis
han sido descritas en recientes revisiones (Atamian y Harmer, 2016; Singh y Mas,
2018).

Por Gltimo, segun nuestros andlisis, el crecimiento en Arabidopsis también
esta estrechamente regulado por el reloj circadiano y la sefializacion luminica.
Efectivamente, se ha descrito un mecanismo de coincidencia externa por el cual la
elongacion esta controlada por estimulos externos (sefializacion luminica) e internos
(reloj circadiano) (Nozue et al., 2007; Niwa et al., 2009; Kunihiro et al., 2011). Por otra

parte, recientemente se ha demostrado el papel de los PRRs como represores del
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crecimiento ejerciendo un papel antagonista al de los PIFs para regular la expresion
génica (Martin et al., 2018).

6 Diferentes motivos de red regulan procesos
fisiolégicos esenciales

Para identificar patrones no aleatorios en la red transcripcional que presentaran
funciones especificas se llevo a cabo una identificacion de motivos de red. Como se
describié anteriormente, un motivo de red es un patrén basico o subgrafo que aparece
de forma recurrente en redes biolégicas, mucho mas frecuentemente que en redes
aleatorias. Para identificar motivos de redes en ATTRACTOR generamos 10000 redes
aleatorias con las mismas propiedades topoldgicas y comparamos la frecuencia en
gue aparecia cada subgrafo en nuestra red transcripcional con la frecuencia en las

redes aleatorias, estimandose asi un p-valor para cada uno.

El motivo de tres nodos mas complejo que se identificé fue la combinacién de
tres genes que se retroalimentan entre si y que tienen salida multiple (Figura 34A). Su
alta frecuencia en redes biolégicas parece indicar que cumplen con funciones
concretas, lo que propiciaria su conservacion a lo largo de la evolucion. Por tanto, se
espera que regulen procesos bioldgicos importantes. Siguiendo esta idea, se
exploraron diferentes motivos en la red compuestos por factores de transcripcion y se
encontré uno de triple retroalimentacion con salida mdltiple constituido por CCA1L, PIF5
y PRR5 (Figura 34B). Empleando la aplicacion web, se observd que los genes diana
regulados por estos tres factores de transcripcion estaban involucrados en procesos
especificos como respuesta a sequia y respuesta a frio (Figura 34C). En este grupo se
encontraron genes como DREB2A (DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT
BINDING PROTEIN 2), ERD7 (EARLY-RESPONSIVE TO DEHYDRATION 7)y GRP7
(GLYCINE RICH PROTEIN 7).
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Figura 34. El motivo de red formado por CCA1, PIF5 y PRR5 modula procesos especificos. (A) Motivo
de red encontrado en ATTRACTOR, triple retroalimentacion con salida multiple. (B) Uno de estos motivos,
constituido por CCA1, PIF5 y PRR5. Se representan tres de los genes salida, DREB2, ERD7 y GRP7. (C)
Términos GO enriquecidos para los genes diana compartidos por los tres factores de transcripcion, como
respuesta a sequia o a frio. (D) Regulacion del gen DREB2A por los tres factores de transcripcion. (E)
Mismo analisis para ERD?7. (F) Mismo analisis para GRP7.

Al explorar en ATTRACTOR la regulacién de los genes DREB2A y ERD7 por
los factores de transcripcion estudiados observamos que su expresion empieza a
aumentar por la mafiana hasta por la tarde, alcanzando el minimo durante la noche
(Figura 34D-E izquierda). Esto podria relacionarse con el hecho de que su expresion
se necesita en las horas centrales del dia, cuando hay menos humedad, ya que estos
genes estan implicados en estrés por sequia y alta salinidad (Sakuma et al., 2006;
Kiyosue et al., 1994). Por otra parte, la expresion de GRP7 muestra un patrén similar
(Figura 34F izquierda). Esta proteina tiene un efecto en la apertura de estomas bajo
condiciones de estrés hidrico y en el cierre de estomas bajo condiciones de estrés por
frio (Kim et al., 2008). También se observo que estos factores de transcripcion se unen
a las mismas regiones en algunos de estos promotores (GRP7), mientras que en otros
se asocian en regiones distintas (DREB2A y ERD7) en las que se encontraron G-
boxes y cajas EE (Evening Element) (Figura 34D-E derecha). Por tanto, el motivo de
red compuesto por CCAl, PIF5 y PRR5, regula la expresion de estos genes
ejerciendo una accion coordinada a lo largo del dia, lo que permite modular procesos

periodicos en Arabidopsis.

Mediante este ejemplo hemos mostrado que ATTRACTOR permite explorar
como cooperan el sistema del reloj circadiano y la sefializacion luminica para regular
procesos cruciales en el desarrollo vegetal, en lugar de estudiar individualmente cada
factor de transcripcién. Es conocido que uno de los procesos mas importantes
regulados por estos sistemas es la transicion floral fotoperiédica y el posterior
desarrollo floral. Por ello, se decidi6 integrar en la red transcripcional datos de factores
de transcripcion involucrados en floracién, con el objetivo de investigar posibles

relaciones no exploradas aun entre ambos procesos.
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Control del reloj circadiano por la via fotoperiédica en Arabidopsis

1 Existe una alta interconexidn entre el reloj
circadiano y la via fotoperiédica en Arabidopsis

Con el objetivo de investigar la interaccion entre el reloj circadiano y la sefializacion
mediada por luz con la floracion fotoperiddica se analizaron datos publicados de ChlIP-
seq de 33 factores de transcripcion involucrados en sefializacion luminica, reloj
circadiano, fotoperiodo y floracion (Anexo 5) y posteriormente se construyd una red
transcripcional llamada CircadianFloralNet (Figura 35A). Esta red esta compuesta por
20601 nodos y 89377 aristas, conteniendo asi el 75% del genoma de Arabidopsis. A
partir de la red principal también se gener6 la red formada solo por los factores de
transcripcion analizados y las interacciones entre ellos. Esta subred, denominada
CircadianFloralTFNet, conforma el nicleo regulador de CircadianFloralNet, y captura
el programa transcripcional que gobierna la interaccion entre el reloj circadiano y la via

fotoperiddica de la floracién (Figura 35B).

CircadianFloralNet es una red libre de escala puesto que su distribucion del
grado de los nodos sigue una ley potencial negativa de acuerdo al test de
Kolmogorov-Smirnov. Ademas, es una red de mundo pequefio, lo que implica que que
la distancia entre dos nodos al azar es mas pequefia que la esperada para una red
aleatoria de las mismas caracteristicas. Estas propiedades topoldgicas indican que los
programas transcripcionales que controlan el reloj circadiano y la via fotoperiédica de

la floraciéon estan altamente conectados (Figura 35C).
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Figura 35. Red transcripcional CricadianFloralnet que integra datos de ChlIP-seq provenientes de 33
factores de transcripcion involucrados en ritmo circadiano, sefializacion luminica, fotoperiodo y
desarrollo floral. (A) Visualizacion gréafica de la red transcripcional. Esta compuesta por 20601 nodos y
89377 aristas. (B) Red transcripcional inducida, CircadianFloralTFNet, compuesta Unicamente por los 33
factores de transcripcion analizados en este estudio y las interacciones entre ellos. Esta subred presenta 33
nodos y 341 aristas y constituye el ndcleo regulador de la red global. (C) Andlisis topolégico de la red
transcripcional. A la izquierda se representa la distribucion del grado de los nodos, observandose que se
ajusta a una ley potencial negativa, lo que indica que se trata de una red libre de escala. A la derecha, se
muestra la distribucion del camino minimo entre dos nodos aleatorios de la red. Se trata de una red de

mundo pequefio ya que la media del camino minimo es significativamente menor que en redes aleatorias.
Para identificar componentes no aleatorios relevantes en las interacciones
entre el reloj circadiano y la floracion se llevd a cabo una identificacion de motivos de
red en la subred CircadianFloralTFNet. Como se ha descrito anteriormente, un motivo
de red es un subgrafo que aparece significativamente con mas frecuencia en una red
de interés comparado con redes aleatorias con las mismas propiedades topolégicas.
Por tanto, se evalud la significancia estadistica de todos los posibles subgrafos de

uno, dos o tres nodos generando 10000 grafos aleatorios con las mismas propiedades
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topolégicas que CircadianFloralTFNet. Estos motivos identificados se muestran en la
Figura 36A. Uno de los mas significativos y comunes fue el de “doble
retroalimentacion con salida” (p-valor < 10®°). Esto indica una alta conexion existente

dentro de la respuesta transcripcional que integra el reloj circadiano y la floracién en

Arabidopsis.
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Figura 36. Motivos de red encontrados en la red transcripcional inducida. (A) Tabla resumen de los
motivos méas representativos encontrados en la subred CircadianFloralTFNet. Se muestra un diagrama
ilustrativo, las apariciones en la red, la media y la desviacion estandar de las apariciones en las 10000 redes
generadas aleatoriamente y el p-valor estimado. (B) Gréafico de la regulacion de PRR5 sobre CO
identificada en la red transcripcional (rojo, linea continua), y la posible regulacién de CO sobre PRR5 (verde,

linea discontinua).
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De acuerdo con la conectividad identificada en nuestra red transcripcional y a
estudios previos (Suarez-Lopez et al., 2001; Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007),
la expresion de CO presenta una alta dependencia del reloj circadiano.
Concretamente PRR5 se une a elementos cis del promotor de CO para regular su
expresion y esta conexion puede también observarse en CircadianFloralNet. Ademas,
un numero sustancial de genes de la familia CO-like (COL) estan regulados por PRR5
y otros factores de transcripcion centrales en el reloj circadiano, como CCAl y PRRY7.
La alta regulacion de genes COL por parte del reloj se puede examinar en la subred
presentada en el Anexo 6. Teniendo en cuenta que la doble retroalimentacion se
encontré de forma significativa en CircadianFLoralNet y que PRR5 regula a CO, es
previsible que CO también regule a PRR5 (Figura 36B). Esta conexién no podia existir
en la red puesto que no se disponia de datos de ChIP-seq de CO. Asi se predijo que
una de las interacciones entre la transicion floral y el reloj circadiano podria estar
conformada por CO y PRRS5.

2 CONSTANS altera el reloj circadiano bajo
condiciones de Dia Largo

Para analizar en qué procesos biologicos ademéas de la floracion podria estar
implicado CO, incluyendo un posible papel sobre el reloj circadiano en Arabidopsis, se
analizaron datos de RNAseq en plantas 35S:CO y Col-0 a ZT16 en condiciones LD
generados previamente en el laboratorio. Se encontraron 540 genes activados en
plantas sobreexpresoras estableciendo un fold-change de 1,5. De acuerdo al analisis
de enriquecimiento en términos de ontologia génica, se encontré que este grupo de
genes estan implicados en varios procesos biol6gicos como respuesta a estimulos,

procesos de desarrollo y sorprendentemente, reloj circadiano (Figura 37A).

Concretamente, varios genes que codifican proteinas reguladoras del reloj
circadiano mostraron una mayor expresion en las plantas 35S:CO (Figura 37B), como
Gl, PSEUDO-RESPONSE REGULATORSs 5/7/9, los REVEILLEs RVE1 y RVES8, LNK1,
LNK2 , LHY y CCAL1. Curiosamente, también mostraron una sobreexpresion los genes
CDF1, CDF3y CDF6, que codifican represores transcripcionales de CO vy FT.
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Figura 37. Efecto de la sobreexpresion de CO sobre el transcriptoma de Arabidopsis. (A) Treemap
que resume los términos GO enriquecidos para los genes sobreexpresados en plantas 35S:CO. Se
encontraron los términos especificos “rhythmic process” y “circadian rhythm” entre otros. Cada rectangulo
del treemap representa el -logl0(p-valor) para el correspondiente término GO. (B) Expresién génica
normalizada de genes clave en el reloj circadiano que mostraron sobreexpresion: Gl, PRR5, PRR7, PRR9,
RVE1, RVES, LNK1, LNK2, LHY, CCAl. Ademas, tres genes de la familia CDF;, CDF1, CDF3 y CDF6
presentaron mayor expresion en el sobreexpresor de CO. Se incluyen como controles la expresion de CO y
de FT.

Teniendo en cuenta que CO podia afectar al reloj, se analizaron los patrones
circadianos regulados por éste. Para ello se emplearon los datos de RNAseq
previamente analizados en plantas silvestres bajo condiciones LD en un periodo de 24
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h (GSE43865; Rugnone et al., 2013) y se estimd la expresion génica en los puntos
ZT2, ZT6, ZT10, ZT14, ZT18 y ZT22. Posteriormente, se identificaron los genes que
presentaban un patrén ritmico o circadiano de expresién y fueron clasificados en
clusters dependiendo de la hora donde tuvieron su nivel maximo y minimo de

expresion, tal y como se describi6 en el capitulo 1 de Resultados.

