+“CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE IONES CIENTIFICAS

us¥

Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis
Departamento de Bioquimica Vegetal y Biologia Molecular
CSIC — Universidad de Sevilla

PAPEL DE LA REGULACION POLYCOMB
EN LA PLASTICIDAD CELULAR DE LAS
PLANTAS

Trabajo realizado para optar al grado de Doctor por
la Universidad de Sevilla por la Licenciada

Wiam Merini

Directora

Dra. Myriam Calonje Macaya

Cientifica Titular (CSIC)

)
4 AT
{ U

L

Tutor

Dr. José Maria Romero Rodriguez

Catedrético de Bioquimica y Biologia Molecular (US)






) X * UNION EUROPEA
*
: ': g??;;m? EIENElzgngMiA o X [F)zr;g?rsltll;olgee oig:a| (FEDER) : *': g's”s'?cfﬁgm INDUSTRIA )I
: : Y COMPETITIVIDAD Lot oy s 9 : : COREEDAD e,

Una manera de hacer Europa

Este trabajo ha sido realizado en el Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis de
Sevilla (IBVF) y ha sido subvencionado por los proyectos BI02013-44078-P y BI02016-
76457-P del ministerio de Economia y Competitividad (MINECO) cuya investigadora
principal ha sido Dra. Myriam Calonje Macaya.

Wiam Merini fue beneficiaria de un contrato predoctoral para formacién de personal
investigador (FPI-CSIC) del ministerio de Economia y Competitividad, con referencia
BES2014-069229 adscito al proyecto BI02013-44078-P para la realizacidon de esta tesis
doctoral.






A mis Padres






AGRADECIMIENTOS

Me gustaria comenzar esta tesis agradeciendo el inmenso apoyo recibido tanto a
nivel personal como profesional.

En primer lugar, quiero agradecer a mi directora Dra. Myriam Calonje por
haberme dado la oportunidad de realizar mi tesis doctoral en su grupo de investigacion.
Gracias por su dedicacion y su esfuerzo para ensenarme y guiarme en todo el proceso de
desarrollo de este trabajo. También a mi tutor Dr. José Maria Romero por todos sus
consejos y su apoyo y a Dr. Francisco Romero por su colaboracion en desarrollar los
analisis bioinformaticos realizados en esta tesis y por todos los conocimientos que me ha
transmitido en este campo.

Gracias a Dra. Cecilia Gotor y Dr. Luis Romero por haberme dado la oportunidad
de dar mis primeros pasos en el mundo de la investigacion cientifica. A Angeles, Irene e
Inma por todo lo que he aprendido de vosotras durante mi estancia en el Lab 14y también
durante la tesis, siempre habéis estado dispuestas a echarme una mano cuando lo
necesitaba. Gracias a Ana no solo por “introducirme” a la investigacion y apoyarme
durante los anos de la tesis, sino por todos estos afos de amistad y los momentos
compartidos desde el primer ano de la facultad y sobre todo por formar parte muy
importante de mi “familia espanola”. A Juanma, por nuestras conversaciones que siempre
me ayudaban a no desanimarme y por tu valiosa amistad.

Gracias a todos los miembros de la unidad de desarrollo de plantas, por la buena
acogida en el grupo. A Dr. Federico Valverde por las sugerencias y consejos. A Isa, por tu
excelente labor en el laboratorio, que sin ella nuestro trabajo seria mucho mas dificil y
lento, gracias por tu alegria y tu entrega. A Tere, por estar siempre dispuesta a ayudar. A
los alumnos internos que han contribuido al desarrollo de este trabajo: Sara, Mila, Joaquin
e Inés. A Eva, la primera fan de mi “chimbo-tarta”. A Sandra, por la gran ayuda para recoger
tejido. A Gloria, por esa actitud positiva siempre. A Pedro, por ayudarme a entender estos
codigos de bioinformatica que al principio me parecian imposibles. A Fernando, por tu
ayuda, tu alegria y la pasion que le pones al trabajo, estoy segura que vas a tener mucho
éxito. De todos vosotros he aprendido muchisimo.

A todos mis companeros: Isidro, Lucia, Valle, Victor, Diego, Manuel, Javi, Laura y
Ana por todos los momentos compartidos dentro y fuera del laboratorio.

Para no olvidar a nadie, gracias a todas las personas que he conocido en el IBVF
que me ayudaron de alguna forma durante esta etapa.

A mis padres y mi hermano, todo lo que he conseguido ha sido gracias a vosotros.
Gracias por el gran esfuerzo y sacrificio que supuso mandarme a estudiar en el extranjero.
Por vuestro apoyo incondicional y la fuerza que me transmitis para poder llegar a mis
metas. A toda mi familia que siempre me apoyan y me animan, especialmente a mis tios y
mis primos Anas, Safaa, Munaim y Zineb.






INDICE

RESUMEN. ... .ottt reneesesee s e anes s s esnsssssensssssesnsssssennes -5-
INTRODUCCION GENERAL .....cveeveereererresseeseeseesassessessessessessessessessessessessessessssssessessans -9-
1. ORGANIZACION DE LA CROMATINA DENTRO DEL NUCLEOQ .....ovveeeieiereierectceeeeeeeeee et -9-
2. IMIARCAS EPIGENETICAS ......vviiieiecectete et stetesss s se sttt sttt st st as s st se st st esssssssssestetetesasasssssasasasansanas -11-
3. LAS PROTEINAS PCG ESTAN EVOLUTIVAMENTE CONSERVADAS .......cvoviveieeicereseeeeteteeesesssssnesesesaneenas -13-
3.1, COMPONCNTES PRC2 ...ttt -15-
3.2, COMPONECNTES PRI ...ttt -17-
3.2.1. Actividades del complejo PRCL ... -20-
MATERIALES Y METODOS ......ceeeureereerressessessessessessessessessessesssssssssessessesssssessessessenses -25-
1. MATERIALVEGETALY CONDICIONES DE CRECIMIENTO ...c.cuiiiueiritieinineieireceeineeieiseneieenenas -25-
1.1, ESterilizacion d@ SEMUIIAS. .............c..ccuoveoveovvrierieisisieisve e -25-
1.2. Germinacion de semillas en cdmaras de cultivo in Vitro................ceeveeeriennan. -25-
1.3. Cultivo de PlANTAS @N LICITA ...t -25-
2.4, CrUCES AE PIANTAS.........coooeeeeeeeeeeeee et -26-
1.5. Transformacion de plantas por inmersion floral......................eceveervevereriernnnn, -26-
1.5.1. Generacion de las células competentes de A. tumefaciens..............cccceceeveeereennnee. -26-

1.5.2. Transformacion de A. tUMESACIENS .............c.coweveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e -26-

1.5.3. Preparacion del medio de A.tumefaciens para la inmersién floral .........ccccocoovneieneee. -27-

1.5.4. Procedimiento de inmersion floral ... -27-

1.5.5. Seleccidn de transformantes positivos y genotipado............cccoceeeeveeeecerececcceeeen -27-

2. BIOLOGIA MOLECULAR .....ooovvoeimeerrresssssieesesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss -28-
2.1, EXEIACCION AE DNA ...t -28-
2.1, 1. IMBEOAO CTAB......iieieict sttt bbbt 28 -

2.1.2. Extraccion rapida de DNA para genotipado........cccocueeveeeeeeeceeceeeee e -28-

2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ...........c.coeeeeeevoreeeseereeseereeisrersrsversennn -29-
2.2.1. Disefio de 0ligONUCIEOTIAOS. ... 29 -

2.2.2. PCR utilizando Tag POIIMErasa ...ttt sesssssseees -29-

2.2.3. PCR utilizando polimerasa de alta fidelidad ... -29-

2.3. Electroforesis en geles de QgaroSa.................eerevevrisesrrsssrsisssssisssssisssssssnses -30-
2.3.1. Separacion de fragmentos de DNA ... -30-

2.3.2. Aislamiento de los fragmentos de DNA separados........c.cooocecueeeeereeeeeeeeceeeeeeee e -



2.8, EXErACCION A RINA ...ttt ee e -30-

2.5. Reaccion de retrotranSCripCion (RT) ........c.coveeveoevreosieisieisvisessiessessesses s -31-
2.6. RT-PCR cuantit@tiva (QRT-PCR)........ccccccomrrvevrrrrroriirririssrisresvsisvssssssssssessssssssessesss s -31-
2.6.1. Diseo de 0ligONUCIEOTIAOS. ... -31-
2.6.2. Reacciones de QRT-PCR ...ttt -31-
2.6.3. Interpretacion de los datos de qRT-PCR ... -32-
2.7. PCR semicuantit@tivVa (RT-PCR) ........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeevessvevsevevsssvessssssesss v ssssssanns -33-
2.8. Técnicas de clonaje MOIECUIAT ................cocooveeeereeeerieeeiesieves e -33-
2.8.1. Clonaje utilizando el sistema de vectores pSPARKII ... -33-
2.8.2. Clonaje basado en endonucleasas de restricCion ... -33-

2.8.3. Sistema de recapitulacién sintética: Construcciones y generacién de plantas

TLANSZENICAS ..o s e s sasns s en s rannens -35-

3. METODOS DE ANALISIS Y MANIPULACION DE PROTEINAS ......coooooiiieerrrineennnnrrssssssssnne -37-
3.1. EXtraccion de proteinas tOLQIES.............ccoveveveveorvresveisieesvesiesiesessesses s -37-
3.2. Electroforesis de proteinas en geles de SDS-poliacrilamida........................cccc........ -37-
3.3. Andlisis mediante WesStern BIOt ...................coovevoercreoereisisiseisessisssssisssssessessss s -38-
4. INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA ....covuiritriietretessetseessessstsssesssssssessssessesssssssesssssssessssessessssessesns -38-
4.1. Fijacion del material VEGELQl.................eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeevsves e ss s -38-
4.2. Aislamiento de 10 CrOMALING ..............ceveevrieireesisess et -38-
4.2.0. EXYracCion € NUCIEOS ...ttt sttt -39-

4.2.2. Lysis de los nucleos y sonicacion de cromating.........c..cooooevveeverveveieeeveeceeecee e -39-

4.2.3. INMUNOPIECIPILACION ..ottt -39-

4.2.4. Purificacion del DNA: Extraccidn Fenol-Cloroformo........c.cccceeeicieinenecesiee, -40-

5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-GLUCURONIDASA (GUS): ENSAYO FLUORIMETRICO MUG....- 41 -

6. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO MASIVO BASADO EN DATOS DE RNA-SEQ .....ovvviveirrreeieieiisierierenen. -41-
6.1. Disefio experimental y SeCUenCiaCion MASIVA ..............ccoevvueveervnvriresririsssrsisssesinisnans -41-
6.2. Flujo de trabajo: ProtoCcolo TUXEDOQ...............ccooeerrereseeireissisississisississisisssssisssssssansssns -42-
6.3. ANGLISIS AE CIUSTOIING........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeere e es s sens s snans -44 -
6.4. Andlisis del enriquecimiento de motivos de DNA en los promotores....................... -44 -

7. ANALISIS DE POSICIONAMIENTO Y OCUPACION DE NUCLEOSOMAS BASADO EN ANALISIS DE MINASA-

7.1. Protocolo de digestion €ONn MNGSQ ................ccoeeeeeeeeeereeeeereeeesreeeeeseseseseresesesess e -45 -

7.1.1. EXTracCion d@ NUCIEOS ........oveeeeeeeeeeeeee ettt -45-



7.1.2. Tratamiento CON IMINGSA .......c.coviieececeecceeee ettt s -45-

7.1.3. Extraccion y precipitacion del DNA ... -45-

7.2.4. PUrificacion del DINA.........oooeecee ettt es st ses ettt -45 -

7.2. Preparacion de la libreria y SECUENCIACION .............ccoeeeeeeeeeeeeeereeeeeereiesereeeserers e, -46-
7.3. Procesamiento de 10s datos de MINGSE-SEq ............cceeoereeeeeererreeeererererrereresrereressennn. -46 -
CAPITULO I: REDES DE REGULACION DE LOS COMPONENTES PRC1.......cccoeueueueniunes -51-
1. INTRODUCCION ... oottt -51-
2. OBJETIVO.utiuitetn tereireiictseesse et st -56-

3.1. La accidn coordinada de AtBMI1 y EMF1 es necesaria para la transicion de la fase

juvenil @ 1a fase reprodUCLIVAL...............c.cceeeeeeeeeeeeieereeevs e -57-
3.2. Andlisis del transcriptoma global de los distintos mutantes atbmil........................ -62-
3.2.1. Programas de desarrollo desregulados en los mutantes atbmil.............cccvoneuencee. -72-
3.2.2. Interacciones reguladoras entre los distintos complejos de cromatina..................... -75-

3.2.3. Reguladores centrales en el programa de transiciéon y desarrollo floral se encuentran

inhibidos en el MULANtE AEDMILA/D/C ... -76-

3.2.4. VAL1/2 y AtBMI1 co-regulan un conjunto de dianas de AtBMI1 ..........cccccoovvvvervenenee. -77-

3.2.5. Redes de regulacion de AtBMIL, EMFLy LHPL .......coooviimiiieee e -79-

B, DISCUSION ..cecvinterireiiniinitsesiie ettt -82-

4.1. Los componentes PRC1 AtBMI1y EMF1 juegan papeles coordinados en la regulacion
de la transicion de fase juvenil a reproductiva.................oeceeeeeeeeeeeeeeeeeererererennn. -82-

4.2. El andlisis de las redes de regulacion de los distintos componentes PRC1 apunta
tanto a funciones compartidas entre ellos como a especificas ...........ccccvvvunnn... -84 -

CAPITULO I1: EFECTO DE LAS MARCAS H2AK121UB Y H3K27ME3 EN LA ORGANIZACION

DE NUCLEOSOMAS EN ARABIDOPSIS......cccccveriieiiiiinrmnnnnisesniimesnnsssssssssimessssssssssssans -93-
L. INTRODUCCION. ... oottt bbbt bbbt bbb bbbt -93-
1.1. Alineamiento de los nucleosomas en el genoma ...................coeeeeeeeeeeereeeeeeereenae. -93-

1.2. La organizacion de los nucleosomas en las regiones codificantes del genoma.... - 95 -

1.3. Determinantes del posicionamiento de los nucleosomas................cccccoeevcvvvrereninnne. - 96 -
1.3.1. La secuenCia del DNA ...ttt -96-
1.3.2. TrANSCIIPCION. ..ottt s st sees s sen s sn s sannaesaes -96-
1.3.3. Remodeladores de la cromatina dependientes de ATP ..........ccccoooeeeeeceeecceeeee e -97-
1.3.4. Modificaciones post-traduccionales de histonas (PTM).......ccccccoreveieiereeeeeeeeeiee e -99-

2. OBJETIVO.cuuttetten terieieieietsestsists e tssssas et te s s e esesesssssesesesssss s e e esesnasseseseseses st esssesasasesesessssssssensananansnsa -100-



3. RESULTADOS c. vt oveieeie ettt bbbt bt sa s -102-
3.1. Obtencion de muestras Pard MNGSE-SEq ............cccoeowvovvervvesrneersireriissessissesisssesssian, -102-

3.2. Los distintos grupos de genes diana PcG presentan diferencias en la organizacion de
NUCIBOSOIMQOS ...ttt nassnsns -104 -

3.3. La comparacion de perfiles de nucleosomas obtenidos en distintas condiciones de
ensayo proporciona informacion complementaria ..................eeeeveeeeeeereerne. - 106 -

3.4. El andlisis comparativo de los perfiles de nucleosomas obtenidos en distintas
condiciones desvela importantes diferencias entre los grupos de los genes

3.5. H2AK121ub afecta al posicionamiento de nucleosomas +1 mientras que H3K27me3
altera la organizacion de nucleosomas en la region aguas abajo del +1............. -109-

3.6. Los genes marcados con H3K27me3 muestran una accesibilidad reducida a la
digestion por MNasa en la region del promotor ...............eeeeeeeeeeeeeerererrnne, -112-

3.7. Los perfiles de nucleosomas de los genes only-H2AK121ub o H2AK121ub/H3K27me3
activos desvelan una heterogeneidad transcripcional en los genes de estos
CONJUNTOS ..ottt ettt sttt ettt sasansnsnsen -114-

3.8. Los perfiles de densidad de nucleosomas en atbmila/b/c apoyan el papel de las
marcas H2AK121ub en determinar el posicionamiento del nucleosoma +1 ....... -116-

A, DISCUSION ... cttteet ettt e et et e e st ee e eseee e e et seseeee e st eeesesesesee e et seseeaeaeeneneeeseneeeneaeaes -120-

CAPITULO Ill: MECANISMO DE RECLUTAMIENTO DE LA ACTIVIDAD POLYCOMB EN

o I I -127 -
L. INTRODUCCION. ... oottt sttt sttt ettt bbbt -127-
2. OBJETIVO .. utteutten cetieieieietsesesest et tsee s aeae bt eeaea s e e s et ee e e s e st s oo e e seae e et et et e s e s e e st reaeaesesebeses et esseaeaeeanananaenes -132-
3. RESULTADOS. ...t ceteteieteeeeserert sttt ittt a e e ae e et e bt e s e st eneaeses e b et et esssseneseeanasansenes -133-

3.1. Las zonas de decaimiento de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 se localizan
mayoritariamente en reqiones ProMOLOIQS...............woeveveeerereeeererereririeeesereseresnns -133-

3.2. Identificacion de los motivos 6-mer enriquecidos en las regiones del promotor que
presentan un decaimiento de 1as Marcas PCGi...........coeeeeeeeeeeeeeeeererieeeerereinn, -137-

3.3. Recapitulacion sintética de los componentes de la maquinaria PcG..................... -139-

3.4. La expresion del dominio EAR fusionado a LexABD conduce a la eliminacion de la

ACELIACION A8 H3 ...ttt s -145-
4. DISCUSION....cctnt ittt sttt -148-
CONCLUSIONES ......cccovuniiiiiinenisissunessissstessssssssessssssessssssssssssssasessessasessssssasssssssanes -153 -
L0 LN - 155 -

BIBLIOGRAFIA ....eeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeseesssstesessessessesssssesssssesesssessssessessesssssesssssessssnens - 165 -



RESUMEN

Las proteinas del Grupo Polycomb (PcG) son reguladores epigenéticos que juegan
un papel crucial en los procesos de desarrollo, diferenciacién y proliferacion celular en los
organismos eucariotas. Estas proteinas se agrupan en complejos multiproteicos con
diferentes actividades dirigidas a la modificacion de histonas. En Arabidopsis se han
identificado dos complejos, el PRC2 (PcG repressive complex 2), que tiene actividad tri-
methyltransferasa frente a la lisina 27 de la histona H3 (H3K27) y el PRC1 que tiene
actividad E3 ubiquitin ligasa frente a la lisina 121 de la histone H2A. La actividad de estos
dos complejos modifica la organizacién de la cromatina dando lugar a la represion estable
de los genes diana. En Arabidopsis, la composicion del PRC2 y su participacidn, a través
de la incorporacion de H3K27me3, en el mantenimiento de la represidn transcripcional se
conoce desde hace tiempo; sin embargo, se pensaba que los componentes del PRC1 no
estaban conservados en plantas, por lo que la identificacion de un complejo homélogo al
PRC1 en animales capaz de monoubiquitinar a la H2A es un hallazgo relativamente
reciente. Esta tesis esta orientada a conocer el papel que juegan los componentes PRC1
en el mecanismo de represién y su relacidn con el PRC2.

Los resultados que se presentan muestran que la actividad AtBMI1 es crucial no
solo para promover las distintas transiciones de fase a lo largo del desarrollo de la planta,
sino también para controlar el desarrollo y crecimiento de los drganos. Nuestros
resultados también apuntan a la existencia de diferentes variantes de PRC1 que regulan
distintos genes en combinacién con el PRC2 para permitir que se den las distintas
transiciones de fase. En esta tesis también investigamos el papel que juegan las marcas
H2AK121ub y H3K27me3 a nivel de la organizacion de los nucleosomas para crear una
conformacion refractaria a la transcripcion. Nuestros resultados muestran que estas dos
marcas tienen efectos diferentes pero aditivos en la organizacién de los nucleosomas en
los genes diana. Por ultimo, gracias a la construccion de un sistema ideado para
recapitular de forma sintética la represién PcG, hemos podido determinar los factores
implicados en el mecanismo y los procesos que tienen lugar en paralelo para conseguir
una represion efectiva y estable.

En resumen, el trabajo de esta tesis ha aportado informacion relevante para
comprender el funcionamiento de la maquinaria PcG en plantas.
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INTRODUCCION GENERAL

Las plantas, a diferencia de los animales, no pueden cambiar de ubicacién para
escapar de condiciones ambientales adversas, como por ejemplo ataques de herbivoros
o cambios climaticos (Greb & Lohmann, 2016), por ello han desarrollado mecanismos
para prolongar y regular su desarrollo y crecimiento a lo largo de todo su ciclo de vida en
funcién del ambiente, confiriendoles una plasticidad que asegura su supervivencia
(Nicotta et al.2010). Esto es posible gracias al mantenimiento de un grupo de células
madre a lo largo de toda su vida en el dpice del tallo y de la raiz, los meristemos apical y
radicular, respectivamente (Morao, Bouyer y Roudier, 2016). El meristemo apical controla
la formacion de los érganos aéreos, como hojas y flores, y el meristemo radicular el
desarrollo de la raiz, en ambos casos influenciados por las condiciones ambientales
(Sanchez et al. 2015). Los mecanismos epigenéticos son esenciales tanto para el
mantenimiento de la pluripotencia de las células madre como para la diferenciacion de
los distintos érganos de forma orquestada con las condiciones ambientales (Fletcher,
2017) al jugar un papel importante en la regulacion de la expresidn génica (Nicotta et al.
2010).

El término “epigenética” se refiere a una serie de procesos moleculares que dan
lugar a cambios heredables pero que no conllevan cambios en la secuencia del DNA. En
estos procesos participan una amplia variedad de factores con distintas funciones y
actividades dirigidas a modificar la organizacion de la cromatina (Pien y Grossniklaus,
2007).

1. Organizacidon de la cromatina dentro del nticleo

En los organismos eucariotas la informacion genética se encuentra compactada
dentro del nucleo (Petesch y Lis, 2012). El primer nivel de compactacién se consigue
mediante el enrollamiento de la cadena de DNA en torno a unas particulas protéicas
llamadas nucleosomas. Un nucleosoma esta constituido por un fragmento de DNA de
aproximadamente 147 pb de longitud enrollado alrededor de un octdmero de histonas,
lo que constituye la unidad de repeticion basica de la cromatina. El octamero estd
formado por dos copias de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, bien de las denominadas
"candnicas", que se depositan en la cromatina de una manera dependiente de la
replicacién, o de variantes de estas, que muestran distintas propiedades bioquimicas y
son depositadas en la cromatina independientemente de la replicacién por maquinaria
especializada (Talbert y Henikoff, 2014). Los nucleosomas adyacentes se conectan por un
segmento de DNA de una longitud variable llamado DNA espaciador o “DNA linker”,
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dando lugar a una estructura de “collar de perlas” (“Beads on a string”) [(Eggleston, 2005);
Fig. 1].

La siguiente unidad estructural de la cromatina estd mediada por la histona H1 (o
H5 segun especies), que es la histona de unidn o “linker histone” . Esta histona interacciona
con 10 pb de DNA de entrada y de salida del nucleosoma, formando una estructura
llamada cromatosoma (Fyodorov et al., 2018). La interaccidn participa en la condensacion
de la cromatina modificando la trayectoria del DNA linker [(Thoma, Koller y Klug, 1979);
Fig. 1]. Tanto las histonas nucleosomales como la histona de unién utilizan los residuos de
arginina y lisina cargados positivamente para interaccionar con los fosfatos del esqueleto
del DNA (Fyodorov et al., 2018). .

Short-range
internucleosomal
interactions

Chromatosome
core particle

Long-range
fibre-fibre
interactions

‘—I_J
Chromatosome
(variable and larger
than ~167 bp)

Nucleosome
core particle

- Beads-on-
a-string

Nucleosome
(variable and larger
than ~147 bp)

2,
\0’\@ 00 YA/ M\DNA

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 1: Multiples niveles de plegamiento de la cromatina. La compactacion de la cromatina dentro del
nucleo en la interfase se produce a través de interacciones jerarquicas dependientes de histonas, incluida la
formacién del nucleosoma, la estructura de “collar de perlas”, el cromatosoma vy las fibras de 30 nm (cuya
existencia es detectable in vivo y solo puede ser relevante en tramos cortos de la cromatina) y la asociacion
de fibras individuales que producen estructruas terciarias (Fyodorov et al., 2018).
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La interaccidn de la histona de unién con el DNA y la interaccidn de las fibras de
cromatina entre si contribuyen a un mayor grado de compactacién de la cromatina
(Woodcock y Ghosh, 2010). Ademas, la longitud del DNA linker y las variaciones
rotacionales internucleosomales pueden ser determinantes en el grado de plegamiento
de la cromatina, dando lugar a estructuras de orden superior [(Grigoryev, 2012); Fig. 1].
El establecimiento y la regulacidn dinamica de estas estructuras son esenciales para que
se den los procesos necesarios a lo largo de la vida de un organismo (Gentry y Hennig,
2014).

La cromatina se divide en dos tipos en funcidén de su estructura y su funcién; la
heterocromatina que estd muy condensada, contiene pocos genes y esta
transcripcionalmente silenciada, y la eucromatina que estd enriquecida en genes y menos
condensada (Rosa y Shaw, 2013).

La cromatina forma una barrera fisica frente a los procesos celulares que
requieren la accesibilidad al DNA, como por ejemplo la expresidon génica, impidiendo el
acceso de los factores de transcripcion y de la RNA polimerasa Il (Petesch y Lis, 2012).
Ademds de los factores de transcripcién que se unen al DNA en unas secuencias
especificas para activar o reprimir los genes, los factores epigenéticos que modifican y
remodelan la estructura de la cromatina son necesarios para establecer y mantener un
estado transcripcional especifico. Estos factores, en general, forman parte de complejos
multiproteicos con actividades dirigidas a modificar de forma reversible el DNA o las
histonas nucleosomales. Estas actividades incluyen la incorporacién de una amplia
variedad de modificaciones covalentes en las histonas o la metilacién del DNA, conocidas
como modificaciones epigenéticas, la incorporacién de variantes de histonas, y
actividades dependientes de ATP que alteran las interacciones entre el DNA y las histonas.
Las distintas actividades de los factores/complejos epigenéticos colaboran para
establecer los cambios requeridos para el mantenimiento de un estado transcripcional
determinado.

2. Modificaciones epigenéticas

Una de las modificaciones o marcas epigenéticas mejor estudiadas es la
metilacién del DNA que consiste en la introduccion de un grupo metilo en la posicién 5’
de la citosina del DNA. La metilacidon del DNA es un proceso altamente conservado entre
animales y plantas y es esencial para la regulacion de diferentes procesos bioldgicos. En
plantas, la metilacion del DNA puede ocurrir en distintos contextos: CG, CHG y CHH
(donde H=A, T 6 C) y en cada caso la metilacién es catalizada por distintas actividades
metiltransferasas. Sin embargo, en animales ocurre principalmente en las secuencias CG
(zhang et al., 2006; J. Wang et al., 2016; Zhang, Lang y Zhu, 2018). Estudios llevados a
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cabo para conocer la distribucion genémica de la marca de metilacion de DNA en
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), han demostrado que la heterocromatina se
caracteriza por presentar altos niveles de metilacion del DNA y estd enriquecida
principalmente en los transposones y en secuencias de DNA repetidas, jugando un papel
esencial en su silenciamiento (Zhang et al., 2006). Ademds, un gran porcentaje de genes
estan metilados, la metilacién del DNA en la regidn codificante de los genes esta asociada
a genes constitutivamente activos y altamente expresados, mientras que la metilacién en
los promotores se relaciona con represion transcripcional y con genes especificos de
tejido (Zhang et al., 2006).

Por otro lado, existe una gran diversidad de modificaciones que pueden ser
incorporadas en las colas de las histonas nucleosomales como son la acetilacién,
metilacién, ubiquitinacion y fosforilacion, entre otras. Entre las modificaciones mas
estudiadas en relacidn con la regulacion génica en plantas estan la trimetilacion de la
histona H3 en la lisina 4 (H3K4me3), H3K9me2, H3K9me3, H3K27mel, H3K27me3 y
H3K36me3, asi como la ubiquitinacidn de la histona H2A y la histona H2B y la acetilacion
de la histona H3 en lisina 9 (H3K9ac), H3K14ac y H4K5ac. El efecto de un mismo tipo de
modificacién depende de la histona en la que se incorpore, el residuo que se modifique,
y el grado de modificacién, pudiendo asi tener un efecto represivo o activador en la
expresion génica. Algunas de estas marcas coexisten en estados de cromatina especificos,
mientras que otras parecen ser mutuamente excluyentes (Roudier et al., 2011; Sequeira-
Mendes et al., 2014). La combinacidn de estas marcas constituye lo que se conoce como
el "cédigo de histonas"(Strahl y Allis, 2000).

La incorporacion de cada una de estas modificaciones en las histonas se lleva a
cabo a través de actividades especificas. El establecimiento de estas marcas no es algo
permanente, sino que puede ser revertido a través de la actividad de factores que
eliminan la modificacién (Eichten, Schmitz y Springer, 2014). Asi, por ejemplo, las distintas
marcas de metilacion se depositan por diferentes metiltransferasas que contienen el
dominio SET. El genoma de Arabidopsis contiene al menos 47 metiltransferasas de este
grupo (Baumbusch, 2001; Ng et al., 2007), de las cuales hasta diez se han identificado
como metiltransferasas de H3K4 (Springer et al., 2003). En Arabidopsis también hay 21
desmetilasas que contienen dominios JmJC. Estas se dividen en subclases en funcién de
la presencia de dominios adicionales y tienen actividades especificas de desmetilasa (Lu
et al., 2008; Hong et al., 2009). También hay 12 acetiltransferasas (HAT) y 18 desacetilasas
de histonas (HDAC), que se subdividen en diferentes clases con actividad especifica
(Pandey, 2002; Servet, Conde E Silva y Zhou, 2010), y una maquinaria especifica de
ubiquitinacién y desubiquitinacién de H2A y H2B, aunque esta menos caracterizada (Feng
y Shen, 2014).
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Ademads de esta bateria de factores “modificadores” y “desmodificadores” de
histonas, hay factores que participan en el intercambio de histonas, en el desplazamiento
o en el desalojo de nucleosomas que actlan en estrecha colaboracion con las marcas
(Swygert y Peterson, 2014). Hay cuatro subfamilias principales de remodeladores de
cromatina dependientes de ATP (INO80O/SWR1, CHD, ISWI y SWI/SNF) con diversos
papeles remodeladores (Han et al., 2015). Aunque no vamos a introducir en detalle la
informacién disponible acerca de todas estas marcas y los factores asociados a su
incorporacién/eliminacion, si queriamos reflejar la gran complejidad que envuelve el
codigo de histonas. Este trabajo se centra en conocer el papel que juegan los factores
modificadores del Grupo Polycomb (PcG) y sus marcas en plantas. Estos factores se
agrupan en dos tipos de complejos, uno con actividad H3K27me3 y otro con actividad
H2AK121ub. Estas actividades son necesarias para el mantenimiento estable de la
represion de los genes diana en Arabidopsis.

3. Las proteinas PcG estan evolutivamente conservadas

Las proteinas PcG fueron identificadas por primera vez en Drosophila
melanogaster (Drosophila) como represores de los genes homedticos implicados en el
desarrollo embrionario (Lewis, 1978). Hoy en dia se sabe que estas proteinas regulan un
gran numero de genes implicados en procesos de diferenciaciéon y desarrollo en
eucariotas, operando tanto en la mayoria de animales multicelulares como en plantas
(Schwartz y Pirrotta, 2013). Se han identificado ortélogos de uno de los complejos PcG, el
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) en varios organismos unicelulares y primitivos
como los ciliados (Tetrahymena thermophila), diatomeas (Phaeodactylum tricornutum),
hongos filamentosos (Neurospora crassa), algas verdes (Chlamydomonas reinhardtii) y
algas rojas (Cyanidioschyzon merolae). Sin embargo, ortdlogos obvios de otro de los
complejos PcG, el PRC1, no estdn presentes en los genomas de estos organismos, pero si
lo estdn en animales superiores (Bilateria) y en plantas terrestres como Marchantia
polymorpha y Physcomitrella patens, lo que sugiere una funcién de PRC1 relacionada con
el control de la multicelularidad u organizacién tisular compleja o ambas; sin embargo, no
todos sus componentes se han conservado (Schubert, 2019).

La complejidad de la maquinaria PcG se ha expandido durante la evolucidn,
encontrandose un numero mayor de paralogos de los distintos componentes en
organismos superiores (Sowpati, Ramamoorthy y Mishra, 2015; Huang et al., 2019), lo
gue indica una diversificacion de funciones de los complejos por combinacién de distintos
paralogos, a pesar de que puedan seguir mostrando algun grado de redundancia (Sowpati,
Ramamoorthy y Mishra, 2015; Huang et al., 2019).
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Figura 2: Composicion y actividades de los complejos PcG. A) complejos de la familia PRC2. Las subunidades
centrales estan en color lavanda y las flechas indican asociacién de subunidades opcionales. Las lineas
discontinuas indican subunidades alternativas derivadas de multiples copias de genes o variantes de proteinas
de un solo gen. B) y C) Complejos de la familia PRC1. B) PRC1 candnico con 4 subunidades centrales incluido
un homologo de Pc (CBX en humanos). C) y D) Variantes de PRC1 que contienen las subunidades KDM2 y/o
RYBP. En humanos, en los complejos PRC1 las subunidades RYBP y CBX son mutuamente excluyentes. La
ubiquitinacidn ocurre en H2A-K119 en humanos, que corresponde a K118 en Drosophila. E) PHO-RC y F) PR-
DUB de Drosophila. En humanos existen homdlogos de PHO (YY1), SFMBT, ASX y Calypso (BAP1). (Jeffrey A.
Simon y Kingston, 2013).
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En la actualidad, en Drosophila han sido caracterizados cinco complejos
multiproteicos diferentes necesarios para el establecimiento y mantenimiento de la
represion: PRC2 con actividad metiltransferasa que metila la histona H3 en la lisina 27
(H3K27me3), PRC1 con actividad E3 ligasa que cataliza la monoubiquitinacion de la
histona H2A (H2Aub) y también tiene otra actividad relacionada con la compactacién de
la cromatina, Pc-repressive deubiquitinase complex (PR-DUB) que es una deubiquitinasa
de la H2Aub (Cao et al., 2002; Czermin et al., 2002; Kuzmichev, 2002; Muller et al., 2002;
Wang et al., 2004; Lagarou et al., 2008; Scheuermann et al., 2010), el complejo dRing-
associated factors (dRAF) que ademas de monoubiquitinar a la H2A desmetila H3K36me2
y finalmente, Pho-repressive complex (Pho_RC) que reconoce los elementos “polycomb
response elements” (PREs) a través de la subunidad Pho y participa en el reclutamiento
de los complejos PRC1 y PRC2 a sus genes diana[(Mdller y Kassis, 2006; Ringrose y Paro,
2007); Fig. 2]. En vertebrados se han identificado complejos homdlogos a los de
Drosophila aunque la existencia de subunidades alternativas ha dado lugar a multiples
complejos de la misma familia, especialmente del PRC1 [(Fig. 2); (Jeffrey A Simon vy
Kingston, 2013)].

En plantas, los dos Unicos complejos PcG identificados hasta la fecha son PRC1 y
PRC2. Estos complejos tienen la misma actividad enzimatica que sus equivalentes en
animales, aunque en el caso del PRC1 algunos de los componentes no estdn conservados
y han sido re-emplazados por proteinas especificas de plantas (J. A. A. Simon y Kingston,
2013; Schwartz y Pirrotta, 2013; Calonje, 2014).