Para conocer los patrones circadianos afectados por CO, los genes activados
en 35S:CO a ZT16 fueron solapados con los grupos de genes circadianos y se calculd
la significancia estadistica. Unicamente seis grupos circadianos presentaron una
interseccion significativa de acuerdo al test exacto de Fisher, como se muestra en el
Anexo 7. De esos seis, cinco presentaron un maximo de expresion en la mafana o
durante el dia (ZT2 y ZT6), por lo que los unimos en un Unico grupo y de nuevo
determinamos una interseccion significativa de este grupo de genes con los genes
activados en 35S:CO a ZT16, en concordancia con estudios previos (Anexo 8)
(Gnesutta et al.,, 2017). Este resultado indica que CO por la tarde en LD activa
principalmente genes que bajo condiciones de ND tienen su maximo por la mafiana o

durante el dia, alterando sus patrones de expresion.

Para confirmar el efecto del fotoperiodo en el reloj circadiano, se decidid
evaluar si CO era capaz de alterar aspectos fisiologicos del ritmo circadiano en
Arabidopsis. Esta descrito que en plantas uno de los comportamientos ritmicos mas
conocidos y caracterizados es el movimiento periddico diario de las hojas. Un
desajuste en este movimiento indica alteraciones en el reloj circadiano, por lo que se
decidié medir este fenotipo en plantas Col-0, co-10 y 35S:CO. Asi, se cultivaron las
plantulas de Arabidopsis durante 8 dias en condiciones LD y se transfirieron a una
camara con luz y temperatura constante, para eliminar cualquier estimulo de entrada
del reloj circadiano (free-running conditions). Se monitorizd el movimiento de las dos
primeras hojas y se estimaron parametros circadianos como el periodo (el tiempo
requerido para completar un ciclo circadiano), y la fase (el punto temporal en el que
las hojas alcanzan el punto mas alto). Como se muestra en la Figura 38A, y su
representaciéon en el grafico boxplot (Figura 38B), las plantas 35S:CO mostraron un
periodo significativamente mas corto que las plantas silvestres (Col-0), mientras que el

mutante co-10 exhibié un periodo més largo.
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Figura 38. Efecto de la sobreexpresién y la mutacion de CO sobre el movimiento de ritmico de hojas
en Arabidopsis. (A) Movimiento relativo de las dos primeras hojas y los cotiledones en funcién del tiempo
para las lineas Col-0, 35S:CO y co-10. El sombreado gris representa las horas correspondientes a la noche
en condiciones de luz continua. La posicion vertical de las hojas se suavizé mediante ajuste por polinomios
(ajuste por splines) con 12 grados de libertad. Se representa la media + desviacion estandar de 6 réplicas
bioldgicas. (B) Boxplot mostrando el periodo obtenido del movimiento vertical para cada linea. Las plantas
35S:CO mostraron un periodo significativamente mas corto mientras que las plantas mutantes co-10
mostraron un periodo alargado. (C) Boxplot que representa la fase (punto temporal en el que se alcanza al
punto vertical mas alto) para cada linea. Las plantas sobreexpresoras y mutantes mostraron una fase previa
a las plantas Col-0. La fase esta normalizada a “tiempo circadiano”, es decir, se ajusta el periodo a 24 hy se

recalcula la fase.
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Curiosamente, aunque también estaba alterado frente al silvestre, este
comportamiento no se conservo en la fase del ritmo de movimiento de hojas, ya que
35S:CO y co-10 mostraron una fase mas corta comparada con las plantas Col-0
(Figura 38C). En cualquier caso, el cambio en el ritmo periddico del movimiento de las
hojas en los mutantes de CO constituye una evidencia fisiologica de la participacion de

CO en la regulacion del reloj circadiano.

Estos resultados indican que CO no es so6lo una salida del reloj circadiano,
sino que podria ejercer una regulacion de retroalimentacion sobre genes centrales del

reloj y sobre patrones circadianos de expresion génica.

3 CONSTANS se une a promotores de genes
centrales del reloj circadiano.

De acuerdo a la significancia estadistica de los motivos de red encontrados en la red
transcripcional se dedujo que CO podria regular la expresion de PRR5 uniéndose a su
promotor, lo que provocaria la alteracion en el ritmo circadiano observado en las
plantas mutantes y sobreexpresoras de CO. Presumiblemente, de acuerdo a nuestros
datos de expresion, podria ocurrir que CO también estuviera regulando a otros genes
clave del reloj que aparecieron sobreexpresados en plantas 35S:CO. Para averiguar
esto y determinar los sitios de uniéon de CO a nivel de genoma completo se llevo a
cabo un experimento de ChlPseq empleando las plantas 35S:CO y co-10 (control).
Especificamente se determinaron los picos o sitios de unién al genoma utilizando las
muestras IP e input (DNA gendmico) para cada linea y posteriormente se eliminaron

los picos que aparecian en las dos lineas, considerandose falsos positivos.

Se determinaron 2417 genes diana siguiendo el criterio del gen mas cercano
al pico cadena abajo con un limite de 2000 pb. Se comparé el conjunto de dianas de
CO con los genes activados en plantas 35S:CO en condiciones LD y se observé un
solapamiento significativo con un p-valor de 1,006943 x 10, De los 540 genes
sobreexpresados en 35S:CO en el experimento de RNAseq, 318 eran dianas directas
de CO. Los 222 restantes pueden considerarse genes activados por CO

indirectamente. Ademas, se identificaron 2100 genes diana que no mostraron
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sobreexpresion (Figura 39A). Es frecuente en factores de transcripcion observar su
unién a promotores in vivo sin afectar a los niveles de expresion de los genes diana, lo
que sugiere que son necesarios en estas regiones la combinacion de otros factores de
transcripcion para activar o reprimir la expresion génica. Por otra parte, se analizé la
localizacion de los sitios de union de CO a lo largo del genoma, determinandose que
se asocia mayoritariamente en la regién de los promotores mas cercana al TSS con
un 64.87%. Un 3,48% de los picos se encontraban en regiones 3'UTR, lo que puede
indicar otros mecanismos de regulacion génica como la existencia de bucles en la
cromatina. Este tipo de mecanismo se ha descrito anteriormente en el homélogo
SP5G de FT en tomate, cuya regién 3'UTR regula su expresién génica (Zhang et al.,
2018).

Se ha descrito que CO regula la expresion génica del florigeno FT a través de
la unién a su promotor. Se han publicado numerosos estudios que detallan cémo el
trimero de los factores NF-Ys se une a sitios CCAAT y puede estabilizar y reclutar a
CO al promotor de FT en sitios CORE, con la posibilidad de formar bucles de
cromatina que aproximen estos dos elementos del DNA (Tiwari et al., 2010; Cao et al.,
2014; Wenkel et al., 2006). No obstante, en estudios mas recientes se describe que la
sustitucion en el trimero de NF-YA por CO otorgaria especificidad de unién al DNA al
complejo para unir elementos CCACA en lugar de CCAAT (Gnesutta et al., 2017). En
este trabajo, para investigar las secuencias de DNA asociadas a CO se realizdé en
primer lugar una identificacion de motivos de novo sobre los sitios de union de CO, en
la que las secuencias mas significativas se detallan en la Figura 39C. Como se puede
observar, los tres primeros elementos mas significativos contienen la secuencia
CCACA descrita en (Gnesutta et al., 2017), en tercer lugar una secuencia similar al
CORE (Tiwari et al., 2010) pero que también contiene una caja CCACA (TGTGG) y
curiosamente una caja G-box (CACGTG) para factores de transcripcion BHLH o bZIP.
De esta forma se obtuvieron las matrices de pesos posicionales o PWM (position
weight matrix) de estos elementos con la intencién de incluirlas en la base de datos
JASPAR. Para simplificar, en la busqueda de motivos de DNA sobre los sitios de union
analizados se incluyeron los elementos G-box (CACGTG), CCACAYy los sitios CORE1
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y COREZ2, (Figura 40 y 43B) ya que la variabilidad observada en nuestros resultados

es lo que se espera en experimentos masivos en el que se analizan miles de picos.
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Figura 39. Anotacion de los sitios de unién (picos) de CO al genoma de Arabidopsis. (A) Interseccion

entre los genes diana de CO y los genes activados en plantas 35S:CO. (B) Localizacion de los picos a lo
largo del genoma. Se observa una acumulacién en la regién de los promotores mas cercana al TSS. (C)
Motivos de DNA enriquecidos en los sitios de unién de CO al DNA. Encontramos tres secuencias que
contienen una G-box (CACGTG) y un elemento CCACA y en tercer lugar una secuencia que contiene la
caja CCACA (TGTGG) y es similar al CORE descrito en el promotor de FT.

Como se esperaba, se observé que CO se une al promotor de FT en el sitio
correspondiente a los elementos CORE1/2. También se encontraron sitios de unién en
las dos zonas descritas en (Cao etal., 2014) que participan en bucles (proximal y
distal). Confirmando nuestra hipétesis, se identificaron sitios de unién en los
promotores de genes clave del reloj circadiano, incluyendo PRR5, Gl, RVEL, RVES,
LNK1 y LNK2, entre otros. Por otra parte, también se encontraron zonas enriquecidas
en los promotores de algunos genes de la familia CYCLING DOF FACTOR, como
CDF1 y CDF3 (Figura 40).
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Figura 40. Unién de CO en promotores de genes involucrados en floracion y reloj circadiano. Sitios
de union de CO en promotores de genes clave involucrados en floracion (FT), reloj circadiano (PRR5, Gl,
RVE1, RVES8, LNK1 y LNK2) y genes salida del reloj como CDF1 y CDF3. Se indican los motivos
encontrados con un umbral minimo de puntuacion del 95%.

Por tanto, CO se asocia a regiones que contienen elementos G-box en los

promotores de genes circadianos o0 en genes que son salida del reloj, pero en otros
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como en el de FT se asocia a en regiones que contienen secuencias CCACAy CORE,
lo que indica un mecanismo independiente del complejo NF-CO. Estos resultados
apoyan la existencia de una funcién no explorada de CO, alternativa a la via
fotoperiodica y al médulo CO-FT, regulando ritmos circadianos en Arabidopsis en

condiciones LD.

De forma adicional se verifico la union de CO a algunos sitios de estos
promotores mediante ChIP-QPCR empleando las plantas 35S:CO y co-10 (control).
Se utilizaron cebadores especificos para la region del promotor de G/ en la que se
encuentran cajas CCAAT y una secuencia similar una G-box CACGTA, la region G-
box del promotor de PRR5, y la zona CORE1/2 del promotor de FT indicadas en la
Figura 41A. Estos experimentos verificaron que CO se une a estos promotores en
condiciones LD (ZT16), ya que estos amplicones presentaban un enriquecimiento

significativamente mayor en 35S:CO que en las plantas control (Figura 41B).
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Figura 41. ChIP-QPCR de CO. (A) Amplicones analizados en los experimentos de QPCR. (B)
Enriquecimiento obtenido sobre las regiones amplificadas en las plantas 35S:CO y co-10. Los resultados se

normalizaron al enriquecimiento obtenido en una regién aleatoria (NEG) del promotor de FT.
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Una vez obtenidos los genes diana de CO, se integraron en la red
transcripcional previamente generada. Como se habia predicho, CO y PRR5
conformaron un bucle de retroalimentacién en el que se regulan mutuamente.
Ademas, un andlisis mas detallado revelé que se trata de un bucle de
retroalimentacion con salida multiple, como se muestra en la Figura 42B, con una
serie de genes diana en comun. Como se ha descrito anteriormente, la familia de
proteinas COLs y PRRs comparten un dominio CCT en su extremo carboxilo que
contiene una sefal de localizacién nuclear y un motivo de unién al DNA (Valverde,
2011). Esto sugiere que CO y estos factores de transcripcién podrian compartir sitios
de union al DNA, y por lo tanto genes diana en comun, como se ha propuesto en
estudios recientes (Shen et al., 2020). Para evaluar esta hipétesis se analizé la
significancia de la interseccion entre los genes diana de CO con los genes diana de
TOC1, PRR5, PRR7 y PRR9. Las dianas de TOC1, PRR5, PRR7 y PRR9 solaparon
significativamente con las de CO con los p-valores 9,067828 x 10, 1,552583 x 10%,
5,649396 x 10™° y 1,359 x 107, respectivamente, de acuerdo al test exacto de Fisher
(Figura 42A). PRR5 y CO se coexpresan en condiciones LD, y el hecho que de que
CO regule un namero significativo de dianas de PRR5 apoya la existencia de un bucle
de retroalimentacion con salida mdaltiple, en el que los reguladores son CO y PRR5,
constituyendo una de las conexiones entre los programas transcripcionales de la via
fotoperiodica y el reloj circadiano (Figura 42B). Como se observa en este motivo de
red, algunos genes relevantes que son salida del bucle de retroalimentacion son G/,
PRR7, BETA-AMYLASE 3 (BAM9) y el mismo PRR5. Para apoyar este resultado y
validar alternativamente los datos de RNAseq, se midid la expresion génica de
algunos de estas dianas compartidas por CO y PRR5 mediante experimentos de RT-
QPCR durante un dia largo completo. Asi se determin6 que la expresién de PRRS5,
PRR7, Gl y BAM9 era mayor en plantas sobreexpresoras de CO, especificamente a
ZT16, cuando se aumenta significativamente la estabilidad de CO, aunque también se

observa cierto efecto a primera hora de la mafana (Figura 42C).
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Figura 42. CO y PRR5 comparten un numero significativo de dianas en comun. (A) Solapamiento
significativo entre los genes diana de CO y los genes diana de los PRRs TOC1, PRR5, PRR7 y PRR9. (B)
Motivo de DNA de doble retroalimentacion con salida encontrado en CircadianFloralNet, en el que los
reguladores son CO y PRR5 afectando a la expresion de una serie de genes en comun. (C) Expresion
génica de algunos de los genes salida del motivo de red formado por CO y PRR5. Se muestra el perfil de
expresion medido por RT-QPCR en condiciones LD de los genes PRR5, PRR7, Gl y BAM9 en las plantas
35S:CO (rojo), Col-0 (azul) y co-10 (verde). En gris se indica el periodo de la ventana de coincidencia,

momento en el que CO es estable en LD.
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4 CO, PRRs y HY5 comparten sitios de unién al
genoma en los promotores de genes regulados
por el reloj

Anteriormente se habia descrito que el motivo G-box de DNA participa en la
regulacion transcripcional ejercida por la familia de los PRRs, sugiriendo que su union
al DNA es indirecta, a través de otros factores de transcripcion (Liu et al., 2016). En
condiciones de dia corto, los PRR9/7/5 y los factores BHLH tipo PIF podrian
interaccionar y unirse a las mismas regiones de promotores de genes relacionados
con el crecimiento, como CDF5 (Martin et al., 2018). En este estudio proponemos al
factor de transcripcion bZIP HY5 como intermediario en la unién de PRR5 y CO a
promotores de genes relacionados con el reloj. Este tipo de factores de transcripcién
bZIP, generalmente presentan una union directa al DNA (Chattopadhyay et al., 1998;
Abbas et al., 2014; Binkert et al., 2014). HY5 se acumula en condiciones de luz
(Osterlund et al., 2000), uno de sus motivos de unién al DNA es la G-box (Lee et al.,
2007; Young et al., 2008; Zhang et al., 2011; Binkert et al., 2014), su degradacion por
proteasoma esta mediada por COP1 (Osterlund et al., 2000) y por otra parte se ha
descrito que CO y HY5 interaccionan con el mismo remodelador de la cromatina,
PICKLE (Jing et al., 2013, 2019). Estos indicios junto con resultados previos sugerian

que HY5 era una de las proteinas que participaba en la unién al DNA.

El andlisis a nivel de genoma completo de los datos de ChIP-seq de PRR5
(Nakamichi et al., 2012), ChlIP-on-chip de HY5 (Lee et al., 2007) y las dianas de CO
obtenidas de nuestro experimento de ChlP-seq, mostré un solapamiento significativo
entre los genes diana de PRR5, HY5 y CO, con un p-valor < 0,001 y un
enriquecimiento de 14,76 segun el test realizado con la libreria SuperExactTest.
(Figura 43A). Posteriormente, para verificar que no soélo regulan a genes en comun,
sino que ocupan las mismas regiones en los promotores diana, se midi6 la
significancia del solapamiento entre los sitios de unién de CO, HY5 y PRR5 a través
de tests de permutaciones, obteniéndose p-valores significativos (Anexo 9). En la
Figura 43B se representa el promotor de LHY uno de los genes co-regulados por CO,
HY5 y PRR5.
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Figura 43. CO, PRR5 y HY5 podrian asociarse en el genoma para regular genes diana en comun. (A)
Solapamiento significativo de los genes diana de CO, PRR5 y HY5. (B) Solapamiento significativo de los

sitios de union de CO, HY5 y los PRRs. Se muestra el locus LHY.

Para demostrar la unién de HY5 a estas regiones del DNA en las mismas
condiciones que CO (10 DAG, LD), llevamos a cabo un experimento de ChIP en
plantas 35S:GFP:HY5 (hy5-211) y observamos un enriquecimiento significativo de los

amplicones analizados comparado con la planta control Col-0 (Figura 44). Estos
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resultados indican que HY5 se une a los mismos sitios que CO en estos promotores
del reloj circadiano, pero no en los sitios CORE asociados a CO en el promotor de FT,
apuntando a que ésta es una via regulacién diferente llevada a cabo por CO
relacionada con el ritmo circadiano, independiente de la via fotoperiddica de la

floracion.
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Figura 44. ChIP-QPCR de HY5. Se muestra el enriquecimiento en los amplicones indicados tras los
experimentos de ChIP-QPCR en plantas Col-0 y 35S:GFP:HY5. Se observa que HY5 se une a regiones en
los promotores de G/ y PRR5 pero no al sitio CORE1/2 localizado en el promotor de FT. El enriquecimiento

de cada region se normaliz6 al obtenido en la regién control del TSS de ACT7.

5 CO, PRR5 y HY5 interaccionan in vivo

En estudios previos se ha observado la interaccion entre CO y algunos miembros de
la familia de los PRRs y que esta unidn estabiliza a CO promoviendo la floracién en
condiciones LD (Hayama et al., 2017). Sin embargo, el hecho de que CO y PRR5 se
unan a las mismas regiones G-box en algunos promotores y que estas dos proteinas
tengan efectos opuestos sobre la transcripcién, sugiere que CO podria eliminar
gradualmente a PRR5 del DNA, ocupar estas regiones y activar la transcripcion,
promoviendo un cambio de fase en la expresion de los genes diana. Por tanto, podria
existir un complejo transitorio entre HY5, CO y PRR5 durante la tarde en condiciones
LD. Para investigar este complejo, se realizaron experimentos de interaccion proteina-

proteina en planta.
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En primer lugar, se llevé a cabo un ensayo BiFC en Nicotiana entre CO, HY5 y
PRR5 por pares, observando interaccion en los tres casos. En todos ellos se
observaba una clara interaccion entre los factores dos a dos, aunque mostraban
diferentes patrones de distribucion (Figura 45A). CO-HY5 mostraban una interaccién
nuclear homogénea, CO-PRR5 mostraban una distribucién en granulos nucleares
intensos, mientras que PRR-HY5 se distribuian en granulos de menor intensidad. Para
investigar mas profundamente la posibilidad de un complejo de 3 proteinas, medimos
su colocalizacién en el nucleo de células de Nicotiana. Para ello, la proteina
fluorescente amarilla (YFP) fue reconstituida fusionando cada una de sus partes a
HY5 y a PRR5 y por otra parte se coinfiltr6 CO fusionada a la proteina fluorescente
cian (CO:CFP) con el fin de poder detectar ambos fluoréforos independientemente. De
esta manera pudo detectarse una colocalizacién nuclear clara comparado con el
control (Figura 45B). De manera similar a lo observado en las interacciones dos a dos,
la colocalizacion se realizaba en granulos nucleares donde se habia ya identificado a
CO con anterioridad.

Por otra parte, con el objetivo de confirmar que existia una interaccién
estrecha y no sélo colocalizacion entre los tres factores de transcripcion, se realizaron
ensayos de FRET con los dos fluor6foros empleados anteriormente: YFP
(reconstituida con HY5 y PRR5 fusionadas a cada una de las partes de la proteina
fluorescente) y CFP fusionada a CO. Como se observa en la Figura 45C, los valores
de Nfret para el complejo CO-HY5-PRR5 son significativamente mayores que los

obtenidos en los correspondientes controles.

Dado que la interaccion entre CO y PRR5 ha sido demostrada con
anterioridad, resultaba de interés mostrar la interaccion fisica entre CO y HY5. Ya que
CO y HY5 parecen interaccionar en el nicleo y que se unen a las mismas regiones en
algunos promotores, investigamos si formaban un complejo para unirse al DNA. Para
ello, los complejos de proteinas inmunoprecipitados resultantes de experimentos de
ChIP fueron analizados mediante inmunoblot usando anticuerpos especificos anti-
HY5. El ensayo mostré la presencia de la proteina HY5 en la muestra de plantas
35S:CO y no en el control co-10 lo que apoyaba la interaccion entre ambas proteinas

y que esta union esté asociada al DNA (Figura 45C).
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Figura 45. Interaccién de las proteinas CO, HY5 y PRR5. (A) Nucleos de Nicotiana observados al
microscopio confocal donde se observa interaccion mediante BiFC por pares entre las tres proteinas. La
barra de tamafio corresponde a 10 micras. (B) Experimento de colocalizaciéon de las tres proteinas. El
complejo se localiza en speckles cuando se encuentran presentes los tres factores de transcripcién. (C)
Valores de Nfret para cada combinacion. Se observa una interaccién significativamente mayor en la
combinacion CO-HY5-PRR5 comparada con los controles en los que se incluye el factore de transcripcion
FLM. (D) ChIP-WB. La inmunoprecipitacién de la cromatina empleando el anticuerpo anti-CO se analiz6 por
inmunoblot con el anticuerpo anti-HY5. Se observa una banda correspondiente a HY5 en 35S:CO y no el

control co-10.

Estos resultados indican que estas tres proteinas podrian formar un complejo
de unién al DNA, en el que HY5 actuaria como mediador uniéndose directamente con

el elemento G-box.
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Con la acumulacién de datos transcriptémicos y filogendmicos, se hace mas evidente
la complejidad existente en la evolucidon de los patrones de expresién génica en
eucariotas. Existe un patrén especifico que controla el transcriptoma bajo ciclos de luz
y oscuridad (Millar, 2016). En organismos fotosintéticos, este control se hace
especialmente importante debido a la dependencia de la luz solar para llevar a cabo
los principales procesos fisioldgicos, asi, se puede identificar un mecanismo perioddico
de expresion génica presente ya en las microalgas (Mittag et al., 2005; Corellou et al.,
2009). En esta tesis se ha empleado una aproximacion basada en Biologia Molecular
de Sistemas para investigar esta dependencia del fotoperiodo y para encontrar
mecanismos controlados ancestralmente por ritmos diarios y aquellos que han
adquirido una nueva regulacién. Para llevar a cabo dicho estudio, se ha generado la
herramienta MBBH, que ha permitido identificar ort6logos en especies evolutivamente
distantes, como microalgas y plantas. La combinacién con redes de coexpresion
génica nos ha permitido entender como diferentes procesos han conservado una
regulacién periddica a lo largo de la historia evolutiva de la linea vegetal. Ademas, se
ha desarrollado una herramienta web llamada CircadiaNet que permite el estudio de la
evolucién de genes ritmicos desde algas a plantas superiores de una forma similar a
herramientas previas que comparan perfiles de expresion diurnos entre

monocotileddneas y dicotiledéneas (Mockler et al., 2007).

Por otra parte, a través de la construccion y el andlisis de redes
transcripcionales se ha explorado la regulacion coordinada de la sefializacion luminica
y el reloj interno auténomo en Arabidopsis. Se ha construido una herramienta web
interactiva para estudiar esta regulacion sobre genes individuales y analizar el efecto
de varios factores de transcripcion sobre grupos de genes con expresion ritmica.
Estas herramientas junto con flujos de trabajo, bases de datos y medios web
previamente desarrollados en el laboratorio (Romero-Campero et al., 2013, 2016;
Romero-Losada et al., 2021), ademas de aportarnos datos inéditos sobre la evolucion
y la composicién de las redes de expresion de algas y plantas, constituyen recursos
Utiles para la comunidad cientifica.

Por ultimo, de nuevo a través de la integracién de datos en redes génicas y el

analisis de multiples datos 6micos se ha explorado una conexién desconocida entre la
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via fotoperiddica y el reloj circadiano, constituida por PRR5 y CO. Asi CO adquiere
una funcién novedosa afectando al reloj circadiano y a vias controladas por éste. Por
tanto, la monitorizacién de la longitud del dia ejerceria una sefializacién retrograda
hacia el reloj circadiano para proveer informacion estacional en el control de los

procesos diarios.