3.1. Componentes PRC2

En Drosophila, el PRC2 se compone de 4 subunidades de copia Unica: Enhancer of
zeste (E(z)), Extra sex combs (Esc), Suppressor of zeste 12 (Su(z)12) y el Nucleosome-
remodeling factor (Nurf 55) (Czermin et al., 2002; Miiller et al., 2002). Una fraccién de
PRC2 estd unida a una proteina Polycomb-like (Pcl) que contiene un dominio PLANT
HOMEODOMAIN (PHD) y que es necesaria para incorporar altos niveles de las marcas
H3K27me3 en los genes diana [(Nekrasov et al., 2007), (Fig. 2)]. En vertebrados, existen
diferentes homdlogos de los componentes de PRC2: E(z) tiene dos homdlogos EZH1 y
EZH2 (Sarma et al., 2008). Embryonic Ectoderm Development (EED) es el homdlogo de
Esc, y tiene 4 isoformas que se generan de los diferentes sitios de inicio de transcripcidon
del mismo RNAm (Kuzmichev et al., 2005). El homdlogo de Su(z)12 es SUZ12 y el de Nurf55
es el Retinoblastoma-associated protein 46/48 (RbAp46/48) (Kuzmichev, 2002). El
componente Pcl conserva su dominio PHD en vertebrados y tiene tres homédlogos PCL1,
PCL2 y PCL3 [(Sarma et al., 2008), (Fig. 2)].
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Las cuatro subunidades de PRC2 de Drosophila estan conservadas en Arabidopsis.
Existen diferentes paralogos de cada componente de PRC2 en Arabidopsis, la combinacion
de estos paralogos da lugar a diferentes complejos PRC2 (Fig. 3). Los homdlogos de EZH2
son MEDEA (MEA) (Grossniklaus et al., 1998), CURLY LEAF (CLF) (Goodrich et al., 1997) y
SWINGER (SWN) (Chanvivattana, 2004). EMBRYONIC FLOWER2 (EMF2), FERTILISATION
INDEPENDENT SEED2 (FIS2) y VERNALIZATION2 (VRN2) son los homdlogos de SU(Z)12
(Yoshida et al., 2001). FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) es el homdlogo de
EED (Ohad etal., 1999) y MULTICOPY SUPRESSOR OF IRA1-5 (MSI1-5) son los cinco
homdlgos de RbAp46/48; sin embargo, solo MSI1 forma parte de los complejos PRC2
(Kéhler etal., 2003; De Lucia et al., 2008; Derkacheva et al., 2013). Las subunidades
responsables de la actividad trimetil-transferasa del PRC2 son CLF y SWN durante el
desarrollo del esporofito y MEA en el endospermo (Chanvivattana et al., 2004). Mientras
que MSI1 y FIE se presentan en los diferentes PRC2 (Derkacheva y Hennig, 2014), las
proteinas SU(Z)12-like (FIS2, EMF2 y VRN2) son las que determinan la especificidad de los
diferentes complejos PRC2 (Chanvivattana et al., 2004).

De acuerdo con esto, en Arabidospsis se han identificado tres complejos PRC2 que
actuan en diferentes fases del desarrollo (Derkacheva y Hennig, 2014) y se clasifican segun
la subunidad SU(Z)12-like que contienen (Mozgova, Kéhler y Hennig, 2015): el complejo
EMF2-PRC2 (formado por EMF2, FIE, CLF, o SWN y MSI1) que controla el desarrollo
vegetativo de la planta y regula la expresion de los genes responsables de la transicién de
la fase vegetativa a la fase reproductiva (Kinoshita et al., 2001; Derkacheva et al., 2013),
el complejo VRN2-PRC2 (VRN2, FIE, CLF, o SWN y MSI1) que esta implicado en la respuesta
a la vernalizacidn (De Lucia et al., 2008) y por ultimo, FIS2-PRC2 que previene el desarrollo
del endospermo en ausencia de la fertilizacidn [(Kohler, 2003; Wang et al., 2006), (Fig. 3)].

La actividad de PRC2 puede ser modulada por diferentes proteinas que
interaccionan con el complejo. Por ejemplo, existen proteinas con dominio PHD, como
VERNALIZATION INSENSITIVE3 (VIN3) (Sung y Amasino, 2004; Wood etal., 2006),
VERNALIZATION5S (VRN5 o VIL1) (Sung, Schmitz y Amasino, 2006; Greb et al., 2007), y
VIN3-LIKE 2 (VIL2) (Kim y Sung, 2010) que se ha demostrado que co-purifican con el
complejo VRN2-PRC2. Estas proteinas son necesarias para mantener el silenciamiento
epigenético del represor floral FLOWRING LOCUS C (FLC) durante la vernalizacién,
contribuyendo asi al enriquecimiento en las marcas H3K27me3 en este locus (Kim y Sung,
2013).
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Figura 3: Los homologos en Arabidopsis de las subunidades de PRC2 de Drosophila forman tres complejos
PRC2-like, EMBRYONIC FLOWER (EMF), VERNALIZATION (VRN), y FERTILIZATION INDEPENDENT SEED (FIS).
Estos complejos han adquirido funciones especializadas en el desarrollo en plantas. Varios complejos PRC2-
like pueden regular el mismo subgrupo de dianas Polycomb en diferentes fases del desarrollo (Derkacheva y
Hennig, 2014).

3.2. Componentes PRC1

El complejo PRC1 se caracterizd por primera vez en Drosophila y contiene 4
subunidades: Polycomb (Pc) que se une a las marcas H3K27me3 mediante su
cromodominio; Polyhomeotic (Ph) que no se conoce muy bien su funcidn; Posterior sex
comb (Psc) o su paralogo Su(z)2 que inhiben la actividad de complejos remodeladores de
cromatina y la transcripcidn, y median la compactacion de la cromatina; ademas, junto
con la subunidad dRING1 (también conocida como Sex combs extra (Sce)), forman un
modulo con actividad E3 monoubiquitin ligasa [(Shao et al., 1999; Francis et al., 2001,
Peterson et al., 2004); (Fig.2 y 4)]. Todos estos componentes tienen sus homadlogos en
vertebrados (Levine et al., 2002). La familia de proteinas Chromobox (CBX2, CBX4, CBX6,
CBX7, CBX8) llevan a cabo la funcién de Pc. Los homélogos de Ph de Drosophila son PH1,
PH2 y PH3 (Tonkin et al., 2002), los homdlogos de Sce son RING1 y RING2 (Schoorlemmer
etal., 1997) y por ultimo Psc tiene seis homdlogos denominados PcG RING fingers
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(PCGFs); BMI1, NSPC1, MEL18, PCGF3, PCGF5 y MBLR [(Z. Gao et al. 2012; Calonje 2014);
(Fig.2 y 4)].

Drosophila Arabidopsis Vertebrates
dRING (Sce) AtRING1A, AtRING1B RING1A, RING1B
AtBMI1A, AtBMI1B, AtBMI1C ~ PCGF (Nspcl, Mel18, Pcgf3,
Rsgsuiz)2 Bmil, Pcgfs, Mblr)
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Figura 4: Representacién esquematica de la estructura de dominios de los componentes de PRC1 en
Drosophila, Arabidopsis y vertebrados (Merini y Calonje, 2015) .

En plantas, hasta no hace mucho tiempo se pensaba que PRC1 estaba ausente y
por tanto que la monoubiquitinacién de la H2A no era necesaria para la represion PcG en
estos organismos. En su lugar, se identificaron unos factores especificos de plantas que
actuan junto con el PRC2 para mantener la represion. Se identificé LHP1, que se asocia a
las marcas H3K27me3 (Turck et al., 2007); EMBRYONIC FLOWER1 (EMF1), un posible
equivalente funcional a Psc de Drosophila, que reprime a los genes homeodticos de
floracién, como es el caso de AGAMOUS (AG), durante el desarrollo vegetativo (Calonje
et al., 2008; Kim, Zhu y Sung, 2010; Kim et al., 2012); y VRN1, que actua con el complejo
VRN2-PRC2 para mantener la represién de FLC [(Hennig y Derkacheva, 2009), (Fig. 4)].
Estos factores parece que desempefian funciones PRC1 al reconocer las marcas
H3K27me3 y participar en el mantenimiento de la represidén. En ese momento, la ausencia
de homdlogos a los componentes PRC1 y la participacidon de proteinas especificas de
plantas se asociaban con la existencia de un mecanismo de represion mas flexible que les
permite adaptarse a estimulos exteriores y modular su desarrollo en funcién de estos,
algo que no ocurre en animales (Pien y Grossniklaus, 2007). Sin embargo, estudios
posteriores basados en la arquitectura de dominios desvelaron la presencia de homélogos
de las proteinas RING1 y PCGF [(Sanchez-Pulido et al., 2008), Fig 4]. Mediante este estudio
se identificaron proteinas que conservan el dominio RING finger en su regién N-terminal
y en su regidon C-terminal presentan un nuevo dominio Ubiquitin-like llamado RAWUL
(Ring-finger And WD40 associated Ubiquitin-Like) (Sanchez-Pulido et al., 2008). La
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presencia de estos dos dominios son la caracteristica particular de las proteinas RING
finger de PRC1 que las distingue de otras proteinas (Sanchez-Pulido et al., 2008). Se
identificaron 2 homélogos de las proteinas RING en Arabidopsis, AtRING1A y AtRING1B y
tres de las proteinas PCGF, AtBMI1A, AtBMI1B y AtBMI1C (Sanchez-Pulido et al., 2008)

LHP1 fue identificado como subunidad de PRC1 especifica de plantas que tiene un
papel similar a la subunidad Pc de Drosophila, que se une a la marca H3K27me3 tanto in
vivo como in vitro mediante su cromo-dominio localizado en su extremo N-terminal (Exner
et al. 2009). LHP1 a nivel de secuencia es el homdlogo de la subunidad HP1
[(Heterochromatin Protein1), (Fig. 4)] que se une a la marca H3K9me3 en Drosophila. Sin
embargo, a diferencia de HP1 que se localiza en la heterocromatina, LHP1 se localiza en
la eucromatina, indicando que juega un papel en la regulacién de la expresion génica
(Turck et al. 2007, Derkacheva et al. 2013). Varios estudios han demostrado que LHP1
interacciona fisicamente con los componentes del complejo PRC1, AtRING1A/B vy
AtBMI1A/B/C in vitro (Bratzel et al., 2010). Ademas, los anélisis de localizacién a nivel
gendmico global indican que LHP1 se localiza en las regiones del genoma enriquecidas en
H3K27me3. Estos resultados sugerian que LHP1 es un componente de PRC1 que reconoce
y se une a la marca H3K27me3 y que forma un complejo PRC1-like junto con AtRING1A/B
y AtBMI1A/B/C (Turck et al., 2007; Calonje, 2014). Sin embargo, estudios posteriores
demostraron que LHP1 co-purifica con PRC2 y juega un papel en el establecimiento de las
marcas H3K27me3 en los genes diana (Derkacheva et al., 2013; H. Wang et al., 2016).

El mutante lhpl presenta un fenotipo de floracién temprana y hojas rizadas
similar al fenotipo del mutante de PRC2 clf, pero diferente al fenotipo de los mutantes de
pérdida de funcion de AtRING y AtBMI1 (Gaudin et al., 2001; Xu y Shen, 2008; Bratzel
et al., 2010). Ademas, LHP1 ha sido purificado con el complejo PRC2 y se ha demostrado
gue co-inmunoprecipita con los componentes del complejo PRC2, MSI1 y EMF2 in vivo e
interacciona in vitro con MSI1 (Fengy Lu, 2017). Mas importante, LHP1 afecta a los niveles
de H3K27me3 en los genes diana del PRC2, incluidos FLC, SEPALLATA3 (SEP3) y AG cuyos
niveles de H3K27me3 estan significativamente reducidos en los mutantes lhpl
(Derkacheva et al., 2013).

La interaccion de LHP1 con PRC1 y PRC2 indica que podria actuar como una
conexién entre los dos complejos (Fengy Lu, 2017). También, se ha demostrado mediante
un ensayo de inmunoprecipitacion que LHP1 forma parte del complejo PRC2 y es
independiente del PRC1 (H. Wang et al., 2016).

El componente EMBRYONIC FLOWER 1 (EMF1) es un regulador transcripcional
especifico de plantas, que se ha demostrado que interacciona con los componentes del
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PRC1, AtRING1A/By AtBMI1A/B/C (Bratzel et al., 2010, 2012). EMF1 contiene la secuencia
de la region del C-terminal de Psc que de forma similar a Psc es capaz de inhibir la
transcripcion y participar en la compactacion de la cromatina [(Calonje et al., 2008; Beh,
Colwell y Francis, 2012), Fig. 4]. Los analisis de localizacidn a nivel gendmico muestran un
enriquecimiento de EMF1 en las regiones ocupadas por las marcas H3K27me3 sugiriendo
que actua junto con el PRC2 para establecer las marcas H3K27me3 (Kim et al., 2012).
Ademads, se ha demostrado que EMF1 forma junto con LHP1 y una desmetilasa de
H3K4me3 llamada JUMONIJI14 (PKDM7B/JMJ14) un complejo PRC1-like que tiene un
papel crucial en la represion del florigeno FLOWERING LOCUS T (FT) y la regulacién de la
transicion floral en Arabidopsis (Wang et al., 2014).

Aunque LHP1 y EMF1 pueden interaccionar tanto con AtRING1 como AtBMI1
(Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010), resultados recientes mostraron que también co-
purifican con los componentes de PRC2 (Derkacheva et al., 2013; Liang et al., 2015); por
lo tanto, no estd claro en qué contexto llevan a cabo su funcion.

Otro componente relacionado con la funcién de PRC1, es la proteina VRN1 que
tiene un dominio B3 de uniéon a DNA y parece que forma parte del complejo PRC1. Esta
proteina es esencial para la represion de FLC durante la vernalizacién. Hay evidencias de
qgue la funcidn de VRN1 esté asociada a las marcas de represiéon H3K9me2 y que actua
aguas abajo del PRC2 (Bastow etal., 2004). Por lo tanto, VRN1 se propuso como
componente de PRC1, aunque su funcién no se conoce bien todavia (Calonje et al., 2008;
Holec y Berger, 2012). Mas recientemente se han identificado otros factores asociados a
la funcion PRC1 como las proteinas VP1/ABI3-Like 1/2/3 (VAL1/2/3) (Yang et al., 2013;
Questa etal., 2016; Yuan etal.,, 2016; D. H. Chen etal., 2018), Alfin-like 1-7 (AL1-7)
(Molitor et al., 2014; Peng et al., 2018), Early Bolting in Short Days (EBS) y Short Life (SHL)
(Li et al., 2018). Se ha propuesto que estos factores participan en el reclutamiento de
PRC1 a sus genes diana (algunos de estos factores serdn introducidos en mayor
profundidad en los capitulos de esta tesis); sin embargo, no se han identificado en plantas
homodlogos del componente de PRC1 Ph de animales. Es muy probable que exista una
proteina especifica de plantas, todavia sin identificar, que lleve a cabo la funcién de Ph.

3.2.1. Actividades del complejo PRC1

La existencia de componentes PRC1 evolutivamente conservados en plantas,
como se ha mencionado, es un hallazgo relativamente reciente, pero quedaba por
determinar si estos componentes eran capaces de mediar la monoubiquitinacion de la
H2A. Mediante ensayos in vitro e in vivo se demostré que efectivamente, las proteinas
AtBMI1 estaban implicadas en el establecimiento de esta marca, concretamente en la
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lisina 121 (Bratzel et al., 2010). Los mutantes atbmila/b presentan una disminucidn global
de las marcas H2AK121ub que se refleja en la disminucion de las marcas en la region
préoxima al sitio de inicio de la transcripcion (Transcription Start Site: TSS) (Yang et al.,
2013). La actividad de monoubiquitinacion de H2A de AtRING1 in vivo no ha sido
comprobada todavia, por lo tanto, no se sabe cémo afecta a los niveles de H2AK121ub.
Es posible que las proteinas AtBMI1 lleven a cabo la actividad del complejo y que AtRING1
module esta actividad o viceversa, pero también puede que las dos proteinas tengan
actividad E3 ubiquitin ligasa in vivo. Los mutantes de pérdida de funcion de AtRING1
presentan un fenotipo mas atenuado que los mutantes atbmila/b y las diferencias en el
fenotipo de ambos mutantes (Xu y Shen, 2008; Bratzel et al., 2010) sugieren que podrian
tener alguna funcién de forma independiente aunque todavia no hay evidencias que
apoyen esta suposicion.

Curiosamente, en Arabidopsis las actividades de Psc se llevan a cabo
aparentemente por diferentes proteinas: AtBMI1 que estdn implicadas en la
monoubiquitinacion de H2A (Sanchez-Pulido et al., 2008; Bratzel et al., 2010) y EMF1 que
tiene la funcion de Psc-CTR (Calonje et al., 2008; Beh, Colwell y Francis, 2012). De acuerdo
con el papel de AtBMI1 en la incorporacion de H2AK121ub, los mutantes atbmil
presentan una disminucidn de los niveles de H2AK121ub en los genes de maduracién de
semilla; sin embargo, en los mutantes emf1-2 no se observa una alteracién significativa
de los niveles de H2AK121ub en estos genes (Yang et al., 2013). Ademas, genes diana de
EMF1, como por ejemplo el gen homedtico de floracion AG, no tienen las marcas
H2AK121ub (Yang et al., 2013). De acuerdo con estos resultados, los genes de maduracion
de semilla no se sobre-expresan en los mutantes emf1-2 (Yang et al., 2013) y los mutantes
atbmil o atring1 no sobre-expresan los genes de floracion (Xu y Shen, 2008; Bratzel et al.,
2010). Por lo tanto, parece que existen dos tipos de represion mediada por el PRC1 en
Arabidopsis. Puesto que en Arabidopsis las actividades de Psc no se asocian en la misma
proteina, es probable que estas proteinas formen complejos PRC1 diferentes que llevan
a cabo diferentes tipos de represion. Sin embargo, también hay evidencias que indican
que pueden coexistir en el mismo complejo; la represidn de varios genes diana requiere
la participacidon de ambas proteinas RING finger y EMF1, como es el caso de FLCy MAF4/5
(Kim, Zhu y Sung, 2010; Molitor et al., 2014). Ademas, EMF1 interacciona con las proteinas
AtBMI1 (Bratzel et al., 2010, 2012) y se une a los genes regulados por AtBMI1 in vivo (Kim
et al., 2012). Todos estos datos sugerian que la asociacion de las distintas subunidades
variaba en funcién de los genes diana.
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1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

1.1. Esterilizacion de semillas

Antes de germinar las semillas de Arabidopsis, se procedié a su esterilizacién con
etanol y lejia. Todo el procedimiento se realizé en campana de esterilidad. Las semillas se
colocaron en un tubo Eppendorf y se lavaron con una solucién de etanol al 70% durante
un minuto en agitacién. Después, se retird el etanol y se realizd una incubacién con una
solucién de lejia al 10% durante 20 minutos en agitacién a temperatura ambiente,
utilizando un agitador rotatorio Multi Bio RS-24 (Biosan). Por ultimo, las semillas se
lavaron 3 veces con agua estéril.

1.2. Germinacion de semillas en camaras de cultivo in vitro

Las semillas estériles se sembraron en medio Murashige y Skoog (MS) de Duchefa
Biochemie (Murashige y Skoog, 1962) a pH 5,7 ajustado con NaOH 1N y suplementado
con sacarosa 1 % (p/v) y Agar 0,8% (p/v).

Con el fin de sincronizar la germinacidn de las semillas, las placas se mantuvieron
a 4°C durante 1-4 dias, después de los cuales se colocaron en camaras de cultivo in vitro
SG-1400 (Radiber SA, Spain) en condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad a una temperatura de 22°C durante el dia y 18°C durante la noche y una
intensidad luminica entre 100 y 120 puE-m-2-s-1).

Para la seleccidon de las plantas transgénicas con una resistencia a un agente
guimico, se utilizd medio MS suplementado con el compuesto de seleccidn. Las plantas
se seleccionaron en medio MS suplementado con Kanamicina (50 pg/ul) o Higromicina
(25 pg/ul), dependiendo de la resistencia del plasmido usado para la transformacién. Los
antibioticos se esterilizaron por filtracion utilizando filtros Millex® GP (MILLIPORE) de 0,2
pum.

1.3. Cultivo de plantas en tierra

Después de aproximadamente 10 dias de crecimiento en placas de MS en las
camaras de cultivo in vitro, se procedié a trasplantar las plantulas a tierra en semilleros
(Arasystem, Bélgica) introducidos en bandejas de cultivo. La tierra (turba vegetal tipo
Floraska, Alemania) se tratd previamente con el antifingico Terraclos SuperX (Etridiazol 6
% + Quintoceno 24 %, Dow Agoscience Ibérica, S.A. Espafia) al 0,5 % y se suplementd con

-25-



MATERIALES Y METODOS

10% de Vermiculita. La tierra fue proporcionada por el Servicio de Cultivos Bioldgicos del
Centro de Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja.

Las plantas se cultivaron en las camaras de cultivo (Aralab, Climatic Chamber
FITOCLIMA 20000EH), en condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad)
a una temperatura constante de 21°C, o en invernadero utilizando ldamparas de vapor de
sodio (400 W) para alcanzar las 16 horas de luz.

1.4. Cruces de plantas

Para cruzar plantas de Arabidopsis, se procedié a abrir los capullos cerrados de las
flores de la planta madre; utilizando una pinza de punta fina se quitaron cuidadosamente
los sépalos, los pétalos y las anteras. Después, se separaron las anteras de la planta
paterna para poner en contacto el polen con el estigma de la planta madre.

1.5. Transformacion de plantas por inmersion floral

La transformacion de Arabidopsis se llevd a cabo segun el método estandar de
inmersion floral (Bechtold y Pelletier, 1998).

1.5.1. Generacidn de las células competentes de A. tumefaciens

Para generar células de Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)
transformables por el método de choque térmico, se utilizé el método de cloruro célcico.
Una colonia de Agrobacterium tumefaciens (cepa C58C1) se inoculd en 3 ml de medio LB
con el antibidtico rifampicina (25 pg/mL) y se incubd a 30°C en agitacidén durante toda la
noche. Al dia siguiente, se inocularon 50 ml de medio LB con 2 ml del preinéculo en un
matraz de 250 ml y se incubd a 30°C durante aproximadamente 2 horas hasta que el
cultivo alcanzé una densidad éptica DOgoonm €ntre 0,5 y 1. Después, el cultivo se enfrié en
hielo durante 10 minutos y se centrifugd a 5000 g durante 15 minutos a 4°C en tubos de
centrifuga estériles y enfriados previamente. Seguidamente, se descarté el sobrenadante
y se resuspendieron las células en 1 ml de cloruro cdlcico CaCl2 20 mM frio. Finalmente,
se dispensaron 100 pl de la suspensién en tubos de 1,5 ml enfriados previamente y se
congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente. Los tubos se almacenaron a -80°C.

1.5.2. Transformacion de A. tumefaciens

Las construcciones generadas en los vectores binarios pCAMBIA 1305 y pPZP211
fueron comprobadas por genotipado y secuenciacién. Para su transformacidn en planta,
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se introdujeron previamente en células de A. tumefaciens (Cepa C58C1) por el método de
choque térmico.

La transformacion de las células competentes se llevo a cabo afiadiendo 5 pl del plasmido
de interés a las células competentes congeladas. Las células se dejaron 30 minutos en
hielo y se sometieron después a choque térmico incubdndolas 5 minutos a 37°C.
Seguidamente, se afiadieron 800 ul de medio LB a las células y se incubaron durante dos
horas a 28°C en agitacion (300 RPM). Finalmente, las células se transfirieron a una placa
de medio LB suplementado con el antibidtico de resistencia del pldsmido y rifampicina (25
ug/ml) y se incubaron a 28°C durante dos dias.

1.5.3. Preparacion del medio de A.tumefaciens para la inmersion floral

Un clon de A. tumefaciens portador del plasmido de interés se inoculé en 5 ml de
medio LB con el antibidtico de seleccidn del plasmido y rifampicina (25 pg/mL) y se incubd
a 28°C en agitacién durante toda la noche. Al dia siguiente, se afiadieron 200 pl del
preinéculo a 200 ml de medio LB suplementado con el antibidtico de selecciéon en un
matraz de 1 L y se incubd a 28°C durante toda la noche. Cuando el cultivo alcanzé una
densidad dptica DOgoonm entre 0,7 y 1, se centrifugd a 5000 g durante 20 minutos a
temperatura ambiente y se resuspendieron las células en 200 ml del medio de infiltracidn
(sacarosa al 5%) conteniendo 40 pl de SILWET® L-77 (Lehle Seeds) que actia como
surfactante, el cual se afadié pocos minutos antes de la inmersidn floral.

1.5.4. Procedimiento de inmersion floral

Para la transformacién mediante inmersién floral se utilizd el ecotipo silvestre de
Arabidopsis thaliana Columbia-0 (WT-Col0). Para aumentar el nimero de ramas de la
planta, se cortd el tallo principal inmediatamente después de su aparicion. Después de
aproximadamente 7-10 dias las plantas alcanzaron el estado éptimo para la inmersién.
Para aumentar la eficiencia de la transformacion, se cortaron todas las flores abiertas y
las silicuas. Las inflorescencias se sumergieron en la suspension de A. tumefaciens
previamente preparada, durante 20 segundos con movimiento continuo. Las plantas
sumergidas, se mantuvieron tumbadas en una bandeja de pldastico cubierta de papel de
aluminio durante toda la noche. A la mafana siguiente se descubrieron y se pusieron en
posicion vertical.

1.5.5. Seleccion de transformantes positivos y genotipado

Para la seleccidn de las plantas transformadas estables, las semillas T1 fueron
germinadas en placas de MS suplementado con el antibiético de seleccion. Las plantas
resistentes fueron transferidas a tierra y genotipadas mediante PCR utilizando
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oligonucledtidos especificos. Ademas, se analizé la segregaciéon de estas plantas para
seleccionar las lineas heterocigotas que portaban una sola copia del transgen,
ajustandose a la segregacion mendeliana 3:1 (tres resistentes frente a una sensible al
antibidtico).

Cuando era requerido, se comprobd la expresidén del gen mediante RT-PCR (Ver seccién
2.6) y/o la proteina mediante Western blot (Ver seccién 3.3)

2. BIOLOGIA MOLECULAR

2.1. Extraccion de DNA

Se utilizaron dos métodos diferentes de extraccion de DNA gendmico (DNAg).
Para obtener DNAg de alta calidad y con alto rendimiento, se utilizd el método del
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Clarke, 2009), mientras que se llevd a cabo un
método de extraccion rapida de DNAg para proceder al genotipado de lineas mutantes a
larga escala (Kasajima et al., 2004).

2.1.1. Método CTAB

La extracciéon de DNAg se llevé a cabo a partir de una plantula o una hoja de
roseta. Para ello, se introdujo el tejido en un tubo Eppendorfy se congelé inmediatamente
en nitrégeno liquido. Posteriormente, se triturd el tejido utilizando una varilla de plastico
especial para tubos Eppendorf. A continuacion, se afiadieron 800 pl de la solucién de CTAB
(CTAB 2%, Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20mM, NaCl 1.4 M) conteniendo 0,2 % de B-
Mercaptoetanol y se incubd a 65°C durante 30 minutos con una agitacion suave (400
RPM). Después de la incubacién, se afadido el mismo volumen de una solucién de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) a la muestra, se mezclé y se incubd en hielo durante
15 minutos. La muestra se centrifugd a 16000 g durante 5 minutos a 4°C. A continuacion,
se transfirieron 600 pl de la fase acuosa a un nuevo tubo. Para precipitar el DNAg, se
afiadieron 400 pl de isopropanol frio y se incubé a -20°C durante 20 minutos. Tras la
incubacidn, se centrifugd a 16000 g durante 10 minutos. El precipitado se lavé dos veces
con etanol al 70 %, se secd en un desecador al vacio y el DNAg se resuspendié en 50 pl de
tampon Tris-EDTA (TE) pH 8.0 suplementado con RNase A. Para controlar su calidad se
cargaron 2 pul del DNAg extraido en un gel de agarosa y se midié su concentracién
utilizando Espectrofotdmetro NanoDrop™ modelo ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

2.1.2. Extraccidn rapida de DNA para genotipado

Esta extraccion se llevé a cabo a partir de un cotiledén de una plantula de 10-14
dias de edad. El tejido se introdujo en un tubo Eppendorf conteniendo 100 pl de tampdn
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de extraccién rapida (Tris-HCL 200 Mm (pH 7,5), NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5%) y
se homogeneizd con una varilla de plastico especial para tubos Eppendorf. Se afiadieron
300 pl del tampdn de extraccidn rdpida y se centrifugd durante 3 minutos a 20000 g. El
sobrenadante (350 pl), se transfiri6 a un tubo nuevo y se mezclé con 350 pl de
isopropanol. La muestra se incubdé durante tres minutos a temperatura ambiente y
después se centrifugd a 20000 g durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante, y el
precipitado se lavd dos veces con 400 ul de etanol al 70 % y se secé al aire. Finalmente, el
DNAg se resuspendié en 50 pl de tampdn TE.

2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.2.1. Diseiio de oligonucledtidos

Para el disefio de los oligonucledtidos y el calculo de la temperatura de hibridacidon
se utilizé la herramienta OligoAnalyzer 3.1 de “Integrated DNA Technology” (IDT).

2.2.2. PCR utilizando Taq Polimerasa

Las reacciones de PCR para las comprobaciones rutinarias y genotipados se
llevaron a cabo utilizando una polimerasa convencional (MyTag DNA Polymerase,
Bioline). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul. La mezcla de la
reaccion y las condiciones de los ciclos de amplificacién se realizaron segin las
recomendaciones del fabricante.

Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador “pegSTAR 96X Universal
Gradient” (PEQLAB). Los fragmentos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al
1% pretefiido con SYBR™ Safe (Invitrogen).

2.2.3. PCR utilizando polimerasa de alta fidelidad

Se utilizé una polimerasa de alta fidelidad (Velocity DNA polimerase, Bioline) con
el fin de reducir los posibles errores al amplificar fragmentos de DNAg o cDNA para su
posterior clonaje.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito en el manual.
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2.3. Electroforesis en geles de agarosa

2.3.1. Separacion de fragmentos de DNA

Para la separaciéon de los fragmentos de DNA por tamanio, se utilizaron geles de
agarosa estandares. En la mayoria de los casos al 1% (p/v), pero para la separacion de
fragmentos con un tamafio inferior a 200 pb, la concentracion se aumenté a 1,5% (p/v).

La agarosa se disolvié en un tampdn Tris, Borato y EDTA (TBE) estandar y se
suplementd con SYBR Safe a una concentracidn final de 1X para la posterior visualizacién
del DNA a la luz UV. Los geles se colocaron en una cubeta de elecroforesis y se cubrieron
con tampdn TBE al 1X. Las muestras de DNA se mezclaron con un tampdn de carga 1X
para su posterior carga en los pocillos del gel. Para determinar el tamafio de los
fragmentos de DNA obtenidos, se cargaron en un pocillo adyacente 3 ul de un indicador
comercial de peso molecular (HyperLadder 1kb o HyperLadder 50 bp (Bioline),
dependiendo del tamafio de DNA esperado). Los geles se visualizaron en un
transiluminador UNIVERSAL HOOD Il (BioRad).

2.3.2. Aislamiento de los fragmentos de DNA separados

Los fragmentos de DNA separados en el gel de agarosa se purificaron utilizando
el kit ISOLATE Il PCR and Gel (Bioline) siguiendo el protocolo descrito en el manual.
Brevemente, la banda conteniendo el fragmento de DNA de interés se corté del gel de
agarosa y se pasé a un tubo Eppendorf. Se afiadié un volumen de 200 pl de tampdn de
extraccidn por cada 100 mg de gel y se incubé a 55°C hasta la completa disolucién de la
agarosa. La solucion se cargd en la columna ISOLATE Il PCR and Gel Kit Column, se
centrifugd 30 segundos a 11000 g y se lavé dos veces con el tampdn de lavado Wash
Buffer CW. EI DNA se eluyd con 15-30 pl de agua Milli-Q. La calidad de la purificacion y la
concentracién del DNA fueron comprobadas mediante electroforesis en gel de agarosa.

2.4. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se llevd a cabo utilizando el kit ISOLATE Il RNA Plant
(Bioline) siguiendo el protocolo descrito en el manual.

Se recogieron aproximadamente 20-50 mg de tejido fresco y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido. El tejido se trituré en un tubo Eppendorf de 1,5 ml
manteniéndolo en nitrégeno liquido utilizando una varilla de plastico especial para estos
tubos. Después, se afiadieron 350 pl de tampdn de lisis RLY (conteniendo 3,5 pl de B-
mercaptoetanol) a la muestra para llevar a cabo la lisis celular. El lisado se cargd en una
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columna ISOLATE Il Filter colocada en un tubo de 2 ml y se centrifugd a 11000 g durante
1 min. El filtrado se transfirié a otro tubo y se le anadié un volumen de 350 pl de etanol al
70 %. La mezcla se agité con vortex dos veces durante 5 segundos. Posteriormente, se
paso la mezcla por la columna ISOLATE Il RNA Mini con una membrana que retiene el RNA.
Con el fin de quitar las sales retenidas en la membrana junto al RNA, se afiadieron 350 pl
del tampén MEM vy se centrifugd durante 1 min a 11000 g. Se afiadieron 95 pul de tampdn
RDN conteniendo DNasa | a la membrana y se incubd 15 min a temperatura ambiente.
Seguidamente, se lavd la membrana con 200 pl de tampdén RW1 y dos veces con 600 pl
de tampdn RW2. Después de secar completamente la membrana, el RNA se eluyd con 50
pl de agua Milli-Q libre de RNasa. La calidad del RNA se comprobd cargando 2 pl del RNA
extraido en un gel de agarosa al 1% y la cantidad se midié en un Espectrofotémetro
NanoDrop™ modelo ND-1000 a 260 nm. Los cocientes Absaeo/230y AbS260/230 que estiman la
proporcién de acidos nucléicos frente a proteinas y frente a polisacaridos,
respectivamente, nos permitieron determinar la integridad del RNA extraido; el valor de
ambos indices tiene que estar entre 1,8 y 2.

2.5. Reaccion de retrotranscripcion (RT)

Para obtener el DNA complementario (cDNA) a partir del RNA extraido, se utilizd
el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen) y se procedid de acuerdo con el protocolo
descrito por el fabricante, utilizando una concentracién final de 300-500 ng de RNA en 10
ul de volumen de reaccidn.

2.6. RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR)

2.6.1. Diseiio de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucledtidos de qRT-PCR se llevd a cabo utilizando la
herramienta PrimerQuest facilitada por “Integrated DNA Technologies” (IDT), teniendo en
cuenta los requisitos siguientes: tamano del producto de PCR obtenido entre 80y 120 pb,
temperatura de hibridacion de 60°C y tamafio del oligonucledtido de 25 pb, ademas de
asegurar que los oligonucledtidos hibridan en dos exones separados para poder distinguir
entre el cDNA y la posible contaminaciéon de DNA gendmico (DNAg).

2.6.2. Reacciones de qRT-PCR

Para analizar el nivel de expresién génica de forma cuantitativa, se llevd a cabo
una RT-PCR cuantitativa en el sistema Mutilicolor Real-Time PCR Detection System iQ™5
(BioRad).
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Para la cuantificacidén se generd una curva estdndar para cada pareja de oligonucledtidos
utilizada, mediante unas diluciones seriadas de un cDNA de control (1, 1/10 y 1/100). El
gen ACTINZ2 fue utilizado como control interno para la normalizacidon de la cantidad de
cDNA. Todas las muestras se cuantificaron por triplicado.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el kit SensiFAST™ SYBR® & Fluorescein
(Bioline). La mezcla de la reaccién y las condiciones de amplificacion se ajustaron segun
las indicaciones del fabricante. El programa constaba de tres pasos: i) 1 ciclo (95 °C, 2 min);
ii) 40 ciclos (95°C, 5s5; 60 °C, 5sy 72 °C, 6 s) iii) 1 ciclo (72 °C, 6 s).

Para comprobar que no se generaba un segundo producto de la PCR inespecifico, se
realizd un andlisis de desnaturalizacién después de los ciclos de amplificacién. Para ello,
se aplicd una escala creciente de 0,1°C de temperatura entre 70 y 90°C. En todas las
reacciones, se confirmé la existencia de un solo producto de PCR que contribuia a la sefial
de fluorescencia.

2.6.3. Interpretacion de los datos de qRT-PCR

» Calculo de curva estandar

Los datos de la gqRT-PCR fueron interpretados en base al resultado del sistema iQ5
Optical System Software (BioRad). Para generar la curva estandar, el programa genera
unas curvas de amplificacién representando los valores de la emisién de fluorescencia
frente al nimero de ciclos. Para asegurar una estimacién 6ptima, se consideraron los
siguientes factores: eliminar el nivel de fluorescencia intrinseca del fondo, la fluorescencia
tenia que estar dentro de la fase exponencial de la reaccion de PCR y la eficiencia de la
reaccion tenia que ser muy proxima a 1. Basado en esto, se define el valor de Ct como el
numero del ciclo al que la fluorescencia alcanza el valor del umbral fijado. Considerando
estos parametros, el programa calcula la curva estandar que permite estimar los valores
de la concentracidn relativa del cDNA (Calc. Conc.), basado en la ecuacién siguiente: Ct =
M * log(Calc. Conc.) + B (donde Ct = ciclo umbral, M = pendiente de la recta, B =
interseccion con el eje y, Calc. Conc. = concentracion relativa del cDNA).