1 El reloj circadiano regula mas procesos
transcripcionales en algas que en plantas

Usando las herramientas generadas, el algoritmo MBBH vy las redes de coexpresion
génica, confirmamos que en las microalgas picoeucariotas primitivas como
Ostreococcus, practicamente todo el transcriptoma estd gobernado por mecanismos
ritimicos diarios (Monnier et al., 2010). Otras microalgas han reducido la dependencia
de regulacion del transcriptoma por el reloj, pero el nimero de genes controlados por
los ciclos diurnos sigue siendo sustancialmente numeroso. Este es el caso de
Chlamydomonas (Harris, 2001), que puede llevar a cabo algunos procesos fisioldgicos
complejos con independencia de los ciclos luz/oscuridad, controlados en parte por
otros factores como estimulos bibticos externos. Siguiendo esta tendencia,
Arabidopsis ha reducido la dependencia de los ciclos diurnos sobre su expresion
génica a so6lo un tercio de su transcriptoma, aun asi, sigue siendo significativamente
mayor que en mamiferos, en los que sélo un 10-15% de los genes exhiben un control
periodico (Lowrey y Takahashi, 2011). No obstante, se ha descrito que cuando se
combinan con el fotoperiodo otras sefiales externas como la temperatura, casi el 90%
de la expresion génica de Arabidopsis podria seguir un control periédico (Michael
et al., 2008). Por tanto, las plantas parecen tener la capacidad de integrar distintas
sefiales externas para regular periddicamente la expresiéon génica, lo que no ocurre en
microalgas. La ausencia en microalgas de los genes del bucle de la tarde Gl y ZTL
(Figura 4) puede explicar esta diferencia, ya que estas proteinas permiten mantener
un periodo constante en un amplio intervalo de temperatura (Edwards et al., 2005; Kim
et al., 2020).

Teniendo en cuenta que el curso de la evolucion ha hecho mas complejo el

reloj en Arabidopsis (Figura 3, Figura 4), podria intuirse que ejerce un mayor control
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periédico del transcriptoma. Sin embargo, ocurre lo contrario, la regulacion de la
expresion génica ha perdido mucha de la dependencia de procesos diurnos que tenia
en algas. Esto podria significar que se adquirié un ajuste mas fino y preciso del reloj
para que algunos procesos nuevos fueran independientes de las transiciones
luz/oscuridad en plantas superiores. Tras la terrestralizacion, las plantas tuvieron que
adaptarse a un nuevo ecosistema, probablemente mas cambiante que el ecosistema
acuatico. Aunque algunos eventos pueden predecirse y anticiparse, como la llegada
de patégenos o la cantidad de humedad en el ambiente, otros son inesperados, como
inundaciones, sequias, predacion por herbivoros o competencia con otras plantas. No
obstante, se necesitarian mas experimentos circadianos en tejidos y estadios de

desarrollo diferentes para profundizar en esta aparente paradoja.

2 Algas y plantas presentan una alta
conservacion en la expresion génica en las
transiciones luz/oscuridad, a pesar de la gran
distancia evolutiva que las separa

El analisis de agrupamiento de genes periddicos realizado en este estudio ha
mostrado que las redes de coexpresion en los tres organismos presentan la misma
distribucion de reloj, revelando la naturaleza asociativa y temporal de este sistema
para coordinar los diferentes procesos fisiol6gicos, como el metabolismo del almidén o
la ribogénesis (Figura 22A-C). En microalgas, los grupos de genes que mostraron su
maxima expresion en las transiciones dia/noche fueron los mas abundantes, mientras
que en Arabidopsis, los genes ortélogos se expresaron principalmente durante los
periodos de oscuridad o de luz. Esto parece indicar que Arabidopsis ha desarrollado
un reloj que permite predecir el amanecer y el atardecer de forma mas eficiente que
las microalgas, lo que mejora la anticipacion de estas transiciones. Ademas, al realizar
el analisis de conservacion global entre grupos de genes, sélo aquellos con maximo y
minimo en el amanecer o en el atardecer mostraron una alta conservacion entre las
especies analizadas (Figura 26A). Esto indica una diversificacion en el control
temporal de la expresion génica durante la evolucién, a excepcion de determinados

momentos del dia importantes para la fisiologia vegetal.
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Una de las propiedades clave del reloj circadiano en todos los organismos es
la anticipacion de determinados eventos periédicos, como los ciclos de luz y
oscuridad. De esta forma cualquier organismo estd preparado antes de que ocurra
una sefial externa predecible. Antes del amanecer suceden cambios en el
transcriptoma que permiten la expresion de genes necesarios posteriormente, como
los de las enzimas encargadas de la sintesis de pigmentos fotosintéticos o de la
magquinaria de los fotosistemas. Lo mismo ocurre al atardecer, como preparacion para
la noche, inhibiendo prematuramente la expresion de los genes que regulan los
procesos fotosintéticos o activando los encargados de la apertura estomatica. Por ello,
tiene sentido que los genes que se expresan mayoritariamente en las transiciones

hayan conservado su perfil de expresion a lo largo de la evolucién.

3 Amplificacidén y diversificacion génica de
microalgas hacia plantas superiores

Como resultado de la identificacion de ortdlogos realizada en esta tesis, se ha
observado una amplificaciéon a lo largo de la evolucién vegetal, especialmente en
familias de factores de transcripcion, como los CO-likes o los PSEUDO-RESPONSE
REGULATORs.

Como se ha mostrado anteriormente (Figura 20D, Figura 21D), los PRRs son
una familia de factores de transcripcion que aparecieron en microalgas y han
evolucionado hasta una familia mas numerosa en Arabidopsis. Los PRRs de
espermatofitas son similares en nimero a los COLs y de forma similar han sufrido una
amplificacion a partir de una Unica copia génica en Ostreococcus (OtPRR,
osttal3g01820) y dos en Chlamydomonas (CrPPR1, Cre029.094150; CrPRR2,
Crel6.9676421) a una familia multigénica en Arabidopsis. En plantas estas proteinas
contienen un dominio N-terminal PRR y un dominio CCT carboxilo-terminal, sin
embargo, las proteinas de Ostreococcus y Chlamydomonas presentan un potencial
motivo fosfoaceptor DDK, que no esta presente en Arabidopsis. Esto sugiere que las
proteinas de algas aun retienen parte del ancestral mecanismo sefalizador de
fosforelay, mientras que en plantas superiores evoluciond a un “Pseudo” Response

Regulator (Mizuno y Nakamichi, 2005; Satbhai et al., 2011). Se necesitarian analisis
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mas extensos empleando plantas primitivas como hepaticas, helechos vy
angiospermas son necesarios para investigar la desaparicion del dominio RR. No
obstante, nuestro estudio parece indicar que la expansion de esta familia y su
diversificacion en el patron de expresion ha permitido una mayor complejidad y
plasticidad en el reloj de Arabidopsis.

Los COL constituyen otra familia de factores de transcripcién que ha sufrido
una amplificacion y diversificacion génica (Figura 20B, Figura 21B). En Ostreococcus
se encontraron dos potenciales ortdlogos (OtCOL1, ostta04g03620 y OtCOL2,
0stta09g01510) que muestran un dominio N-terminal B-box y un CCT C-terminal. Por
otro lado, en Chlamydomonas so6lo se encontré un miembro de la familia CO-like que
ha sido ampliamente estudiado (Valverde, 2011). Otros estudios han investigado esta
familia de factores de transcripcion en el musgo Physcomitrela patens, encontrandose
cinco miembros (Zobell et al., 2005), pero la rama de CO parece estar ausente. Mas
tarde en la evolucion encontramos 17 miembros en A. thaliana donde parece haber
ocurrido una amplificacion y diversificacion en los patrones de expresion (Figura 21B).
Como se ha demostrado en diferentes analisis, CrCO esta implicado en mdultiples
procesos como mantenimiento de ritmos bioldgicos, ciclo celular, contenido lipidico o
fotoproteccion, sin embargo, la floracion fotoperiédica no es uno de ellos. El hecho de
que CrCO pueda rescatar el fenotipo de floracion tardia en el mutante co-10 en
Arabidopsis (Serrano etal., 2009) indica que durante la evolucion vegetal estas
familias de factores de transcripcion crecieron y divergieron reteniendo parte de la
funcién ancestral, pero adquirieron en plantas superiores nuevas funciones. Esta
expansion también se ha observado en otras plantas de la familia de las Brasicaceas
como Brassica napus, donde se ha observado una amplificacion y diversificacion
similar de los genes COL (Chen et al., 2021).

4 Caracteristicas del reloj circadiano en
Arabidopsis

Tras el analisis topolégico de la red transcripcional ATTRACTOR (Figura 32), se
determiné que se trataba de una red libre de escala, puesto que la distribucion del

grado de los nodos seguia una ley potencial negativa. Es decir, la mayoria de genes
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tienen pocas conexiones mientras que un grupo pequefio presenta un alto grado de
conexion, lo que indica la existencia de un grupo de genes clave cuya expresion esta
estrictamente regulada. Ademas, la distribucién del camino minimo entre nodos revel6
que constituyen una red de mundo pequefo, especificamente de mundo
“ultrapequefo”, ya que este camino es menor de lo esperado. Hay una relacion
evidente entre esta caracteristica y el concepto libre de escala, ya que la existencia de
hubs o elementos altamente regulados reducen las distancias entre nodos

drasticamente.

Estas caracteristicas confieren unas propiedades concretas a los sistemas
bioldgicos. Asi, los programas transcripcionales gobernados por el reloj y la
percepcion luminica en Arabidopsis son robustos frente a fallos aleatorios y fragiles
frente a mutaciones dirigidas a hubs, como ya se describié en estudios anteriores
(Stelling et al., 2004). El hecho de que el camino entre dos nodos aleatorios sea corto
implica rapidez en la propagacion de la informacion dentro de la red y por tanto que
las sefiales luminicas recibidas por la planta pueden rapidamente regular procesos

especificos.

Como se desarrolla en el segundo capitulo de esta tesis, los genes mas
controlados por el reloj circadiano en Arabidopsis se expresan a primera hora de la
mafana. Esto sugiere que éste es un momento clave para la fisiologia vegetal y que
esta estrictamente regulado. Durante el amanecer ocurren cambios severos en las
condiciones ambientales que afectan a la fisiologia y al desarrollo de los organismos
vegetales como la llegada de patégenos, cambios en la humedad, luz, etc. Por tanto,
tiene sentido que el reloj circadiano de Arabidopsis regule finamente estos genes en
este lapso de tiempo, permitiendo anticiparse y prepararse para el periodo del dia. De
nuevo esto se relaciona con la robustez del sistema, ya que si se elimina la funcion de
alguno de estos factores de transcripcion, la expresion de los genes matinales estaria

asegurada al estar controlados por muchas otras proteinas.

El modelo Barabasi-Albert es un modelo disefiado para capturar los
mecanismos responsables de la emergencia de la propiedad libre de escala en redes

tedricas, sin embargo, presenta una serie de limitaciones para explicar algunas
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caracteristicas observadas en redes reales (Barabasi y Albert, 1999). En dicho
modelo, cuando se aflade un nodo, se conecta al nodo existente de mayor grado, de
esta forma el nodo méas antiguo siempre sera el mas conectado. Si nos fijamos en los
factores de transcripcion presentes en la red transcripcional, observamos que algunos
de los mas recientes en la evolucion presentan un mayor nimero de conexiones
(genes diana), como los PHYs o los PIFs. Esto no puede explicarse aplicando el
modelo Barabdsi-Albert, por lo que se han desarrollado otros modelos para describir
los mecanismos que gobiernan la evolucion de las redes bioldgicas, que incluyen otros
parametros como la aparicién de conexiones internas, eliminacién de nodos y aristas y
el “fitness” de un nodo, como el modelo Bianconi-Barabasi (Bianconi y Barabasi,
2000b, 2000a). La caracteristica “fitness” se puede definir como una propiedad
intrinseca de cada nodo que puede otorgar una conexion preferencial, no sélo
dependiente del momento de su aparicion. Este concepto explica como estos factores
de transcripcion han sido beneficiados por la presion selectiva para acumular un
mayor nimero de genes diana a pesar de su reciente aparicion, y podria ser incluido

en futuros andlisis mas profundos.