» Cuantificacion del cDNA

Para cuantificar los cDNA de interés, se utilizaron los valores de la concentracion
calculada (Calc. Conc.) determinados por el programa de acuerdo con la ecuacion indicada
anteriormente. Después de calcular la media de los triplicados, se normalizaron los
valores con aquellos obtenidos para el gen ACTIN2. Los resultados se representaron
mediante un diagrama de barras incluyendo las barras de error de los triplicados
utilizando Excel (Microsoft).
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2.7. PCR semicuantitativa (RT-PCR)

En las reacciones de PCR semicuantitativa se utilizd cDNA pero se llevo a cabo una
PCR convencional utilizando la polimerasa MyTaq siguiendo las indicaciones del
fabricante. En este caso, como se utilizaban los oligonucleétidos de la qRT-PCR, la
temperatura de hibridacién fue 60°C y el nimero de ciclos fue reducido dependiendo del
gen de interés, para el gen control ACTIN2 el nimero de ciclos fue 23 y para los genes de
interés, en general fue 35.

2.8. Técnicas de clonaje molecular

2.8.1. Clonaje utilizando el sistema de vectores pSPARKII

Los fragmentos amplificados a partir de DNA gendmico o a partir de cDNA fueron
clonados primero en el vector pSPARKII GQ489185 (Canvax). Este sistema permite clonar
fragmentos de PCR con extremos romos amplificados con una Tag-polimerasa de alta
fidelidad.

pSPARKII tiene el sitio de clonaje insertado dentro de la regién codificante del
péptido alpha de la enzima beta-galactosidasa. La insercidon de un fragmento de DNA en
este sitio inactiva el péptido alpha, por lo tanto, los clones recombinantes se pueden
identificar directamente mediante la seleccidon azul/blanco en placas de 5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-Gal) e Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG), de tal forma que los clones positivos se seleccionaron en placas de medio LB
suplementado con ampicilina (50 mg/ml), cuyo gen de resistencia esta contenido en el
vector, X-GAL (2% p/v) e IPTG (100 mM).

2.8.2. Clonaje basado en endonucleasas de restriccion

Las construcciones se llevaron a cabo en los vectores binarios pCAMBIA 1305 y
pPZP211 mediante la manipulacién de estos pldsmidos usando enzimas de restriccidon. A
continuacion, se explica de forma general cémo se llevaron a cabo las digestiones con las
endonucleasas de los fragmentos y los vectores, asi como la ligacion de ellos.

» Disefio de oligonucledtidos
Para amplificar los fragmentos de DNA a partir de DNAg o de cDNA, se diseinaron

oligonucledtidos en los extremos del fragmento conteniendo los sitios de corte de las
enzimas seleccionadas para el clonaje.
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» Aislamiento de los fragmentos de interés

Los plasmidos pCAMBIA 1305 y pPZP211 constan de sitio de clonaje multiple
(MCS) lo que permite el clonaje de fragmentos con diferentes enzimas de restriccion. El
pldasmido pSPAPRKII en el que previamente se habia clonado el fragmento de interés y el
pldsmido de destino (pCAMBIA 1305 o pPZP211) fueron tratados con las mismas enzimas.
Las enzimas de restriccion utilizadas fueron de New England (NEB, BioLabs) o Fermentas.
La mezcla de reaccion de un volumen final de 20 ul contenia 1 unidad de la enzima de
restriccion, 0,5 — 1 ug de plasmido, 2 ul de tampdn especifico de la enzima (10X). Las
reacciones se incubaron durante 1-2 horas a 37°C. Tras la digestion, los fragmentos de
DNA se separaron en un gel de agarosa y se purificaron utilizando el kit ISOLATE Il PCR and
Gel (Bioline). Se cargaron en un gel 2 pl de los fragmentos purificados para evaluar sus
cantidades relativas.

» Reaccion de ligacién

Para la reaccidn de ligacién, se utilizé la T4 DNA-Ligase (Canvax). La cantidad del
inserto fue aproximadamente tres veces mayor que la del vector linealizado. La reaccion
se llevd a cabo en un volumen final de 10 pl y se incubd a temperatura ambiente durante
toda la noche. Al dia siguiente, la reaccion de ligacion se uso para la transformacion de las
células competentes E.Coli DH5a por choque térmico. Las células transformadas se
transfirieron a una placa de medio LB suplementado con el antibidtico de seleccién. Se
comprobaron 10 clones resistentes por PCR de colonias, y se purificaron los plasmidos de
dos clones positivos que a su vez se comprobaron por PCR y por enzimas de restriccién.
Los clones fueron secuenciados por el servicio de secuenciacion de la compaiiia
STABVIDA.

» Células competentes E.coli y procedimiento de transformacién

Las células competentes Escherichia.coli (E.coli) de la estirpe DH5a fueron
propocionadas por el servicio de cultivo del Instituto de Biologia Vegetal y Fotosintesis
(IBVF).

La transformacidn de las células competentes se llevé a cabo afiadiendo 10 ul de
la reaccion de la ligacidn a las células competentes congeladas. Las células se dejaron 30
minutos en hielo y se sometieron después a choque térmico incubdandolas 45 segundos a
42°C y pasandolas a hielo durante 2 minutos. Seguidamente, se afiadieron 800 pl de
medio LB a las células y se incubaron durante una hora a 37°C en agitacion (300 RPM).
Finalmente, las células se transfirieron a una placa de medio LB suplementado con el
antibidtico de resistencia y se incubaron a 37°C durante toda la noche.
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» Seleccion de transformantes positivos y aislamiento de plasmidos

Los clones de bacterias seleccionados previamente en placas de LB con el
antibidtico de seleccion, se cultivaron en medio liquido para aislar el plasmido. Para ello,
se selecciond una colonia y se inoculd en 3 ml de medio LB liquido suplementado con el
antibidtico de seleccion. El cultivo se incubd toda la noche a 37°C en agitacion.

Para aislar el plasmido, se utilizd el kit de miniprep ISOLATE Il Plasmid Mini
(Bioline) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Los plasmidos se eluyeron con
50 ul de tampdn de elucién del kit.

» Secuenciacion del DNA

Los insertos de interés fueron secuenciados por el servicio de secuenciacién de la
companiia STABVIDA. La secuenciacion se llevé a cabo por la técnica de Sanger (Sanger et
al. 1977).

Para comprobar la calidad de la secuenciacién, se visualizéd el fichero del
electroferograma mediante Chromas Light 2.1.1 (Technenlysium). Se utiliz6 la
herramienta Clusta/lW2 (EMBL-EBI) para realizar los alineamientos de las secuencias.

2.8.3. Sistema de recapitulacion sintética: Construcciones y generacion de plantas
transgénicas

Para la construccidon del sistema, se generaron dos construcciones de forma
separada. La primera es la construccidon que contiene el promotor sintético que controla
la expresion del gen GUS. Para su construccién se utilizé el promotor constitutivo
cauliflower mosaic virus (CaMV 35S). Para posibilitar la union de las proteinas de interés,
se insertaron 4 copias de los elementos de unidn a DNA (operador) de la proteina LexA
(LexAOQ). La insercion del LexAO no interfiere con la expresion constitutiva del gen
reportero GUS en ausencia de posibles represores sintéticos. Para generar la
construccion, se reemplazé el promotor CaMV 35S que dirige la expresién del gen
reportero GUS en el vector binario pCAMBIA 1305.1 por el promotor CaMV 35S con la
secuencia de LexAO (LexAO-35S), insertada justo aguas arriba de la caja TATA. Esta
construccion se transformé en plantas WT-Col0 para generar las plantas transgénicas
WT/pLexAO-35s:GUS (LexAO:GUS).

También se generaron construcciones del promotor sintético pLexAO-35s:GUS en
el que se introdujo junto al operador LexAO una secuencia que contiene un motivo GAGA
y dos motivos TELOBOX obtenida a partir del gen ABI3 (a la que denominamos PRE) (Xiao
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et al., 2017). Se generaron dos construcciones, una con la secuencia PRE insertada justo
aguas abajo de LexAO (pLexAO-PRE-355:GUS) y otra con la secuencia PRE insertada justo
aguas arriba del LexAO (pPRE-LexAO-35s-GUS) (Fig. 44). Estas contrucciones se
introdujeron en plantas WT-Col0 obteniéndose las plantas transgénicas LexAO-PRE:GUS y
PRE-LexAO:GUS.

La expresidn de un transgen puede verse afectada, dependiendo del lugar de su
insercion en el genoma. Por lo tanto, las lineas transgénicas fueron seleccionadas en base
a una adecuada expresion del gen reportero GUS. Para ello, se midié la actividad GUS en
plantulas T2 de diferentes lineas transgénicas T1 de LexAO:GUS, PRE-LexAO:GUS y PRE-
LexAO:GUS. Todas las lineas obtenidas presentaban altos niveles de expresiéon de GUS,
por lo tanto, se elegié una de las que tenian mayor expresién para cada linea transgénica.

La segunda construccion consiste en la fusién entre una secuencia de 252 pb
correspondiente al dominio de uniéon a DNA de la proteina LexA bacteriana (LexABD)
(Schaumberg et al., 2015) y el cDNA del gen de interés. Las construcciones se generaron
bajo el control del promotor constitutivo G10-90. Se introdujo el promotor G10-90, la
fusion LexABD-cDNA y el terminador OCTOPINE SYNTHASE (OCS) en este orden, en el
vector binario pPZP211. Se generaron las construcciones conteniendo una bateria de
diferentes componentes PcG y factores de interés. Esta tesis se centra en el andlisis de las
proteinas de fusion LexABD y AtBMI1A, AtRING1B, VAL1 y el dominio EAR fusionado a la
sefial de localizacidn nuclear (NLS) de la proteina VAL1.

Estas construcciones se introdujeron en plantas WT-Col0 obteniendose las
plantas transgénicas WT/LexABD-AtBMI1A (BD-AtBMI1A), WT/LexABD-AtRING1B (BD-
AtRING1B), WT/LexABD-VAL1 (BD-VAL1), y WT/LexABD-EAR (BD-EAR). Se seleccionaron
aquellas plantas que expresan la proteina de fusidn mediante analisis de Western blot
utilizando el anticuerpo anti-LexABD.

Fusién quimérica
Magquinaria
Prom G10_ 90 I.exABD’ cDNA | ocs | de represion

Proteina |
= de fusién

Promotor Represible i

Ermp I — - I

Figura 5:Esquema representativo del sistema de recapitulacion sintética. (a) Diagrama de la construccion de
la fusiéon quimérica y la construccion del promotor sintético represible conteniendo 4 sitios de unién de LexA
(operadores, LexAQ) insertados en el promotor CaMV 35S. (b) Representacién esquematica del sistema de
recapitulacion sintética. Las proteinas de fusion LexABD-PcG se unen a los sitios de union LexAO y reclutan la
maquinaria PcG.

4xLexAD
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Para tener los insertos del promotor sintético y la proteina de fusidn en la misma

planta, se cruzaron las distintas plantas obteniendo las lineas transgénicas: LexAO/BD-
AtBMI1A, LexAO/BD-AtRING1B, LexAO/BD-VAL1 y LexAO/BD-EAR.
Ademas, se cruzaron las plantas que contienen el promotor represible PRE-LexAO:GUS y
LexAO-PRE:GUS con las plantas BD-AtBMI1A, BD-AtRING1B y BD-VAL1 para obtener las
plantas PRE-LexAO/BD-AtBMI1A, PRE-LexAO/BD-AtRING1B, PRE-LexAO/BD-VAL1, LexAO-
PRE/BD-AtBMI1A, LexAO-PRE/BD-AtRING1B, LexAO-PRE/BD-VAL1.

3. METODOS DE ANALISIS Y MANIPULACION DE PROTEINAS

3.1. Extraccidon de proteinas totales

Con el fin de comprobar si las plantas transgénicas contenian las construcciones
de proteinas de fusidn a LexABD, se realizd una extraccidon de proteinas totales para su
posterior andlisis mediante Western blot.

Para la extraccién de las proteinas se recogieron 100 mg de tejido y se congelaron
en nitrégeno liquido inmediatamente. El tejido se macerd en nitrégeno liquido y se le
afiadié un volumen de 200 pl de tampdn de extraccion de proteinas (50 mM Tris-HCl pH
8.0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% NPO4, 0.45% deoxicolato de sodiol% SDS)
suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas (PIC, Roche) al 1X y PMSF (1
mM). Después, se centrifugd durante 20 min a 20000 g a 4°C. Se recogio el sobrenadante
y se le afladié tampdn de carga de proteinas (LAEMMLI, 1970). Las muestras se cargaron
en un gel de acrilamida después de hervirlas durante 10 min a 98°C.

3.2. Electroforesis de proteinas en geles de SDS-poliacrilamida

Los extractos de proteinas se analizaron mediante la separacién de las proteinas
por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (1970). Se prepararon las dos partes
del gel: el gel separador (10 % (v/v) de acrilamida:bis-acrilamida 29:1, DCS al 0,1 % (p/v)
en tampédn Tris-HCl 0,375 M pH 8,8) y el concentrador (4 % de acrilamida, DCS al 0,1 %
(p/v) y Tris-HCI 0,125 M pH 6,8). Ambos geles se polimerizaron con persulfato de amonio
(APS) al 0,5 % (p/v) y TEMED 6,6 M.

Para cargar las muestras de proteinas, se mezclaron con tampdn de carga
(LAEMMLI, 1970) y se hirvieron durante 10 minutos a 98°C para desnaturalizar las
proteinas. Después, las muestras se cargaron en los pocillos del gel. En un pocillo
adicional, se cargd un marcador de peso molecular de proteinas (bioBLU Prestained
Protein Ladder, gTPbio). La electroforesis se realizé a un amperaje constante de 20 mA
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por gel, utilizando un tampdn de electroforesis Tris-Glicina (Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina
0,19 My SDS 0,1 % (p/v)).

3.3. Analisis mediante Western blot

Para la deteccién de las proteinas utilizando anticuerpos, las proteinas separadas
se transfirieron a una membrana de polivinilideno fluoride Immobilon-P, PVDF (Millipore)
en un sistema de transferencia semi-seco (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Biorad)
segun las recomendaciones del fabricante. Antes de la transferencia, la membrana se
activé sumergiéndola en metanol al 100 % durante 45 segundos, se lavé con agua
destilada y se sumergié en el tampdn de transferencia (Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), glicina
0,19 M, metanol 20% (v/v)). La transferencia se realizé en las condiciones siguientes: 25
V, 1,3 mA, durante 10 minutos. Después, la membrana se bloqued sumergiéndola en
metanol al 100 % y se dejo secar durante 30 minutos a 37°C o durante toda la noche a
temperatura ambiente. La membrana se incubd durante 2 horas con el anticuerpo
primario anti-lexABD a una dilucién 1:1000 preparado en una solucion de TBS (Tris-HCI 20
mM (pH 7,5), NaCl 150 mM) con 5 % (p/v) de leche en polvo. Después se realizaron 3
lavados de 5 minutos con una solucién de TBSt (TBS y Tween 0,1 % (v/v)), para eliminar
los anticuerpos unidos de forma inespecifica. A continuacion, se incubd con el anticuerpo
secundario preparado en una solucién de TBS con 5 % (p/v) de leche en polvo, durante
una hora en agitacién. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con una solucién
de TBSt (TBS + Tween 20%). El anticuerpo secundario esta unido a la enzima peroxidasa
que nos permite detectar el complejo antigeno-anticuerpo. El revelado se realizd
mediante una reaccidon quimioluminiscente utilizando el reactivo de deteccién comercial
ECL Select™ Amersham™ segun las indicaciones del fabricante. Las membranas se
visualizaron en el sistema ChemiDoc™ Imaging System (BioRad)

4. Inmunoprecipitacidon de cromatina

El protocolo de la inmunoprecipitacién de cromatina estd basado en el protocolo
publicado previamente (Yang et al., 2013).

4.1. Fijacion del material vegetal

Se recolectd 1 g de plantulas de 7 dias. El tejido fue fijado en una solucién de
formaldehido al 1% por infiltracidon al vacio durante 20 minutos. La fijaciéon se pardé
afiadiendo una solucién de glicina a una concentracién final de 0,125 My aplicando vacio
durante 10 min. Tras esto, el tejido fue lavado tres veces con agua destilada, y tras
eliminar el exceso de agua, se congelé y se almacené a -80°C.

4.2. Aislamiento de la cromatina
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4.2.1. Extraccion de ntcleos

El tejido fijado se macerd en nitréogeno liquido hasta obtener un polvo fino
utilizando un mortero. Seguidamente, el polvo se resuspendié en 25 ml de tampdn de
extraccion 1 (Tris-HCI 10 mM (pH 8), sacarosa 0,4 M, MgCl2 10 mM, B-Mercaptoetanol 5
mM, PMSF 0,1 mM) manteniéndolo en hielo hasta su completa descongelacién. Después,
la suspension se filtré pasandola por doble capa de Miracloth (Merck) y se centrifugd a
2100 g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se desechd y el precipitado se
resuspendié en el tampdn de extraccion 2 (Tris-HCl 10 mM (pH 8), sacarosa 0,25 M, MgCl2
10 mM, Triton X-100 1% (v/v), B-Mercaptoetanol 5 mM, PMSF 0,1 mM), incubandose 10
minutos en hielo. Seguidamente, se centrifugé a 5000 g durante 10 minutos a 4°C. Se
repitié una vez mas el lavado con el tampdn de extraccién 2.

4.2.2. Lysis de los nucleos y sonicacion de cromatina

El precipitado se resuspendid en 600 pl de tampdn de lisis (Tris-HCl 20 mM (pH 8),
NaCl 150 mM, SDS 0,1% (v/v), Triton X-100 1% (v/v), EDTA 2 mM). Para fragmentar la
cromatina y obtener fragmentos de DNA entre 0,5-0,2 Kb, la solucion de cromatina se
sometié a 11 ciclos de sonicaciéon de 30 segundos ON/OFF en el Bioruptor® Pico
(Diagenode). Después de la sonicacion, la muestra se centrifugd a 16000 g durante 10
minutos y se recogié el sobrenadante (cromatina sonicada).

4.2.3. Inmunoprecipitacion
» Unidn del anticuerpo

La cromatina sonicada se dividié en dos alicuotas de 300 ul y una de 30 pl que se
reservd como Input. Las alicuotas de 300 ul se utilizaron para la inmunoprecipitacién
(muestras IP), para ello, se afiadio 1 ul del anticuerpo correspondiente a cada muestra y
se incubd a 4°C en continua agitacién durante 16 horas.

» Bloqueo de las perlas Protein A Sepharose (GE Healthcare)

Las perlas de Protein A Sepharose tras ser hidratadas en tampdn de lisis se
incubaron con Seroalbdmina bovina (BSA) a una concentracion final de 10 mg/mly DNA
fragmentado (Salmon Sperm DNA sheared, Invitrogen) a 10 mg/ml a 4°C durante toda la
noche para bloquear posibles uniones inespecificas. Después, se lavaron 3 veces con el
tampodn de lisis y se resuspendieron en un volumen del mismo tampdn para obtener una
suspension de perlas al 50 %.
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» Captura de los inmunocomplejos

Para recuperar los inmunocomplejos formados, se afiadieron 60 pl de la
suspension de perlas a las muestras IP y se incubaron 2 horas a 4°C con agitacién. Después,
se lavaron con 1 ml de los siguientes tampones en el siguiente orden:

1- Tampén de lisis (con baja concentracidon de sales) (Tris-HCI 20 mM (pH 8), NaCl 150 mM,
SDS 0,1% (v/v), Triton X-100 1% (v/v), EDTA 2 mM).

2- Tampodn con alta concentracidn de sales ((Tris-HCI 20 mM (pH 8), NaCl 500 mM, SDS
0,1% (v/v), Triton X-100 1% (v/v), EDTA 2 mM).

3- Tampdn LiCl (Tris-HCl 10 mM (pH 8), NaCl 150 mM, NP-40 1% (v/v), Desoxicolato de
sodio 1% (p/v), EDTA 1 mM).

4- Tampén TE (Tris-HCI 10 mM (pH 8), EDTA 1 mM).

Después de cada lavado se centrifugd a 800 g durante 1 minuto y se retird el tampdn con
cuidado de no coger las perlas.

» Elucion y reversion de la fijacién de la cromatina

Para liberar los inmunocomplejos, se afiadid a las perlas un volumen de 250 ul de
tampdn de elucién (SDS 1% (v/v), NaHCO3 0,1 M) recién preparado y se incubé a 65°C
durante 30 minutos con agitacién (800 RPM) utilizando el incubador Eppendorf
Thermomixer. Tras la incubacidn, se llevd a cabo una centrifugacién de 5 minutos a 3000
g para recoger el sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo. Al Input de cromatina se le
afiadié un volumen de 220 ul de tampdn de eluciéon. Tanto a las muestras IP como al Input
se les afiadié un volumen de 10 pl de NaCl 5 M y se incubaron a 65°C durante toda la
noche para revertir la fijacién.

4.2.4. Purificacion del DNA: Extraccion Fenol-Cloroformo

Tras revertir la fijacién, cada muestra se tratd con 10 pug de RNase A durante 60
min a 37°Cy seguidamente con 20 pg de Proteinasa K durante 1 hora a 45°C para limpiar
el DNA inmunoprecipitado de proteinas y RNA. Seguidamente, se afiadid el mismo
volumen (250 pl) de una solucidn Fenol/cloroformo/isoamilo a (24:1:1) se agit6 con vortex
y se centrifugd a alta velocidad durante 15 minutos. La fase acuosa se pasé a un tubo
nuevo y se le afladieron 20 pg de glucégeno que actuard como agente coprecipitante en
la posterior precipitacion del DNA. La precipitacion del DNA se llevo a cabo afiadiendo 2,5
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volumenes (625 pl) de etanol al 100% frio a cada muestra e incubando 2 horas a -80°C.
Después, las muestras se centrifugaron a alta velocidad a 4°C durante 30 minutos para
recoger el DNA precipitado. EI DNA se lavd dos veces con etanol al 70% y se secd utilizando
el desecador al vacio. Finalmente, se afiadieron 50 pl de TE para resuspender el DNA.

5. Determinacidn de la actividad B-glucuronidasa (GUS): Ensayo fluorimétrico MUG

La actividad de la B-glucuronidasa (GUS) se cuantificé utilizando el reactivo 4-
methylumbelliferyl B-D-glucuronide (4-MUG) como sustrato que tras su hidrolisis por la
actividad de GUS genera un compuesto fluorescente; el 4-metil-unbeliferona (4-MU).

Para realizar el ensayo de cuantificacién de actividad GUS a larga escala, se
optimizé el método descrito previamente (Blazquez, 2007) disminuyendo el tiempo de
ensayo y de manipulacién.

En cada pocillo de una placa de 96 de fondo negro, se sumergid una plantula
(recogida 7 dias después de la germinacién, 7 DAG) en 150 pl de tampdn de lisis (tampdn
fosfato 50 mM (pH 7), EDTA 10 mM, Triton X-100 0,1 % (v/v)) conteniendo 4-MUG 1 mM.
Después de incubar durante 90 minutos a 37°C, se afiadieron 50 ul de una solucién de
carbonato sédico (Na>COs) 1 M para parar la reaccidn. Se cuantificé la fluorescencia del
4-MU producido midiendo directamente en un lector de microplacas Varioskan LUX
Multimode Microplate Reader (Thermo Fisher), utilizando una excitacién a 365 nm vy
midiendo la emision a 455 nm.

6. Analisis transcriptomico masivo basado en datos de RNA-seq

6.1. Disefo experimental y secuenciacién masiva

El disefio experimental de nuestro analisis consistié en dos réplicas bioldgicas
independientes de cada genotipo (WT-ColO, atbmila, atbmilb, atbmila/by atbmila/b/c)
ya que en analisis previos se ha comprobado que este numero de réplicas bioldgicas son
suficientes para capturar la variabilidad en muestras de RNA-seq (Conesa et al., 2016).
Para la extraccion del RNA se utilizé el kit ISOLATE Il RNA Plant (Bioline), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La calidad y la concentracién del RNA se comprobaron
mediante la cuantificacién fotométrica utilizando el Espectrofotémetro NanoDrop™. La
preparacion de la libreria se llevé a cabo segun las instrucciones del fabricante (TruSeq
RNA Sample Prep Kit v2, Illumina). La secuenciacion de las librerias se realiz6 con el
secuenciador Illumina HiSeq 2000, produciendo aproximadamente una media de 15
milliones de lecturas emparejadas (paired-end) de 100 pb para cada muestra. Estos datos
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estan disponibles en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus) bajo el nimero de
acceso GSE83568.

6.2. Flujo de trabajo: Protocolo TUXEDO

El flujo de trabajo seguido para analizar los datos masivos secuenciados se basa
en el protocol TUXEDO (Trapnell et al., 2012) implementado en scripts para computacién
de altas prestaciones usando el sistema de gestidn de colas en clisteres de ordenadores
SGE (Sun Grid Engine). Para el control de calidad de las lecturas, se utlilizé la herramienta
FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/) y se determind la

calidad por pares de bases. Todas las muestras analizadas fueron de alta calidad, y no fue
necesario pre-procesar las lecturas para eliminar las lecturas de baja calidad (Fig. 13).

El genoma de referencia de Arabidopsis thaliana Col-0 y la anotacion de los transcritos
fueron descargados de la base de datos Phytozome (TAIR10) en formato fastq y GTF
[(Gene Transfer Format, (Goodstein et al., 2012)], respectivamente. La construccion del
indice del genoma de referencia para facilitar la fase de alineamiento de lecturas cortas
se llevd a cabo con la herramienta Bowtie (Langmead et al., 2009). El alineamiento de las
lecturas al genoma de referencia, el ensamblado de transcritos y la estimacidn de la
expresidon génica se realizaron utilizando las herramientas TopHat, Cufflinks y Cuffdiff
(Trapnell et al., 2012) usando los parametros por defecto. Se obtuvo un alto porcentaje
de alineamientos concordantes entre lecturas cortas emparejadas (Tabla 3). Las lecturas
fueron alineadas al genoma de referencia utilizando TOPHAT que a su vez hace uso del
alineador ultra-rapido de lecturas cortas BOWTIE posibilitando la existencia de los huecos
en el alineamiento causados por intrones. Con las secuencias alineadas, se realizé un
ensamblado de transcritos para cada muestra utilizando CUFFLINKS que también
cuantifica los niveles de expresién de cada transcrito en la muestra. Para poder estimar la
expresion diferencial de los transcritos, todos los transcritos ensamblados en las
diferentes muestras se combinaron integrandolos y unificandolos en el mismo fichero GTF
con la herramienta CUFFMERGE. Para calcular la expresion diferencial y la significancia
estadistica comparando las diferentes condiciones se utilizé la herramienta CUFFDIFF. Los
niveles de expresion génica se estimaron en fragmentos por kilobase de exon por millén
de lecturas mapeadas (FPKM) (Mortazavi et al., 2008).

Se usé CummeRbund (Goff, Trapnell y Kelley, 2014), un paquete de R de
Bioconductor (http://www.bioconductor.org/) para el analisis posterior de los datos y la

representacion grafica de los resultados. Debido al efecto masivo en algunos de los
mutantes analizados y con el objetivo de descartar posibles efectos secundarios, los genes
expresados de forma diferencial fueron seleccionados como aquellos genes que
presentan una expresion diferencial con un factor de cambio (del inglés fold change, FC)
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mayor de 4 cuando se compara con WT y un g-valor < 0,05 (p-valor correjido segun
Bejamini-Hochberg). Los diagramas de Venn que comparan los diferentes grupos de genes
que se expresan de forma diferencial se generaron con la herramienta Venny
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) y la significancia estadistica de las

intersecciones con los genes marcados con H3K27me3 se determinaron usando el test
exacto de Fisher.

Genoma de
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(" Anotacién de indice del

transcritos enoma Muestra.fg FASTQC
A —
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I

/
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i
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Figura 6: Flujo de trabajo del protocolo TUXEDO. Representacion esquematizada de los pasos seguidos para
el andlisis de datos de RNA-seq. El genoma de referencia se obtuvo de la base de datos Phytozome (TAIR 10).
El analisis de la expresidn génica medida por FPKM se realizé mediante el alineamiento de las secuencias
cortas al genoma de referencia utilizando las herramientas Bowtie y Tophat. El ensamblado de los transcritos
y la generacién del transcriptoma completo se llevaron a cabo mediante Cufflinks y Cuffdiff. El andlisis de la
expresion diferencial y las representacionces graficas se realizaron con el paquete de R CummeRbund.
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El enriquecimiento funcional en términos de ontologia de los diferentes conjuntos
de genes expresados de forma diferencial se realizé utilizando las herramientas AgriGO
(Du et al., 2010) y el paquete de bioconductor de R ClusterProfiler (Yu et al., 2012). La
redundancia en los enriquecimientos funcionales anteriores se elimind y visualizé usando
ReViGO (Supek et al., 2011).

Se realizd un analisis de componentes principales (PCA) para comprobar que los
datos eran de buena calidad y las muestras se agrupaban segun los distintos genotipos.
Para ello, se usd la funcidn basica del paquete base de R prcomp realizando un escalado
previo de los datos para obtener datos normalizados con media cero y desviacion tipica
1.

6.3. Andlisis de Clustering

El andlisis de agrupamiento o clustering (Anexos 1 y 2) se realizé usando el
algoritmo de clustering jerarquico implementado en la funcidn hclust del paquete cluster
de R tomando como datos de entrada los datos normalizados de la expresién génica
medidos en FPKM. La visualizacién de los grupos de genes (clusteres) se realizd usando la
funcién heatmap del paquete base de R.

6.4. Andlisis del enriquecimiento de motivos de DNA en los promotores

Se utilizdé la herramienta software HOMER [(Hypergeometric Optimization of
Motif EnRichment; (Heinz etal., 2010)] para la deteccion de motivos de DNA
significativamente enriquecidos en los promotores de genes de interés. Especificamente
se utilizé la funcion findMotifs.pl usando las bases de datos de motivos de uniéon de DNA
para plantas AGRIS (Davuluri et al., 2003), JASPAR (Sandelin, 2004), y AthaMap (Steffens,
2004). El script findMotifs.pl se utilizé con los parametros por defecto para detectar los
motivos de 6,7,8 y 9 pb de longitud. En todos los andlisis se usé como fondo para
determinar el enriquecimiento, el conjunto total de los promotores de todos los genes
anotados de Arabidopsis thaliana (TAIR10). Se definieron los promotores de los genes
como la secuencia de DNA de 1000 pb que se encuentra aguas abajo del coddn de inicio
del gen correspondiente.

Para determinar la proximidad de los motivos ABREYy GT-box, primero se
identificaron las localizaciones de los motivos ABRE en los promotores y después se
extrajeron las secuencias de DNA de 100 pb aguas arriba y aguas abajo del centro del
motivo ABRE. Se llevd a cabo un analisis de enriquecimiento del motivo GT-box en estas
secuencias de DNA utilizando la funcién findMotifsGenome.pl utilizando los parametros
por defecto. Las significancias del solapamiento entre los motivos se llevaron a cabo como
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un anadlisis de enriquecimiento de la secuencia de DNA que resulta de la combinacién de
los dos motivos. Las secuencias de DNA utilizadas en este analisis fueron descargadas
utilizando la funcionalidad BioMart asociada a Phytozome (Goodstein et al., 2012).

7. Analisis de posicionamiento y ocupacion de nucleosomas basado en analisis de
MNasa-seq

7.1. Protocolo de digestion con MNasa

7.1.1. Extraccion de nucleos

Se recolecté 1 g de plantulas de 7 DAG de edad y se congelé inmediatamente en
nitrégeno liquido. Para extraer los nucleos se siguid el protocolo descrito en la seccion
4.2.1.

7.1.2. Tratamiento con MNasa

El extracto de nucleos se resuspendié en el tampdn de digestidn (Tris-HCI 5 mM
pH 8, CaCl2 0,5 mM, NaCl 5 mM, BSA 1X, 2 pl de RNase A, PIC 1X) y se digirié con 1
unidad/ul de nucleasa micrococcal MNase (NEB) durante 10 minutos a 37 2C. Transcurrido
este tiempo, se afiadieron EDTA y SDS para una concentracion final de 20 mM y 1% (v/v),
respectivamente, para parar la digestion.

7.1.3. Extraccidn y precipitacion del DNA

La muestra se traté con 10 pug de RNase A durante 1 hora a 37 2C y seguidamente
con 20 ug de Proteinasa K durante 1 hora a 65 2C. Después, se afiadié el mismo volumen
de una solucion Fenol/cloroformo/isoamilo a (24:1:1), se agité con vortex y se centrifugd
a alta velocidad durante 5 minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa se pasé a un
tubo nuevo, se le afiadieron 60 pl de acetato sédico 3 My 2,5 volumenes de etanol 100%
y se incubé durante 2 horas a -20 2C. Después, la muestra se centrifugé a alta velocidad
durante 30 minutos y el precipitado obtenido se limpid dos veces con etanol al 70 %. Se
elimind todo el etanol de la muestra en un desecador al vacio y finalmente, el DNA se
resupendié en 50 pl de agua Milli-Q.

7.1.4. Purificacion del DNA

El DNA digerido fue separado en un gel de agarosa Certified Low Melt Agarose
(BioRad) al 2% pretefiido con SYBR-safe. Después, la banda conteniendo los fragmentos
correspondientes a la fraccién mononucleosomal (aproximadamente 150 pb) se corté del
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gel y se purificd utilizando ISOLATE Il PCR and Gel Kit (Bioline) siguiendo el protocolo
descrito en el manual.

7.2. Preparacion de la libreria y secuenciacion

La libreria se prepard utilizando el kit TruSeq DNA Sample Prep Kit siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante (lllumina).

La secuenciacion de las librerias de dos réplicas biolégicas de cada genotipo se
llevo a cabo mediante el secuenciador lllumina HiSeq 4000 de. La tabla 1 muestra el
numero de lecturas emparejadas de 50 pb que se obtuvieron en cada muestra.

Tabla 1: Numero de lecturas obtenidas en cada réplica.

Muestra Numero de lecturas

WT repl 44456648

WT rep2 50458445
atbmil a/b/c repl 61043019
atbmil a/b/c rep2 50011049

7.3. Procesamiento de los datos de MNase-seq

El control de calidad de los datos de secuenciacion recogidos en ficheros fastq se
llevd a cabo utilizando la herraminenta software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastac/).

Las lecturas fueron alineadas al genoma de referencia TAIR10 (Lamesch et al.,
2012) utilizando BOWTIE (Langmead et al., 2009) permitiendo un error de 2 nucleétidos,
produciendo un alto porcentaje de alineamientos en todas las muestras como viene
detallado en la tabla 2. De esta forma se generaron ficheros en formato BAM.

Por una parte, estos ficheros BAM se usaron para la determinacion de los picos
correspondientes a la localizacidon de nucleosomas en los dos genotipos. Para ello, se
utilizé la funcién Dpos de la herramienta DANPOS2 (Chen et al., 2015) eliminando los
duplicados con el pardmetro clonalcut. La representacion de la comparativa de la
ocupacion de los nucleosomas detectados se realizé a través de graficos de nubes de
puntos (scatterplots) con un script de R desarrollado para tal efecto.
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Tabla 2: Porcentaje de alineamiento de lecturas cortas al genoma de referencia TAIR10

Muestra Porcentaje de alineamiento
WT repl 81,72%
WT rep2 81,06%

atbmil a/b/c repl 79,06%

atbmil a/b/c rep2 77,99%

Por otra parte, los ficheros BAM alineados se limpiaron eliminando los duplicados
utilizando la herramienta samtools rmdup (Li et al., 2009), los ficheros BAM resultantes
se convirtieron en ficheros WIG utilizando el paquete de R nucleR (Flores y Orozco, 2011),
disponible en Bioconductor. Para convertir los ficheros BAM a ficheros WIG, primero se
importaron los ficheros BAM en R, las lecturas se procesaron utilizando la funcion
processReads recortando cada lectura a 40 pb alrededor de su diada utilizando el
parametro trim=40. A continuacidn, se utilizé la funcion filterFFT del paquete nucleR para
eliminar el ruido y suavizar la curva que representa el conteo de lecturas en cada posicion
a lo largo de los cromosomas con el pardmetro pcKeepComp=0.01. Finalmente, los
resultados se exportaron en ficheros WIG utilizando la funcién export.wig.

Para generar los perfiles de ocupacién medios de los nucleosomas en los distintos
conjuntos de genes, se utilizd la instruccién Dprofile de la herramienta DANPOS2
utilizando como datos de entrada los ficheros WIG generados en el paso anterior y los
conjuntos de genes correspondientes. La informacidn necesaria sobre estos conjuntos de
genes se extrajo utilizando el paquete de R TxDb.Athaliana.BioMart.plantsmart28 de
Bioconductor. La representacién grafica final de los perfiles medios de ocupacién se
generd utilizando un script de R desarrollado de forma especifica para este fin. Ademas,
la ocupacién media se visualizo utilizando mapas de calor usando la funcién heatmap del
paquete base de R.

La determinacion de la posicién ocupada con mayor probabilidad por el
nucleosoma +1 se llevd a cabo identificando el punto donde se alcanzaba el maximo de la
ocupacion dentro del pico observado para cada conjunto de genes. Las distribuciones
globales del posicionamiento del nucleosoma +1 se visualizaron mediante gréaficos de
cajas y bigotes usando la funcion boxplot del paquete base de R. La normalidad de estos
datos se estudié usando el test de Shapiro-Wilk implementado en la funcién shapiro.test.
Puesto que los datos fueron no-normales, se aplico el test de Mann-Whitney-Wilcoxon
usando la funcién wilcox.test para determinar la significancia de las diferencias
observadas entre los diferentes grupos de genes.
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La ocupacién de la regidn libre de nucleosomas se determiné para cada conjunto
de genes calculando el drea bajo la curva del correspondiente perfil de ocupacién usando
la funcién auc del paquete de R AUC. De forma similar a lo anteriormente descrito, se
representd la distribucidn global y se analizé la significancia de las diferencias observadas.
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Figura 7: Flujo de trabajo del andlisis de MNase-seq
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1.INTRODUCCION

CAPITULO I: Redes de regulacion de los componentes PRC1
1. Introduccion

Las proteinas PcG son necesarias para mantener la identidad celular y controlar
las transiciones de fase durante el desarrollo en Arabidopsis (Holec y Berger, 2012).
Prueba de ello son las anormalidades fenotipicas severas que presentan los mutantes en
las diferentes subunidades de los complejos PRC1y PRC2 (Chanvivattana, 2004; Aichinger
et al., 2009; Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010; Bouyer et al., 2011; Yang et al., 2013).
Estos complejos, al igual que en animales, incorporan modificaciones en las histonas para
regular la expresidn génica.

La trimetilacion de la histona H3K27 (H3K27me3) es mediada por los
componentes del complejo PRC2, CURLY LEAF (CLF), SWINGER (SWN) o MEDEA (MEA),
gue constituyen distintos complejos PRC2. Mientras que CLF y SWN forman parte de los
complejos PRC2 durante el desarrollo del esporofito, MEA confiere la actividad enzimatica
al complejo durante el desarrollo del gametofito y la formacion inicial de la semilla. Las
proteinas CLF y SWN muestran un papel redundante durante el desarrollo, de tal forma
que el doble mutante clf/swn tiene un fenotipo mas severo que los mutantes simples; sin
embargo, esta redundancia es parcial puesto que SWN no puede rescatar el fenotipo de
floracion temprana vy las hojas curvadas del mutante clf (Chanvivattana et al., 2004). La
pérdida de funcidn de CLF y SWN lleva a una de-diferenciacion celular dando lugar a unas
estructuras similares a los callos (Aichinger et al., 2009).

Los distintos complejos PRC2 acttan en diferentes procesos y la especificidad de
cada uno viene determinada por las proteinas FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2
(FIS2), VERNATIZATION 2 (VRN2) y EMBRYONIC FLOWER 2 (EMF2). El complejo FIS2-PRC2
actua especificamente durante el desarrollo del gametofito femenino y de la semilla. En
los mutantes fis2, mea y fie el endospermo se desarrolla en ausencia de la fertilizacion, lo
que da lugar a que el desarrollo del embrién se detenga, y por tanto no se producen
semillas viables (Ingouff, Haseloff y Berger, 2005; Rodrigues et al., 2010; Hehenberger
etal., 2012; Schmidt et al., 2013; Hands, Rabiger y Koltunow, 2016). Estos mutantes
sobre-expresan los genes con el dominio MADS-box PHERES 1 (PHE1) y AGL62 implicados
en el desarrollo de semilla (Kéhler et al., 2003; Kradolfer, Hennig y Kohler, 2013; Forderer,
Zhou y Turck, 2016).

A diferencia de FIS2-PRC2, los complejos VRN2-PRC2 y EMF2-PRC2 participan en
la regulacién del desarrollo del esporofito (Gendall et al., 2001; Yoshida et al., 2001,
Chanvivattana et al., 2004; Schonrock et al., 2006; Wood et al., 2006; De Lucia et al., 2008;
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Jiang et al., 2008; Derkacheva et al., 2013; Li et al., 2016). El complejo VRN2-PRC2 regula
el tiempo de floracidn mediante el mantenimiento de la represion estable de FLOWERING
LOCUS C (FLC) después de la vernalizacidon (Gendall et al., 2001; Chanvivattana et al.,
2004; Butenko y Ohad, 2011), consistente con ello, en los mutantes vrn2 después del
tratamiento con frio los niveles de expresion de FLC estan elevados (De Lucia et al., 2008;
Forderer, Zhou y Turck, 2016). Por el contrario, los mutantes severos emf2 forman una
flor terminal inmediatamente después de la germinacion sin pasar por la fase vegetativa
del desarrollo. Este fenotipo es causado por la activacion de genes de floracion como
APETALA 1 (AP1), AP3, PISTILLATA (Pl) y AG (Sung et al., 1992; Yang, Chen y Sung, 1995;
Kinoshita et al., 2001; Chanvivattana et al., 2004; Calonje et al., 2008; Bouyer et al., 2011).

Las proteinas AtBMI1 (A, B o C) y AtRING1 (A o B) constituyen el médulo del
complejo PRC1 que cataliza la monoubiquitinaciéon de la histona H2A en la lisina 121
(H2AK121ub). Los mutantes simples atbmila o b y atringla o b presentan un fenotipo
similar al silvestre (WT-like), sin embargo, los mutantes dobles atbmila/b y atring a/b
presentan alteraciones fenotipicas importantes, lo que indica un cierto grado de
redundancia entre los diferentes paralogos; sin embargo, no se sabe si, como en el caso
de los componentes de PRC2, los distintos paralogos muestran una cierta especificidad
por un conjunto de dianas (Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010; Yang et al., 2013).

Mientras que los genes AtBMI1Ay B se expresan en todos los érganos de la planta,
AtBMI1C se expresa Unicamente durante el desarrollo del endospermo, estambre y raiz
(Li etal., 2011; Bratzel etal., 2012). Curiosamente, la expresion de AtBMIIC en el
endospermo tiene lugar a partir del alelo materno, mientras que en el estambre y raiz se
expresa bialelicamente (Bratzel et al., 2012). La descendencia de las plantas atbmila”b”"
c”" presenta semillas abortadas y plantas con un fenotipo similar a atbmila/b en las
partes aéreas, pero con defectos mas severos en la raiz (Yang et al., 2013). Sin embargo,
la sobre-expresion de AtBMI1C es capaz de recuperar parcialmente los defectos de la raiz
en los mutantes atbmila/b (Bratzel et al., 2010; Yang et al., 2013).

La pérdida de funcién de AtBMI1 conduce a la desrepresién de caracteres
embrionarios tras la germinacién como consecuencia de la sobre-expresién de los genes
de maduracién de semilla (e.g. FUSCA 3 (FUS3), LEAFYCOTYLEDON 1 (LEC1), ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 3 (ABI3)). También se produce una expresion ectdpica de los reguladores de
las células madre (e.g. WUSCHEL (WUS), WUSCHEL-related homeo- box 5 (WOX5)) (Bratzel
etal.,, 2010). Curiosamente, estos mutantes muestran un fenotipo similar a aquel
presentado por los mutantes de PRC2 (Chanvivattana et al., 2004; Aichinger et al., 2009).
Los mutantes atringl a/b también presentan una desregulaciéon del programa

-52-



1.INTRODUCCION

embrionario (Chen et al., 2010), indicando que AtBMI1, AtRING1 y PRC2 regulan un
subgrupo comun de genes diana.

b
atbmila/b atbmila/b/c

severo intermedio debil

vall/2

Figura 8: Fenotipos de los mutantes PRC1. (a) Fenotipos de los mutantes dobles atbmila/b a los 10 dias
después de la germinacidn (DAG). Los mutantes atbmila/b presentan un gradiente de fenotipos que va desde
el severo al mas débil. (b) Fenotipo del triple mutante atbmila/b/c a los 10 DAG (panel superior) y a los 30
DAG (panel inferior). (c) Fenotipo de WT-Col0O a los 10 DAG. (d) Fenotipo del mutante emf1-2 a los 10 DAG.
(e) Fenotipo del mutante val1/2 a los 10 DAG. Barras =2 mm.

Los mutantes atbmila/b presentan un gradiente de fenotipos que van desde
plantulas con cotiledones blanquecinos cuyo desarrollo se detiene (mutante severo, Fig.
8a), pasando por plantulas con cotiledones verdes pero retorcidos que no pueden generar
hojas verdaderas mas adelante en el desarrollo (mutante intermedio, Fig. 8a), a plantulas
con cotiledones verdes pero retorcidos que generan hojas retorcidas pero que pueden
completar el desarrollo (mutantes débiles, Fig. 8a). Los mutantes severos e intermedios
se quedan detenidos en la fase embrionaria formando estructuras similares a los callos y
generando embriones somaticos (Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010). El hecho de que
exista este gradiente de severidad del fenotipo es debido a la distinta penetrancia del
alelo AtBMI1B (Bratzel et al., 2010). En cualquier caso, el fenotipo de estos mutantes
intermedios sugeria que estas proteinas deben de regular, ademas de la transicion del
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desarrollo embrionario al vegetativo, otros estadios y transiciones a lo largo del
desarrollo.

De acuerdo con esto, distintos datos apuntan a que las proteinas AtBMI1 pueden
estar involucradas en la regulacion del tiempo de floracidn. La sobre-expresion del gen
AtBMI1C bajo el control del promotor CaMV35S produce un incremento de los niveles de
monoubiquitinacion de la histona H2A que resulta en un fenotipo de floracidon temprana.
Por consiguiente, las lineas sobre-expresoras presentan unos niveles bajos del represor
de floracidn FLC y una activacién del gen promotor de la floracién FT, lo que sugiere la
participacion de las proteinas AtBMI1 en el control del tiempo de floracion (Li et al., 2011).
Ademds, se ha demostrado que la pérdida de funcidn de las proteinas AtRING1A da lugar
a un fenotipo de floracién tardia (Shen et al., 2014).

La proteina EMF1 participa en la represion del programa reproductivo en la fase
vegetativa. Los mutantes emf1 se saltan la fase vegetativa del desarrollo y florecen justo
después de la germinacion (Sung et al., 1992; Yang, Chen y Sung, 1995; Kinoshita et al.,
2001). Los mutantes débiles emf1-1 producen unas inflorescencias pequefias después de
la germinacion y algunas flores estériles (Fig. 8d). Todas las hojas son pequenas sin peciolo
y presentan caracteristicas de hojas caulinares. En el mutante severo emf1-2 los érganos
laterales se convierten en carpelos [(Fig. 8e), (Sung et al., 1992; Yang, Chen y Sung, 1995)].
El analisis estructural de los motivos de la proteina EMF1 sugiere que podria tener la
funcién de regulador transcripcional (Moon et al., 2003). Los mutantes emf1 presentan
expresidn ectdpica de varios genes, entre ellos los genes homedticos de floracion como
AP1, AP3, PISTILLATA (PI) y AG (Moon et al., 2003). Curiosamente, los mutantes emf1-1
tienen exactamente el mismo fenotipo que los mutantes emf2, ademas, hay un alto grado
de solapamiento de los genes desregulados en ambos mutantes (Moon et al., 2003),
sugiriendo una cooperacion de EMF1 y EMF2 en la represidn de los genes homedticos de
floraciéon durante el desarrollo vegetativo (Chen etal., 1997). Por otro lado, EMF1
interacciona in vitro con las proteinas AtBMI1A y AtBMI1B (Bratzel et al., 2010).

LHP1 participa en la represidn de la transicion de la fase vegetativa a la fase
reproductiva, y en la vernalizacién. El mutante simple /hp1”" presenta un fenotipo
pleitrépico que incluye hojas de roseta mas pequeifias, estrechas y curvadas hacia arriba,
un peso reducido de la planta (mas de un 50% de reduccidn), floraciéon temprana, una
estructura de flor terminal y silicuas con tamafio mas pequefio (Larsson, Landberg y
Meeks-Wagner, 1998; Gaudin et al., 2001; Kotake et al., 2003). Distintos ensayos han
demostrado que LHP1 interacciona con los componentes del PRC1, AtRING1 y AtBMI1 (Xu
y Shen, 2008; Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010) y también con EMF1 (Wang et al.,
2014), indicando que LHP1 podria formar parte del complejo PRC1 en Arabidopsis. Sin
embargo, LHP1 también co-purifica con el complejo PRC2 (Mylne et al., 2006; H. Wang
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et al., 2016). Ademas, los genes diana de LHP1 responsables del fenotipo del mutante,
son también dianas de los complejos PRC2, incluidos FT, FLC y AG (Kotake et al., 2003;
Mylne et al., 2006; Sung, Schmitz y Amasino, 2006). Por lo tanto, LHP1 podria actuar de
puente entre PRC1 y PRC2 puesto que puede interaccionar con los componentes de
ambos complejos (Feng y Lu, 2017).

Otras proteinas relacionadas con las proteinas PcG son las proteinas VAL
(VP1/ABI3-LIKE) 1/2/3 que pertenecen a una subfamilia de proteinas especificas de
plantas que contienen un dominio B3 (Swaminathan, Peterson y Jack, 2008), que se unen
alos elementos LEC2/ABI3/VP1 también conocidos como elementos RY (CATGCA) (Suzuki,
Wang y McCarty, 2007). Se ha demostrado que las proteinas VAL1/2 y AtBMI1 son
necesarias para la represion del programa de maduracién de semilla tras la germinacion
(Suzukiy McCarty, 2008; Guerriero et al., 2009; Bratzel et al., 2010). De acuerdo con esto,
los mutantes atbmila/b/cy vall/2 presentan el mismo fenotipo (Yang et al., 2013).
Ademas, estudios previos del grupo han demostrado que VAL1/2 interacciona con
AtBMI1A/B in vitro y que son necesarias para la monoubiquitinacidon de H2A en los genes
de maduracién de semilla, indicando que VAL1/2 actla aguas arriba de AtBMI1 en la
represion (Yang et al., 2013). Dado que los promotores de los genes de maduracién de
semilla contienen los elementos RY/Sph, se ha propuesto que las proteinas VAL estan
involucradas en el reclutamiento especifico de PRC1 a estos genes (Yang et al., 2013). De
acuerdo con estos resultados, estudios recientes han demostrado que una mutacion
puntual en una secuencia RY localizada en el primer intron de FLC previene su
silenciamiento epigenético durante la vernalizacion (Questa et al., 2016; Yuan etal.,
2016).

Por tanto, no estaba clara la identidad del PRC1. De acuerdo con estos datos, es
probable que existan distintos complejos dependiendo de la combinacidn de distintas
subunidades. Tampoco estaba claro si los distintos paralogos de AtBMI1, a pesar de que
el fenotipo de los mutantes dobles y triples sugeria que actuan de forma redundante,
podrian desempefiar funciones especificas.
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2. Objetivo

Nos propusimos investigar el papel que desempefian las distintas proteinas
AtBMI1 alo largo del desarrollo, su relacidn con otros componentes de PRC1 y su conexion
con el complejo PRC2.

Distintos resultados apoyan la participacién de las proteinas AtBMI1 en la
regulacién de la transicidn del desarrollo embrionario al vegetativo mediante la represion
de los genes de maduracion de semilla durante la germinacién. Sin embargo, no se habia
investigado en profundidad su posible implicacién en otros procesos o etapas de
desarrollo. Tampoco estaba claro si las distintas proteinas AtBMI1 regulan distintos genes
de forma especifica. Por otro lado, a pesar de que EMF1 y LHP1 participan en la represion
del desarrollo reproductivo durante la fase vegetativa, su papel en la regulacidn de otros
procesos tampoco estaba claro. Es mds, a pesar de que estas proteinas interaccionan con
las proteinas AtBMI1, las grandes diferencias que muestran los fenotipos de los mutantes
atbmil y emfl a priori sugieren que estas proteinas regulan distintos procesos de
desarrollo. Tampoco se conocia si las proteinas AtBMI1 actian siempre en combinacion
con los complejos PRC2 o podrian actuar de forma independiente. Mas aln, a pesar de
que la pérdida de funcién de las proteinas VAL da lugar al mismo fenotipo que el del
mutante atbmila/b/c, y el mutante vallval2 también sobre-expresa los genes de
maduracién de semilla, no se sabe si los factores VAL y AtBMI1 operan juntos en la
regulacién de otros genes.

Con el fin de contestar estas preguntas, se llevd a cabo por un lado la
caracterizacion de los mutantes débiles atbmila/b, y por otro el analisis transcriptomico
de los diferentes mutantes atbmil, asi como el de mutantes en diferentes proteinas PcG
tanto de PRC1 como de PRC2.
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3. Resultados

3.1. La accidn coordinada de AtBMI1 y EMF1 es necesaria para la transicion de la fase
juvenil a la fase reproductiva

El fenotipo que presentan los mutantes atbmila/b y atbmila/b/c severos,
consistente en plantas que tras germinar contindan en estado embrionario, permitié
intuir que las proteinas AtBMI1 jugaban un papel importante en la transicién de la fase
embrionaria a la vegetativa a través de la represidon de los genes embrionarios, pero no
permitia vislumbrar otras posibles funciones. Sin embargo, el hecho de que el alelo
atbmilb manifieste una penetrancia variable llegdndose a expresar en cierta medida en
algunas plantas de forma estocastica (Bratzel et al., 2010), hace que estos mutantes
presenten un gradiente de fenotipos. Tal es el caso que, algunos de estos mutantes, los
mas débiles, son capaces de florecer y generar semillas viables (Bratzel et al., 2010), lo
gue ha resultado ser una ventaja para poder estudiar otros procesos de desarrollo. Cabe
destacar que los mutantes atbmila/b débiles no presentan un fenotipo de floracion
temprana como se ha observado en otros mutantes PcG como emf1 o emf2, lo que es
sorprendente dado que se supone que PRC1 y PRC2 regulan conjuntamente los genes
diana.
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Figura 9: (a) Tiempo de floracién de plantas silvestres WT-Col0y atbmila/b débil. El tiempo se midié en
numero de hojas de roseta producidas a partir del meristemo apical antes de la floracidn; se calificaron 16 a
20 plantas de cada linea. Las barras de error indican la desviacion estandar (SD). (b) Se diferenciaron las hojas
juveniles (J) y de transicion (T) de las hojas adultas (A) por su forma.
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Para estudiar si las proteinas AtBMI1 juegan algun papel en la regulacién del
proceso de floracién, primero analizamos si el tiempo de floracién estaba afectado en los
mutantes atbmila/b débiles. Se compard el tiempo de floracion en dias y en nimero de
hojas de roseta antes de generar el botdn floral entre las plantas mutantes atbmila/b
débiles y WT-Col0O bajo condiciones de dia largo (DL) (Fig. 9a).

Se observo que los mutantes atbmila/b débiles florecian 3 dias mas tarde que las
plantas WT-Col0 y presentaban dos hojas de mas antes de desarrollar el botdn floral (Fig.
9a). Estas hojas presentaban una forma redonda y un peciolo largo (Fig. 9b), que son
caracteristicas de plantas juveniles (Wu et al., 2009), lo que sugeria que estos mutantes
presentaban una fase juvenil prolongada.

La sobre-expresién de miR156 prolonga la fase vegetativa y retrasa la transicion
floral (Hwan Lee, Joon Kim y Ahn, 2012). miR156 esta codificado por ocho genes en
Arabidopsis [MIR156A a MIR156H; (Reinhart et al., 2002)]. Dos de estos genes, MIR156A
y MIR156C han sido identificados como dianas directas del gen de maduracién de semilla
FUSCA3 (FUS3). FUS3 activa la expresion de MIR156A/C durante el desarrollo de la semilla,
y esta expresién es importante después de la germinacion para retrasar la transicion de
la fase juvenil a la fase adulta (Wang y Perry, 2013). Ademas, MIR156A y MIR156C
contienen elementos RY en su extremo 5’ y en el gen, que son los elementos de DNA
reconocidos especificamente por los dominios B3 de unién al DNA (B3 DNA-binding
domain) de la proteina FUS3 (Wang y Perry, 2013).

Puesto que FUS3 estd sobre-expresado en los mutantes atbmil y clf-28/swn-7
pero no en emfl o emf2 [(Yang et al., 2013); Fig. 10a], se analizaron los niveles de los
transcritos de pri-MIR156A/C en estos mutantes (Fig. 10a). En los tres mutantes
atbmila/b, los niveles de pri-MIR156A/C aumentaban de forma dréstica a los 14 DAG,
especialmente en los fenotipos intermedio y severo, y en clf-28/swn-7 (Fig. 10a), pero no
se encontraron alterados en emf1-2 y emf2-2 (Fig. 10a). Ademas, los niveles de los pri-
MIR156 eran similares en los mutantes atringla/by atbmila/b débiles (Fig. 10b), lo que
sugiere que la expresion de miR156 esta regulada tanto por AtBMI1 como AtRING1. Estos
resultados indican que la prolongacién de la fase juvenil en los mutantes atbmila/b
débiles es consecuencia de la sobre-expresion de miR156. Sin embargo, esto podria ser
un efecto indirecto de la expresién ectépica de FUS3 que muestran estos mutantes.

Para determinar si las proteinas AtBMI1 juegan un papel directo en la regulacion
de la expresidon de pri-miR156A/C, se compararon los niveles de las marcas H2AK121ub
en la region del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de MIR156A y MIR156C en plantas
WT-ColOy atbmila/b débil alos 10 DAG. Los resultados mostraron que los niveles de estas
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marcas en MIR156A estaban disminuidos en los mutantes atbmila/b y que los niveles en
MIR156C aparentemente disminuian, aunque la variacién experimental fue grande (Fig.
11a). Puesto que la actividad AtBMI1 se requiere para la deposiciéon de las marcas
H3K27me3 mediada por PRC2 en varios genes diana (Yang et al., 2013), se analizaron los
niveles de las marcas H3K27me3 en el TSS de estos genes (Fig. 11b), encontrandose que
los niveles estaban reducidos en el mutante atbmila/b débil en ambos casos (Fig. 11b);
mas aun, las marcas H3K27me3 desaparecian de estos genes en el triple mutante
atbmila/b/c (Fig. 11b), lo que indica que MIR156A y MIR156C estan regulados
directamente por la maquinaria PcG.
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Figura 10: Los mutantes atbmila/b sobre-expresan MIR156A y MIR156C. (a) Niveles de expresion de pri-
MIR156A, pri-MIR156C, y los genes de maduracidon de semilla LEAFY COTYLEDONI1(LEC1) y FUS3 en los
diferentes mutantes a los 7 y 14 DAG crecidos en condiciones de DL a ZT1. (b) Niveles de expresion de pri-
MIR156A, pri-MIR156Cy FUS3 en WTy mutantes atringla/by atbmila/b alos 14 DAG crecidos en condiciones
de DL a ZT1. Se utilizé ACT2 como control interno. FUS3 y pri-MIR156A/C se sobre-expresan en los mutantes
atringla/b al mismo nivel que en atbmil débiles.

En la transicidn de la fase juvenil a la adulta, las plantas adquieren la competencia
para florecer. En condiciones normales, conforme avanza la edad de la planta, los niveles
de miR156 se reducen y aumenta la expresién de SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE (SPL). SPL9 activa la expresion de pri-MIR172b que a su vez reprime a los
represores florales AP2-like que inhiben la expresién de FT (Wang et al., 2014). También,
SPL3 regula directamente la expresidon de FT (Kim et al., 2012). Ademas, los altos niveles
de miR156 reducen la habilidad de FT para inducir la floracion mediante la represién de
la actividad de SPL en el meristemo apical (SAM) (Wang, Czech y Weigel, 2009). Por lo
tanto, la accion de los SPL y miR172 contribuye al establecimiento del umbral de FT
necesario para la floracién y ademas a preparar el SAM para que responda a la sefial de
floracion.
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a H2AK121ub b H3K27me3

B WT 10 DAG B WT 10 DAG
H atbmila/b débil 10 DAG B atbmila/b débil 10 DAG
O atbmila/b/c 10 DAG

Enriquecimiento relativo
-
Enriguecimiento relativo

0 o

MIR156A MIR156C FUS3 MIiR156A MIR156C FUS3

Figura 11: MIR156A y MIR156C son dianas directas de AtBMI1. (a) Andlisis ChIP de los niveles de
H2AK121ub en el TSS de MIR156A y MIR156C en plantas WT y atbmila/b débil a los 10 DAG. Se utilizé
FUS3 como control positivo. (b) Andlisis ChIP de los niveles de H3K27me3 en el TSS de MIR156A y MIR156C en
plantas WT, atbmila/b débil y atbmila/b/c a los 10 DAG. Se utilizd FUS3 como control positivo. Los DNA
inmunoprecipitados se cuantificaron y se normalizaron frente a ACT7. Las barras de error indican la desviacién
estandar SD de al menos dos réplicas bioldgicas.

Para determinar si los niveles de expresidn de pri-MIR156A/C en los mutantes
atbmil se correlacionaban con los niveles de SPL3, SPL9, pri-MIR172b y FT, y si los
patrones de expresidon de estos genes podian explicar el tiempo de floracidn, se compard
la expresion de todos ellos en los mutantes y WT-ColO de 10 dias de edad (Fig. 12). Los
resultados muestran que de acuerdo con los niveles de pri-MIR156A/C en los mutantes
atbmila/b, los niveles de SPL3, SPL9 y pri-MIR172b son mas bajos en los mutantes
confirmando su estado juvenil. En consecuencia, los niveles de FT son mas bajos en estos
mutantes, lo que resulta en un retraso de la floracidn en los mutantes atbmila/b débiles.
En el caso de los mutantes intermedios y severos no se observa nunca floracidn, esto no
solo debe ser consecuencia de los niveles bajos de estos genes sino también a causa de
su desarrollo detenido en la fase embrionaria.

Por otro lado, los niveles de expresidon de SPL3, SPL9 y pri-MIR172b estaban
elevados en los mutantes emf1-2 (Fig. 12). Estos resultados apoyan datos anteriores en
los que se ha demostrado que SPL9 es una diana de EMF1 (Kim et al., 2012); por lo tanto,
la desrepresion de SPL9 puede dar lugar a la activacién de pri-MIR172b en los mutantes
emfl1-2. Ademads, se ha visto que SPL3 estd sobre-expresado en las plantas transgénicas
que expresan un cDNA de EMF1 antisentido bajo el control del promotor del gen de
identidad del meristemo floral LEAFY (LFY) [LFY:asEMF1; (Pu et al., 2013)]. También, se ha
demostrado que varios genes MIR172 son dianas directas de EMF1 (Kim et al., 2012). Los
niveles de expresion de los genes SPL3, SPL9 y pri-MIR172b aumentan también en el
mutante emf2-2, aunque no tanto como en emfl-2, probablemente debido a la
redundancia de EMF2 y VRN2 en la regulacion de estos genes, ya que ambos co-regulan
un conjunto de genes diana (Lafos et al., 2011). Estos resultados indican que EMF1y EMF2
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regulan directa o indirectamente los niveles de miR172. Notablemente, los niveles de pri-
MIR156, SPLs y pri-MIR172b en emf1-2 y emf2-2 pueden explicar la expresion de FT
independiente de CONSTANS (CO) y la adquisicién de la competencia para la floracién tan
temprana de estos mutantes.
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Figura 12: Regulacion de miR156 y miR172 mediada por AtBMI1-PRC1. Se muestran los niveles de expresion
de pri-MIR156C, pri-MIR172b, SPL3, SPL9 y FT en plantas WT y mutantes a los 10 DAG. Las cuantificaciones
fueron normalizadas frente a ACT2. Las barras de error indican la desviacion estandar (SD) de dos réplicas
bioldgicas.

En los mutantes de pérdida de funcién de PRC2 clf-28/swn-7, los niveles de SPL3
y SPL9 eran solo algo mas altos que en WT-ColO (Fig. 12), y la expresion de pri-MIR172b
no llegaba a los niveles encontrados en el mutante emf1-2. Es muy probable que los altos
niveles de pri-MIR156A/C en estos mutantes afecten a la expresién de pri-MIR172b
mediante la reduccién de los niveles de SPL. De acuerdo con estos datos, clf-28/swn-7 no
presenta altos niveles de expresién de FT.

Estos resultados ponen de manifiesto las funciones coordinadas de las proteinas

AtBMI1 y EMF1 en la regulacién de la transicién de la fase juvenil a la adulta mediante la
represion de miR156 y miR172, respectivamente.
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3.2. Andlisis del transcriptoma global de los distintos mutantes atbmil

De acuerdo con estos y otros resultados anteriores (Bratzel et al., 2010; Yang
et al., 2013), parece que las proteinas AtBMI1 estan implicadas en la regulacién de la
transicién de la fase embrionaria a la vegetativa y en la transicion de la fase juvenil a la
adulta; sin embargo, no se sabia si jugaban algln papel en la regulacién de otros procesos
de desarrollo. Por otra parte, tampoco estaba claro si las tres proteinas AtBMI1 regulan
los mismos genes de forma redundante o por el contrario presentan diversidad de
funciones.

Estudios previos mostraron que los genes AtBMI1A y AtBMI1B se expresan en
todos los tejidos de la planta y actuan principalmente de forma redundante a lo largo del
desarrollo (Bratzel et al.,, 2010). Sin embargo, AtBMII1C solo se expresa en raices,
endospermo y estambre. Ademas, su sobre-expresidn no logra rescatar los defectos del
doble mutante atbmila/b en la parte aérea y rescata el fenotipo de la raiz solo
parcialmente (Yang et al., 2013; Merini y Calonje, 2015). Esto sugiere un proceso de
divergencia funcional de AtBMI1C (Yang et al., 2013; Meriniy Calonje, 2015). No obstante,
los mutantes dobles atbmila/c y atbmilb/c no presentan alteraciones fenotipicas (Yang
et al., 2013), lo que indica que la pérdida de la funcién de AtBMI1C es compensada por
las otras proteinas AtBMI1.

Por tanto, para estudiar el papel de las diferentes proteinas AtBMI1 en la
regulacién de la expresidn génica, se llevaron a cabo estudios transcriptémicos utilizando
la técnica de secuenciacion masiva del RNA (RNA-seq) de los distintos mutantes atbmil.
Nuestro disefio experimental consistio en dos réplicas bioldgicas recogidas 10 dias
después de la germinacién de los siguientes genotipos: silvestre Col-0 (WT), atbmila,
atbmilb, atbmila/by atbmila/b/c. Los mutantes dobles atbmila/b presentan un amplio
rango de variacion fenotipica debido a la distinta penetrancia del alelo atbmilb (Bratzel
et al., 2010). Por lo que para el analisis se selecciond el mutante atbmila/b con el fenotipo
mas severo, el cual se diferencia del triple mutante atbmila/b/c principalmente en que
son capaces de desarrollar raiz [(Yang et al., 2013); (Fig. 8a, b)].

El andlisis computacional de los datos de RNA-seq se realizd usando el sistema
de colas SGE (del inglés Sun Grid Engine), siguiendo el protocolo Tuxedo (Trapnell et al.,
2012) para el ensamblado de los transcritos y el andlisis de la expresidn génica diferencial.
Las muestras de secuenciacion fueron de alta calidad (Fig. 13; Tabla 3). Los genes
expresados diferencialmente o DEGs (del inglés Differencial Expression Genes) fueron
determinados utilizando un criterio restrictivo que consiste en la combinacidon de un
factor de proporcion o FC (del inglés fold change) mayor que 4 y un g-valor inferior a 0,05
ya que se observo un efecto severo en el transcriptoma de los mutantes con respecto al
tipo silvestre. El nimero de genes detectados como presentes o expresados en al menos
una de las muestras fue de 24503, representando el 72,96% del transcriptoma completo
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de Arabidopsis. Para la preparacion de la libreria se realiz6 una extraccién polyA para
centrarnos en mRNA, lo que provoca que se pierdan los RNA no codificantes lo cual explica
el porcentaje de deteccion.
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Figura 13: Analisis de la calidad de secuenciacién. Diagrama de cajas representando el indice de calidad de
cada base en funcion de su posicion (lllumina 1.5 encoding), en la primera réplica de cada una de las
muestras. En todas las muestras el indice de calidad se encuentra en el drea verde indicando una alta calidad
de secuenciacion. Se observa una disminucidn de la calidad al final de las lecturas; sin embargo, nunca entran
en el drea roja.
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Tabla 3: Numero de lecturas y porcentaje de alineamiento con el genoma de referencia.

Muestra Numero de lecturas | Porcentaje de alineamientos
concordantes

WT-ColO repl 14578745 96,5%
WT-ColO rep2 16253159 96,6%
atbmila repl 14982986 94,5%
atbmila rep2 18324516 96,1%
atbmilb repl 15714678 95,8%
atbmilb rep2 18412180 95,3%
atbmila/b repl 14885215 94,9%
atbmila/b rep2 14547885 95,1%
atbmila/b/c repl 14832480 94,5%
atbmila/b/c rep2 12349849 94,9%

De media, el nimero de lecturas en cada muestra es aproximadamente 15 millones y la media de la tasa de
alineamiento de pares concurrentes es mayor que el 95%. Esto indica una alta calidad de secuenciacién y la
ausencia de contaminacion de las muestras.

La comparacién de los diferentes transcriptomas de los mutantes con el del tipo
silvestre WT mostrd que los mutantes simples tenian alterado un 3-4% del transcriptoma
mientras que los mutantes dobles atbmila/b y triples atbmila/b/c tenian alterado el 15%
y 20%, respectivamente (Fig. 14a). Al llevar a cabo un andlisis de componentes principales
(PCA), encontramos que los transcriptomas de WT y los mutantes simples atbmila y
atbmilb formaban un mismo grupo (cluster), mientras que los transcriptomas de los
mutantes atbmila/b y atbmila/b/c constituian dos grupos distintos y distantes tanto al
cluster constituido por WT y los mutantes simples como entre si, lo que indica que estos
mutantes presentan diferencias importantes (Fig. 14b).
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Figura 14: Analisis transcriptomico de WT y los diferentes mutantes atbmil seleccionados a los 10 DAG. (a)
Diagramas de dispersién (Volcano plots) representando los genes que se expresan de forma diferencial (DEGs)
en los mutantes atbmil comparados con el WT con un FC 4 y g-valor < 0,05. Lo genes activados en los
mutantes de forma diferencial se representan en color verde y los reprimidos en color rojo. (b) Anélisis de
componentes principales (PCA) que muestra que WT, atbmila y atbmilb forman grupos (cluster) similares,
mientras que atbmila/b y atbmila/b/c forman dos grupos distintos. (c, d) Alteracion de la expresidn génica
en los mutantes atbmil. Diagramas de Venn con los genes activados (up) (c) y los reprimidos (down) (d) en
los diferentes mutantes.

Seguidamente, llevamos a cabo el andlisis de los genes que presentaban
expresién diferencial en cada tipo de mutante. En términos generales encontramos que
los mutantes atbmila, atbmilb y atbmila/b presentaban un mayor nimero de genes
activados que de genes reprimidos (Tabla 4), lo que apoya el papel de las proteinas
AtBMI1 en la represion transcripcional; sin embargo, en los mutantes atbmila/b/c el
numero de genes reprimidos era mayor que el nimero de genes activados lo cual a priori
puede resultar sorprendente pero, teniendo en cuenta que el desarrollo de estos
mutantes se detiene en la fase de maduracion de la semillay no desarrollan ninglin érgano
vegetativo, la activacidon de determinados genes en este contexto puede tener un fuerte
impacto negativo en la expresidn génica. Por otro lado, la falta de activacidn en el mutante
triple de muchos de los genes activados en el mutante doble puede deberse a la ausencia
de factores especificos de tejido requeridos para su activacion, al carecer los mutantes
atbmila/b/c de tejidos diferenciados. La comparacién de los genes expresados de forma
diferencial en los distintos mutantes puso de manifiesto que la mayoria de los genes con
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expresion alterada en los mutantes simples estaban también alterados en los mutantes
doble y triple (Fig. 14cy d).

Tabla 4: Numero de genes que se expresan de forma diferencial (activados y reprimidos) en los diferentes
mutantes.

Expresion génica | atbmila | atbmilb | atbmila/b severo | atbmila/b/c

Genes activados 594 671 2153 2162

Genes reprimidos 197 393 1489 2935

A continuacion, llevamos a cabo un estudio del enriquecimiento funcional en
términos de Ontologia génica (GO) de los genes activados en los mutantes severos
atbmila/b y atbmila/b/c (Anexos 1 y 2). Encontramos que estos genes estan
principalmente asociados con la respuesta a diferentes estimulos (e.g. estrés hidrico,
temperatura, hormonas) y con el metabolismo de lipidos (e.g. transporte, biosintesis,
almacenamiento). El mismo estudio con los genes reprimidos mostré un enriquecimiento
en los términos GO relacionados con la fotosintesis y los procesos metabdlicos (Anexos 1
y 2). Esto encaja bien con el estado de desarrollo de los mutantes que se quedan
atrapados en la fase de maduracion de semilla (Yang et al., 2013). Durante esta fase, las
semillas adquieren tolerancia a la desecacidon y acumulan productos de reserva que
prevalecen en forma de lipidos (Vicente-Carbajosa y Carbonero, 2005), mientras que la
estructura de los cloroplastos se desorganiza (Delmas et al., 2013).