5 Fotoperiodo y reloj circadiano en Arabidopsis

5.1 Contribucién de CO al reloj circadiano

Una perspectiva basada en ciencia de redes es esencial para comprender sistemas
complejos interconectados (Barabasi, 2015). Los programas transcripcionales que
gobiernan el reloj circadiano y la floracion mostraron estar altamente relacionados en
nuestra red transcripcional CircadianFloralNet de acuerdo a sus propiedades de libre
de escala y mundo pequefio. En el campo de la teoria de grafos, los motivos de red
son particularmente Utiles ya que pueden explicar la aparicion de funciones
emergentes y como se controlan procesos biolégicos. Los motivos de red son
subgrafos que aparecen de forma significativa mas frecuentemente en una red de
interés que en redes aleatorias (Milo et al., 2002; Shen-Orr et al., 2002; Stone et al.,
2019). A pesar de la gran complejidad de las redes génicas, existe un cierto nivel de

simplicidad en los componentes que las forman, que estan presentes en todas las
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redes y especies (Alon, 2007b). Se ha debatido ampliamente sobre la validez de
analizar estos motivos de red puesto que son parte de redes mas grandes y mas
complejas (Mellis y Raj, 2015). De hecho, CircadianFloralNet representa todas las
posibles interacciones en multitud de condiciones, tejidos, estadios de crecimiento y
puntos temporales, por tanto, también puede resultar Util tener en cuenta redes
aisladas mas pequefias. Siguiendo esta linea de razonamiento, el motivo de red
formado por CO y PRR5 actuaria en condiciones especificas, durante la tarde en

condiciones LD.

En los Ultimos afios, se ha ido abandonando la idea del reloj circadiano como
un reloj molecular simple y se ha constituido como un sistema regulatorio de gran
complejidad que modula mdltiples procesos, como vias hormonales, metabdlicas y de
respuesta a estrés, ejerciendo algunas de ellas una regulacion feedback hacia el reloj
(Sanchez y Kay, 2016). En efecto, se han identificado varios factores de transcripcion
que regulan diversos procesos fisiolégicos y que contribuyen al funcionamiento del

reloj circadiano (McClung, 2014).

La funcion de CO estd altamente regulada en Arabidopsis, a nivel
transcripcional y postraduccional, lo que indica que la via fotoperiédica ha sido
sometida una alta presion selectiva (Romero y Valverde, 2009). No se han descrito
funciones alternativas a la floracion fotoperioddica para CO, aunque estudios recientes
han sugerido que podria estar implicado en el control de varios genes circadianos
(Gnesutta et al., 2017). En este estudio se muestra que CO altera el reloj circadiano
regulando genes clave de este sistema, lo que revela una funcién no explorada.
Nuestra investigacion demuestra, por tanto, que existe una regulacién mas compleja

entre el reloj circadiano y la via fotoperiddica.

Los PRRs han sido caracterizados como factores de transcripcion que
reprimen la expresion de sus genes diana. De acuerdo a nuestro analisis de redes
basado en datos de ChlIP-seq, PRR5 se une al promotor de CO (Figura 36B). Sin
embargo, los PRRs generan un efecto positivo global sobre la via fotoperiddica y el
modulo regulador CO-FT, ya que estabilizan la proteina CO (Hayama et al., 2017) y

reprimen la expresiéon de CDF1, lo que conlleva la activacion de CO y FT (Nakamichi
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et al., 2007). Por tanto, la activacion de la expresién de PRR5 por CO (Figura 37B,
Figura 39A) podria establecer un bucle de retroalimentacién positivo entre el reloj
circadiano y la via fotoperiddica. Ademas, los PRRs se expresan secuencialmente
durante el dia, por lo que CO ejerce un efecto positivo sobre su expresion para alargar
su patron de expresion, adaptando el reloj a condiciones de dia largo (Figura 45). De
esta manera, se estableceria un sistema de retroalimentacion vespertino entre el reloj
circadiano y el sistema que mide el fotoperiodo para ajustar en cada momento del afio

el reloj a la longitud del dia y las estaciones.

Por otra parte, nuestro andlisis revela que la expresion de G/ también esta
regulada por CO (Figura 37B, Figura 39A). Ya que Gl ejerce un papel activador sobre
CO (Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007; Song et al., 2014), esto podria constituir
de nuevo otro bucle de retroalimentacién positiva para mejorar y mantener la

respuesta fotoperiodica durante la tarde en condiciones LD.

La familia REVEILLE (RVE) incluye también a reguladores del reloj circadiano
en Arabidopsis. Dos de sus miembros, RVE1 y RVES8, también aparecen como genes
regulados por CO en nuestro andlisis (Figura 37B, Figura 39A). Estos factores de
transcripcion presentan un dominio MYB al igual que CCA1/LHY pero son activadores
de la expresion génica (Farinas y Mas, 2011). Especifcamente, RVES8 forma un bucle
de retroalimentacién negativo con PRR5, de forma similar a CO (Rawat et al., 2011).
Por su parte, la expresion de RVE1 también esta inhibida por PRR9, PRR7 y PRR5 a
través de la union a su promotor (Liu etal., 2013, 2016). Asi, CO estaria activando
estos dos genes del reloj, desplazando su perfil de expresién maxima hacia la tarde,
ya que en condiciones de dia neutro RVEl y RVES8 presentan un maximo de

expresién a primera hora de la mafiana.

Otros genes que mostraron una mayor expresion génica en la linea 35S:CO
(Figura 37B) y que son dianas de CO en el experimento de ChIP-seq fueron LNK1 y
LNK2 (Figura 39A). Estas proteinas desempefian un papel en la regulacion de la
expresion génica durante las primeras horas del dia y en el control de los ritmos
diarios y estacionales en Arabidopsis. Su perfil de expresién presenta un maximo por

la mafiana aunque realizan su funcion por la tarde, modificando la expresion de
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algunos genes implicados en el reloj y en el tiempo de floracion, como el florigeno FT
(Rugnone et al., 2013). De hecho, el doble mutante Ink1-Ink2, presenta un periodo
mas largo en el movimiento de sus hojas, al igual que co-10. Por tanto, de nuevo CO
esta activando genes que se expresan por la mafiana, aunque en este caso sus
proteinas estan presentes por la tarde. Esto podria significar un refuerzo en la sefial

para transmitir informacién estacional al reloj circadiano (Figura 46).

Figura 46. Modelo de la regulaciéon de CO sobre el reloj circadiano. CO activa la expresiéon de varios
genes del oscilador en Arabidopsis, los PRRs (principalmente PRR5), RVE1 y RVES, LNK1y LNK2 y GlI.
PRR5 y Gl promueven el descenso de los niveles de CDF1/3/6, que son represores de la expresion de CO.
Por tanto, CO formaria un bucle de retroalimentacion positiva con PRR5 y Gl en cuanto a que estas
proteinas promueven un efecto positivo global sobre CO. Por otra parte, nuestros analisis revelan que CO
regula la expresién de RVE1, RVES, LNK1 y LNK2, activando su expresion a lo largo de la tarde. Esto
constituiria un input de la via fotoperiédica al reloj circadiano, a través de CO, aportando informacion
estacional. Las lineas continuas indican regulacién transcripcional mientras que las discontinuas sefialan

regulacion postraduccional.

Sorprendentemente, segun nuestros andlisis CO también activaria a tres de
los miembros de la familia CDFs (CDF1, CDF3 y CDF6) uniéndose a su promotor
(Figura 37B, Figura 39A). Se ha demostrado que estos factores de transcripcion
reprimen transcripcionalmente a CO (Corrales etal.,, 2017; Krahmer et al., 2019;
Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007; Nakamichi et al., 2007). De confirmarse, este

hecho constituiria un bucle de retroalimentacion negativo que habria que explorar con
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mas profundidad. No obstante, resulta de interés observar en los promotores de estos
genes la casi total ausencia de elementos G-box (excepto uno en una region distal del
promotor de CDF6), lo que sugiere que en este caso, CO estaria regulando su
expresion a través del complejo NF-CO y no, como en el caso de los otros genes del
reloj regulados por CO, a través de un sitio de unidn de factores de transcripcion como

HY5. Todas estas regulaciones de CO sobre el reloj se ilustran en la Figura 46.

El efecto opuesto sobre la expresion génica de CO y PRR5 viene apoyado por
el hecho de que los mutantes prr5 y co-10 muestran fenotipos contrarios en el
movimiento ritmico de sus hojas. Mientras que en el mutante prr5 se acorta el ciclo
con respecto a la planta silvestre, co-10 exhibe un periodo més largo (Anexo 10). Los
mutantes del reloj ccal-lhy-20, toc1-101, prr5-1 (reanalizado en esta tesis), y el triple
mutante prr5-1prr7-3prr9-1 presentan un acortamiento del ciclo circadiano o en el
Ultimo caso, arritmia (Zhang et al.,, 2013; Kikis et al., 2005; Michael et al., 2003;
Greenham et al., 2015). Por el contrario, el mutante de las proteinas ZTL y FKF1 ztl-
4fkf1-2, al igual que co-10, exhibe un retraso en el ciclo del movimiento de hojas
(Baudry et al., 2010), lo que podria indicar que CO podria actuar en el reloj de forma
similar a la de estas dos proteinas. Sin embargo, el fenotipo severo del reloj
observado en el mutante zil-4fkf1-2 se debe a la falta de degradacion de TOC1 y
PRR5 y no a la regulacion transcripcional sobre sus genes diana. En realidad, se
necesitaria una caracterizacion mas profunda de todos los elementos del regulador
central del reloj circadiano en diferentes fotoperiodos y en el mutante co-10 para poder

delimitar en profundidad el efecto de la participacion de CO en el reloj.

De cualquier forma, de nuestros andlisis resulta indudable que existe un
efecto de CO sobre la integracion de sefiales estacionales en el core del reloj
circadiano, confirmando la idea ya establecida de un sistema complejo de bucles
interconectados, en lugar de una estructura unidireccional compuesto por entrada-

oscilador-salida.

5.2 Procesos co-regulados por CO y PRR5
CO, ademés de regular genes centrales del reloj como PRR5 o Gl, también

podria controlar la expresion de genes diana del reloj, especialmente un ndmero
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significativo de dianas de PRR5 que son reguladores transcripcionales. Este grupo de
genes estarian presumiblemente reprimidos por PRR5 y activados por CO, por lo que
se produciria una modificacion drastica de la expresion génica de multiples genes,
propio de un cambio de fase transcripcional (Figura 47). De hecho, el paso de la fase
vegetativa a la fase reproductiva requiere de cambios masivos en la expresién génica,
por lo que CO podria promover la activacion de un grupo de genes que anteriormente
estaban reprimidos. Asimismo, esto podria no estar limitado al momento de la

transicion floral, sino que se trataria de una funcion de CO en condiciones LD.

Transicion de fase

Figura 47. Motivo de red ampliado formado por CO y PRR5. Estos factores de transcripcion regulan un
namero significativo de dianas en comin que estarian reprimidas por PRR5 y activadas por CO,
produciéndose una transicion de fase en su transcripcion.

Como se ha sefialado, CO comparte un nimero significativo de dianas con
PRR5, no obstante, también lo hace, aunque en menor grado con el resto de la familia
de los PRRs (Figura 42A). CONSTANS y PRR5 se coexpresan en LD, acumulandose
su proteina por la tarde, por lo que estos dos factores de transcripcion coexisten en el
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tiempo y el espacio, pudiendo competir por sus potenciales dianas. Sin embargo, la
familia de los CO-likes es también numerosa, y presentan funciones solapantes con
CO, ademas de roles alternativos y una diversificacion en su patron de expresion
diaria (Figura 21B). Esto sugiere la posibilidad de que las familias de los PRRs y los
CO-likes hayan coevolucionado desde microalgas a plantas superiores y que el mismo
caso de CO-PRR5 se pueda observar con otros miembros de los CO-likes y los PRRs
(Figura 21B, D). Para verificar esta hipotesis son necesarios mas experimentos

Omicos con el resto de factores de transcripcion CO-like.

Trabajos previos han descrito un mecanismo similar por el cual los PRRs se
unen al DNA ocupando sitios G-box, y eliminando durante el dia secuencialmente a la
familia de factores de transcripciéon PIFs (Martin et al., 2018). No obstante, esto ocurre
en condiciones de dia corto y permite la represion de genes relacionados con el
crecimiento, que son activados por los PIFs durante la noche e inhibidos por los PRRs
durante las horas de luz. EI mecanismo propuesto en nuestra investigacion ocurriria
en condiciones LD, momento en que ocurre la acumulacion de la proteina, existiendo
una competencia entre CO y PRR5 para regular genes relacionados con otros
procesos.

Tras el analisis de los genes diana en comun entre CO y PRR5 se determind
que estaban involucrados en procesos especificos como ritmo circadiano (discutido
anteriormente), respuesta inmune, fotosintesis u homeostasis del hierro. Pasaremos a

discutir alguno de estos aspectos.