Las proteinas PcG estan involucradas en la represion de genes reguladores
centrales (Xiao y Wagner, 2015), por lo tanto, el alto grado de desregulaciéon génica
encontrada en los diferentes mutantes atbmil puede ser consecuencia directa o indirecta
de la pérdida de funcidn de AtBMI1, o la combinacidn de las dos. También hay que tener
en cuenta que no todos los genes directamente regulados por las proteinas AtBMI1 tienen
que presentar una expresion alterada ya que puede darse el caso de que no estén
presentes sus activadores transcripcionales, como ha sido demostrado en otros mutantes
de pérdida de funcién de PcG (Bouyer et al., 2011; Kim et al., 2012; Derkacheva et al.,
2013). Por lo tanto, para focalizar el estudio en los genes mas probables de ser dianas
directas de la regulacién PcG se consideraron Unicamente los genes activados, al estar
estas proteinas implicadas en la represion de la transcripcidn, y que portaban las marcas
H3K27me3 establecidas por el PRC2, ya que las actividades de PRC1 y PRC2 se requieren
para mantener la represion estable de un gran nimero de genes en otros organismos
(Schwartz y Pirrotta, 2013; Comet y Helin, 2014). Para identificar estos genes activados y

marcados con H3K27me3 (up_K27), se intersectaron los genes activados en los diferentes
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mutantes con el conjunto de 5360 genes marcados con H3K27me3 en WT, previamente
identificados en dos analisis independientes en plantas del mismo estado de desarrollo
(Bouyer et al., 2011; Kim et al., 2012). El nimero de genes en cada genotipo se indica en
la tabla 5. Se encontré un solapamiento significativo entre los genes marcados con
H3K27me3 y los genes activados en los diferentes mutantes excepto en atbmilb (Fig.
15a), probablemente porque la expresidon del gen esta reducida (“knock-down”), no
completamente eliminada (Bratzel etal.,, 2010), y por tanto, el nimero de genes
desregulados no es tan alto como en los otros casos. El mismo andlisis utilizando los genes
reprimidos mostré un solapamiento no-significativo en todos los casos excepto en
atbmila/b/c debido al alto nimero de genes reprimidos en este mutante (Fig. 15b)
probablemente debido a efectos secundarios.

Tabla 5: Nimero de genes activados en los diferentes mutantes y marcados con H3K27me3 en plantulas
WT de la misma edad (up_K27)

atbmila/b
Expresion génica atbmila | atbmilb / atbmila/b/c
severo
Genes Up_K27 196 145 766 765
a b

K27 en WT (5360)

up en atbmita

K27 en WT (5360)

up en atbmi1b

K27 en WT (5360)

down en atbmifa

K27 en WT (5360)

down en atbmi1b

(=)

p-value 0.4231 V' pralue 09592

pvalue,0 567
odds ratio 1.04 68 odds rafio 0.79

pvalue 1 2416-06
015 0ds ratio 0 98

odds rat

K27 en WT (6360) K27 en WT (6360)

K27 en WT (5360)

Ny

palue 2 2e-16

K27.90 WI.(5380) down en atbmita/b/c

N

palue 0.003
odds ratio 1.12

up en atbmita/b up en atbmita/blc down en atbmita/b

p-value 2 2e-16
odds ratio 1.6

odds ratio 0.75

Figura 15: Posibles dianas directas de AtBMI1. (a) Representacién mediante diagramas de Venn de los genes
activados (up) en los diferentes mutantes y marcados con H3K27me3 (K27) en plantulas WT de la misma edad.
Todos estos solapamientos son significativos con un p-valor menor que 1,2 x10°¢ y odds ratios mayor que 1,5
de acuerdo con el test exacto de Fisher excepto en el caso del mutante atbmilb probablemente porque es un
mutante knock-down. (b) Representacién mediante diagramas de Venn de los genes activados (up) en los
diferentes mutantes y marcados con H3K27me3 (K27) en plantulas WT de la misma edad. Todos estos
solapamientos no son significativos, el p-valor es mayor que 0,4231 y odds ratios menor que 1,044 de acuerdo
con el test exacto de Fisher excepto en el caso del mutante atbmila/b/c, debido probablemente a su estado
de desarrollo.

-67 -



CAPITULO I: Redes de regulacién de los componentes PRC1

Para investigar la existencia de genes diana especificos de AtBMI1A y AtBMI1B, se
compararon los genes up_K27 en los mutantes simples y dobles (Fig. 16a). El nimero de
genes en el mutante doble es considerablemente mas alto que en los mutantes simples,
lo que indica un alto grado de redundancia funcional entre AtBMI1A y AtBMI1B. Ademas,
la mayoria de los genes up_K27 en los mutantes simples estdn incluidos en el grupo de los
genes up_K27 en el mutante doble; sin embargo, hay un grupo de genes que se activan

exclusivamente en atbmila y atbmila/b o en atbmilb y atbmila/b (104 y 27 genes,
respectivamente).
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Figura 16: Genes regulados por AtBMI1A y AtBMI1B. (a) Diagrama de Venn que muestra el nimero de los
genes up_K27 que solapan entre los mutantes atbmila, atbmilby atbmila/b. Todos los solapamientos son
significativos con un p-valor inferior a 2,2x107%6 y odds ratios mayor que 17 de acuerdo con el test exacto de

Fisher (b) Niveles de expresién de los genes que estan aparentemente activados exclusivamente en los
mutantes atbmila o atbmilb en los diferentes genotipos.

Los genes up_K27 en atbmila y atbmila/b parece que podrian ser dianas
especificas de AtBMI1A; sin embargo, el analisis de la expresion en los diferentes
mutantes mostrd que su nivel de expresidon era muy bajo en comparacién con el mutante
doble (Fig. 16b), lo que indica que AtBMI1B es capaz de compensar la pérdida de funcidn
de AtBMI1A, casi en su totalidad, en la regulacidn de estos genes. Por otro lado, el hecho
de que el mutante atbmilb produzca bajos niveles de transcrito de AtBMI1B puede
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explicar que la expresion de alguno de estos genes esté mas afectada en el mutante
simple atbmila (Bratzel et al., 2010). No obstante, se encontré un nimero de genes
especificamente sensibles a la pérdida de funciéon de AtBMI1B que su expresién no
incrementaba en los mutantes dobles (Fig. 16b), indicando una cierta especificidad en la
regulacién de estos genes.

Para investigar el grado de redundancia entre AtBMI1A/B y AtBMI1C, se
compararon los genes up_K27 en atbmila/by atbmila/b/c encontrandose tres grupos de
genes. Un primer grupo (Cluster I) de genes activados en los dos mutantes
(aproximadamente 2/3 de los genes de cada genotipo), un segundo grupo (Cluster Il) de
genes activados exclusivamente en atbmila/b/c (1/3 de los genes activados en este
mutante), y un tercer grupo (Cluster Ill) de genes Unicamente activados en atbmila/b (1/3
de los genes activados en este mutante) (Fig. 17a). Seguidamente, se analizo el nivel de
expresion de los genes de los distintos grupos en los dos mutantes y en el WT
representandose en un mapa de calor (Fig. 17b).
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Figura 17: Redundancia funcional entre AtBMI1A/B y AtBMI1C. (a) Andlisis de Clustering de los genes up_K27
en los mutantes atbmila/by atbmila/b/c. El solapamiento es significativo con un p-valor inferior a 2,2x10°%6
y un odds ratio mayor que 21 segun el test exacto de Fisher. (b) Niveles de expresién en WT, atbmila/by
atbmila/b/c de los genes de los diferentes clusters. El cddigo de color representa los valores de expresion
normalizados medidos en FPKM.
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Los genes en el cluster | se clasificaron en dos sub-grupos de acuerdo a su
expresion. El sub-grupo la (Cluster la) incluye los genes que presentan un aumento
gradual de la expresién en los mutantes dobles y triples, sugiriendo una regulacion
redundante por AtBMI1A/B y por AtBMI1C (Fig. 17b y Fig. 18a). El sub-grupo Ib (Cluster
Ib) contiene genes cuya regulacién parece depender exclusivamente de AtBMI1A/B,
puesto que la pérdida de funcion de AtBMI1C no afecta sustancialmente a sus niveles de
expresion, en general (Fig. 17b y Fig. 18a). El cluster Il incluye genes activados
exclusivamente en atbmila/b/c, lo que podria indicar que estos genes son dianas
especificas de AtBMI1C, o alternativamente, que AtBMI1C compensa completamente la
pérdida de funcion de AtBMI1A/B en la regulacidn de estos genes (Fig. 17b y Fig. 18a).
Para discernir entre estas dos posibilidades, se midieron los niveles de expresién de los
genes del cluster Il en WT, el mutante simple atbmilcy el mutante triple atbmila/b/c, en
plantas completas y en raices a los 10 dias después de la germinacién (10 DAG) mediante
RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR). Puesto que estos genes no se activan en el mutante simple
atbmilc (Fig. 18b), se concluyd que AtBMI1C compensa la pérdida de la funcion de
AtBMI1A/B en la regulacién de estos genes. Finalmente, los genes del cluster Il estaban
exclusivamente activados en los mutantes atbmila/b, (Fig. 17by Fig. 18a). Aunque a priori
este resultado era inesperado, podria ser explicado si la activacion de estos genes
requiriese un estado de desarrollo que no se alcanza en atbmila/b/c.

En resumen, todos estos datos indican que AtBMI1A y B regulan genes

predominantemente de forma redundante, mientras que AtBMI1C afecta solamente a un
sub-grupo de posibles dianas de AtBMI1A/B.
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Figura 18: Genes expresados diferencialmente en atbmila/b y atbmila/b/c. (a) Niveles de expresién de
varios genes de los diferentes clusters en WT y los mutantes. (b) Analisis mediante qRT-PCR de los niveles de
expresion de WOX2, WOX9 y SMB en toda la plantula y en las raices en WT y en los mutantes atbmilc y
atbmila/b/c. Las cuantificaciones son relativas a los niveles de ACT2. Se indican las barras de error de tres
réplicas independientes.
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3.2.1. Programas de desarrollo desregulados en los mutantes atbmil

En estudios anteriores se describio el papel de las proteinas AtBMI1 en la
regulacién de varios genes de maduracién de semilla (Bratzel et al., 2010; Chen et al.,
2010; Yang et al., 2013) y los genes relacionados con la germinacidn (Molitor et al., 2014).
Ademas, un anélisis transcriptémico previo del mutante atbmila/b de fenotipo débil
(atbmila/b débil) confirmd la implicacién de AtBMI1 en la regulacion de los genes de
desarrollo de semilla (H. Wang et al., 2016). La comparacion de los genes marcados con
H3K27me3 y activados en atbmila/b débil (con FC 22, de acuerdo con Wang et al. 2016)
con aquellos genes en el mutante atbmila/b con fenotipo severo, mostré que hay un
numero significativo de genes que se activan solo en el mutante severo (Fig. 19a).
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Figura 19: Diferentes patrones de expresion génica en los mutantes atbmila/b débiles y severos. (a)
Diagrama de Venn que muestra el solapamiento entre los genes up_K27 en los mutantes atbmila/b débiles
y severos. El solapamiento es significatico con un p-valor inferior a 2,2x10°% y un odds ratio mayor que 15 de
acuerdo con el test exacto de Fisher. Se indican algunos factores de transcripcion representativos (TF) de cada
conjunto. Los TF encontrados en los dos conjuntos estan marcados en rojo. (b) Diagrama de Venn que muestra
el solapamiento entre los genes up_K27 en los mutantes atbmila/b débil y atbmila/b/c. El solapamiento es
significativo con un p-valor inferior a 2,2x10¢ y un odds ratio mayor que 17 segun el test exacto de Fisher. Se
indican algunos factores de transcripcidn representativos de cada conjunto. Los TFs encontrados en los dos
conjuntos estan marcados en rojo.
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Entre los genes activados en ambos mutantes, habia genes que habian sido
identificados previamente como dianas de AtBMI1, como son ABSCISIC ACID
INSENSITIVE3 (ABI3), y DELAY OF GERMINATION 1 (DOG1); sin embargo, otras dianas bien
conocidas de AtBMI1, como FUSCA 3 (FUS3) o BABYBOOM (BBM) (Yang et al., 2013),
estaban activadas solo en atbmila/b severo. Se obtuvieron resultados similares
comparando los datos de atbmila/b débil y atbmila/b/c (Fig. 19b). Por lo tanto, para
obtener una imagen mds completa de los procesos de desarrollo regulados por las
proteinas AtBMI1 y, puesto que atbmila/b/c presenta las alteraciones mas fuertes de
desarrollo, se estudiaron las funciones de desarrollo anotadas para los genes up_K27 en
estos mutantes.

» Maduracion de semilla y dormicion

El andlisis de los genes up_K27 en el triple mutante atbmila/b/c desvel6 nuevos
genes diana implicados en la maduracién de semilla y la respuesta a acido abscisico (ABA),
como FUS3 y ABI4, y en la dormicidn de semilla, como SOMNUS (SOM). También
encontramos genes implicados en la regulacién del metabolismo de carbohidratos y
lipidos, como WRINKLED 1 (WRI1) (Fig. 19b). La mayoria de estos genes se inactivan
después de la germinacidn en el WT; sin embargo, los ABI se requieren para la respuesta
de la planta a varios estreses bidticos y abiodticos (Cutler et al., 2010), lo que sugiere la
participacién de las proteinas AtBMI1 en la regulacién de respuestas a las condiciones
ambientales.

» Genes especificos del endospermo

Ademds de los genes de maduracion de semilla, encontramos que en los
mutantes atbmila/b/c también estaban activados genes que en condiciones normales se
expresan de forma predominante en el endospermo, pero no en la cubierta (testa) de la
semilla o en tejidos vegetativos (Wolff et al., 2011). Muchos de ellos son genes que se
expresan preferentemente del alelo materno en el endospermo [FLOWERING
WAGENINGEN (FWA), HOMEODOMAIN GLABROUS 8 (HDGS8), y AtBMI1C] o del paterno
[PICKLE RELATED 2 (PKR2), VARIANT IN METHYLATION 5 (VIM5), AT2G21930 vy
AT3G49770] (Fig. 19b).

» Genes relacionados con el mantenimiento del meristemo y la proliferacion
celular

atbmila/b/c también presentd activacion de los genes implicados en el

mantenimiento del meristemo y la proliferaciéon celular a lo largo de la vida de la planta.

Curiosamente, se activan dos familias de genes con un papel crucial en estos procesos. La
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primera engloba los genes PLETHORA (PLT) o AINTEGUMENTA-LIKE (AIL). Seis de los ocho
miembros de esta familia estaban activados y marcados con K27 (up_K27) en los mutantes
atbmila/b/c (PLT1/2/3/5/7 y BBM; Fig. 19b y Fig. 20). Algunos de estos genes PLT tienen
papeles superpuestos en la regulacion de la embriogénesis, el mantenimiento del
meristemo apical de la raiz y del tallo y en la iniciacion del desarrollo de érganos
(Horstman et al., 2014). La segunda es la familia de los genes WUSCHEL homeobox-
containing (WOX), que contiene 14 miembros (van der Graaff, Laux y Rensing, 2009), de
los cuales WUSy WOX2/3/4/5/8/9/11/12 estaban activados en los mutantes atbmila/b/c
(Fig. 19b y Fig. 20). Estos factores promueven la divisién celular y previenen la
diferenciacidn celular prematura, procesos que son cruciales para el mantenimiento de
las células madre y la formacién de los érganos. Asimismo, otros genes con funciones
relacionadas se encontraron activados en los mutantes, por ejemplo, CUP SHAPED
COTYLEDON 3 (CUC3), ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1 (ESR1) y GROWTH
REGULATING FACTOR 5 (GRF5) (Fig. 19b).
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Figura 20: Niveles de expresidn de los genes de las familias PLTy WOX en WT y los mutantes atbmil.
» Genes especificos de desarrollo de la raiz

Ademas de los genes implicados en el mantenimiento del meristemo de la raiz, el
mutante atbmila/b/c presentaba una activacién de los genes que juegan un papel crucial
en el desarrollo post-embrionario de la raiz, como CEGENDUO (CEG), MAGPIE (MGP),
INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 30 (IAA30), ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR 2
(RGF2), y el factor de transcripcion de la clase IIB NAC SOMBRERO (SMB), confirmando la
importancia de la funciéon de AtBMI1 en el desarrollo de la raiz (Fig. 19b).
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» Otros genes de desarrollo

Entre los genes up_K27 en los mutantes atbmila/b/c habia también genes
implicados en la regulacién de otros procesos de desarrollo, como el desarrollo del
gametofito, el desarrollo de la hoja y la transicion floral [e.j. KANADI 2 (KAN2), KNUCKLES
(KNU), DEVELOPMENT-RELATED PcG TARGET IN THE APEX 4 (DPA4), SEPALLATA 2 (SEP2),
FLOWERING LOCUS C (FLC), MADS AFFECTING FLOWERING 4 (MAF4), MAF5 y FACTOR
PROMOTING FLOWERING 1 (FPF1)] (Fig. 19b).

» Procesos de metabolismo secundario

En los mutantes atbmila/b/c, también se activaban genes implicados en procesos
del metabolismo secundario como aquellos que participan en el metabolismo de los
fenilpropanoides, como CHALCONE SYNTHASE (CHS, TRANSPARENT TESTA 4 (TT4),
CHALCONE |ISOMERASE (CHI, TT5), FLAVONOID 3’-HYDROXYLASE (F3’H, TT7),
DIHYDROFLAVONOL 4-REDUCTASE (DFR), y factores de transcripcién como AtMYB90,
PRODUCTION OF ANTTHOCYANIN PIGMENT 2 (PAP2), AtMYB111 y AtMYB101; (Fig. 19b).

Todos estos datos indican que la funcién de AtBMI1 en Arabidopsis es necesaria
para regular una diversidad de procesos de desarrollo mucho mayor de los que
anteriormente habian sido caracterizados.

3.2.2. Interacciones reguladoras entre los distintos complejos de cromatina

Los mutantes atbmila/b/c presentaban activacién de algunos genes PcG o
relacionados con la funcién PcG, como AtRINGI1A, AtRING1B, VAL1, VAL2,y VIN3, lo que
sugiere que la maquinaria PcG regula su propia expresion; sin embargo, la expresién de
otros de estos genes no cambiaba de forma significativa, como es el caso de CLF, SWN,
MEA, EMF2, VRN2, FIS2, MSI1, FIE, EMF1 y LHP1 (Fig. 21). Por otro lado, los genes del
grupo Trithorax (TrxG) ULTRAPETALA 1 (ULT1), ULT2 y PKR2 que antagonizan la accién de
los complejos PcG estaban también activados en estos mutantes (Fig. 21). La
desregulacidon de algunos de estos factores probablemente contribuya a la severa
alteracién de los patrones de expresion que muestra este mutante.
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Factores relacionados con PcG
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Figura 21: Niveles de expresion de los factores relacionados con cromatina que pertenecen a las familias PcG
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y TrxG en WT y los mutantes atbmil.

3.2.3. Reguladores centrales en el programa de transicion y desarrollo floral se
encuentran inhibidos en el mutante atbmila/b/c

Sorprendentemente, varios factores de transcripcion MADS-box necesarios para
especificar la identidad del meristemo floral o involucrados en el desarrollo del érgano
floral estaban reprimidos en los mutantes atbmila/b/c (Fig. 22) [e.g. AGL42, SUPRESSOR
OF CONSTANS 1 (SOC1), SEP3, SEP4, AGL24, SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP)]; pero
también lo estaban genes claves para la regulacidn de la floracién, como TEMPRANILLO 1
(TEM1) vy varios SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPLs) (e.g.
SPL2,3,4,8,12). Mas aun, encontramos que los genes de floracion, los cuales muestran
niveles de expresion basales en plantas WT de 10 DAG, tenian niveles de expresidn aun
mas bajos en atbmila/b/c [e.g. AG, APETALA 3 (AP3), FT; Fig. 22], lo que indica que la
funcién de AtBMI1 es necesaria para la regulacion adecuada del desarrollo floral.
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Figura 22: Expresién génica de los genes reprimidos en los mutantes atbmila/b/c. Los genes de floracion
estdn reprimidos en los mutantes atbmila/b/c.

3.2.4. VAL1/2y AtBMI1 co-regulan un conjunto de dianas de AtBMI1

A pesar de la similitud del fenotipo de los mutantes vall/2 y atbmila/b/cy de que
ambos sobre-expresan un conjunto comun de genes, parece que hay otros genes
regulados por AtBMI1 independientemente de VAL. Por ejemplo, WUS, esta regulado por
AtBMI1, pero no por VAL1/2, lo que indica que existen también diferencias en las dianas
de estas proteinas (Yang et al., 2013). Para determinar hasta qué punto las proteinas
VAL1/2 y AtBMI1 actian conjuntamente en la regulacidon de la expresion génica, se
compararon los genes activados en el mutante val1/2 (Suzuki, Wang y McCarty, 2007) y
marcados con H3K27me3 en WT de acuerdo con nuestros datos (up_K27 en val1/2) con
los genes up_K27 en atbmila/b/c (Fig. 23a). El 70% de los genes up_K27 en vall/2 estan
incluidos en los genes up_K27 en atbmila/b/c; estos genes representan un tercio de los
genes up_K27 en atbmila/b/c, lo que indica que estas proteinas co-regulan un gran
ndmero de genes; sin embargo, AtBMI1 tiene otras funciones independientes de VAL1/2.
Se identificaron los motivos de DNA reguladores en cis enriquecidos en los promotores de
los genes co-regulados por AtBMI1 y VAL1/2, y aquellos enriquecidos en los genes
Unicamente regulados por AtBMI1. En los genes co-regulados por las dos proteinas,
encontramos, en efecto, un enriquecimiento en los motivos RY y también en los
elementos ABRE (ABA Responsive Elements) [ACGT o G-box (Choi et al., 2000)] (Fig. 23a).
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Figura 23: Interaccion entre las proteinas AtBMI1 con las proteinas VAL1/2. (a) Diagrama de Venn que
muestra el solapamiento entre los genes up_K27 en los mutantes atbmila/b/cy vall/2. Secuencias LOGO de
los elementos reguladores en cis enriquecidos solo en los genes up_K27 en atbmila/b/cy los comunes entre
atbmila/b/cy vall/2. (b) Proximidad y solapamiento de los motivos ABRE/G-box y GT-box en el promotor de
los genes co-regulados por AtBMI1y VAL1/2. Se indica el p-valor y el porcentaje en las dianas.

Los elementos ABRE/G-box son motivos de unién de los factores de transcripcion
bZIP como ABI5 (Carles et al., 2002). Los elementos RY y ABRE se localizan en las regiones
5’ aguas arriba de los genes regulados por los factores ABI3/VP1 y ABA (Suzuki, Ketterling
y McCarty, 2005), y son necesarios para el control de la expresién de los genes de
maduracion de semilla (Santos-Mendoza et al., 2008). Por otro lado, los elementos GT-
box (GTGATT vy sus variaciones) (Gao et al., 2009) son reconocidos por una proteina de
tipo trihelix especifica de planta, ARABIDOPSIS 6B-INTERACTING PROTEIN 1-LIKE 1 (ASIL1).
Esta proteina es necesaria para la represién de los genes de maduracion de semilla
después de la germinacion. Estos elementos estdn significativamente préximos a los
elementos ABRE/G-box y RY en el promotor de varios genes de maduracion de semilla.
Ademas, los elementos GT-box solapan frecuentemente con los elementos ABRE/G-box,
lo que sugiere que ASIL1 podria competir con la unién de los factores de transcripcidn
activadores para la represion de los genes embrionarios (Gao et al., 2009). Asi, se estudié
la proximidad entre ambos elementos en el promotor de los genes co-regulados por
AtBMI1y VAL1/2 y se encontrd que estos elementos estaban significativamente proximos
(Fig. 23b) y, ademas, ambos elementos se solapan de forma significativa en el promotor
de estos genes (Fig. 23b).
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Por otro lado, los promotores de los genes up K27 exclusivamente en
atbmila/b/c también presentaban un alto enriquecimiento en los elementos RY, lo que
sugiere que la represién de estos genes puede estar funcionalmente relacionada con
otros factores de transcripcion con dominio B3. En este grupo de genes los elementos RY
y ABRE/GT-box no estaban significativamente proximos. El grupo de genes up_K27
Unicamente en atbmila/b/c presentaba un enriquecimiento en otros motivos, como los
sitios de unién SQUAMOSA BINDING PROTEIN (SBP), ZAP1 (WRKY), ALFIN1 y MYB y un
motivo Z-box que es el sitio de unién de una nueva clase de factores de transcripcion, los
Z-box BINDING FACTORS (ZBF), cuyas funciones en la regulacion del desarrollo esta
comenzando a ser desvelada [(Gangappa et al., 2013), (Fig. 23a)]. Los elementos ALFIN1
son sitios de unién de unas proteinas especificas de plantas, las ALFIN1-like [AL1-7; (Lee
etal.,, 2009)], que actlan como represores transcripcionales (Wei etal.,, 2015) e
interactian con AtRING1 y AtBMI1 (Molitor et al., 2014), lo que confirma la existencia de
maodulos mixtos conteniendo un factor con dominio B3 y otros factores que colaboran en
la represion de los genes mediada por AtBMI1.

3.2.5. Redes de regulacion de AtBMI1, EMF1 y LHP1

Para estudiar la relacién entre las proteinas AtBMI1 y EMF1, se compararon los
genes diana de EMF1l, determinados anteriormente en un andlisis de
immunoprecipitacién de cromatina seguido de hibridacién de arrays (ChlIP-chip) (Kim
et al., 2012), y marcados con H3K27me3 en WT (K27_EMF1), con los genes desregulados
(activados y reprimidos) en los mutantes atbmila/b/c (Fig. 24a). El analisis de Clustering
mostré que hay un numero significativo (786) de dianas directas de EMF1 que se
desregulan en los mutantes atbmila/b/c. La mitad de los genes up_K27 en los mutantes
atbmila/b/c son dianas directas de EMF1 (Fig. 25a), lo que sugiere que las proteinas EMF1
y AtBMI1 co-regulan un nimero considerable de genes.

Sin embargo, encontramos pocos genes solapantes al comparar los genes up_K27
en atbmila/b/c y emf1-2 [Fig. 25b; (Kim, Zhu y Sung, 2010)]. Ademas, la mayoria de los
genes diana de EMF1 que estaban up_K27 en atbmila/b/c no se encontraron activados
en los mutantes emf1-2, lo que concuerda con datos anteriores que muestran que solo
un pequefio porcentaje de los genes diana de EMF1 estdn activados en los mutantes
emf1-2 (Kim et al., 2012).
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Figura 24: Relacion funcional entre AtBMI1, EMF1 y LHP1. (a) Analisis de Clustering de los genes desregulados
(activados y reprimidos) en atbmila/b/cy los genes marcados con H3K27me3 a los cuales se une EMF1. (b)

Analisis de Clustering de los genes desregulados (activados y reprimidos) en atbmila/b/cy los genes marcados

con H3K27me3 a los cuales se une LHP1. Estos solapamientos son significativos (se indican los resultados de

p-valor y el test exacto de Fisher).
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Figura 25: Redes de regulacion de AtBMI1, EMF1 y LHP1. (a) Comparacién de los genes marcados con
H3K27me3 a los cuales se une EMF1 y se activan en atbmila/b/c con los genes up_K27 en atbmila/b/c. (b)
Diagrama de Venn de los genes up_K27 en atbmila/b/c y emf1-2. (c) Comparacién de los genes marcados

con H3K27me3 a los cuales se une LHP1 y se activan en atbmila/b/c con los genes up_K27 en atbmila/b/c.
(d) representacién mediante diagrama de Venn de los genes up_K27 en atbmila/b/c y lhpl. Se indican

algunos genes representativos de los genes que se solapan y los que no. Todos los solapamientos son

significativos (se indican los resultados del p-valor y el test exacto de Fisher).
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Por otro lado, varios resultados han mostrado que la localizacién de LHP1 coincide
con el 85-90% de posiciones marcadas con H3K27me3 en el genoma de Arabidopsis (Turck
et al., 2007; Zhang et al., 2007; Engelhorn et al., 2012); de acuerdo con esto, el 92,3% de
los genes marcados con H3K27me3 (4949 de 5360) estan ocupados por LHP1 (Veluchamy
et al., 2016). Encontramos que, entre estos genes, 1406 estaban desregulados (activados
y reprimidos) en los mutantes atbmila/b/c (Fig. 24b). Mas aln, el 93,9% de los genes
up_K27 en atbmila/b/c eran dianas de LHP1 (Fig. 25c), lo que indica que AtBMI1 y LHP1
co-regulan un gran numero de genes. Sin embargo, como ocurria en el caso de EMF1,
encontramos un nimero pequefio de genes solapantes entre los genes marcados con
H3K27me3 y activados en los mutantes /hp1 (up_K27 en lhp1) (FC 22, segiin Wang et al.
2016) y los genes up_K27 en los mutantes atbmila/b/c (Fig. 25d), lo que indica que la
pérdida de funcion de LHP1 por si misma no tiene mucho impacto en la expresién de los
genes regulados por AtBMIL1. Es interesante resaltar que la pérdida de funcion de LHP1y
EMF1 afecta significativamente a la expresidn de los genes del desarrollo reproductivo.
Estos genes no se activan en los mutantes atbmila/b/c y algunos de ellos estan incluso
reprimidos, lo que podria indicar que LHP1 y EMF1 juegan papeles diferentes en distintos
grupos de genes. Por tanto, a pesar de que EMF1, LHP1 y AtBMI1 co-localizan en un gran
numero de genes, la pérdida de funcidn de estas tres actividades PcG no conlleva al mismo
resultado en términos de desregulacidn de los genes diana.
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4. Discusion

En Arabidopsis, la regulacién PcG se lleva a cabo mediante la actividad de tres
diferentes complejos PRC2, que regulan diferentes fases del desarrollo y presentan una
especificidad parcial por los genes diana especificos, y el complejo PRC1. Estudios sobre
el mecanismo PcG han demostrado que el PRC1 se requiere para establecer las marcas
H3K27me3 en algunos genes diana tanto en Arabidopsis (Yang et al., 2013; Calonje, 2014)
como en animales (Schwartz y Pirrotta, 2013; Comet y Helin, 2014), situando al PRC1 en
una posicion decisiva para la represion de algunos genes. A pesar de la identificacién de
varias posibles subunidades de PRC1 (Merini y Calonje, 2015) y de algunas evidencias que
sugieren la existencia de diferentes variantes funcionales de este complejo (Yang et al.,
2013; Calonje, 2014; Wang et al., 2014; Merini y Calonje, 2015), no esta claro si se
requiere una combinacion de diferentes componentes de PRC1 para ejercer diferentes
mecanismos.

Resultados previos demostraron que las proteinas RING finger AtBMI1 y AtRING1
son necesarias para la represion de los genes de maduracion de semilla después de la
germinacidon, mientras que EMF1 se requiere para la represién del programa floral
durante la fase vegetativa del desarrollo (Moon et al., 2003; Calonje et al., 2008; Bratzel
et al., 2010; Chen et al., 2010), indicando que diferentes componentes del PRC1 estan
implicados en la regulacidon de diferentes grupos de genes diana. Por otro lado, otros
estudios sugieren que todos estos componentes se requieren para la regulaciéon de otro
grupo de genes diferente. Por ejemplo, se ha demostrado que AtRING1A participa en la
represion de FLC, MAF4 y MAF5 (Shen et al., 2014) y EMF1 en la represién de FLC (Kim,
Zhu y Sung, 2010).

En este trabajo, hemos explorado otras posibles funciones de las proteinas
AtBMI1 durante el desarrollo de plantas aparte de su funciéon en la represion de los genes
de maduracion de semilla después de la germinacion.

4.1. Los componentes PRC1 AtBMI1 y EMF1 juegan papeles coordinados en la
regulacion de la transicion de fase juvenil a reproductiva

Nuestros resultados han revelado que las proteinas AtBMI1 y EMF1 juegan un
papel crucial en la regulacion de la transicidn de la fase juvenil a la adulta. Mds importante
aun, nuestros datos apuntan a un modelo en el que dos variantes funcionales de PRC1,
AtBMI1-PRC1 y EMF1-PRC1, coordinan la adquisicién de la competencia para florecer y
contribuyen a alcanzar el umbral de FT necesario para la floracién, a través de la
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regulacién de los niveles de dos componentes claves en la transicidn de la fase juvenil a
la adulta (Huijser y Schmid, 2011), miR156 y miR172, respectivamente (Fig. 26).
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Figura 26: Modelo de las funciones de las variantes AtBMI1-PRC1 y EMF1-PRC1 en la regulacion de la
transicion de la fase juvenil a la adulta mediante la represion de miR156 y miR172. EMF1-PRC1 reprime

—| SPLs

MIR172 y los SPL para mantener la fase juvenil. A medida que la planta crece, los niveles de miR156 bajan
mediante la represiéon mediada por AtBMI1-PRC1, lo que permite el desarrollo de los rasgos adultos y la
adquisicion de la competencia para florecer. Las lineas rectas moradas con barras indican regulacion negativa;
las lineas rectas rojas con flechas indican regulacidn positiva; las lineas amarillas con barras indican represién
mediada por EMF1-PRC1/PRC2; las lineas rosas con barras indican represién mediada por AtBMI1-PRC1/PRC2
(la linea rosa discontinua indica una posible regulacion negativa y la linea discontinua negra con flecha indica
el movimiento de FT de las hojas al meristemo apical (SAM). Los genes reprimidos se indican en color azul
claroy los genes activados con azul oscuro. Las proteinas y miRNAs estan indicados en negro. FUL (FRUITFULL).

Aunque los papeles de estos miRNA han sido estudiados extensivamente, los
mecanismos de su regulacién todavia no se conocen, en particular aquellos relacionados
con la disminucién de miR156 en funcién de la edad. Nuestros datos muestran que las
plantas que carecen de la funcién de AtBMI1 presentan elevados niveles de MIR156A/C
cuando los niveles de miR156 tendrian que estar bajos, lo que indica que las proteinas
AtBMI1 se requieren para la represion de miR156. Proponemos que los altos niveles de
miR156 en los mutantes atbmila/b contribuyen a reducir los niveles de FT en hojas y a
reducir la habilidad de FT para inducir la floracién en el SAM mediante la represién de la
actividad de los SPL, dando lugar a una fase juvenil mas extendida. Por el contrario, hemos
visto que EMF1-PRC1 se requiere para mantener la represidon de varios genes SPL y
MIR172 durante la fase juvenil, retrasando asi la adquisicién de la competencia para
florecer (Fig. 26). En consecuencia, las plantas que carecen de la funcion de EMF1
presentan una sobre-expresion de SPL3, SPL9 y pri-MIR172 en una fase temprana del
desarrollo, lo que puede desencadenar una sobre-expresion de FT independiente de CO
y una adquisicion precoz de la competencia para florecer.
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4.2. El anadlisis de las redes de regulacién de los distintos componentes PRC1 apunta
tanto a funciones compartidas entre ellos como a especificas

Para investigar mas a fondo el papel de los diferentes componentes de PRC1 y la
posible interaccidn entre ellos a lo largo del desarrollo, integramos datos transcriptomicos
con datos de localizacién gendmica de las marcas H3K27me3 y de las diferentes proteinas
relacionadas con PcG.

» Redundancia funcional entre las proteinas AtBMI1

La identificacion de los tres pardlogos de AtBMI1 en Arabidopsis planted la
pregunta de si presentaban una divergencia funcional (Sanchez-Pulido et al., 2008).
Hemos encontrado que AtBMI1A y B tienen principalmente funciones redundantes a lo
largo del desarrollo, aunque un pequefio nimero de genes estan especificamente
regulados por AtBMI1B. Las diferencias de expresidn génica entre los mutantes atbmila
y atbmilb se podria explicar por las funciones alternativas de la isoforma variante de
AtBMI1B que no contiene el dominio RING finger en el amino terminal (Fig. 27). Por el
contrario, AtBMI1C regula un subconjunto de los genes diana de AtBMI1A/B. El hecho de
que la expresidn ectdpica de AtBMI1C en los mutantes dobles (Yang et al., 2013) no pueda
rescatar los defectos de atbmila/b en las partes aéreas de las plantulas, indica que se
requieren factores especificos de tejido para la represion mediada por AtBMI1C. Por
consiguiente, AtBMI1C actlia de forma redundante con AtBMI1A/B en la regulacién de un
numero considerable de genes implicados en el desarrollo de la raiz. Las diferencias en la
secuencia de proteina entre AtBMI1C y AtBMI1A/B (Bratzel et al., 2010, 2012; Chen et al.,
2010) pueden haber restringido las posibilidades de AtBMI1C para interaccionar con
algunos factores y/o favorecer la interaccidn con otros. De forma similar, el componente
de PRC2 MEA no puede compensar la pérdida de funcidon de CLF y SWN a pesar de su
expresion ectdpica en los mutantes dobles clf/swn (Farrona et al., 2011).

En cualquier caso, AtBMI1A, AtBMI1B y en parte AtBMI1C presentan una
redundancia funcional, indicando la importancia de garantizar la funcion de AtBMI1 a lo
largo del desarrollo.
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Figura 27: Representacion esquematica de las variantes de splicing de AtBMI1B (At1g06770) (izquierda) y
la comparacion de la secuencia de proteina predicha (derecha). Las cajas claras representan las regiones no-
traducidas, las cajas azules los exones y las lineas negras los intrones.

» Papel de la funcién AtBMI1 en el desarrollo de plantas

El analisis transcriptdmico desvelé que el 20% del transcriptoma estudiado fue
desregulado en los mutantes atbmila/b/c, un porcentaje mucho mas alto que en otros
mutantes PcG, incluido clf/swn (Bouyer etal., 2011; Kim etal., 2012; H. Wang et al.,
2016), por lo tanto, destacando el papel central de AtBMI1 en la regulacién génica. Para
determinar la red de genes regulados por AtBMI1, nos centramos en los genes sobre-
expresados en los mutantes atbmil y marcados con H3K27me3 en pldntulas WT de la
misma edad, aunque estos genes pueden representar solo un subgrupo de los genes diana
de AtBMI1 candidatos. Nuestro analisis apoya el requerimiento de la funcion de AtBMI1
para la represiéon del programa de maduracién de semilla/dormicion después de la
germinacion (Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010; Molitor et al., 2014; H. Wang et al.,
2016); sin embargo, también desveld el papel crucial de estas proteinas en la promocion
de la transicién de una fase de desarrollo a la siguiente a lo largo del desarrollo (Fig. 28a).
Después de la embriogénesis, las plantas experimentan la transicidon de la dormicidn de
semilla a la germinacidn. Esta transicion esta regulada de forma antagonista por dos
hormonas, acido abscisico (ABA) y gibberellinas (GA); (Shu et al., 2016). Durante la
maduracién de semilla, el ABA enddgeno se acumula en la semilla, induciendo vy
manteniendo la dormicion de la semilla. Por el contrario, antes del inicio de la
germinacion, los niveles de ABA enddgeno en la semilla estan reprimidos, mientras que el
contenido de GA estd aumentado. Entre los genes sobre-expresados en los mutantes
atbmila/b/c, se encontraban los genes implicados en la induccidon de ABA y/o en la
reduccion de la sefializacién por GA (e.g. ABI3, ABI4, DOG1, PLT5, SOM; Fig. 28a),
indicando que la represion mediada por AtBMI1 de estos genes promueve esta transicion
de fase de desarrollo.

-85 -



CAPITULO I: Redes de requlacion de los componentes PRC1

Después de la germinacién, las plantas pasan por una fase de crecimiento
vegetativo que se puede dividir en una fase juvenil y una fase vegetativa adulta. El miR156
regula un conjunto de factores de transcripcion SPL que ha sido demostrado que
promueven la transicidn de la fase juvenil a la fase adulta (Wu y Poethig, 2006); por lo
tanto, para permitir la transicién de fase, los niveles de miR156 tienen que bajar. Aunque
nuestro andlisis transcriptomico no pudo detectar los miRNA maduros, hemos
demostrado mediante qRT-PCR que pri-miR156 estd sobre-expresado en los mutantes
atbmila/b (Fig. 12); por consiguiente, varios SPL estan reprimidos (e.g. SPL2/3/4/8/12;
Fig. 28a), confirmando el papel crucial que juega AtBMI1 para que esta transicidn tenga
lugar.

Finalmente, las plantas experimentan la transicidon del desarrollo vegetativo al
reproductivo. Esta transicion requiere la represion de varios represores de la floracion
como FLC, MAF4/5 (Gu et al., 2013) y AGL15 (Fernandez et al., 2014), que estan sobre-
expresados en los mutantes atbmil dobles y triples (Fig. 28a). Por consiguiente, los genes
de floracion como FT, SOC1 y AGL24 estaban reprimidos en los mutantes atbmil; por lo
tanto, la actividad de AtBMI1 es necesaria también para pasar del desarrollo vegetativo
al reproductivo.

Ademads, nuestros datos desvelan el papel clave de la actividad de AtBMI1 en
controlar la especificacién del nicho de células madre y la proliferacién celular para un
crecimiento y desarrollo adecuados del érgano, a través de la represion de varios
reguladores centrales (e.g. los genes de las familias PLT y WOX; Fig. 28b), lo que esta de
acuerdo con la adquisicion generalizada de la capacidad de proliferacion de los mutantes
atbmila/b severos y la alteracidn de la raiz, hoja y desarrollo de la flor observados en los
diferentes mutantes atbmil (Bratzel et al., 2010; Yang et al., 2013).

> Interaccidon de AtBMI1 con otros factores relacionados con PcG

La funcion de AtBMI1 ha sido relacionada con la funciéon de las proteinas VAL1/2
en la regulacion de varios genes de maduracién de semilla (Yang et al., 2013). Nuestros
datos muestran que VAL1/2 y AtBMI1 actuan juntos en la regulacién del programa de
maduracién/dormicion de semilla; sin embargo, no parece que colaboran en la regulacién
de otros procesos de desarrollo. Hemos encontrado un enriquecimiento especifico de los
elementos de regulacion en cis; LEC2/ABI3/VP1 y ABRE/G-box solapando con GT-box en
los promotores de los genes co-regulados por
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Figura 28: Papel de las proteinas AtBMI1 en la regulacion del desarrollo en plantas. (a) Las proteinas AtBMI1
y PRC2 promueven las transiciones de fase de desarrollo mediante la represidn de genes claves de regulacion.
(b) AtBMI1 y PRC2 se requieren para el control de la proliferacién y diferenciacidon celular durante el
crecimiento y el desarrollo del érgano mediante la represion de los genes reguladores centrales. (c) Las
variantes de PRC1 con diferente composicidn y propiedades bioquimicas pueden colaborar con el PRC2 en la
regulacion de las transiciones de fase y en la regulacién de diferentes procesos a lo largo del desarrollo de la
planta. Las proteinas VAL y ASIL1/2 o AL1-7 pueden reclutar los complejos que contienen AtBMI1 a los
promotores de los genes diana mediante la unién a una combinacién de los elementos de regulacidn en cis.

las proteinas AtBMI1y VAL1/2. Datos previos muestran que los elementos LEC2/ABI3/VP1
y ABRE BINDING FACTORI1 estan enriquecidos en los promotores de los genes sobre-
expresados en los mutantes atbmila/b débiles (H. Wang et al., 2016). Los genes co-
regulados por las proteinas ABI3/VP1-like y ABA contienen estos motivos en sus
promotores (Suzuki, Ketterling y McCarty, 2005). Por lo que, ABI3 y ABI5 regulan la
expresion génica sinérgicamente. Ademas, ABI3 interacciona fisicamente con ABI5, por lo
tanto, ABI3 también se recluta a los promotores de los genes diana mediante interaccién
proteina-proteina (Nakamura, Lynch y Finkelstein, 2001). Se podria proponer un
mecanismo similar para la represion, en el que las proteinas VAL1/2 se unen a los
elementos LEC2/ABI3/VP1 y las proteinas ASIL1 a GT-box, compitiendo directamente con
los activadores transcripcionales. La unidn de VAL1/2 y probablemente las proteinas ASIL1
puede reclutar AtBMI1 y otras proteinas PcG para establecer las modificaciones de la
cromatina que mantienen la represién génica. AuUn queda por investigar si la represion
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mediada por ASIL1 implica unainteraccion in vivo con VAL y/o proteinas PcG; sin embargo,
de acuerdo con esto, se ha demostrado previamente que EMF1 interacciona con ASIL1
(lamada EIP7) en experimentos de doble hibrido en levaduras (Park et al., 2011).

También hemos encontrado un enriquecimiento de los elementos
LEC2/ABI3/VP1, pero no de ABRE o GT-box en los promotores de los genes exclusivamente
up_K27 en los mutantes atbmila/b/c, sugiriendo una implicacion de los factores B3 en la
regulacién de estos genes también. Curiosamente, dos variantes de splicing alternativo
de VAL1 han sido identificadas mediante el andlisis de secuenciacién de RNA: una forma
completa y una forma truncada que carece del dominio homeodomain-like de plantas
similar a VAL3, que también carece del dominio homeodomain-like (Schneider et al.,
2016). Es posible que este grupo de genes sean diana de VAL1 truncada y VAL3, explicando
su no sobre-expresidn en los mutantes val1/2.

Alternativamente, puesto que la superfamilia B3 engloba otras subfamilias, como
las subfamilias de AUXIN RESPONSE FACTORS, RELATED ABI3/VP1 y REPRODUCTIVE
MERISTEM (Swaminathan, Peterson y Jack, 2008), algunos miembros no-caracterizados
de estas podrian unirse al elemento LEC2/ABI3/VP1 o a una variacidn de ese. En cualquier
caso, los promotores de los genes independientes de VAL1/2 también estan enriquecidos
en otros elementos de regulacién en cis, como los motivos ALFIN1 que son reconocidos
en Arabidopsis por las proteinas AL. Puesto que las proteinas AL interaccionan con AtBMI1
(Molitor et al., 2014), es posible que la combinaciéon de los factores B3 y AL participe en
la regulacién de un subgrupo de estos genes.

La relacién entre AtBMI1 y EMF1 es controversa. Por un lado, mutantes en ambos
presentan fenotipos muy diferentes y diferentes grupos de genes diana de PRC2
desregulados (Kim, Zhu y Sung, 2010; Pu etal., 2013; Yang et al., 2013), lo que ha
permitido proponer la existencia de variantes de PRC1 (Calonje et al., 2008; Merini y
Calonje, 2015); y por otro lado, también co-regulan un subgrupo de dianas (e.g. ABI3,
ABI4, FLC) e interaccionan in vitro. Se ha demostrado que EMF1 co-purifica con los
componentes de PRC2 (Liang et al., 2015), cuestionando su exclusiva asociacién con PRC1.
Sin embargo, EMF1 co-localiza con solo el 45% de los genes marcados con H3K27me3
siendo su distribucion en los genes diana mas pequefia que la de las marcas H3K27me3
(Kim et al., 2012). Otro componente de PRC1 propuesto es LHP1, que colocaliza con los
sitios marcados con H3K27me3 (Turck et al., 2007; Zhang et al., 2007; Engelhorn et al.,
2012), pero también co-purifica con PRC2 (Derkacheva et al., 2013; Liang et al., 2015) e
interacciona con las proteinas AtBMI1 y AtRING1 in vitro (Xu y Shen, 2008; Bratzel et al.,
2010). Sin embargo, ni EMF1 ni LHP1 parecen ser componentes de PRC2, puesto que se
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requieren para establecer las marcas H3K27me3 en solo un subgrupo de las dianas de
PRC2 (Kim et al., 2012; H. Wang et al., 2016).

Curiosamente, cuando comparamos los genes marcados con H3K27me3 que se
sobre-expresan en atbmila/b/c con las dianas directas de EMF1 marcadas con H3K27me3
(K27_EMF1), encontramos que el 50% de los genes sobre-expresados en los mutantes
atbmil también son dianas de EMF1, sugiriendo que AtBMI1y EMF1 podrian formar parte
de un complejo y que ambas proteinas podrian afectar potencialmente a la expresion de
estos genes. Lo mismo se puede decir del componente LHP1, puesto que ocupa el 93,9%
de los genes up_K27 en WT. Sin embargo, el pequeiio solapamiento entre los genes sobre-
expresados en atbmila/b/c y emf1-2 o lhp1 sugiere un papel decisivo de la funcion de
AtBMI1 en mantener la represidon de los genes co-ocupados por las tres proteinas. Un
estudio reciente ha desvelado que las dos proteinas homadlogas SHORT LIFE (SHL) y EARLY
BOLTING IN SHORT DAYS (EBS) interaccionan directamente con EMF1 mediante su
dominio BAH formando dos complejos llamados BAH-EMF1c con funciones PRC1-like (Li
et al., 2018). Se ha visto que los dominios BAH se unen especificamente a las marcas
H3K27me3 y se ha propuesto que los complejos BAH-EMF1 juegan un papel importante
en la extensidn de las marcas H3K27me3 mediadas por PRC2 y en su re-establecimiento
después de la replicacién, participando asi en el mantenimiento de la represion de los
genes diana (Li et al., 2018). Ademas, se ha visto que SHL y EBS interaccionan con EMF1y
AtBMI1 (Li et al., 2018). Por lo tanto, diferentes componentes podrian participar de forma
simultdnea en la represidn de los genes mediada por PcG lo que explica el alto porcentaje
de genes diana de EMF1 que no se activan en los mutantes emf1-2.

También encontramos genes que estaban exclusivamente sobre-expresados en
emfl-2 o lhp1, la mayoria de ellos estan implicados en el desarrollo floral, estos genes no
estaban sobre-expresados en los mutantes atbmila/b/c. Una posibilidad interesante
podria ser que el mecanismo PcG dependiente de las actividades de EMF1, LHP1 y PRC2
estuviera implicado en la regulacidn especifica del programa de desarrollo floral, lo que
estaria de acuerdo con el hecho de que estas proteinas co-purifican con el PRC2 (Liang
etal., 2015).

En resumen, nuestros datos apuntan a redes funcionales de PRC1 en las que los
genes pueden ser regulados por AtBMI1 y/o EMF1 junto con LHP1 y PRC2 y que se
requieren proteinas adicionales para regular diferentes subgrupos de genes. Este es el
caso de las proteinas VAL1/2 en el programa de desarrollo de semilla, que construye una
red que aparentemente también incluye los factores de union ABRE/GT-box (Fig. 28c).
Ademas, parece que es muy probable que otros factores de transcripcién con dominio B3
y las proteinas AL formen parte del circuito represivo de AtBMI1. Por el contrario, parece
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gue hay poco o no solapamiento en la regulacién génica mediante AtBMI1 por un lado y
por EMF1 y LHP1 por el otro, aunque existen factores que pueden interaccionar
fisicamente y estar simultdneamente presentes en los genes diana.
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1.INTRODUCCION

CAPITULO II: Efecto de las marcas H2AK121ub y H3K27me3
en la organizacion de nucleosomas en Arabidopsis

1. Introduccion

Los nucleosomas no se distribuyen de forma aleatoria a lo largo de la cromatina,
sino que se organizan en un patrén regular y controlado (Bai y Morozov, 2010; Sadeh y
Allis, 2011; Struhl y Segal, 2013; Li et al., 2014). La cromatina tiene el papel de organizary
compactar el DNA gendmico dentro del nucleo, pero también representa una barrera
fisica a cualquier proceso celular que requiera el acceso al DNA, como la transcripcion
génica. EL DNA enrollado en torno al nucleosoma es menos accesible que el DNA linker,
por lo tanto, el posicionamiento de los nucleosomas puede facilitar o impedir la unién de
los factores de transcripcidon al DNA, lo que afecta a las respuestas transcripcionales (Segal
y Widom, 2009; Weber, Ramachandran y Henikoff, 2014; Lai y Pugh, 2017a).

Una de las cuestiones centrales de la biologia es desvelar los factores y los
mecanismos que determinan el posicionamiento de los nucleosomas y cdmo afecta esto
a la actividad génica. En los ultimos afos, gracias a la implementacién de técnicas de
secuenciacién masiva, se estan empezando a definir los principios generales que guian el
posicionamiento de nucleosomas y las formas en que la organizacion nucleosomal afecta
a los procesos relacionados con el DNA (Radman-Livaja y Rando, 2010).

1.1. Alineamiento de los nucleosomas en el genoma

Existen diferentes técnicas para estudiar la accesibilidad de la cromatina, aquellas
que permiten identificar directamente las zonas accesibles de la cromatina y otras que
evallan la accesibilidad de forma indirecta mediante la localizacién de los nucleosomas.

La técnica de DNasa-seq se basa en la digestion de la cromatina mediante la
endonucleasa DNasa | (Weintraub y Groudine, 1976). Las regiones abiertas del genoma
son hipersensibles a la DNasa (DHS); sin embargo, dentro de las DHS, las regiones que
estan ocupadas por algun elemento de regulacién en trans, se encuentran protegidas y
por lo tanto no se digieren, lo que permite identificar los elementos que interaccionan
con el DNA (Keene etal., 1981). Con esta técnica se digiere toda la cromatina
obteniéndose fragmentos de diferentes tamafios, de media de 300 pb, que se separan
por electroforesis en gel. Se purifican los fragmentos pequefios entre 50 y 100 pb (<
147pb) para descartar los fragmentos ocupados por nucleosomas. Finalmente, estos
fragmentos se secuencian obteniéndose las localizaciones a nivel genémico de las DHS
(Song y Crawford, 2010; John et al., 2013).
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FAIRE-seq (Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements-seq) es uno
de los métodos mas sencillos para identificar las regiones del genoma con baja ocupacion.
Esta técnica se basa en la fragmentaciéon de la cromatina fijada con formaldehido
mediante sonicacion y la posterior extraccion del DNA con fenol-cloroformo. La fase
acuosa contiene la fraccion de la cromatina con mayor accesibilidad (con baja ocupacion
de nucleosomas), mientras que la fase fendlica contiene el DNA unido a las histonas por
la fijacién con formaldehido. Los fragmentos de la fase acuosa se purifican para su
posterior secuenciacion (Giresi et al., 2007; Giresi y Lieb, 2009; Simon et al., 2012, 2013).

ATAC-seq (Transposase Accessible Chromatin-seq) es una técnica mas reciente
basada en la capacidad de la transposasa hiperactiva Tn5 de integrarse dentro de las
regiones abiertas de la cromatina y fragmentar el DNA incorporando unas secuencias
(adaptadores). Los fragmentos de DNA se purifican y se amplifican en base a los
adaptadores para generar la libreria de secuenciacién (Buenrostro et al., 2013).

En esta tesis nos centramos en la técnica de MNasa-seq que ha sido la mas usada
durante los ultimos afos y se basa en un ensayo de digestidon de la cromatina con la
nucleasa microccocal (MNasa) y la posterior secuenciacion de los fragmentos obtenidos
(Cui y Zhao, 2012; Rizzo y Sinha, 2014). El DNA ocupado por los nucleosomas es
relativamente insensible a la MNasa, por lo tanto, la digestidon de la cromatina con esta
enzima nos permite estudiar el posicionamiento y la ocupacién de los nucleosomas. La
MNasa es una enzima que corta preferentemente el DNA internucleosomal, primero
induce la rotura de una hebra y posteriormente la segunda, ademas, tiene una actividad
exonucleasa que después de la rotura en una determinada posicién, el DNA se digiere
hasta alcanzar una posicidon protegida. Seguidamente, el DNA protegido se purifica y se
analiza mediante secuenciacidon masiva para determinar la localizacién a nivel gendmico
de los nucleosomas (A. Weiner et al., 2010; Chen et al., 2013, 2014; Pajoro et al., 2018).
La MNasa tiene algunas limitaciones, por ejemplo, no corta de forma completamente
aleatoria en el genoma, sino que tiene una cierta preferencia por algunas secuencias,
ademds, se puede producir una sobre-digestién de las zonas mds accesibles del genoma
apareciendo a altas concentraciones de enzima como si fueran regiones libres de
nucleosomas. En cualquier caso, las diferencias en el grado de digestién solo afectan a la
ocupacion de los nucleosomas, pero no alteran el posicionamiento y el espaciado entre
los nucleosomas.

Para estudiar la distribucién de los nucleosomas a nivel gendmico, es importante
definir los términos de posicionamiento, espaciado y ocupacién. El posicionamiento de
nucleosomas describe el lugar del DNA donde se localiza el nucleosoma. Cuando un
nucleosoma se posiciona en la misma regidn gendmica en toda una poblacién de células
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se dice que es un nucleosoma bien-posicionado. A diferencia del posicionamiento que
describe la relacion entre los nucleosomas y el DNA, el espaciado de nucleosomas se
refiere a la distancia entre dos nucleosomas adyacentes y se determina por la longitud del
DNA linker. Cuando los nucleosomas estan espaciados de una forma uniforme (con la
misma distancia entre nucleosomas adyacentes) se dice que forman una secuencia
regular. Los conceptos de posicionamiento y espaciado son independientes, puesto que
los nucleosomas pueden estar espaciados de una forma uniforme, pero mal-posicionados.
Cuando los nucleosomas distribuidos en una secuencia regular también estan bien-
posicionados se dice que estan en fase. Por ultimo, la ocupacidon de nucleosomas indica
para cada par de bases del genoma, la fraccién de moléculas de DNA de la poblacion que
esta ocupada por nucleosomas (Chereji, Ocampo y Clark, 2017).

1.2. La organizacion de los nucleosomas en las regiones codificantes del genoma

El alineamiento de los nucleosomas a nivel genédmico nos permite explorar las
propiedades de la organizacién de los nucleosomas alrededor de los genes. En los ultimos
afios, gracias a aproximaciones a escala gendmica de ensayos con MNasa, se han
generado mapas de posicionamiento de nucleosomas en la mayoria de los organismos
modelo, aunque los genomas mas estudiados son los de levaduras y humanos (Hughes y
Rando, 2014).

En los mapas obtenidos se pueden observar unas caracteristicas generales de
distribucidon de nucleosomas en regiones génicas, comunes en los diferentes organismos.
La regidn del promotor inmediatamente aguas arriba del TSS presenta frecuentemente
un menor grado de ocupacién de nucleosomas por presentar una mayor accesibilidad,
denominandose region libre de nucleosomas (del inglés Nucleosome Depleted Region,
NDR) (Jiang y B. Franklin Pugh, 2009; Lai y Pugh, 2017b). La NDR estd generalmente
flanqueada por dos nucleosomas bien posicionados: los nucleosomas -1 y +1 localizados
en los extremos 5’ y 3’ de esta regién, respectivamente. Se observan también varios
nucleosomas bien-posicionados aguas abajo del nucleosoma +1 aunque el nivel de
posicionamiento va disminuyendo gradualmente desde el extremo 5’ al 3’ del gen. En
general, todas estas caracteristicas se aprecian bien en levaduras; sin embargo, en
animales y plantas en algunos casos se complica la deteccidn, al estar la mayoria de los
nucleosomas pobremente posicionados (Valouev et al., 2011; Zhang, Zhang y Jiang, 2015),
probablemente por diferencias de expresién en poblaciones celulares o en distintos
tejidos. En cualquier caso, estudios recientes realizados en una Unica célula en animales
confirman estas caracteristicas generales (Lai et al., 2018).

A pesar de estas caracteristicas generales, se han podido observar diferencias en
el posicionamiento y ocupacién de nucleosomas en base a distintos factores, por lo que,
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en los ultimos afos, diferentes estudios se han centrado en investigar los determinantes
del posicionamiento de los nucleosomas y cdmo pueden afectar a la organizacién de la
cromatina.

1.3. Determinantes del posicionamiento de los nucleosomas

Desde hace tiempo se sabe que la formacidn de los nucleosomas esta
termodinamicamente favorecida por algunas secuencias en comparacién con otras, lo
que sugiere que la conformacién de la cromatina esta en cierto modo programada por la
secuencia del DNA (Drew y Travers, 1985). Sin embargo, también existen evidencias de
que proteinas como los factores de transcripcidon, RNA polimerasa y remodeladores de la
cromatina dependientes de ATP contribuyen de forma significativa en el posicionamiento
de los nucleosomas. Por lo tanto, parece que tanto factores en cis (secuencia del DNA)
como en trans (remodeladores, etc.) tienen influencia sobre la organizaciéon de los
nucleosomas (Hughes y Rando, 2014).

1.3.1. Lasecuencia del DNA

La secuencia del DNA juega un papel critico en el posicionamiento rotacional de
la hélice de DNA, pero ademas es un factor determinante en la ocupacion de los
nucleosomas. En particular, los elementos poly(dA:dT) y poly(dG:dC) son inhibidores
intrinsecos de la formacién del nucleosoma; sin embargo, las regiones no
homopoliméricas enriquecidas en G+C la favorecen (Struhl y Segal, 2013). Los andlisis de
alineamiento a nivel gendmico de los nucleosomas han demostrado un mayor nivel de
ocupacion de nucleosomas en los exones que en los intrones, debido al alto contenido en
secuencias G+C en los exones comparado con el alto porcentaje de enriquecimiento en
secuencias A+T en los intrones (Nishida, 2012; Hughes y Rando, 2014). Por otro lado, los
elementos en cis pueden afectar de forma indirecta al posicionamiento de los
nucleosomas, guiando a factores en trans, como son los remodeladores de la cromatina
capaces de desplazar o mover nucleosomas (Winger y Bowman, 2017), o los factores de
transcripcién que tras unirse a la secuencia de DNA pueden alterar la longitud de la NDR
e influir en el posicionamiento de los nucleosomas flanqueantes. Por tanto, la secuencia
del DNA por si es importante para determinar el posicionamiento de los nucleosomas in
vivo, pero son necesarios otros factores adicionales para regular la conformacién de la
cromatina (Chereji y Clark, 2018) (Partensky y Narlikar, 2009).

1.3.2. Transcripcién

La organizacién de los nucleosomas afecta a la accesibilidad al DNA gendmico, por
lo que juega un papel importante en la regulacién de la transcripcién (Chen et al., 2017).
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Por otro lado, la unién y el paso de la maquinaria de transcripcidn a su vez afectan al
posicionamiento de nucleosomas. Ensayos en distintos organismos han demostrado que
la localizacion del complejo de pre-iniciacion (PIC) de la transcripcion influye en el
posicionamiento del nucleosoma +1. Los componentes del PIC pueden ser necesarios para
el reclutamiento de complejos remodeladores que anulan la preferencia de los
nucleosomas por una secuencia determinada de DNA para posicionarlos en una
localizacién precisa. Ademas, el espaciado de los nucleosomas que se encuentran aguas
abajo del nucleosoma +1 depende de la maquinaria de elongacién transcripcional (Struhl
y Segal, 2013). Durante la transcripcion, el paso de la RNA Polymerasa Il (Pol Il) causa un
des-ensamblaje y re-ensamblaje de los nucleosomas. Esto estd dirigido por las chaperonas
de histonas que tienen una alta afinidad por los dimeros H2A-H2B o el tetrémero H3-H4
y que facilitan la disrupcidn de los nucleosomas o la deposicién de las histonas. Estas
chaperonas pueden asociarse a histonas especificas, modificaciones de histonas y
factores de elongacién. Por ejemplo, las chaperonas Napl (NUCLEOSOME ASSEMBLY
PROTEIN 1) y FACT (FACILITATES CHROMATIN TRANSCRIPTION) facilitan el paso de la
magquinaria de la transcripcién a través de los nucleosomas mediante su contribucién en
la disrupcion del dimero H2A-H2B (Petesch y Lis, 2012).

También se ha visto que el nivel de transcripcidn influye en la organizacion de los
nucleosomas. Estudios a nivel gendmico de los perfiles de distribucién de los nucleosomas
en levaduras, animales y plantas han desvelado que existe una alta correlacion entre el
patron de distribucidon de los nucleosomas y los niveles de transcripcidon (Shivaswamy
et al., 2008; Assaf Weiner et al., 2010; Yadon et al., 2010; Sala et al., 2011; Fu et al., 2012;
Gaffney et al., 2012; Chen et al., 2013; Li et al., 2014; Zhang, Zhang y Jiang, 2015). Se ha
demostrado que, en general, los genes con mayores niveles de expresidn tienden a tener
una menor densidad de nucleosomas en las regiones promotoras y un mejor
posicionamiento de nucleosomas con un espaciado mas regular a lo largo del cuerpo del
gen comparados con los genes con niveles de expresidn bajos (Schones et al., 2008; Li
et al., 2014; Zhang, Zhang y Jiang, 2015).

1.3.3. Remodeladores de la cromatina dependientes de ATP

Los complejos remodeladores de la cromatina hidrolizan el ATP y convierten la
energia generada en un movimiento mecanico que incluye el deslizamiento de los
nucleosomas a lo largo del DNA, desensamblando los nucleosomas, intercambiando las
histonas o reposicionando los nucleosomas (Bowman y McKnight, 2017; Hajheidari, Koncz
y Bucher, 2019). Los remodeladores de la cromatina dependientes de ATP se agrupan en
4 subfamilias de acuerdo con sus dominios ATPasa conservados (INO80/SWR1, CHD, ISWI
y SWI/SNF), aunque existen otros tipos de remodeladores como los pertenecientes a las
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familias LSH, RAD54 y RAD5/16 (Knizewski, Ginalski y Jerzmanowski, 2008; Clapier y
Cairns, 2009). Cada subfamilia, ademas del dominio catalitico ATPasa, contiene dominios
Unicos como el cromo- o bromodominio o el dominio PHD, lo que les permite actuar en
una region especifica de la cromatina (Cairns, 2009; Hargreaves y Crabtree, 2011; Narlikar,
Sundaramoorthy y Owen-Hughes, 2013).

La funcién mas importante in vivo de los remodeladores de la cromatina de las
familias ISWI y CHD es organizar los nucleosomas en secuencias ordenadas a lo largo del
gen y promover el ensamblaje de la cromatina después de la replicaciéon (Corona vy
Tamkun, 2004; Petesch y Lis, 2012). En plantas, se ha visto que los remodeladores de la
familia ISWI, CHROMATIN REMODELING 11 (CHR11) y CHR17 juegan un papel en el
mantenimiento del espaciado de los nucleosomas, lo que influye tanto en la activacidn
como en la represion transcripcional (Li et al., 2014). Por otra parte, se ha visto que PICKLE
(PKL), perteneciente a la familia CHD3, es capaz de movilizar los nucleosomas en un
fragmento de DNA in vitro (Ho et al. 2013). PKL ha sido implicado tanto en represion,
promoviendo la actividad de las proteinas PcG (Zhang et al., 2012), como en activacion de
la transcripcion, contrarrestando la represién mediada por las proteinas PcG (Aichinger
et al., 2009, 2011; Jing, Guo y Lin, 2019a). Este doble papel en represidn y activacién
también se ha visto en factores de esta familia en animales (Murawska et al., 2008; Fasulo
etal., 2012; Egan et al., 2013).

Los remodeladores de la cromatina del tipo SWI/SNF en plantas como BRAHMA
(BRM) y SPLAYED (SYD) tienen un papel activo en la regulacién de la expresidn génica y
estan implicados en numerosos procesos del desarrollo en plantas (Farrona et al., 2004;
Hurtado, Farrona y Reyes, 2006; Kwon et al., 2006; Bezhani et al., 2007; Tang et al., 2008;
Wu et al., 2012). Estos factores han sido propuestos como activadores transcripcionales
por su capacidad de desensamblar o desplazar los nucleosomas pero carecen de la funcién
de ensamblaje de nucleosomas (Clapier y Cairns, 2009; Han et al., 2015). Ademds, actuan
en colaboracidn con las enzimas acetiltransferasas de histonas y de forma antagonista a
las marcas de represiéon H3K27me3 (Ho et al., 2011; Wu et al., 2012; Li et al., 2015). Sin
embargo, se ha visto que los remodeladores del tipo SWI/SNF también pueden reprimir
directamente la expresion génica (Ho et al., 2009, 2011; Han et al., 2015), mediante
diferentes mecanismos que incluyen su participacion en las interacciones entre enhancers
y promotores (Heintzman et al., 2007; Kim, Bresnick y Bultman, 2009), facilitando el
reclutamiento de reguladores con funcién represora (Ho et al., 2009), o estabilizando los
nucleosomas en el TSS, lo que interfiere con la transcripcién (Rafati et al., 2011; Han et al.,
2012, 2015; Zhu et al., 2013; Torres y Deal, 2019).
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Los factores de la familia INO8O y SWI/SNF related protein 1 (SWR1) tienen la
capacidad de desensamblar los nucleosomas e intercambiar histonas (Phelan, Schnitzler
y Kingston, 2000). Estos factores se agrupan en complejos multiproteicos. En levaduras,
el complejo SWR1 reemplaza la histona H2A por la H2A.Z mientras que INO80 reemplaza
H2A.Z por H2A (Mizuguchi et al., 2004; Luk et al., 2010; Papamichos-Chronakis et al.,
2011). En plantas, se ha demostrado que SWR1 tiene la misma actividad (Morrison y Shen,
2009; Jarillo y Pifieiro, 2015; Crevillén et al., 2019). Este complejo estd implicado en
procesos de regulacion génica, reparacion del DNA y la recombinacidon del DNA. La
presencia de H2A.Z en lugar de H2A en el octdmero de histonas afecta a la estabilidad de
los nucleosomas (Jin y Felsenfeld, 2007; Jin et al., 2009). Todavia no se ha demostrado si
el complejo INO80 de plantas intercambia la H2A.Z por H2A, lo que si se ha visto es que
esta implicado en los procesos de recombinaciéon homéloga y reparacion del DNA (Fritsch
et al., 2004; Shaked, Avivi-Ragolsky y Levy, 2006).

1.3.4. Modificaciones post-traduccionales de histonas (PTM)

Las modificaciones post-traduccionales (PTM) de las histonas (acetilacion,
metilacion, fosforilacién, monoubiquitinacién, biotinilacién, glicosilacién, etc) pueden
regular la composicién y la estructura de los nucleosomas en los genes. Estas
modificaciones pueden alterar la accesibilidad a la cromatina mediante dos mecanismos:
1) alterando las interacciones histona-histona o histona-DNA, o 2) actuando como sitios
de reclutamiento especificos de factores remodeladores de la cromatina, otros factores
con actividades modificadoras de histonas, coactivadores, o corepresores
transcripcionales (Musselman et al., 2012; Allis y Jenuwein, 2016).

Existen PTM correlacionadas positiva o negativamente con la actividad
transcripcional de los genes; sin embargo, se conoce poco sobre el efecto de muchas de
estas modificaciones en la organizacion de la cromatina (Petesch y Lis, 2012). La
modificacién de histonas mas estudiada que afecta directamente a la estructura de la
cromatina es la acetilacion de los residuos de lisina de las histonas. De forma general, la
acetilacion neutraliza la carga positiva de las histonas debilitando la interaccién
electrostatica con el DNA cargado negativamente, lo que resulta en un aumento de la
accesibilidad del DNA nucleosomal a los factores de transcripicién y la RNA Polll. Mediante
ensayos in vitro, se ha demostrado que la acetilacion del dimero H2A-H2B debilita las
interacciones presentes a 40 pb alrededor del sitio de la marca y la acetilacion de H3-H4
reduce la formacién de estructuras de cromatina de orden superior y reduce la cantidad
de DNA unido a los nucleosomas (Brower-Toland et al., 2005; Petesch y Lis, 2012).
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A diferencia de la acetilacién o fosforilacidn, la metilacién de histonas no produce
alteraciones en la carga. Esta es una de las razones por las cuales las metilaciones pueden
ser tanto marcas de activacidn como de represion dependiendo del sitio y el grado de la
metilaciéon. Por ejemplo, H3K4mel-2-3 se encuentra tipicamente en sitios de
transcripcién activos, mientras que H3K9me2-3 y H3K27me2-3 son marcas de represion
(Zhang et al., 2009; Kohler y Hennig, 2010). Sin embargo, estas PTM pueden actuar como
sefiales de reclutamiento de otros factores que alteran la conformacién del nucleosoma
o de la cromatina. Estos factores contienen dominios conservados evolutivamente que
reconocen PTM de histonas especificas; tales como los bromodominios que son
especificos para las acetil-lisinas y los cromodominios para las metil-lisinas (Mujtaba, Zeng
y Zhou, 2007). Algunas modificaciones tienen efecto distinto dependiendo en qué histona
se incorporen, como por ejemplo la monoubiquitinacidn. Las histonas H2B y H2A pueden
ser monoubiquitinadas en su extremo C-terminal. La monoubiquitinacién de la H2B
favorece la creacion de una conformacién abierta y accesible mediante un mecanismo
independiente y sinérgico con la acetilacion de la histona H4 (Fierz et al., 2011), mientras
gue la monoubiquitinacién de la H2A estd implicada en la represién transcripcional
(Flanagan et al., 2005; Scheuermann, Gutiérrez y Miller, 2012) aunque no se conoce el
papel exacto que juega.

En general, se conoce mejor el efecto de las modificaciones de histonas que
participan en el establecimiento de una conformacidn de cromatina abierta para facilitar
el proceso de transcripcidon que el de las implicadas en el mantenimiento de una
conformacion de cromatina refractaria a la transcripcion.

2. Objetivo

Nos propusimos determinar el papel exacto que tienen las marcas incorporadas
por la maquinaria PcG en la organizacion de los nucleosomas en Arabidopsis. Como se ha
discutido en el capitulo anterior de esta tesis, los complejos PRC1y PRC2 son responsables
de la incorporacién de la monoubiquitinacién de H2A y de la trimetilacién de H3,
respectivamente, que actian como marcas represoras de la transcripcidn (Calonje, 2014).
Sin embargo, a pesar de los avances logrados en el conocimiento de la represién PcG, aln
no se conoce el mecanismo mediante el cual estas modificaciones crean una cromatina
inaccesible a la maquinaria de transcripcién. Ensayos in vitro en vertebrados, Drosophila
y Arabidopsis indican que algunos de los componentes PcG son capaces de compactar la
cromatina inhibiendo el efecto de factores remodeladores y la transcripcién. En concreto,
en Drosophila el componente del PRC1 Psc es capaz por si solo de tener este efecto in
vitro (King, Francis y Kingston, 2002; Francis, Kingston y Woodcock, 2004), en vertebrados
un homalogo de la subunidad Pc de Drosophila, M33, también tiene esta capacidad (Grau

et al., 2011) y en Arabidopsis, EMF1 parece ser el equivalente funcional (Calonje et al.,
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2008; Beh, Colwell y Francis, 2012). Por otro lado, se ha visto que a nivel gendmico las
marcas H3K27me3 estdn asociadas con zonas de baja accesibilidad tanto en animales (Bell
et al., 2010; Kelly et al., 2012; Beck et al., 2014; Deaton et al., 2016) como en Arabidopsis
(Shu et al., 2012). Aparte de esto, excepto por un trabajo reciente en vertebrados que
propone que el PRC1 conlleva a un aumento de la ocupacién de nucleosomas y a una
disminucién del espacio entre nucleosomas en los promotores de los genes diana PcG
(King et al., 2018), se desconoce el papel exacto que juegan las marcas H2AK121ub y
H3K27me3 en modificar el posicionamiento y/u ocupacion de los nucleosomas para crear
una conformacién inaccesible de la cromatina, especialmente en plantas.

Resultados previos del laboratorio sobre la distribucién de las marcas H2AK121ub
y H3K27me3 a nivel gendmico (Zhou et al., 2017), mostraron que las dos marcas se
localizan generalmente en regiones génicas, siendo los picos de H3K27me3 mas extensos
que los picos de H2AK121ub. El 80% de los picos de H2AK121ub solapan con la regién
inmediatamente aguas abajo del TSS, mientras que los picos H3K27me3 solapan con el
promotor y el cuerpo del gen. Ademas, a pesar de que las dos marcas co-localizan en un
gran numero de genes, existen también conjuntos de genes exclusivamente marcados con
H2AK121ub o H3K27me3 (Zhou et al., 2017), lo que sugiere papeles diferentes en la
represion transcripcional. De acuerdo con esto, la mayoria de los genes marcados con
H2AK121ub/H3K27me3 y con H3K27me3 presentan bajos niveles de expresién o no se
expresan, mientras que un porcentaje alto de los genes marcados solo con H2AK121ub
presentan actividad transcripcional, aunque su nivel de expresién aumenta en los
mutantes de pérdida de funcion de PRC1 (Zhou et al., 2017). Para determinar el efecto de
cada una de estas marcas hemos analizado la distribucidn de los nucleosomas a nivel
gendmico en los distintos conjuntos de genes diana PcG y el impacto que tiene la pérdida
de funcidn de AtBMI1 en el posicionamiento y la ocupacién de los nucleosomas.
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3. Resultados

3.1. Obtencién de muestras para MNase-seq

Para investigar un posible efecto de las marcas establecidas por los complejos
PRC1 y PRC2 de Arabidopsis en la organizacion de los nucleosomas, se llevd a cabo un
ensayo de digestion de la cromatina de plantas WT-Col0 recogidas a los 7 dias después de
la germinacion con la enzima nucleasa micrococal (MNasa) y la posterior secuenciacion
de los fragmentos obtenidos (MNasa-seq). La MNasa es una endo- y exonucleasa que
corta preferentemente el DNA que conecta dos nucleosomas, mientras que el DNA
nucleosémico estd protegido frente a la digestidn, al menos a concentraciones bajas de
enzima. Esta técnica ha permitido mapear el posicionamiento y ocupacién de
nucleosomas en el genoma de multiples especies (Mavrich et al., 2008; Valouev et al.,
2008; Teif et al., 2012; Zhang, Zhang y Jiang, 2015; Voong et al., 2016; Chen et al., 2017,
Zhang et al., 2018), incluida Arabidopsis (Li et al., 2014; Sacharowski et al., 2015; Zhang,
Zhang y Jiang, 2015).

La secuenciacién se realizé sobre la fraccion de DNA mononucleosomal (FM)
purificada que representaba el 70-80% del DNA digerido. Esta fraccién contenia
fragmentos de un tamafio de alrededor de 150 pares de bases (pb) correspondiente a la
longitud de DNA requerido para enrollar un nucleosoma; sin embargo, se podia observar
la presencia de otras bandas minoritarias correspondientes a las fracciones di- y
trinucleosomales (Fig. 29) lo que indicaba que las muestras no fueron sometidas a una
digestién excesiva.

Estudios previos de los perfiles de densidad media de nucleosomas utilizando
datos de MNasa-seq en distintos organismos han identificado un patrén de organizacién
de nucleosomas comun alrededor de los sitios de inicio de la transcripcidn (TSS) (Hughes
y Rando, 2014). En general, justo aguas arriba del TSS se localiza una regién libre de
nucleosomas (NDR), flanqueada por dos nucleosomas bien posicionados, el nucleosoma
+1, que es el primer nucleosoma dentro de la regién transcrita, y el nucleosoma -1, que
se encuentra al otro lado de la NDR. Por otro lado, los genes con actividad transcripcional
suelen presentar una serie de nucleosomas bien posicionados aguas abajo del TSS (+1, +2,
+3...). Esto es debido a que los nucleosomas se sitlan y espacian de forma similar a partir
del TSS. Sin embargo, este buen posicionamiento de nucleosomas no se observa en los
genes reprimidos ya que, a pesar de que los nucleosomas puedan presentar un
espaciamiento regular, no se posicionan de la misma forma (Baldi, 2019).
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Figura 29: Digestion con MNasa y purificacion de fraccion mononucleosomal (FM). (a) DNA no digerido (ND)
y digerido (D) de las réplicas 1y 2 de WT-ColO. Fraccién Dinucleosomal (FD); Fraccidn Trinucleosomal (FT). (b)
FM purificada del DNA de WT digerido de las réplicas 1y 2. (M) marcador de peso molecular de fragmentos
de DNA.

Para analizar el perfil de densidad de nucleosomas en la region del TSS en nuestras
muestras, en primer lugar, seleccionamos todos los genes codificantes de proteinas
detectados en un analisis de RNA-seq, previamente realizado en el grupo, en plantulas
WT de la misma edad (Zhou et al., 2017). Los genes fueron agrupados segun su nivel de
expresion (<1, 1-10 y >10 fragmentos por kilobase de exdon por millon de lecturas
mapeadas (FPKM) (Fig. 30a). Encontramos que, de acuerdo con datos previamente
publicados en Arabidopsis (Li et al., 2014; Zhang, Zhang y Jiang, 2015; Pass et al., 2017),
todos los genes codificantes de proteinas, independientemente de su nivel de expresidn,
presentaban una menor densidad de nucleosomas en la regién aguas arriba del TSS que
en la region aguas abajo del TSS. Esta menor densidad, aunque mds pronunciada en la
NDR, se extendia a lo largo de toda la zona promotora (750 pb aguas-arriba del TSS) (Fig.
30a). Encontramos que los genes con mayor nivel de expresion presentaban una NDR con
una menor ocupacién de nucleosomas que los genes que se expresaban menos; sin
embargo, ninguno de estos grupos presentaba un buen posicionamiento de nucleosomas
en toda la zona aguas arriba del TSS. Por otro lado, se observé que los genes con niveles
de expresion intermedio y alto (1-10 y >10 FPKM, respectivamente) presentaban una serie
de nucleosomas bien posicionados en la region aguas abajo del TSS, mientras que en el
caso de los genes que no se expresan o se expresan poco (<1 FPKM), solo se podia
distinguir con claridad el posicionamiento del nucleosoma +1. Asimismo, como ha sido
descrito anteriormente (Li et al., 2014), encontramos que la posicion del nucleosoma +1
se correlacionaba con los niveles de expresidon de los genes, de tal forma que cuanto mas
altos eran los niveles de expresidn génica, mas lejos se posicionaba el nucleosoma +1 del
TSS. La distribucidn regular de los nucleosomas en la regién aguas abajo del TSS y el
desplazamiento del nucleosoma +1 en los genes transcripcionalmente activos han sido
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relacionados con un posible papel de la RNA polimerasa Il en determinar la conformacion
de la cromatina (Radman-Livaja y Rando, 2010). Por tanto, el andlisis general de nuestras
muestras estaba en concordancia con resultados anteriores.
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Figura 30: Comparacion de los perfiles de distribucion media de nucleosomas alrededor del sitio de inicio
de transcripcidn (TSS) en diferentes conjuntos de genes en la fraccion mononucleosomal (FM). (a) Perfiles
de los genes codificantes de proteinas agrupados segun su nivel de expresion en WT (< 1 FPKM (rojo), 1-10
FPKM (verde), > 1 FPKM (azul)). (b) Perfiles de los genes non-PcG activos (> 1 FPKM, negro) y reprimidos (< 1
FPKM, gris). (c) Comparacién de los perfiles de los genes only-H2AK121ub, H2AK121ub/H3K27me3 y only-
H3K27me3 (< 1 FPKM). (d) Perfiles de los genes only-H2AK121ub (< 1 FPKM) comparados con los genes non-
PcG activos y reprimidos. (e) Perfiles de los genes H2AK121ub/H3K27me3 (< 1 FPKM) comparados con los
genes non-PcG activos y reprimidos. (f) Perfiles de los genes only-H3K27me3 (< 1 FPKM) comparados con los
genes non-PcG activos y reprimidos.

3.2. Los distintos grupos de genes diana PcG presentan diferencias en la organizacion
de nucleosomas

Pasamos a analizar la organizacion de los nucleosomas en los genes diana de la
magquinaria PcG. Ensayos anteriores del grupo de inmunoprecipitacién de cromatina
seguida de secuenciacion (ChiP-seq) en plantas WT de 7 DAG, utilizando anticuerpos
frente a las marcas H2AK121ub y H3K27me3 (Zhou et al., 2017), pusieron de manifiesto
la presencia de tres subgrupos diferentes de genes diana PcG en base a la presencia de
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una de estas marcas (bien H2AK121ub o H3K27me3) o de las dos. Los niveles de expresion
de los genes encontrados en los diferentes subgrupos fueron, en general, consistentes
con el papel represivo de estas modificaciones. De acuerdo con esto, la mayoria de estos
genes se encuentran sobre-expresados en los mutantes PRC1 o PRC2 (Bouyer et al., 2011;
Lafos et al., 2011; Merini et al., 2017; Zhou et al., 2017). Sin embargo, se encontrd que un
porcentaje de genes en cada subgrupo presentaban actividad transcripcional (>5 FPKM).
Este porcentaje resultd ser alto en los genes marcados solo con H2AK121ub -only-
H2AK121ub- (alrededor de 50-60%), menor en el subgrupo de genes con ambas marcas -
H2AK121ub/H3K27me3 (alrededor de 25%), y ain mas bajo en los genes marcados solo
con H3K27me3 -only-H3K27me3 (alrededor del 10%) (Zhou et al., 2017). Por tanto, para
investigar un posible papel de estas modificaciones en la organizacién de los
nucleosomas, pero evitando el posible efecto que pueda causar la maquinaria de la
transcripcién en ello, se analizé la distribucién de los nucleosomas en los genes
codificantes de los tres subgrupos de dianas PcG con niveles de expresion entre Oy 1
FPKM (<1 FPKM) de forma independiente. Elegimos este corte porque, de acuerdo con
los analisis preliminares de la distribucion de nucleosomas en funcién de la actividad, los
genes englobados en este rango de expresién presentan el perfil caracteristico de los
genes reprimidos (Fig. 30a). Analizamos también el perfil de densidad media de
nucleosomas en los genes codificantes que no son dianas PcG (non_PcG) reprimidos (<1
FPKM) y activados (>1 FPKM) (Fig. 30b) para compararlos con aquellos de los distintos
grupos de dianas PcG.

Los resultados mostraron diferencias destacables en la distribucidn de
nucleosomas entre los tres subgrupos de genes, tanto en la regidon aguas abajo como
aguas arriba del TSS (Fig. 30c). Por un lado, encontramos que en los genes only-
H2AK121ub la ocupacién de nucleosomas en la zona aguas abajo del TSS era mds parecida
a la de los genes non-PcG activados que a la de los reprimidos y se podia distinguir el
posicionamiento de los nucleosomas del +1 al +5, aunque de forma mas pobre que en el
caso de los genes non-PcG activados (Fig. 30d). Por el contrario, en los genes only-
H3K27me3 la ocupacion de nucleosomas en esta zona era similar a la de los genes non-
PcG reprimidos y no se distinguia un posicionamiento claro de nucleosomas, a excepcién
del nucleosoma +1 (Fig. 30f). Los genes H2AK121ub/H3K27me3 en la zona aguas abajo del
TSS presentaban una ocupacion y un posicionamiento de nucleosomas similar a la de los
genes only-H3K27me3 (Fig. 30e). En cualquier caso, los tres subgrupos de genes, aunque
con algunas diferencias importantes, como se verd mas adelante, mostraron un
posicionamiento del nucleosoma +1 mas proximo al TSS consistente con su estado
transcripcional reprimido.
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En cuanto a la regién aguas arriba del TSS, en la que se englobaria la regidon
promotora, encontramos que en los genes only-H2AK121ub la densidad nucleosomal era
similar a la mostrada por los genes non-PcG reprimidos (Fig. 30d); sin embargo, en los
genes Unicamente marcados con H3K27me3 la densidad era significativamente inferior
que a la de los genes non-PcG reprimidos, especialmente en la regién distal del promotor
(de -250 pb a -750 pb) donde era incluso menor que la mostrada por los genes non-PcG
activados (Fig. 30f). En los genes H2AK121ub/H3K27me3, encontramos una situacion
intermedia (Fig. 30e). Aunque estos resultados sugerian un efecto claro de las marcas
H3K27me3 sobre la ocupacion de los nucleosomas en la regidon promotora, nos resultaron
sorprendentes ya que ha sido descrito en animales que los promotores de los genes diana
PcG presentan una sensibilidad reducida a la digestidn con nucleasas en comparacion con
los promotores de los genes que no lo son (Bell et al., 2010; Kelly et al., 2012; Deaton
et al., 2016), por lo que cabria esperar una densidad de nucleosomas, si no mayor, al
menos igual a la de los genes non-PcG reprimidos.

Respecto al posicionamiento de los nucleosomas en esta regidn, encontramos
que solo en los genes only-H2AK121ub y H2AK121ub/H3K27me3 se podia intuir el
posicionamiento del nucleosoma -1, aunque con una baja ocupacion (Fig. 30d, e) y los
subsiguientes nucleosomas (-2, -3...) solo se distinguian en los genes only-H2AK121ub. Por
otro lado, en los genes non-PcG activos, aunque no se distinguia claramente el
nucleosoma -1, se detectaba un cierto posicionamiento de los nucleosomas -2, -3... (Fig.
30b).

3.3. La comparacion de perfiles de nucleosomas obtenidos en distintas condiciones de
ensayo proporciona informaciéon complementaria

Se han descrito diferencias importantes en cuanto a la ocupacién de los
nucleosomas dependiendo de si las muestras son digeridas en condiciones de alta o baja
concentracién de MNasa (Mieczkowski et al., 2016); de tal forma que, algunas regiones
presentan mayor ocupacion a bajas concentraciones y otras a altas concentraciones. Las
regiones mas accesibles del genoma se liberan a bajas concentraciones de enzima,
detectdndose asi la ocupacién de los nucleosomas “fragiles”; sin embargo, en condiciones
de altas concentraciones, la digestién de estas regiones da lugar a fragmentos de tamarios
menores al correspondiente a un nucleosoma, por lo que son excluidas del analisis en el
caso de purificar la fraccion mononucleosomal (~ 150 bp). Por otro lado, las regiones de
baja accesibilidad pueden sufrir una digestion parcial generdndose fragmentos de mayor
tamafio, por lo que tampoco serian detectadas al llevarse a cabo la purificacion de esta
fraccién. Por estas razones, se ha demostrado que el andlisis de muestras tratadas en
distintas condiciones puede proporcionar una informacién bioldgicamente importante
gue no se obtiene usando una Unica condicién (Mieczkowski et al., 2016).
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Figura 31: Las diferentes condiciones de ensayo de Mnase-seq proporcionan diferentes resultados en los
perfiles de ocupacion de nucleosomas en Arabidopsis. Perfiles de densidad media de nucleosomas alrededor
del TSS de los genes en los diferentes grupos de genes. (a) Perfiles de los genes non-PcG agrupados segun su
nivel de expresion en la fraccion mononucleosomal (FM), (panel izquierdo; genes activos (negro) y reprimidos
(gris)) y en la fraccién mono y dinucleosomal (FM+D), (panel derecho; genes activos (azul) y reprimidos (azul
claro)). (b) Comparacion de los perfiles de los genes only-H2AK121ub, H2AK121ub/H3K27me3 y only-
H3K27me3 (< 1 FPKM) en la fraccion mononucleosomal (FM, panel izquierdo y en la fraccion mono vy
dinucleosomal (FM+D, panel derecho). En el eje X se representa la distancia relativa al TSS y en el eje Y se
representa el valor medio de la sefal. Las lineas discontinuas indican la posicién del TSS.

Bajo nuestras condiciones de digestion obtuvimos una fraccion mayoritaria de
mononucleosomas (FM) que fue purificada para su secuenciacion; sin embargo, se podia
apreciar también la presencia de bandas de tamafio superior correspondientes a las
fracciones di- y trinucleosomales (Fig. 29), por lo que pensamos que podriamos estar
perdiendo informacién relevante para entender el papel de las marcas PcG. Para
comprobar esta posibilidad, se analizaron datos de Mnasa-seq previamente publicados
en plantulas WT de edad similar. Estos datos fueron obtenidos a partir de muestras en las
gue no se habia llevado a cabo la purificacién de la fraccidn mononucleosomal sino que
la secuenciacion se habia llevado a cabo de una fraccién de fragmentos de tamafio <400
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pb, incluyendo por tanto también la fraccién dinucleosomal (FM+D), y posiblemente otros
tamafios intermedios (Torres y Deal, 2019).

En primer lugar, se compararon los perfiles de densidad media de nucleosomas
en los genes non-PcG reprimidos y activados en las dos muestras (FM y FM+D, Fig. 31a).
En ambos analisis, en la regidén aguas abajo del TSS se observaba el patrén tipico de
distribucion de nucleosomas con un nivel alto de ocupacién en los dos grupos de genes y
un buen posicionamiento de nucleosomas en los genes activados que no se observaba en
los genes reprimidos. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en cuanto a
la densidad de nucleosomas entre FM y la FM+D en general, particularmente en la region
aguas arriba del TSS. A pesar de que en ambas muestras la densidad de nucleosomas era
mayor en los genes reprimidos que en los activados, en la FM+D se podian apreciar
detalles que no se distinguian en la FM. De tal forma que, por ejemplo, la NDR, aunque
en las dos muestras habia claras diferencias entre los genes non-PcG activados vy
reprimidos, en la FM+D esta regidn aparecia mejor definida y claramente flanqueada por
los nucleosomas +1y -1. Ademas, en la FM+D se observaba un posicionamiento mas claro
de los nucleosomas aguas arriba del nucleosoma -1, tanto en los genes non-PcG
reprimidos como activados. Por tanto, pudimos comprobar que el andlisis de los datos de
la FM+D, en efecto, proporcionaba una informacién complementaria a la obtenida con la
FM, por lo que procedimos a analizar los perfiles de densidad media de nucleosomas de
los genes PcG en estas muestras.

3.4. El analisis comparativo de los perfiles de nucleosomas obtenidos en distintas
condiciones desvela importantes diferencias entre los grupos de los genes PcG

Seguidamente, se obtuvieron los perfiles de densidad media de nucleosomas de
los tres subconjuntos de dianas PcG con expresion <1 FPKM procedentes de la FM+D y se
compararon con los presentados por los genes non-PcG reprimidos y activados (Fig. 31b,
panel derecho, Fig. 32a, b, ¢, paneles inferiores). En general, los tres grupos de dianas PcG
mostraron un perfil mds similar al de los genes non-PcG reprimidos que al de los activados,
lo que concuerda con su nivel de expresion. Sin embargo, se apreciaban diferencias
interesantes tanto en la regién aguas arriba del TSS como en la regién aguas abajo. Estas
diferencias en unos casos coincidian con los resultados de la FM (Fig. 31b, panel izquierdo,
Fig. 32a, b, ¢, paneles superiores) y en otros proporcionaban informacidn adicional.
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3.5. H2AK121ub afecta al posicionamiento de nucleosomas +1 mientras que H3K27me3
altera la organizacion de nucleosomas en la region aguas abajo del +1

En primer lugar, comparamos el perfil de nucleosomas en la regién aguas abajo
del TSS en las dos muestras. En términos generales, encontramos que en la FM+D los
genes only-H2AK121ub, al igual que en la FM (Fig. 32a), presentaban un posicionamiento
del nucleosoma +1 mas proximo al TSS que el de los non-PcG activados, una densidad de
nucleosomas similar a la de los genes non-PcG activados y un mejor posicionamiento de
los nucleosomas del +1 a +5 en comparacion con los genes non-PcG reprimidos (Fig. 32a,
panel inferior). Sin embargo, el perfil de nucleosomas de los genes only-H3K27me3 diferia
claramente del obtenido con los datos de la FM (Fig. 32c). A pesar de que también
mostraba un posicionamiento pobre de nucleosomas, la densidad de nucleosomas en
toda esta zona era considerablemente mayor a la de los genes non-PcG reprimidos (Fig.
32c, panel inferior), cosa que no se observaba en el analisis de la FM. Estos resultados
podrian indicar que los genes marcados con H3K27me3 presentan una menor
accesibilidad a la digestion por MNasa, lo que encajaria con datos anteriores (Bell et al.,
2010; Kelly et al., 2012; Shu et al., 2012; Deaton et al., 2016) y explicaria por qué en el
perfil obtenido de la FM se encuentra una densidad de mononucleosomas menor.
Curiosamente, los genes H2AK121ub/H3K27me3 presentaban caracteristicas intermedias
entre los only-H2AK121ub y los only-H3K27me3 en cuanto a la ocupacién y el
posicionamiento de nucleosomas en esta zona (Fig. 32b, panel inferior).

Al analizar tanto la FM como la FM+D nos llamé la atencidn que el
posicionamiento del nucleosoma +1 en las dianas PcG, aunque era similar al de los
genes non-PcG reprimidos, parecia mostrar una cierta variabilidad. Para investigar
esto, calculamos el posicionamiento mas frecuente de este nucleosoma en los
distintos grupos de genes tanto en los perfiles de la FM como en los de la FM+D
(Fig. 32d). Para ello, determinamos para cada gen de los distintos subgrupos la posicion
en que se detectaba el valor maximo de sefial dentro del intervalo en que, de acuerdo con
los perfiles de densidad de nucleosomas, se delimita el nucleosoma +1. Encontramos que
el posicionamiento del nucleosoma +1 en los genes only-H2AK121ub vy
H2AK121ub/H3K27me3 estaba desplazado de forma significativa unas 8 pb aguas abajo
en comparacion con el de los genes non-PcG reprimidos, tanto en la FM como en la FM+D.
Estos resultados respaldan que las marcas H2AK121ub juegan un papel en determinar un
posicionamiento concreto del nucleosoma +1. Por el contrario, la posicién del nucleosoma
+1 en los genes only-H3K27me3 era similar a la de los genes non-PcG reprimidos en la FM.
Esto también ocurria en la FM+D cuando considerabamos como el centro del intervalo
predefinido para el nucleosoma +1 el valor de sefial de ocupacion promedio maximo (Fig.
32d, e); sin embargo, la forma del perfil promedio del nucleosoma +1 en la FM+D era
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asimétrica, por tanto, al considerar el intervalo completo (Fig. 32e), encontramos
diferencias significativas en comparacién con los genes non-PcG reprimidos (Fig. 32d,
panel derecho). Esta distribucién asimétrica del nucleosoma +1 en los genes only-
H3K27me3 sugiere una accesibilidad reducida a la MNasa en esta region.

A continuacidn, pasamos a analizar el posicionamiento y espaciado de los cuatro
primeros nucleosomas aguas abajo del TSS. Para ello, nos centramos en los datos
procedentes de la FM+D, al ser donde se podian apreciar diferencias mas claras (Fig. 33a).
Cuando un nucleosoma estd bien posicionado en la misma regién en los distintos genes
y/o en las distintas células se refleja en una mayor altura del pico de localizacién del
nucleosoma (Fig. 33b). Por otro lado, la regularidad de la secuencia de nucleosomas en
un grupo de genes se puede intuir en funcién de la relacién entre la anchura de los picos
(Fig. 33b). Estas caracteristicas son independientes, asi por ejemplo la secuencia de
nucleosomas en un grupo de genes puede estar espaciada regularmente, pero presentar
un posicionamiento pobre (Baldi, 2019).

Encontramos que los cuatro primeros nucleosomas aguas abajo del TSS
presentaban una altura considerablemente mayor en los genes non-PcG activados que en
los otros grupos de genes. En cuanto a los genes only-H3K27me3, H2AK121ub/H3K27me3
y non-PcG reprimidos, encontramos que la altura de los picos en las distintas posiciones
era similar entre ellos; sin embargo, en los genes only-H2AK121ub era comparativamente
mas alta, particularmente en las posiciones de los nucleosomas +2 y +3, lo que sugiere un
mejor posicionamiento de los nucleosomas en only-H2AK121ub que en el resto de los
genes reprimidos (Fig. 33c). Por otro lado, encontramos que los distintos picos en los
genes non-PcG activos mostraban anchos similares. Este también era el caso en los genes
non-PcG reprimidos, aunque la anchura de los picos era mayor que en los genes activos
(Fig. 33d). En contraste, el ancho de los picos de los cuatro nucleosomas en los genes PcG
era mas irregular, especialmente en los genes marcados con H3K27me3 (Fig. 33d). Estos
resultados, en conjunto, indican que los nucleosomas aguas abajo del TSS de los genes
non-PcG se disponen en secuencias regulares con un buen posicionamiento de
nucleosomas en el caso de los activados y con un posicionamiento pobre en el de los
reprimidos (Fig. 33e). Sin embargo, en los genes diana PcG estos nucleosomas se
organizan en secuencias irregulares, presentando ademas un posicionamiento pobre de
nucleosomas, especialmente en los marcados con H3K27me3 (Fig. 33e), lo que sugiere
gue estas marcas tienen un efecto en el posicionamiento de los nucleosomas en el cuerpo
del gen.
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Figura 32: Perfiles de densidad media de nucleosomas de los diferentes genes PcG reprimidos en FM y
FM+D. (a) Perfiles de los genes only-H2AK121ub comparados con los non-PcG activos y reprimidos en FM
(panel superior) y FD+M (panel inferior). (b) Perfiles de los genes H2AK121ub/H3K27me3 comparados con los
non-PcG activos y reprimidos en FM (panel superior) y FD+M (panel inferior). (c) Perfiles de los genes
H3K27me3 comparados con los non-PcG activos y reprimidos en FM (panel superior) y FD+M (panel inferior).
(d) Diagrama de cajas y bigotes representando las diferencias en la posicién del nucleosomas +1 entre los
diferentes grupos de genes. En cada caja, se representa la mediana (segmento dentro del rectdngulo), la
media (punto dentro del rectangulo), cuartiles superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo
(bigotes). Se indican los valores de p-valor de las diferencias significativas determinados mediante el test de
Wilcoxon. Cada grupo de genes se representa en un color diferente. Las lineas verticales indican el valor
maximo del posicionamiento del nucleosoma +1. La linea negra discontinua indica la posicién del TSS. (e) Se
consideraron dos intervalos diferentes para determinar la posicidon del nucleosoma +1 en los genes only-
H3K27me3; unos considerando el valor maximo de la sefial como el centro del intervalo (rojo) y otro
incluyendo los extremos distribuidos asimétricamente (azul).
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3.6. Los genes marcados con H3K27me3 muestran una accesibilidad reducida a la
digestion por MNasa en la regién del promotor

Seguidamente, analizamos la regién aguas arriba del TSS en los distintos grupos
de genes. Como se ha mencionado anteriormente, los perfiles de los genes non-PcG
derivados de los datos de la FM+D mostraron importantes diferencias en comparacion
con los obtenidos de la FM en esta region. Los genes only-H2AK121ub presentaban un
perfil de densidad similar al de los non-PcG reprimidos en esta zona tanto en la FM como
en la FM+D (Fig. 32a; Fig. 33a); sin embargo, los genes marcados con H3K27me3 (tanto
los H2AK121ub/H3K27me3 como los only-H3K27me3) mostraron una densidad de
nucleosomas considerablemente menor que la de los genes non-PcG reprimidos en la FM
(Fig. 32b, c, paneles superiores) en comparacion con la FM+D (Fig. 32b, c, paneles
inferiores). En el caso de los genes H2AK121ub/H3K27me3 en la FM+D, esta zona
presentaba una densidad similar a la de los genes non-PcG reprimidos y en el caso de los
only-H3K27me3 la densidad era incluso mayor (Fig. 32b, c, paneles inferiores), lo que
sugiere que los genes marcados con H3K27me3 presentan una menor accesibilidad a la
digestion por MNasa. Esto hace que se detecte una menor proporcidon de
mononucleosomas en la FM en esta zona que en los non-PcG reprimidos. Estos resultados
encajan con el hecho de que las marcas H2AK121ub se localizan mayoritariamente en la
zona inmediatamente después del TSS, por lo que no deberia tener efecto en la regidn
promotora, mientras que las H3K27me3 ocupan el cuerpo del gen pero también se
extienden a la regidn promotora (Zhou et al., 2017), por lo que podrian tener un papel en
el establecimiento de una conformacion cerrada de la cromatina en esta region, como ha
sido propuesto anteriormente (Bell et al., 2010; Kelly et al., 2012; Shu et al., 2012; Deaton
etal., 2016).

A diferencia de FM, en FM + D la posicién del nucleosoma -1 podria identificarse
en los perfiles de los distintos subconjuntos de genes (Fig. 33a); sin embargo, en los genes
non-PcG activos, la ocupacién en esta posicion estaba considerablemente reducida en
comparacion con el resto de los genes, lo que respalda la idea de que el nucleosoma -1 es
desplazado por la maquinaria de transcripcion (Jiang y B Franklin Pugh, 2009).
Curiosamente, encontramos que la posicion del nucleosoma -1 era similar en los
diferentes subconjuntos de genes reprimidos (Fig. 33f). Determinamos también la
ocupacion en la NDR, ya que se ha demostrado que esta regidn es fundamental para la
unién de factores de transcripcion y de la maquinaria de transcripcién (Zhang y Reese,
2007; Liu et al., 2015). La ocupacidon mas baja en esta regidn se encontrd en genes non-
PcG activos, seguidos de los genes only-H2AK121ub, H2AK121ub/H3K27me3, non- PcG
reprimidos y only-H3K27me3 (Fig. 33g). El hecho de que la posicién del nucleosoma -1 sea
similar en todos los genes reprimidos, indica que las diferencias en la ocupacion de NDR
dependen del grado de invasidn de nucleosomas +1 en NDR. El distinto grado de invasion
por parte del nucleosoma +1 debe obstaculizar en distinta medida la accesibilidad de
secuencias de DNA reguladoras funcionalmente importantes.
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Figura 33: Los genes PcG presentan secuencias irregulares y un posicionamiento pobre de los nucleosomas.
(a) Mapa de calor representando la densidad media de nucleosomas en los genes PcG y non-PcG alrededor
del TSS en FM+D. (b) Pardmetros para determinar el posicionamiento y la regularidad de la secuencia de
nucleosomas. Las flechas rojas indican la altura y la anchura del pico. (c) La altura relativa del pico de los
cuatro primeros nucleosomas aguas abajo del TSS en los diferentes grupos de genes. (d) La anchura relativa
del pico de los cuatro primeros nucleosomas aguas abajo del TSS en los diferentes grupos de genes. (e)
Esquema mostrando la organizacién de los cuatro primeros nucleosomas en los diferentes grupos de genes.
(f) Diagrama de cajas y bigotes representando las diferencias en la posicidn del nucleosomas -1 entre los
diferentes grupos de genes. En cada caja, se representa la mediana (segmento dentro del rectangulo), la
media (punto dentro del rectangulo), cuartiles superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo
(bigotes). Se indican los valores de p-valor de las diferencias significativas determinados mediante el test de
Wilcoxon. Cada grupo de genes se representa en un color diferente. Las lineas verticales indican el valor
maximo del posicionamiento del nucleosoma -1. La linea negra discontinua indica la posicion del TSS. (g)
Diagramas de cajas y bigotes representando las diferencias en la ocupacidn en la NDR. En cada caja, se
representa la mediana (segmento dentro del rectangulo), la media (punto dentro del rectdngulo), cuartiles
superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo (bigotes). Se indican los valores de p-valor de las
diferencias significativas determinados mediante el test de Wilcoxon.
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3.7. Los perfiles de nucleosomas de los genes only-H2AK121ub o
H2AK121ub/H3K27me3 activos desvelan una heterogeneidad transcripcional en
los genes de estos conjuntos

Como se ha mencionado anteriormente, resultados de ChlIP-seq y RNA-seq del
laboratorio en plantulas WT enteras a 7 DAG mostraron que un porcentaje de los genes
only-H2AK121ub y H2AK121ub/H3K27me3 presentaban actividad transcripcional >
S5FPKM (50-60% y 25%, respectivamente, (Zhou et al., 2017)). La alta proporcion de genes
only-H2AK121ub con actividad transcripcional llevé a proponer que o bien el efecto de
represion de esta modificaciéon puede ser superado por la maquinaria transcripcional
gracias a la presencia de modificaciones adicionales implicadas en su activacién, o que
estas marcas juegan un papel en la activacién (Zhou et al., 2017). Sin embargo, al
comparar los genes codificantes de proteinas con niveles de expresion >1 FPKM en estos
dos grupos de dianas PcG con los genes sobre-expresados en el mutante atbmila/b/c (FC
>2, p-value < 0,05 (Gomez-Zambrano, Merini y Calonje, 2019)), encontramos que habia
un alto nimero de genes solapantes (Fig. 34a, b), lo que apoya que la incorporacion de
H2AK121ub en estos genes tenga un efecto de represion.

Seguidamente, pasamos a comparar el perfil de densidad de nucleosomas de los
genes only-H2AK121ub y H2AK121ub/H3K27me3 con niveles de expresion >1 FPKM con
el de los genes non-PcG activos (>1 FPKM) y reprimidos (<1 FPKM) (Fig. 34c, d, paneles
superiores). Encontramos que, en ambos casos, especialmente en el de los only-
H2AK121ub, el perfil se aproximaba al de los non-PcG activados; sin embargo, la
ocupacion en la NDR, la altura de los picos y el posicionamiento del nucleosoma +1 no
llegaban a ser iguales a los de los genes non-PcG activados (Fig. 34c, d, paneles superiores,
Fig. 34e, panel izquierdo). Para comprobar que esto no era debido a que hubiese una
mayor proporcién de genes con mayor actividad en los non-PcG, seleccionamos en ambos
casos los genes con un intervalo de expresion entre 1 y 10 FPKM, pero los resultados
fueron similares (Fig. 34c, d, paneles inferiores, Fig. 34e, panel derecho).