El papel del reloj circadiano en la inmunidad innata vegetal ha sido
ampliamente estudiado en Arabidopsis (Sauerbrunn y Schlaich, 2004; Wang et al.,
2011a; Bhardwaj et al., 2011; Zhang et al., 2013; Wang et al., 2011b). Se ha descrito
previamente que el gen PCC1 esta implicado en defensa contra patégenos y se regula
por el reloj circadiano, concretamente por CCAl (Sauerbrunn y Schlaich, 2004).
Posteriormente, se describié que el transportador de fosfato PHT4 es una pieza clave
en la defensa basal y también esté regulado por el reloj (Wang et al., 2011a). Otros
estudios han identificado otros genes bajo control circadiano, concretamente por

CCA1/LHY, que participan en la defensa contra patdégenos y permiten a la planta
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anticiparse al amanecer, cuando normalmente los patdégenos dispersan sus esporas
(Wang et al., 2011b; Bhardwaj et al., 2011; Zhang et al., 2013). Aunque no se ha
identificado previamente un papel directo de los PRRs ni CO en la inmunidad de
Arabidopsis, si se ha observado una relacion entre el fotoperiodo y la respuesta
inmune. En este sentido se ha descrito que plantas crecidas en fotoperiodo de dia
largo mostraron una mayor resistencia a infecciones que en dia corto (Cecchini et al.,
1998), sugiriendo que Gl jugaba un papel importante en esta regulacion (Cecchini
et al., 2002), asi como una funcion para el médulo DET1/COP1-PIF4 en el equilibro
defensa/crecimiento en Arabidopsis (Gangappa y Kumar, 2018). Entre los genes
controlados por CO y PRR5 podemos encontrar proteinas involucradas en la
resistencia contra patdégenos de plantas como Pseudomonas syringae, Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum o Peronospora parasitica. A la luz de nuestros
resultados y dado que la inmunidad vegetal es un proceso afectado tanto por el reloj
circadiano como por el fotoperiodo, es posible que el médulo CO/PRR5 también
participe en el control de los recursos que la planta dedica a la defensa contra

patégenos.

Otros de los procesos hiolégicos enriquecidos, tanto en los experimentos de
expresion génica masiva como en ChlPseq, entre los genes diana de CO y PRR5 es
la fotosintesis. Observando los datos experimentales en detalle encontramos una
parte significativa de genes pertenecientes al complejo “Light Harvesting” (LHC), que
reciben la luz gracias a los pigmentos asociados y la transfieren a los fotosistemas | y
Il. La superfamilia de proteinas que forma el LHC incluye las proteinas de union a
clorofila a/b (CAB), las ELIP (early light-induced proteins), las HLIP (high-light-induced
proteins) y las PSBS. Este tipo de proteinas antena tienen una caracteristica
intrinseca de fotoproteccion, reduciendo los efectos adversos del estrés por alta
intensidad luminica y protegiendo a los pigmentos fotosintéticos de la fotooxidacion
(Montané y Kloppstech, 2000; Dittami et al., 2010). Recientemente, se ha descrito un
papel de fotoproteccion para CrCO en Chlamydomonas, regulando genes que
codifican proteinas PSB y LIGHT-HARVESTING COMPLEX STRESS-RELATED
PROTEINS (LHCSRs) (Gabilly etal.,, 2019; Tokutsu et al., 2019). Entre los genes

regulados por CO y PRR5 encontramos 15 LHCs. Entre ellos se encuentra CAB1, un
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gen descrito en multitud de estudios como regulado por el reloj. También aparecen
otros genes implicados en fotoproteccién como PGR5 (Munekage et al., 2002). Esto
indica que este mecanismo de fotoprotecciébn activado por CO ha podido ser

conservado durante la evolucion desde microalgas hasta plantas superiores.

Por dltimo, sorprendentemente encontramos que algunos de los genes
regulados por CO/PRR5 participan en la homeostasis del hierro. Varios autores han
descrito que la captacion y la homeostasis de hierro es un proceso regulado por el
reloj circadiano, ya que es critico para la supervivencia y la fisiologia de la planta.
Ademas, la disponibilidad de hierro puede afectar al reloj, constituyendo una sefial
retrégrada (Chen etal.,, 2013; Hong et al., 2013; Salomé et al., 2013). Uno de los
genes dentro de este grupo es FERRITIN1 (FER1), que codifica una proteina
representativa de la homeostasis del hierro en Arabidopsis cuya expresion aumenta
en presencia de este i6n, participando en su almacenamiento efectivo (Gaymard et al.,
1996; Petit etal.,, 2001). Ademas su expresion génica estd regulada por el reloj
circadiano a través de CCAL1/LHY (Hong et al., 2013). Por tanto PRR5 y CO también
podrian regular este gen conjuntamente y participar en la homeostasis de hierro en
Arabidopsis, lo que necesitaria de una mayor experimentacién para asegurar esta

observacion.

N
~ TN
% : 26 |
) % e
Reloj Inmunidad Fotoproteccion ~ Homeostasis
circadiano del hierro

Figura 48. Procesos regulados por CO y PRR5. Los genes diana en comdn estan involucrados en reloj

circadiano, inmunidad vegetal, fotoproteccion y homeostasis del hierro.
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5.3 Interacciéon de CO con el DNA

Desde el descubrimiento de CO ha existido controversia en cuanto a si actda
como un clasico factor de transcripcion, uniéndose directamente al DNA o como un
regulador transcripcional o co-activador (Blackman y Michaels, 2010). En principio se
postuld el modelo de reemplazo por el cual CO sustituia a la proteina NF-YA en el
trimero NF-YA/NF-YB/NF-YC y se unia a secuencias CCAAT (Wenkel et al., 2006;
Siefers et al., 2009; Li et al., 2011). Ademas, otros autores sefialaron el motivo CORE
(TGTG(N2-3)ATG) como elemento al que se une CO en el DNA y que era suficiente
para su efecto sobre la expresion de FT (Tiwari et al., 2010). Posteriormente, mediante
experimentos de captura de la conformacion de los cromosomas (3C) se han descrito
dos bucles en el promotor de FT que aproximan secuencias CCAAT a la region
proxima al TSS donde se encuentran los sitios CORE1 y 2. Estos autores mostraron
que la region distal (-5.3 kb) contactaba con el sitio CORE1/2 y esto era dependiente
de la interaccion de CO con el trimero NF-Ys. Ademas, se discutia si el complejo
COINF-YB/NF-YC seria capaz de unirse a las secuencias CCAAT ya que CO carece
de los amino&cidos necesarios para su unién a esta secuencia, que si estan presentes
en NF-YA. Por ello se postulé el modelo de reclutamiento, en el que el trimero NF-
YA/NF-YB/NF-YC recluta y estabiliza a CO en el promotor de FT (Cao et al., 2014).
Recientemente, un estudio que incluye datos masivos, describe que la sustitucion de
NF-YA por CO en el trimero otorga especificidad de secuencia diana, reconociendo un
nuevo elemento CCACA, en lugar de CCAAT (Gnesutta et al., 2017). Estos modelos
se representan en la Figura 49. Incluso otros autores han demostrado que CO puede

asociarse en complejos represores junto a TOPLESS (Graeff et al., 2016).

Curiosamente, nuestro andlisis de identificacion de novo de motivos de DNA
encontré enriquecimiento en los sitios de union de CO en una secuencia que contiene
el elemento CCACA, pero no al CCAAT (Wenkel et al., 2006) (Figura 39). Esto al
mismo tiempo que otorga veracidad a nuestro analisis, confirma la especificidad de
diana otorgada por CO al trimero NF-CO (Gnesutta etal., 2017). Por otra parte,
también se encontré significativamente una secuencia consenso similar al motivo
CORE TGTG(N2-3)ATG encontrado en el promotor de FT, y que es reconocido por

CO para unirse y activar la expresion de este gen (Tiwari et al., 2010). Sin embargo, el
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motivo que hemos detectado en este estudio puede reconstituir esta secuencia
consenso excepto en la Udltima posicién, en la que la adenina aparece con mayor
probabilidad (Figura 39). Es necesario ademas tener en cuenta que esta secuencia
contiene la caja CCACA (TGTGG).

De hecho, en este trabajo demostramos que CO es capaz de unirse a
elementos G-box en el DNA, probablemente a través de un factor de transcripcion
bZIP, como HY5, descrito como una proteina involucrada en multitud de procesos
relacionados con la regulacion por luz (Gangappa y Botto, 2016). En condiciones LD,
CO desplazaria a PRR5 de estos promotores, activando la expresion de los genes
diana (Figura 49D). De cualquier forma, la coexistencia de elementos CCACA y G-box
en algunos sitios de union de CO (Figura 40) sugiere que en estos promotores CO

podria estar regulando la expresion formando diferentes complejos.

La ausencia de elementos G-box en los sitios de unién del promotor de FT
indica que CO no se une en estas regiones a través de HY5 (Figura 43), lo que podria
explicar en parte el fenotipo de floracién temprana del mutante hy5. Como se observa
en el Anexo 11, hy5 presenta un tiempo de floracion significativamente menor al de la
planta silvestre, mientras que hyh no exhibe un cambio significativo. De nuevo, el
doble mutante hy5/hyh muestra un tiempo de floracién menor, al igual que el mutante
simple hy5, por lo que se deduce que la contribucién viene de la ausencia de la
proteina HY5. A falta del factor HY5, CO no podria unirse de forma tan eficiente al
resto de sus sitios de unidon que contienen G-boxes, por lo que habria una mayor

cantidad de proteina CO disponible para activar la expresion de FT.
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A B
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Modelo de Union a los Modelo de
reemplazamiento elementos CORE reclutamiento

Dia corto
Dia neutro

CCAAT
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Figura 49. Posibles interacciones de CO con el DNA. (A) Modelo de reemplazamiento por el cual CO
sustituye a NF-YA del trimero y se une a regiones CCAAT, ademas se asocia en elementos CORE en el
promotor de FT (Wenkel et al., 2006; Tiwari et al., 2010). (B) Modelo de reclutamiento de CO postulado por
Cao et al., 2014 en el que bucles en el promotor de FT mantienen a los complejos NF-Y préoximos a los
sitios CORE. La unién de CO al sitio CORE1/2 se estabiliza a través de la interaccién con los NF-Y. (C)
Modelo descrito por Gnesutta et al., 2017, en el que CO otorga especificidad al sustituir a NF-YA en el
trimero CO/NF-YB/NF-YC, pasando a reconocer elementos CCACA. (D) Modelo de la unién de CO al
motivo G-box para regular genes del reloj. CO se asociaria a sitios previamente ocupados por PRR5 para
activar genes diana en comun. El factor de transcripcion bZIP HY5 podria participar en la unién al motivo G-

box.

En conclusion, nuestras observaciones muestran cierta plasticidad en la
funcién de CO como regulador transcripcional. Asi, dependiendo de las proteinas con
las que se asocie, CO exhibira distintos efectos sobre la transcripcion y una afinidad
por diferentes sitios de union al DNA. Ademas, se demuestra su habilidad para regular
el nucleo del reloj circadiano durante la tarde en condiciones LD, proporcionando

informacion estacional necesaria para el desarrollo vegetal.
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Los eventos de amplificacion y diversificacion génica desde microalgas hasta
plantas superiores han permitido una mayor plasticidad y una menor

dependencia de los ciclos diurnos en la fisiologia de las plantas.

A pesar de la gran distancia evolutiva entre las microalgas y las plantas
superiores, se observa una conservacion en los patrones de expresion génica
gue controlan procesos clave como la respuesta fotoperiddica, el reloj
circadiano o el metabolismo del azucar y el almidon, especialmente en las

transiciones luz/oscuridad.

Los sistemas transcripcionales del reloj circadiano y la percepcion luminosa
han evolucionado hacia una mayor complejidad en Arabidopsis. Este
programa transcripcional es robusto a mutaciones que afecten a genes poco

conectados y fragil frente a la eliminacion de hubs.

Los genes con una mayor regulacion por parte del reloj circadiano se
expresan durante las primeras horas de la mafiana y controlan procesos clave

como la respuesta inmune, respuesta a hormonas o crecimiento.

Existe una sefializacion retrégrada desde la via fotoperiédica hacia el
oscilador central en Arabidopsis, ejercida por CO, que regula genes centrales

del reloj circadiano activando su expresion en condiciones de dia largo.

Una de las conexiones entre el reloj circadiano y la via fotoperiédica estaria
formada por CO y PRR5, que constituyen un motivo de doble
retroalimentacion con salida multiple. CO y PRR5 regulan la expresion de una
serie de genes diana en comun a través de la unién a elementos G-box en sus
promotores, ejerciendo un papel antagonista. La union de estos factores de

transcripcion a estas regiones podria estar mediada por HY5.
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Gene amplification and diversification throughout evolution have promoted a

lesser dependency of diurnal cycles and a greater plasticity on higher plants

physiology.

Despite the great evolutionary distance between microalgae and higher plants,
a certain level of conservation is observed in the gene expression patterns that
control key processes such as the photoperiodic response, the circadian clock

or sugar and starch metabolism, particularly in the day/night transitions.

The transcriptional systems that gobern the circadian clock and light
perception have evolved to reach a greater complexity in Arabidopsis. This
transcriptional program is robust to mutations that affect poorly connected

genes and fragile against the elimination of hubs.

Genes with a higher dependence by the circadian clock are expressed during
the early morning hours and control essential processes such as the immune

response, hormone signalling or growth.

A retrograde signal from the photoperiodic pathway to the central oscillator in
Arabidopsis is exerted by CO, which regulates circadian clock central genes,

activating their expression under long-day conditions.

One of the connections between the circadian clock and the photoperiodic
pathway would be established by CO and PRR5, which constitute a double
feedback motif with multiple outputs. CO and PRR5 regulate the expression of
a set of common target genes through binding to G-box elements in their
promoters, exerting an antagonistic role. The binding of these transcription

factors to these regions could be mediated by HY5.
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Anexo 1

Anexos

Breve descripcion de los datos transcriptémicos de Arabidopsis usados en este estudio.
Se incluyen los experimentos, condiciones e identificador de cada muestra.

Experimento

Condiciones

Muestra

Andlisis genome-wide de la
expresion génica en un ciclo
dia/noche (microarray)
(GSE3416)

WT Dia Neutro, ZTO

GSM77055

GSM77056

GSM77057

WT Dia Neutro, ZT4

GSM77058

GSM77059

GSM77060

WT Dia Neutro, ZT8

GSM77061

GSM77062

GSM77063

WT Dia Neutro, ZT12

GSM77064

GSM77065

GSM77066

WT Dia Neutro, ZT16

GSM77067

GSM77068

GSM77069

WT Dia Neutro, ZT20

GSM77070

GSM77071

GSM77072

Analisis genome-wide de los
efectos de LINK1 y LINK2 en
el transcriptoma de
Arabidopsis (RNAseq)
(GSE43865)

WT Dia Largo, ZT2.

SRR653561

SRR653562

SRR653563

WT Dia Largo, ZT6.

SRR653564

SRR653565

SRR653566

WT Dia Largo, ZT10

SRR653567

SRR653568

SRR653569

WT Dia Largo, ZT14

SRR653570

SRR653571

205



Anexos

SRR653572

WT Dia Largo, ZT18

SRR653573

SRR653574

SRR653575

WT Dia Largo, ZT22

SRR653576

SRR653577

SRR653578

Analisis genome-wide de los
efectos de CO en el
transcriptoma de Arabidopsis
(RNAseq)

Col-0 (WT), ZT16.

35S:CO, ZT16.
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Anexos

Breve descripcion de los datos transcriptomicos de Chlamydomonas usados en este
estudio. Se incluyen los experimentos, condiciones y e identificador de cada muestra.

Experimento Condicién Muestra
Andlisis genome-wide de la Dia Neutro 1, ZT1 GSM1835200
chi aemx%%sri?;nginciﬁ?a?ﬁe un Dia Neutro 1, ZT2 GSM1835201

dia neutro (GSE71469) Dia Neutro 1, ZT3 GSM1835202
Dia Neutro 1, ZT4 GSM1835203
Dia Neutro 1, ZT5 GSM1835204
Dia Neutro 1, ZT6 GSM1835205
Dia Neutro 1, ZT7 GSM1835206
Dia Neutro 1, ZT8 GSM1835207
Dia Neutro 1, ZT9 GSM1835208
Dia Neutro 1, ZT10 GSM1835209
Dia Neutro 1, ZT11 GSM1835210
Dia Neutro 1, ZT11.5 GSM1835211
Dia Neutro 1, ZT12 GSM1835212
Dia Neutro 1, ZT12.5 GSM1835213
Dia Neutro 1, ZT13 GSM1835214
Dia Neutro 1, ZT13.5 GSM1835215
Dia Neutro 1, ZT14 GSM1835216
Dia Neutro 1, ZT14.5 GSM1835217
Dia Neutro 1, ZT15 GSM1835218
Dia Neutro 1, ZT16 GSM1835219
Dia Neutro 1, ZT17 GSM1835220
Dia Neutro 1, ZT18 GSM1835221
Dia Neutro 1, ZT19 GSM1835222
Dia Neutro 1, ZT20 GSM1835223
Dia Neutro 1, ZT21 GSM1835224
Dia Neutro 1, ZT22 GSM1835225
Dia Neutro 1, ZT23 GSM1835226
Dia Neutro 1, ZT24 GSM1835227
Dia Neutro 2, ZT1 GSM1835228
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Dia Neutro 2, ZT2 GSM1835229
Dia Neutro 2, ZT3 GSM1835230
Dia Neutro 2, ZT4 GSM1835231
Dia Neutro 2, ZT5 GSM1835232
Dia Neutro 2, ZT6 GSM1835233
Dia Neutro 2, ZT7 GSM1835234
Dia Neutro 2, ZT8 GSM1835235
Dia Neutro 2, ZT9 GSM1835236
Dia Neutro 2, ZT10 GSM1835237
Dia Neutro 2, ZT11 GSM1835238
Dia Neutro 2, ZT11.5 GSM1835239
Dia Neutro 2, ZT12 GSM1835240
Dia Neutro 2, ZT12.5 GSM1835241
Dia Neutro 2, ZT13 GSM1835242
Dia Neutro 2, ZT13.5 GSM1835243
Dia Neutro 2, ZT14 GSM1835244
Dia Neutro 2, ZT14.5 GSM1835245
Dia Neutro 2, ZT15 GSM1835246
Dia Neutro 2, ZT16 GSM1835247
Dia Neutro 2, ZT17 GSM1835248
Dia Neutro 2, ZT18 GSM1835249
Dia Neutro 2, ZT19 GSM1835250
Dia Neutro 2, ZT20 GSM1835251
Dia Neutro 2, ZT21 GSM1835252
Dia Neutro 2, ZT22 GSM1835253
Dia Neutro 2, ZT23 GSM1835254
Dia Neutro 2, ZT24 GSM1835255
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Breve descripcion de los datos transcriptomicos de Ostreococcus usados en este
estudio. Se incluyen los experimentos, condiciones e identificador de cada muestra.

Experimento Condicién Muestra
Analisis genome-wide Cinética 1, Dia Neutro 1, ZTO GSM412869
I((j)el ;?ge;‘greeﬁfgigér?éﬁrﬁ Cinética 1, Dia Neutro 1, ZT3 GSM412870
(microarray) Cinética 1, Dia Neutro 1, ZT6 GSM412871
(GSE16422) Cinética 1, Dia Neutro 1, ZT9 GSM412872
Cinética 1, Dia Neutro 1, ZT12 GSM412873
Cinética 1, Dia Neutro 1, ZT15 GSM412874
Cinética 1, Dia Neutro 1, ZT18 GSM412875
Cinética 1, Dia Neutro 1, ZT21 GSM412876
Cinética 1, Dia Neutro 2, ZTO GSM412877
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZTO GSM412878
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT3 GSM412879
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT6 GSM412880
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT9 GSM412881
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT12 GSM412882
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT15 GSM412883
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT18 GSM412884
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT21 GSM412885
Cinética 2, Dia Neutro 2, ZTO GSM412886
Cinética 3, Dia Neutro 1, ZTO GSM412887
Cinética 3, Dia Neutro 1, ZT3 GSM412888
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT6 GSM412889
Cinética 3, Dia Neutro 1, ZT9 GSM412890
Cinética 3, Dia Neutro 1, ZT12 GSM412891
Cinética 3, Dia Neutro 1, ZT15 GSM412892
Cinética 3, Dia Neutro 1, ZT18 GSM412893
Cinética 2, Dia Neutro 1, ZT21 GSM412894
Cinética 2, Dia Neutro 2, ZTO GSM412895
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Anexo 4

Enriquecimiento en términos de ontologia génica en los grupos génicos periédicos para

Ostreococcus tauri.

Ostrecoccus tauri

Tamafio | Términos GO enriquecidos Genes
Méx al amanecer | Metal ion transport 0104902990
Min al amanecer 438 | Protein catabolic process Ot11g00020
DNA conformation change Ot17901710
Méx al amanecer | Translation 0t02903640
Min en el dia 1370 | RNA metabolic process 0Ot14g00400
Ribosome biogenesis 0t049g00890
Tetrapyrrole metabolic process 0102904440
Max al amanecer / 1732 Lipid metabolic process Ot11g00810
Min al atardecer Single-organism carbohydrate catabolic
process 0t019g03020
Max al amanecer / 769 Nucleotide metabolic process 0t059g04200
Min por la noche Oxidation-reduction process Ot17902140
Méx durante el dia | DNA metabolic process 0t02g00960
Min al amanecer 946 | Carbohydrate biosynthetic process Ot11g01520
Proteolysis 0t02905670
Méax durante el dia / 137 Protein localization to membrane 0t019g00420
Min en el dia Cellular modified amino acid metabolic process | Ot17g02400
p . Tetrapyrrole biosynthetic process 0102904440
M?r:(:llzt:\?zlislegla I 503 | Pyruvate metabolic process 0t01g03020
Lipid metabolic process 0Ot07903180
< p Photosynthesis 0t02907190
m:‘: d(;'rrla::‘eoilhz'a I 1032 | Carbohydrate metabolic process Ot139g00970
P DNA replication 0101902530
Méx al atardecer | DNA metabolic process 0102905840
Min al amanecer 1551 | Carbohydrate metabolic process Ot119g01580
Vesicle-mediated transport 0t09902760
< Microtubule-based process Ot109g00670
M?::rl‘ aetla(;gecer I 433 | Macromolecule modification 0t06900140
Chromosome organization 0t039g01750
ng al atardecer / 85 Nucleobase-containing compound metabolic 0t10g00640
Min al atardecer process
Max al atardecer | Vesicle-mediated transport 0t08901900
Min por la noche 695 | Catabolic process 0t019g03070
p DNA replication 0101902530
Max oor la noche | RNA processing Ot11g03480
Min zs amanecer 507 | Phosphatidylinositol biosynthetic process 0Ot10g03600
cellular aromatic compound metabolic process | Ot12g02920
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Méx por la noche / RNA metabolic process Ot11g01040
Min gn el dia 1140 |Ribosome biogenesis 0t08g03020

Vitamin metabolic process 0Ot01906150
Max por la noche / 647 Gene expression 0t029g03000
Min al atardecer Peptide biosynthetic process Ot11g03490
M?X por la noche | 62 L-serine metabolic process Ot12903090
Min por la noche

Enriquecimiento en términos de ontologia génica en los grupos génicos periédicos para
Chlamydomonas reinhardltii.

Chlamydomonas reinhardtii

Tamaiio | Términos GO enriquecidos Genes
Max al amanecer | Single-organism cellular localization Crel6.9g679200
Min al amanecer 1426 | Carboxylic acid metabolic process Crel6.g687350
Cellular amino acid metabolic process Cre01.g029250
< Ribosome biogenesis Crel13.g573050
mm‘:r" privieansl I"1 1801 |RNA metabolic process Cre01.g012350
Phosphorylation Crel0.g436100
Max al amanecer | Cellular amino acid metabolic process Crel2.9g514050
Min al atardecer 2869 | Tetrapyrrole metabolic process Cre06.g306300
Carbohydrate catabolic process Cre01.g006950
Max al amanecer / 1212 Protein targeting to ER Crel6.g683950
Min por la noche Cyclic nucleotide metabolic process Cre02.g074150
Max durante el dia | Protein catabolic process Crel2.g531100
Min al amanecer 1987 | Carbohydrate metabolic process Cre02.9117500
Actin cytoskeleton organization Crel6.g676050
Max durante el dia / 256 Peptide biosynthetic process Crel0.g421600
Min en el dia Vitamin metabolic process Cre02.g090150
. p Photosynthesis Cre10.g425900
M?g(:llgg:aeeg:;'a ! 962 | Tetrapyrrole biosynthetic process Cre06.g306300
Pyruvate metabolic process Cre02.9g093450
Photosynthesis Crel6.g673650
Max durante el dia / 1467 Protein catabolic process Crel0.g418100
Min por la noche Carbohydrate derivative biosynthetic
process Crel12.g508700
DNA metabolic process Cre01.g017450
Max al atardecer / 3751 Carbohydrate derivative biosynthetic
Min al amanecer process Crel2.g508700
Vesicle-mediated transport Cre01.g029650
< Mitotic cell cycle Cre02.g086650
M?r:(:rln Ztla(;gecer ! 1573 | Microtubule-based process Crel0.9g456350
Regulation of cell cycle Crel7.g720350
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Max al atardecer /