Es importante tener en cuenta que los analisis de ChIP-seq, de RNA-seq y de MNasa-seq
al haberse realizado en pladntulas enteras proporcionan datos promedio del andlisis de
distintos tejidos, por tanto, nos preguntamos si estos resultados podian ser debidos a que
hubiera una mezcla de una poblacién de células con genes marcados/reprimidos y otras
con genes no-marcados/activados, apareciendo en conjunto como marcados y
expresados. Esto explicaria la presencia de marcas PcG en genes con actividad
transcripcional y el hecho de que los genes PcG y non-PcG con el mismo nivel de expresion
presenten perfiles de nucleosomas distintos. Para evaluar esta posibilidad, tomamos una
muestra aleatoria de genes non-PcG activados y de genes only-H2AK121ub o
H2AK121ub/H3K27me3 reprimidos y los mezclamos en distintas proporciones para
obtener el perfil de densidad promedio. Los perfiles mostrados por el conjunto de genes
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con proporcion 1:2 de genes only-H2AK121ub <1 FPKM y non-PcG >1 FPKM y con 9:1 de
H2AK121ub/H3K27me3 <1 FPKM y non-PcG >1 FPKM se asemejaban a los mostrados por
de 1-10 FPKM only-H2AK121ub vy
H2AK121ub/H3K27me3, respectivamente (Fig. 35a, b), lo que apoya esta posibilidad.
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Figura 34: Perfiles de densidad media de nucleosomas de los diferentes genes PcG activados en FM+D. (a)
Diagrama de Venn representando el solapamiento entre los genes only-H2AK121ub con niveles de expresion
>1 0 <1 FPKM en WT y los genes sobre-expresados en el mutante atbmila/b/c y marcados con H2AK121ub
en WT. (b) Diagrama de Venn representando el solapamiento entre los genes H2AK121ub/H3K27me3 con
niveles de expresion >1 o <1 FPKM en WT vy los genes sobre-expresados en el mutante atbmila/b/c y
marcados con H2AK121ub/H3K27me3 en WT. (c) Perfiles de los genes only-H2AK121ub con niveles de
expresion >1 FPKM comparados con los genes non-PcG activos y reprimidos con niveles de expresion >1 FPKM
y <1 FPKM, respectivamente (panel superior); Comparacion de los perfiles de los genes only-H2AK121ub y
non-PcG activos con niveles de expresiéon 1-10 FPKM (panel inferior). (d) Perfiles de los genes
H2AK121ub/H3K27me3 con niveles de expresion >1 FPKM comparados con los genes non-PcG activos y
reprimidos con niveles de expresion >1 FPKM y <1 FPKM, respectivamente (panel superior); Comparacion de
los perfiles de los genes H2AK121ub/H3K27me3 y non-PcG activos con niveles de expresidon 1-10 FPKM (panel
inferior). (e) Diagramas de cajas y bigotes representando las diferencias en el posicionamiento del
nucleosoma +1 entre los diferentes grupos de genes con niveles de expresiéon >1 FPKM o 1-10 FPKM. En cada
caja, se representa la mediana (segmento dentro del rectangulo), la media (punto dentro del rectangulo),
cuartiles superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo (bigotes). Se indican los valores de p-valor
de las diferencias significativas determinados mediante el test de Wilcoxon.
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Figura 35. Perfiles de densidad media de nucleosomas de los grupos de genes con niveles de expresion
mixtos. (a) Perfiles de la mezcla de genes only-H2AK121ub reprimidos y non-PcG activos (1:2) comparados a
los genes only-H2AK121ub activos 1-10 FPKM. (b) Perfiles de la mezcla de genes H2AK121ub/H3K27me3
reprimidos y non-PcG activos (9:1) comparados a los genes H2AK121ub/H3K27me3 activos 1-10 FPKM.

El hecho de que haya una proporcion mayor de genes activados en los only-
H2AK121ub que en H2AK121ub/H3K27me3 encaja con el tipo de genes presentes en
estos dos grupos. Los only-H2AK121ub estdn enriquecidos en términos de GO
relacionados con metabolismo, procesos celulares y respuesta a estimulos, por lo que se
espera una regulacion mas dindmica de estos genes en las distintas células y, por tanto,
una mayor heterogeneidad de actividad transcripcional. Sin embargo, los
H2AK121ub/H3K27me3 estan enriquecidos en términos de GO relacionados con el
desarrollo y diferenciacidn de distintos tejidos, por lo que se espera que, si se expresan,
lo hagan en un numero reducido de células, lo que explicaria el poco impacto que tienen
los genes activos en el perfil de densidad de nucleosomas en este grupo de genes. Esto
apoyaria un papel de las marcas H2AK121ub en mediar una represién inicial y mas flexible
y un papel de las marcas H3K27me3 en el mantenimiento de una represién estable.

3.8. Los perfiles de densidad de nucleosomas en atbmila/b/c apoyan el papel de las
marcas H2AK121ub en determinar el posicionamiento del nucleosoma +1

Para investigar mas a fondo el papel de las marcas PcG en la organizacidn de los
nucleosomas, llevamos a cabo la digestion con MNasa de la cromatina del mutante
atbmila/b/c a los 7 DAG y la subsiguiente purificacion de la FM para su secuenciacion,
como en el caso de las plantulas WT. Estos mutantes experimentan una pérdida
sustancial, aunque no total de las marcas H2AK121ub en los genes only-H2AK121ub y
H2AK121ub/H3K27me3. Ademas, los genes H2AK121ub/H3K27me3 experimentan una
pérdida de H3K27me3 que se correlaciona con la pérdida de H2AK121ub, lo que indica
que el establecimiento de H2AK121ub es necesario para la incorporacion de H3K27me3
en estos genes. Sin embargo, los niveles de H3K27me3 en los genes Unicamente marcados
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con esta modificaciéon no estan alterados (Zhou et al., 2017), lo que sugiere que la
incorporacién de H3K27me3 en estos genes se lleva a cabo a través de un mecanismo
diferente (Meriniy Calonje, 2015; Zhou et al., 2017).
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Figura 36: La organizacion de los nucleosomas esta alterada en el mutante atbmila/b/c. (a) Diagrama de
dispersion (Scatterplot) representando la comparacién de los nucleosomas detectados en WT y atbmila/b/c.
(b) Diagrama de dispersién (Volcano plot) representando los genes reprimidos (rojo) y sobre-expresados
(verde) en atbmila/b/c comparados con WT. (c) Perfiles de densidad media de nucleosomas en los genes
non-PcG en el mutante atbmila/b/c. (d) Comparacién de los perfiles de diferentes grupos de genes only-
H2AK121ub o H2AK121ub/H3K27me3 con los genes non-PcG activos en el mutante atbmila/b/c. Diagrama
de cajas y bigotes representando las diferencias en el posicionamiento del nucleosoma +1 entre los diferentes
grupos de genes. En cada caja, se representa la mediana (segmento dentro del rectangulo), la media (punto
dentro del rectangulo), cuartiles superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo (bigotes). Se indican
los valores de p-valor de las diferencias significativas determinados mediante el test de Wilcoxon. (e) Igual
que en (d) pero en WT.
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Al comparar los nucleosomas detectados en el mutante con los detectados en WT
en las mismas condiciones de digestion, encontramos que un gran numero de
nucleosomas en WT no se detectaban o se detectaban con menor intensidad en el
mutante y que habia otros nucleosomas (aunque un nimero menor) en los que ocurria lo
contrario (Fig. 36a). La pérdida de funcidon de la actividad AtBMI1 da lugar a la
desregulacion de un numero muy grande de genes, tanto al alza como a la baja (Fig. 36b).
Entre los genes sobre-expresados se encuentran los genes embrionarios, lo que hace que
estos mutantes no logren salir de la fase embrionaria. Esta alteracién generalizada del
transcriptoma, asi como la permanencia de las células en un estadio embrionario deben
impactar considerablemente en la organizacidon de los nucleosomas, como sugieren las
diferencias encontradas en la deteccién de nucleosomas con las plantulas WT. Por otro
lado, parte de estas diferencias podrian estar incrementadas como consecuencia del
proceso de generacién de la libreria de secuenciacién, ya que al haber una proporcién
menor de mononucleosomas, los que si estan seran amplificados con mayor eficiencia.
De acuerdo con esto, al analizar el perfil de los genes non-PcG activados y reprimidos en
atbmila/b/c (Fig. 36¢) encontramos que, aunque estos genes seguian presentando las
caracteristicas generales de los genes activos y reprimidos, habia diferencias importantes
en cuanto a la ocupacion de nucleosomas, tanto en la regidén aguas arriba del TSS como
en la regidn aguas abajo, con los perfiles en WT (Fig. 30b). Los cambios observados en los
genes que no son dianas directas de la regulacidon PcG ponen de manifiesto el impacto
generalizado, directo y/o indirecto, en la organizacidn de los nucleosomas en el mutante
atbmila/b/c. Esto nos impidid llevar a cabo el anélisis comparativo directo de los perfiles
de nucleosomas obtenidos en plantulas atbmila/b/cy WT.

En cualquier caso, como en el mutante atbmila/b/c los genes non-PcG activos y
reprimidos mostraban un posicionamiento de nucleosomas consistente con sus niveles
de expresion (Fig. 36c), para determinar el efecto de la pérdida de H2AK121lub
comparamos el perfil de nucleosomas en distintos subconjuntos de genes en
atbmila/b/c. Centramos el analisis en las dianas directas de regulacion PcG, es decir, los
genes marcados en WT con H2AK121ub o H2AK121ub/H3K27me3. Dividimos estos genes
en dos subgrupos: los que sufrian una pérdida considerable de marcas H2AK121ub
(niveles < 60% de los niveles en WT); y los que no experimentaban una pérdida sustancial
de las mismas (niveles >80% de los niveles en WT). Para evitar el efecto de la maquinaria
de transcripcién en la organizacion de los nucleosomas en estos genes, restringimos el
analisis a los genes que estaban reprimidos en WT (< 1FPKM) y que no experimentaban
un cambio de expresion en atbmila/b/c (Fig. 37). Muchos de los genes diana de PcG, a
pesar de perder las marcas en atbmila/b/c, no se activan transcripcionalmente al no
encontrarse probablemente el factor requerido para ello (Merini et al., 2017).
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Figura 37: Seleccion de diferentes conjuntos de genes en atbmila/b/c para la comparacion de los perfiles
de nucleosomas. (a) Diagramas de Venn representando el solapamiento entre los genes codificantes con
niveles de expresion <1 FPKM vy los genes marcados con H2AK121ub/H3K27me3 o H2AK121ub en WT. (b)
Diagramas de Venn representando el solapamiento entre los genes only-H2AK121ub en WT con niveles de
expresion <1 FPKM en atbmila/b/c y los genes only-H2AK121ub en WT que pierden o no pierden la marca
H2AK121ub en atbmila/b/c. (c) Diagramas de Venn representando el solapamiento entre los genes
H2AK121ub/H3K27me3 en WT con niveles de expresion <1 FPKM en atbmila/b/c y los genes
H2AK121ub/H3K27me3 en WT que pierden o no pierden la marca H2AK121ub en atbmila/b/c.

La comparacion del perfil de nucleosomas de los genes que perdian y no perdian
marca en atbmila/b/c (Fig. 36d, paneles izquierdos) indicaba un efecto de H2AK121ub en
el posicionamiento del nucleosoma +1. Tanto en el caso de los genes only-H2AK121ub
como en los H2AK121ub/H3K27me3, los genes que no perdian las marcas H2K121ub
presentaban un posicionamiento del nucleosoma +1 desplazado aguas arriba comparado
con el de los genes non-PcG activados, similar a lo que ocurre en el caso de los perfiles en
WT (Fig. 36e), mientras que los genes que si perdian las marcas, el posicionamiento del
nucleosoma +1 era similar al de los genes activados (Fig. 36d, ultimo panel). Estos
resultados, una vez mds, apoyan el papel de H2AK121lub en determinar el
posicionamiento del nucleosoma +1.
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4. Discusion

Nuestros datos apoyan un papel de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 en la
organizacioén de los nucleosomas para favorecer el establecimiento de una conformacién
de cromatina refractaria a la transcripcion.

La técnica de MNasa-seq ha sido extensivamente utilizada para generar mapas de
nucleosomas en muchos organismos y tipos celulares (Mavrich et al., 2008; Valouev et al.,
2008; Teif et al., 2012; Zhang, Zhang y Jiang, 2015; Voong et al., 2016; Chen et al., 2017,
Zhang et al., 2018). Sin embargo, uno de los problemas de esta aproximacion en muestras
gue contienen distintos tipos celulares es que los perfiles que se obtienen estan basados
en la densidad media en el conjunto de células, de tal forma que los nucleosomas que no
ocupan la misma posicidn en los distintos genes no aparecen como picos definidos. Esto
se acentla ademas si hay heterogeneidad en los niveles de expresidn de los genes de
célula a célula. Otro de los problemas de esta técnica es la variabilidad de los resultados
dependiendo de las diferencias en el grado de digestidon de las muestras, aunque esto
afecta mds al nivel de ocupacion de los nucleosomas que al posicionamiento y espaciado.
En cualquier caso, ensayos recientes de MNasa-seq realizados en una Unica célula
confirman muchas de las conclusiones obtenidas en mezclas complejas de células (Lai et
al., 2018; Baldi 2019). Para minimizar estas limitaciones, llevamos a cabo el analisis en
muestras tratadas en distintas condiciones y seleccionamos grupos de genes basandonos
en el nivel de expresion y en el tipo de marcas que presentan. Esto, por un lado, nos ha
permitido obtener una informacién que no se hubiera obtenido usando una sola
condicién, y por otro establecer diferencias claras entre genes activados y reprimidos, y
entre las distintas dianas de regulacién PcG.

Excepto por un trabajo recientemente publicado en animales en el que se ha
analizado el efecto de los complejos PRC1 y PRC2 en la organizacidn de nucleosomas
mediante ATAC-seq en las islas GC de los promotores de las dianas PcG (King et al., 2018),
poco se sabe del papel de los complejos PcG en la organizacién de los nucleosomas. En
este trabajo, se propone que el PRC1 juega un papel en incrementar la ocupacién de
nucleosomas y disminuir el espaciamiento entre ellos en los promotores diana. Aparte de
esto, se ha visto que las proteinas PcG son capaces de mediar in vitro la inhibicién de la
actividad de complejos remodeladores de nucleosomas y la compactacion de la cromatina
(Francis, Kingston y Woodcock, 2004; Trojer et al., 2007, 2011; Grau et al., 2011), lo que
encaja con el hecho de que los promotores regulados por los complejos PcG presentan
una menor accesibilidad a la digestién por nucleasas en comparacion con los que no son
dianas PcG (Bell et al., 2010; Calabrese et al., 2012; Kelly et al., 2012; Beck et al., 2014,
Deaton et al., 2016).
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En plantas, la distribucién de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 difiere
considerablemente de la encontrada en animales (Zhou et al., 2017). H2AK121ub se
localizan preferentemente en la zona inmediatamente después del TSS, mientras que las
marcas H3K27me3 se localizan a lo largo del cuerpo del gen expandiéndose también a la
regidén promotora (Turck et al., 2007; Zhang y Reese, 2007; Bouyer et al., 2011; Zhou et al.,
2017). La distinta distribucion de estas marcas en animales y plantas podria indicar un
efecto distinto en la organizacién de nucleosomas. En cualquier caso, hay trabajos que
muestran que las proteinas PcG en plantas también son capaces de inhibir la actividad de
complejos remodeladores de nucleosomas y de compactar la cromatina in vitro (Calonje
et al.,, 2008; Beh, Colwell y Francis, 2012; Calonje, 2014). Asimismo, se ha visto en
Arabidopsis que los niveles de H3K27me3 estan positivamente correlacionados con la
inaccesibilidad del DNA a la digestién por endonucleasas (Shu et al., 2012).

En conjunto, nuestros resultados indican que los nucleosomas aguas abajo del TSS
en los genes diana PcG se organizan en secuencias irregulares presentando ademas un
posicionamiento pobre de nucleosomas, aunque como se discutird a continuacién, se
aprecian diferencias importantes dependiendo de la presencia de una u otra marca. Esta
organizacion difiere de la encontrada en los genes non-PcG que se disponen en secuencias
mas regulares con un buen posicionamiento de nucleosomas en el caso de los activados
y un posicionamiento pobre en el de los reprimidos.

Estos datos apuntan a un papel de las marcas H2AK121ub en determinar el
posicionamiento del nucleosoma +1. Este nucleosoma en plantulas WT se encuentra
desplazado unos 8 pares de bases aguas abajo respecto al de los genes reprimidos no
marcados. Este posicionamiento caracteristico se pierde en el mutante atbmila/b/c en
los genes que experimentan una pérdida sustancial de H2AK121ub. El hecho de que en
este mutante el posicionamiento del nucleosoma +1 en estos genes sea similar al de los
genes activados a pesar de que no presenten una activacion transcripcional, indica que es
un efecto independiente de la maquinaria de transcripcién. Esto sugiere una posible
interaccion de estas marcas con una actividad remodeladora de nucleosomas. El
reconocimiento de esta modificacién por un complejo remodelador podria hacer que el
nucleosoma +1 se desplace a una posicidn que bloquee o desfavorezca la transcripcidn.
En relacidon con esto, se ha visto que la monoubiquitinacién de H2A (H2AK119ub) en
animales es reconocida por un componente del complejo remodelador de cromatina RSF
(REMODELING AND SPACING FACTOR) llamado REMODELING AND SPACING FACTOR 1
(RSF1) (Zhang etal., 2017). Este complejo tiene dos subunidades, un homdlogo de
Imitation Switch (ISWI) SNF2H, y RSF1 (Loyola et al., 2003). La unién de RSF1 a H2AK119ub
parece ser necesaria para la represién de los genes diana de H2AK119ub y para el
mantenimiento de un patrén de nucleosomas (Zhang et al., 2017). Por otro lado, se ha
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visto que la monoubiquitinacién de la H2A interfiere con el proceso de elongacién por
parte de la RNA Polimerasa Il (Stock et al., 2007) y con el reclutamiento de la chaperona
FACT (Zhou et al., 2008). FACT es necesaria para el proceso de elongacion, pero también
para superar la barrera nucleosomal en la transicion entre la fase de iniciacion vy
elongacién (Jimeno-Gonzalez etal.,, 2006), por lo que podria ser que el complejo
remodelador reconozca los nucleosomas marcados con H2Aub y modifique su
posicionamiento de tal forma que interfiera con el reclutamiento de FACT. En Arabidopsis,
hasta ahora no se ha identificado ningun factor remodelador que reconozca las marcas
de H2AK121ub; sin embargo, existen distintos complejos remodeladores capaces de
desplazar los nucleosomas tanto de la familia de ISWI como de SWI/SNF y Chromodomain
Helicase DNA-Binding (CHD) (Han et al., 2015; Ojolo et al., 2018) que podrian llevar a cabo
esta funcién.

La formacidn de secuencias regulares de nucleosomas puede entenderse como la
interaccion de dos tipos de actividades de remodelacidn de cromatina. Una actividad que
posiciona el nucleosoma +1 mediante la lectura directa de la secuencia de DNA por parte
del remodelador o en cooperacién con otros factores que actlan en trans, y una segunda
actividad de espaciado que genera secuencias de nucleosomas regulares. La combinacién
de posicionamiento y espaciado conduce a la aparicidon de una secuencia de nucleosomas
regular a partir del nucleosoma +1. Estas secuencias regulares pueden estar o no bien
posicionadas (Baldi, 2019), lo que coincide con lo que encontramos en el caso de los genes
non-PcG activados y reprimidos, que presentan una secuencia regular de nucleosomas
bien y mal posicionados, respectivamente. Sin embargo, en los genes diana PcG se
observa un posicionamiento irregular de los nucleosomas en la region aguas abajo del
TSS, esto estd especialmente acentuado en los genes marcados con H3K27me3. Se ha
propuesto que el espaciamiento de nucleosomas determina la formacién de estructuras
de orden superior en la cromatina (Routh, Sandin y Rhodes, 2008; Grigoryev, 2012), lo
gue encajaria con un papel de estas marcas en el mantenimiento de una conformacién de
la cromatina cerrada. Esta hipdtesis es consistente con la localizacién a nivel genémico de
estas marcas y la accesibilidad al DNA localmente reducida asociada con las regiones
marcadas con H3K27me3 en Arabidopsis (Shu et al., 2012).

Por otro lado, encontramos también que las marcas PcG afectan de forma
diferente a la organizacidon de nucleosomas en la region aguas arriba del TSS. Mientras
qgue los genes only-H2AK121ub presentan una densidad de nucleosomas similar a la de
los non-PcG reprimidos en esta regidn, los genes marcados con H3K27me3 presentan una
ocupacidon mayor y una menor accesibilidad a la digestion por MNasa, lo que sugiere que
las marcas H3K27me3 juegan un papel en el establecimiento de una cromatina menos
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accesible también en la region promotora, lo que concuerda con el hecho de que estas
marcas se extienden aguas arriba del TSS y las H2AK121ub no (Zhou et al., 2017).

Hasta la fecha, no se ha descrito ningiin complejo remodelador de nucleosomas
en animales o plantas que reconozca las marcas H3K27me3; sin embargo, existen
numerosos ejemplos en Arabidopsis de factores remodeladores que actian de forma
antagonista a estas marcas (Han et al., 2015; Ojolo et al., 2018). Por ejemplo, la pérdida
de actividad de las ATPasas BRAHMA (BRM) o SPLAYED (SYD) conlleva a la ganancia de
marcas H3K27me3 en diversos genes (Li et al., 2015). Ademas, se ha visto que tanto BRM
como SYD se necesitan para activar la expresién de genes marcados con H3K27me3 (Wu
et al., 2012). Se ha propuesto que el reclutamiento de BRM a los genes diana tiene lugar
a través de la interaccidn con la desmetilasa de H3K27 RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6
(REF6) (Li et al., 2016), lo que conlleva a antagonizar la represion mediada por PRC2 (Xu
et al., 2016). Estos datos sugieren que la organizacidon de la cromatina inducida por las
marcas H3K27me3 es refractaria a la actividad de complejos remodeladores de
nucleosomas implicados en la activacidn transcripcional. En concordancia con esto, se ha
propuesto que la histona H1.2 reconoce las marcas H3K27me3 en animales (Kim et al.,
2015). La histona de unién H1 ha sido relacionada con una compactacién de cromatina en
estructuras de orden superior y con el silenciamiento de los genes, por tanto, un
mecanismo similar puede explicar la reducida accesibilidad de los genes marcados con
H3K27me3.

Por otro lado, se ha comprobado que el factor remodelador de cromatina de tipo
CHD3 PICKLE (PKL) es capaz de desplazar nucleosomas in vitro (Ho et al., 2013). PKL se
encuentra asociado a genes enriquecidos en H3K27me3 (Zhang et al., 2012) y diversos
trabajos apoyan que PKL tiene un papel en promover la represidn transcripcional de los
genes marcados con H3K27me3 (Perruc, Kinoshita y Lopez-Molina, 2007; H. Zhang et al.,
2008; Ho et al., 2013; Xu et al., 2016). Ademas, se ha visto que los niveles de H3K27me3
se reducen considerablemente a nivel gendmico en los mutantes pk/ (Carter et al., 2018)
aunque solo la expresion de algunos genes marcados con H3K27me3 parece estar
afectada en estos mutantes. Sin embargo, PKL también ha sido detectado en genes
altamente expresados como ACTIN 7 o UBIQUITIN 10 (Aichinger et al., 2009, 2011; Zhang
et al., 2012; Jing, Guo y Lin, 2019a), y se ha visto que antagoniza la represiéon PcG en
algunos genes (Jing, Guo y Lin, 2019a), por lo que puede ser que actle de forma diferente
de acuerdo a distintos factores, como se ha visto que ocurre con miembros de la misma
familia en otros organismos (Ho et al., 2013). Una posibilidad interesante seria que PKL,
cuando actda en combinacién con las marcas H3K27me3, contribuya a mantener un
espaciamiento de nucleosomas favorable para lograr un mayor grado de compactacién.

-123 -



CAPITULO II: Efecto de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 en la organizacion de los nucleosomas

Nuestros datos también apoyan que la incorporacion de H2AK121ub debe estar
sometida a una regulacidon dindmica, lo que permite una represiéon mas flexible de los
genes diana. Esto encaja con el hecho de que los genes only-H2AK121ub estan
relacionados con procesos metabdlicos y de respuesta a estimulos, cuya expresidon no es
extraio que esté regulada de forma diferente en las distintas células. Por el contrario, la
regulacién establecida por la combinacién de marcas H2AK121ub y H3K27me3 es mucho
mas estable y dirigida a reprimir programas génicos en todos aquellos tejidos en los que
no sean requeridos. Esto esta de acuerdo con la baja proporcién de genes con perfil de
activacion encontrada entre los genes H2AK121ub/H3K27me3, y con que estos genes
correspondan a genes especificos de tejido. El hecho de que para la represién de los genes
H2AK121ub/H3K27me3 se requiera primero la incorporacion de H2AK121ub sugiere que
estas marcas se necesitan para mediar una represion inicial y que la incorporacién de las
marcas H3K27me3 es necesaria para mantener una represidén estable. Esto estda en
concordancia con el tipo de efecto que tiene cada una de las marcas en la organizacién de
nucleosomas y el perfil con caracteristicas mezcladas en la organizacién de nucleosomas
gue presentan los genes que llevan las dos marcas.

Por otro lado, encontramos que los genes only-H3K27me3 muestran una mayor
ocupacioén de nucleosomas que los genes H2AK121ub/H3K27me3. Cabe destacar que la
incorporacién de las marcas en estos genes es independiente de H2AK121ub (Yang et al.,
2013; Merini y Calonje, 2015; Zhou et al., 2017). Contrariamente a lo que pasa con los
genes que portan las dos modificaciones, practicamente la totalidad de los genes only-
H3K27me3 estan reprimidos en plantulas de 7 DAG, lo que sugiere que la represion de
estos genes es estable y generalizada. Entre los genes only-H3K27me3 hay muchos genes
homedticos implicados en el desarrollo de érganos florales. Estos genes deben
permanecer apagados en todos los tejidos hasta el momento en el que se activan en el
meristemo floral, por lo que no pasan de un estado activo a uno reprimido, como ocurre
con la mayoria de los genes regulados por la combinacion de H2AK121ub y H3K27me3
(e.j. los genes de maduracién de semilla, FLC, MIR156). Aunque no se conoce el
mecanismo de reclutamiento de las marcas H3K27me3 a estos genes, parece que, en su
represion, juega un papel importante EMF1 ya que en el mutante emf1 su expresion se
activa de forma ectdpica (Sung et al., 1992; Yang, Chen y Sung, 1995; Aubert et al., 2001;
Calonje et al., 2008; Kim, Zhu y Sung, 2010; Kim et al., 2012). Curiosamente, EMF1 tiene
la capacidad de compactar cromatina in vitro (Calonje et al., 2008; Beh, Colwell y Francis,
2012; Calonje, 2014), por tanto, el efecto combinado de EMF1 y H3K27me3 podria ser la
causa de la menor accesibilidad a la digestion por MNasa de estos genes.
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1.INTRODUCCION

CAPITULO Ill: Mecanismo de reclutamiento de la actividad
Polycomb en plantas.

1. Introduccion

La incorporacién de modificaciones post-traduccionales de histonas produce una
alteracion de la organizacién estructural de la cromatina y por tanto juega un papel
importante en la regulacién de la expresion génica. De acuerdo con esto, distintos tipos
de modificaciones de histonas se correlacionan con regiones transcripcionalmente activas
y otras con regiones reprimidas (Bell et al., 2011).

Las proteinas PcG mediante la incorporacion de modificaciones en dos histonas,
la H3 y la H2A, mantienen la represion de los genes que no se requieren en una etapa
especifica del desarrollo. Dado que los complejos PcG por si no tienen una capacidad
inherente para reconocer regiones o secuencias especificas en el genoma, una cuestion
clave que todavia queda por resolver es determinar cdbmo la maquinaria PcG se dirige
a sus distintas dianas en las diferentes fases del desarrollo. En Drosophila, que es donde
el reclutamiento de los complejos PcG ha sido mas extensivamente estudiado, se ha
visto que las regiones enriquecidas en marcas PcG estan asociadas a unas secuencias
lamadas Elementos de Respuesta Polycomb o PRE (del inglés Polycomb responsive
Elements) (Muller y Kassis, 2006). Se ha demostrado que existen distintas proteinas de
unién a DNA que reconocen motivos especificos dentro de las secuencias PRE y que
actuan de forma cooperativa en el reclutamiento de los complejos PcG (Brown y Kassis,
2013). Los PREs de Drosophila son regiones que van desde cientos de pares de bases a
algunos kilopares de bases (Ringrose y Paro, 2007; Buzas, 2017). Los sitios de unién de
los factores Pleiohomeotic (Pho) y Pho-like son elementos frecuentes de los PREs de
Drosophila, pero también contienen sitios de unién de otras proteinas como los
factores GAGA, Pipsqueak y Zeste (Okulski et al., 2011). A pesar de esto, estudios a
nivel gendmico indican que los sitios de unién de estos factores solapan solo
parcialmente con las diana de PRC1 y PRC2, por lo que no se sabe hasta qué punto
contribuyen al reclutamiento (Simon y Kingston, 2009; Deng et al., 2013).

En animales, se han identificado algunas secuencias que actiian como PRE, por
ejemplo, se ha demostrado que la regién promotora de 3 kb del gen MafB de ratény
una region de 1,8 kb situada entre los genes HOXD11 y HOXD12 llamada D11.12 en
humanos, son necesarias para una represion dependiente de PcG en sistemas de
expresion utilizando genes reporteros (Sing et al., 2009; Woo et al., 2010). Ambos
elementos contienen sitios de unién del factor de transcripcion YY1 (el homdlogo de
Pho en animales), lo que sugiere que existe una cierta conservacion de los mecanismos
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de reclutamiento PcG entre animales y Drosophila. Sin embargo, en animales existen
otros mecanismos de reclutamiento de las proteinas PcG a los promotores de los genes
diana. Se ha visto que secuencias enriquecidas en dinucleétidos CpG (islas CpG) no
metilados solapan con las regiones marcadas con H3K27me3 y que hay una alta
correlacién entre las dianas de PRC2 y las islas CpG (Ku et al., 2008; Mendenhall et al.,
2010). Ademas, se ha demostrado que el factor Polycomb-Like 3 (PCL3) favorece la
unién del complejo PRC2 a las islas CpG (Hunkapiller et al., 2012). Las proteinas PCL
reconocen especificamente las islas CpG no-metiladas mediante sus dominios EHwn y
reclutan al PRC2 a estas regiones (Li et al., 2017). Mas aun, las proteinas Ten-eleven
translocation 1 (Tetl) que median la desmetilacion de las islas CpG facilitan el
reclutamiento del PRC2 (Wu et al., 2011). Por otro lado, la variante del complejo PRC1
en animales PRC1.1 tiene como componente la desmetilasa de la histona H3K36
KDM2B que contiene un dominio CXXG el cual tiene una alta afinidad por las islas CpG
no-metiladas (Lagarou et al., 2008; Tavares et al., 2012; Blackledge et al., 2014; Gil y
O’Loghlen, 2014). Las proteinas KDM2B reclutan al complejo PRC1.1 a las islas CpG no-
metiladas para que medie la ubiquitinacién de H2AK119 de forma independiente de
PRC2 (Farcas et al., 2012; He, Huang y Xu, 2013), por lo que parece que las islas CpG
participan tanto en el reclutamiento de PRC2 como de PRC1. Ademas, estos resultados
sugieren que el estado de metilacion de las islas CpG debe de modular la ocupacién de
los complejos PcG.

Por otro lado, varios RNA de cadena larga no codificantes (IncRNA) han sido
relacionados con la funcién PRC2 en animales (Jeffrey A Simon y Kingston, 2013;
Mozgova, Kéhler y Hennig, 2015). Por ejemplo, se ha demostrado que el IncRNA Xist
interacciona directamente con la subunidad EZH2 del PRC2 a través de la regidn
RepA/Xist (regidn de repeticiones A) para iniciar la inactivacion del cromosoma X (Zhao
etal., 2008). Por otro lado, estudios recientes muestran que el silenciamiento del
cromosoma X mediado por Xist se inicia por la incorporacién de las marcas H2AK119ub
por la variante del complejo PCGF3/5-PRC1. Esto resulta en el reclutamiento de otras
variantes de PRC1y PRC2, lo que permite la deposicidon de las marcas H3K27me3 en el
cromosoma (Almeida et al., 2017). Parece que es la region XN de Xist la que esta
implicada en el reclutamiento de los complejos PRC1; sin embargo, todavia no se
conoce el mecanismo (Almeida et al., 2017). Otro IncRNA relacionado con PcG es el
RNA intergénico HOTAIR que interacciona con el PRC2 a través de su dominio 5’ y lo
recluta a los genes HOXD. HOTAIR se requiere para la trimetilacion de H3K27 y el
silenciamiento de los genes HOXD (Rinn et al., 2007; Tsai et al., 2010; Deng etal.,
2013).
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En Arabidopsis, diversos estudios han relacionado determinadas secuencias de
DNA con el reclutamiento PcG. Los genes diana de PRC2 se encuentran enriquecidos
en los motivos GAGA y los motivos TELOBOX (Xiao et al., 2017; Zhou et al., 2018). los
motivos GAGA son reconocidos por los factores de transcripcion BARLEY B
RECOMBINANT/BASIC PENTACYSTEINE (BBR/BPC) a través de su dominio BPC (Hecker
et al., 2015). Se ha propuesto que el factor de transcripcion BPC6 se une a los motivos
GAGA y recluta al PRC2 mediante su interaccién con LHP1. De acuerdo con esto, se ha
encontrado un enriquecimiento de los motivos GAGA en la region promotora de los genes
diana de LHP1, lo que coincide también con las regiones marcadas con H3K27me3 (Hecker
et al., 2015; Molitor etal., 2016). Ademads, los factores de transcripcion BPC1 vy
ARABIDOPSIS ZINC FINGER1 (AZF1), reclutan al PRC2 a través de su interaccién con FIE.
BPC1 se une alos motivos GAGA, y AZF1 parece tener afinidad por los motivos TELOBOX
(Deng et al., 2013; Xiao et al., 2017), ambos factores colaborarian en el reclutamiento
de PRC2 (Xiao et al., 2017). Por otro lado, un estudio reciente propone que los factores
Telomere-Repeat-Binding Factors (TRB), que también reconocen los motivos TELOBOX,
reclutan al PRC2 mediante su interaccidn con los componentes CLF y SWN. Los TRB
parecen ser esenciales para la deposicion de las marcas H3K27me3 en un grupo de
genes diana PcG (Zhou et al., 2018).

Ademas, se han identificado en Arabidopsis secuencias que actuan de forma
similar a los PREs (PRE-like) para el reclutamiento de PRC2 a genes especificos (Berger
etal., 2011; Liu et al., 2011; Deng et al., 2013) . El primer PRE-like caracterizado, fue el
elemento RLE (Repressive LEC2 Element) de 50 pb localizado en la regién promotora
del regulador del desarrollo de semilla LEAFY COTYLEDONZ2 (LEC2). RLE juega un papel
importante en el reclutamiento del PRC2 y el establecimiento de las marcas H3K27me3
para la represién de LEC2 en los tejidos vegetativos (Berger et al., 2011). Se ha visto
que la incorporacién del elemento RLE en un promotor que no es diana PcG es
suficiente para promover la incorporacién de las marcas H3K27me3 vy regular la
actividad del gen (Berger etal., 2011). El promotor de LEC2, ademds, contiene un
motivo GAGA localizado cerca del elemento RLE, que debe contribuir al reclutamiento
de PRC2 (Berger et al., 2011).

Se ha visto también que la unién de algunos factores de transcripcién a sus
sitios de reconocimiento conduce a la incorporacion de H3K27me3. Por ejemplo, el
complejo heterodimérico ASYMMETRIC LEAVES (AS) se une a los promotores de los
genes BREVIPEDICELLUS (BP) y KNAT2 e interacciona fisicamente con el PRC2
reclutandolo para mantener la represién de estos genes durante la diferenciacién de
los o6rganos laterales. (Lodha, Marco y Timmermans, 2013). También los genes
WUSCHEL (WUS) y KNUCKLES (KNU) contienen sitios de unién de AG (motivos
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CC(A/T)sGG o CArG) que son necesarios para el establecimiento y la propagacidon de las
marcas H3K27me3 mediadas por PRC2 (Sun et al., 2009, 2014; Liu et al., 2011). AG
reprime WUS en el meristemo floral (Liu et al., 2011). La mutacidn de los dos motivos
CArG en laregidn situada a 1 kb aguas abajo del sitio de inicio de transcripcién de WUS
resulta en la activacién de la expresiéon de WUS. Por otro lado, la mutaciéon de AG
resulta en una disminucion de las marcas H3K27me3 y la pérdida de la unién de LHP1,
por lo que los motivos CArG actian como elementos reclutadores de PRC2 en la
represion de WUS (Liu et al. 2011). AG también reprime WUS de forma indirecta
mediante la activacién de KNU que a su vez reprime WUS (Sun et al., 2009). Se ha
caracterizado una secuencia de 153 pb en la regién promotora de KNU (KNU-PRE)
suficiente para el reclutamiento de las proteinas PcG FIE y EMF2, y para la
incorporacion de las marcas H3K27me3. Esta secuencia contiene también tres sitios de
unién de AG, por lo que se ha propuesto que AG activa KNU en este caso actuando de
forma antagonista a las proteinas PcG (Sun et al., 2014). Ademas, se ha encontrado una
implicacion directa de los factores de transcripcién VAL1/2/3 en el reclutamiento de la
maquinaria PcG, particularmente en el de PRC1 a los genes de maduracidn de semilla
(Yang et al., 2013; Merini et al., 2017). VAL1/2/3 poseen un dominio B3 de unién a DNA
especifico de plantas que reconoce los elementos Sph/RY (5-CATGCA-3'/5"-TGCATG-3')
(Suzuki, 1997; Ho etal., 2009; Yuan etal., 2016; N. Chen etal.,, 2018). El analisis
estructural del dominio B3 de VAL1 indica que se une al motivo RY mediante la formacién
de puentes de hidrégeno con las seis bases del motivo y que la sustitucidn de una Unica
base impide la formacién del complejo (Sasnauskas, Kauneckaité y Siksnys, 2018). Las
proteinas VAL1 reconocen y se unen también a dos motivos RY en la regién de nucleacion
del gen FLC. VAL1 interacciona con AtBMI1A y también con SAP18 que es un componente
del complejo Apoptosis and Splicing-Associated Protein (ASAP) que a su vez interacciona
con la desacetilasa de histonas HISTONE