Peptide biosynthetic process

Cre01.g011000

Min por la noche

Min al atardecer 308 Regulation of cellular metabolic process Crel2.g489000
Max al atardecer | Vesicle-mediated transport Cre02.g087551
Min por la noche 882 | Protein catabolic process Crel0.g418100
P Chromatin organization Crel6.9668200
Max por la noche / Phosphorylation Cre10.g423200
Min .,fl amanecer 1488 | Phosphatidylinositol biosynthetic process Crel0.g441100
Nucleotide biosynthetic process Crel3.g606250

Max por la noche / Protein metabolic process Cre01.g035500
Min (-,Pn el dia 1479 | Regulation of cellular process Crel2.g489000
Cellular carbohydrate metabolic process Cre03.9g195600

Max por la noche / 951 Protein metabolic process Cre01.g001400
Min al atardecer Signal transduction Crel3.g571200
Max por la noche | 57 Cellular respiration Crel3.g568800

Enriquecimiento en términos de ontologia génica en los grupos génicos periédicos para

Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana

Tamaio |Términos GO enriquecidos Genes
Max al amanecer /
. 0
Min al amanecer
Méx al amanecer | Phosphorylation AT5G19450
Min en el dia 1209 Carbohydrate catabolic process AT4G17090
Monocarboxylic acid metabolic process AT4G25700
Max al amanecer | Response to auxin AT1G29440
Min al atardecer 811 Carbohydrate biosynthetic process AT1G70290
Fatty acid metabolic process AT1G01120
Max al amanecer / 132 Regulation of transcription, DNA-templated | AT5G62430
Min por la noche Organic cyclic compound metabolic process |AT1G20330
Max durante el dia | DNA replication AT4G02060
Min al amanecer 983 Carbohydrate metabolic process AT3G27300
Actin cytoskeleton organization AT1G13180
Méax durante el dia /
Min en el dia 127
Max durante el dia / 292 Tricarboxylic acid metabolic process AT5G04950
Min al atardecer Isoprenoid metabolic process AT4G15560
. . Photosynthesis AT4G10340
mf :;‘r’f;:foi'hg'a I\ 935 |Ribosome biogenesis AT5G16750
Tetrapyrrole biosynthetic process AT4G18480
Max al atardecer / 909 DNA metabolic process AT2G42120
Min al amanecer Carbohydrate catabolic process AT2G32290
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Alpha-amino acid metabolic process AT3G17820
Max al atardecer / 0
Min en el dia
Max al atardecer / 0
Min al atardecer
M?X al atardecer / 196 Peptide biosynthetic process AT4G29430
Min por la noche
M?X por la noche | 122 Hexose metabolic process AT1G24280
Min al amanecer
< Dephosphorylation AT1G71860
m;ﬁ"r:‘grf’gl'zgmhe I"l" 1014 |Establishment of localization AT1G08190
Autophagy AT3G60640
Max por la noche / 177 Hexose metabolic process AT5G35790
Min al atardecer Response to stimulus AT1G10470
Max por la noche / 3

Min por la noche
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Anexo 5

Factores de transcripcion que conforman CircadianFloralNet. Se indica el nimero de
acceso de la base de datos GEO (NCBI) y el nimero de genes diana de acuerdo a nuestro
andlisis de ChiPseq.

Factor de transcripcion (Nimero de acceso) Numero de genes diana
SOC1 — At2g45660 (GSE45846) 1328
PIF4 — At2g43010 (GSE43284) 1038
FHY1 — At2g37678 (GSE58083) 6539
APETALAL — At1g69120 (GSE46987) 2420
SEPALLATA3 — At1g24260 (GSE46987) 5709
PHYA — At1g09570 (GSE48769) 7911
FLM — Atlg77080 (GSE48082) 3627
SVP — At2g22540 (GSE33120) 149
APETALAS - At3g54340 (GSE38358) 8501
PISTILLATA — At5g20240 (GSE38358) 6316
FLC — At5g10140 (*) 4
TOC1 — At5g61380 (GSE35952) 274
AGAMOUS - At4g18960 (GSE45938) 2295
LEAFY — At5g61850 (GSE24568) 4598
PIF4 — At2g43010 (GSE43284) 1038
ARF6 — At1g30330 (GSE51770) 1984
JAG — At1g68480 (GSE51537) 292
PIF5 — At3g59060 (GSE35059) 1789
PIF3 — At1g09530 (GSE39215) 229
PIF1 — At2g20180 (GSE43283) 3190
SPEECHLESS - At5¢g53210 (GSE57497) 6027
HBI1 — At2g18300 (GSE53099) 15
AL5 — At5g20510 (GSE56706) 24
KAN1 — At5g16560 (GSE48081) 6881
APETALA 2 — At4g36920 (GSE21301) 1572
ERF115 — At5g07310 (GSE48793) 1266
IBH1 — At4g30410 (GSE51120) 59
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LHY — At1g01060 (GSE52175)

86
SPL7 — At5g18830 ( GSE45213) 3
CCA1 — At2g46830 (GSE70533) 5485
PRR9 — At2g46790 (GSE71397) 137
PRR7 - At5g02810 (GSE49282) 1873
FHY3 — At3922170 (GSE30713) 1802
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Anexo 6

Regulaciéon de genes COL por parte del reloj (PRR7, CCA1l y PRR5) extraida de la red transcripcional
CircadianFloralNet.
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Significancia de la intersecciéon del grupo de genes activados en plantas 35S:CO con
cada uno de los grupos de genes ritmicos segtn el test Exacto de Fisher.

Grupo de genes ritmicos

P-valor
Minimo Maximo
ZT12 ZT12 1
ZT2 ZT6 0.87978794356843
ZT2 ZT10 0.728875629932714
T2 ZT14 0.425515877393787
T2 ZT18 0.597387907743152
ZT12 7722 0.996297367944849
ZT6 T2 0.99895687750138
ZT6 ZT6 1
ZT6 ZT10 0.409542847200008
ZT6 ZT14 0.924317768531103
ZT6 ZT18 0.381233248084804
ZT6 727122 0.999526156817779
ZT10 T2 8.62512622797079e-50
ZT10 ZT6 0.409542847200008
ZT10 ZT10 1
ZT10 ZT14 1
ZT10 ZT18 0.984773510748382
ZT10 722 0.033836115774578
ZT14 ZT2 4.07577907169486e-10
ZT14 ZT6 0.001725259976476
ZT14 ZT10 0.396098439911409
ZT14 ZT14 1
ZT14 ZT18 0.002300528315685
ZT14 ZT22 0.636419726937007
ZT18 ZT2 5.75790456681666e-33
ZT18 ZT6 6.6485038331489¢-10
ZT18 ZT10 0.714552843024272
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ZT18 ZT14 2.14191104338971e-05
ZT18 ZT18 1

ZT18 722 1

122 ZT2 6.37446843169192e-12
7722 ZT6 0.019932003627689
7122 ZT10 0.435620176459361
7122 ZT14 0.012957689584519
7122 ZT18 1

7122 7122 1
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Anexo 8

Genes con el maximo de
expresion por la mafiana
o durante el dia

Genes sobreexpresados
en plantas 355:CO

w .-
il

P-valor < 2.2e-16

Solapamiento entre los genes activados en 35S:CO y la unién de los grupos de genes ritmicos que

mostraron un solapamiento significativo.
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Anexo 9

Resultado del test de permutaciones para probar la significancia estadistica del
solapamiento entre los picos de CO, HY5 y PRR5. Se realizaron 10000 permutaciones y
en cada una de ellas se comparé el resultado con el nimero real de intersecciones,
estimandose un p-valor.

91,827
HY5 (6{0) 496 + <0,0001 0,0001
9,3266912523666

286,4514
PRR5 (6{0) 2132 + <0,0001 0,0001
16,9317780091358

478.6958
PRRS HY5 1603 + <0,0001 0,0001
24.5070871808995
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Anexo 10

=

Planta

Anexos

Bl co-10
ES col-0

Ed 35s:co

£ ors

Periodo del movimiento ritmico de las hojas obtenido a partir del movimiento vertical incluyendo las

lineas co-10, Col-0, 35S:CO y prr5.
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Tiempo de floracion (n° de hojas)

40 1

38 1

36 1

34<\

12.8

B

Anexo 11

‘ Col-0
‘co—lﬂ
5355:(:0

Edsucz:Ha:co

1.6 - 11.4 Ehﬁ
el

Bl 355:GFP:HYS
56

i 4.6

=

Planta

Tiempo de floracién expresado en nimero de hojas de roseta en el momento de la floracién.

222









	Resumen
	Introducción
	1 La señal fotoperiódica en plantas
	1.1 Señalización lumínica o percepción lumínica
	1.2 El reloj circadiano en plantas y algas
	1.3 La vía fotoperiódica

	2 Floración
	2.1 Regulación de la función de CO

	3 Técnicas ómicas
	3.1 Transcriptómica
	3.2 Cistrómica

	4 Biología de sistemas de plantas
	4.1 Ciencia de redes


	Hipótesis y objetivos
	Materiales y métodos
	1 Recolección y análisis de datos ómicos
	1.1 Análisis de datos de microarray
	1.2 Análisis de datos de RNAseq
	1.3 Análisis de datos de ChIP-seq
	1.4 Análisis de enriquecimiento en términos de ontología génica y rutas metabólicas

	2 Construcción y análisis de redes génicas
	2.1 Conceptos básicos en teoría de redes
	2.2 Construcción y análisis de redes de co-expresión génica
	2.3 Construcción y análisis de redes transcripcionales
	2.4 Motivos de red

	3 Análisis de patrones circadianos
	4 Significancia de solapamiento de conjuntos génicos
	5 Análisis de conservación de módulos
	6 Generación de aplicaciones web usando shiny R
	7 Material vegetal
	7.1 Organismos empleados
	7.2 Cultivo de microalgas en matraz
	7.3 Cultivo de plantas en placas de Petri

	8 Bacterias
	8.1 Estirpes utilizadas
	8.2 Cultivo en medio líquido y sólido

	9 Clonación mediante el sistema Gateway
	10 Extracción de RNA y síntesis de cDNA
	11 Análisis de expresión génica mediante QPCR en tiempo real.
	12 Extracción de proteínas
	12.1 Aislamiento de proteínas en Nicotiana benthamiana
	12.2 Aislamiento de cromatina en Arabidopsis

	13 Inmunoprecipitación de la cromatina
	14 Expresión transitoria en Nicotiana benthamiana
	14.1 Agroinfiltración
	14.2 Ensayos de BiFC
	14.3 Ensayos de colocalización y FRET

	15 Tiempo de floración
	16 Movimiento de hojas

	Conservación de patrones diurnos en el linaje verde
	1 La mayoría de proteínas de Ostreococcus presentan un ortólogo en Arabidopsis o Chlamydomonas, pero no ocurre lo mismo entre las otras dos especies.
	2 Grandes familias de factores de transcripción de Arabidopsis tienen un único ortólogo en microalgas
	3 La mayoría de genes en Ostreococcus y en Chlamydomonas exhiben un patrón rítmico, al contrario que en Arabidopsis
	4 Los grupos de genes rítmicos confieren separación temporal de procesos biológicos
	5 Existe un nivel alto de conservación entre las dos microalgas y un nivel moderado entre éstas y Arabidopsis

	ATTRACTOR, una herramienta para el estudio del reloj circadiano en Arabidopsis.
	1 Flujo de trabajo computacional
	2 ATTRACTOR integra reguladores circadianos centrales y señalizadores lumínicos
	3 Herramienta web ATTRACTOR
	4 El reloj circadiano en Arabidopsis es robusto a ataques aleatorios y sensible a ataques dirigidos
	5 El reloj es especialmente activo a ZT0
	6 Diferentes motivos de red regulan procesos fisiológicos esenciales

	Control del reloj circadiano por la vía fotoperiódica en Arabidopsis
	1 Existe una alta interconexión entre el reloj circadiano y la vía fotoperiódica en Arabidopsis
	2 CONSTANS altera el reloj circadiano bajo condiciones de Día Largo
	3 CONSTANS se une a promotores de genes centrales del reloj circadiano.
	4 CO, PRRs y HY5 comparten sitios de unión al genoma en los promotores de genes regulados por el reloj
	5 CO, PRR5 y HY5 interaccionan in vivo

	Discusión
	1 El reloj circadiano regula más procesos transcripcionales en algas que en plantas
	2 Algas y plantas presentan una alta conservación en la expresión génica en las transiciones luz/oscuridad, a pesar de la gran distancia evolutiva que las separa
	3 Amplificación y diversificación génica de microalgas hacia plantas superiores
	4 Características del reloj circadiano en Arabidopsis
	5 Fotoperiodo y reloj circadiano en Arabidopsis
	5.1 Contribución de CO al reloj circadiano
	5.2 Procesos co-regulados por CO y PRR5
	5.3 Interacción de CO con el DNA


	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos

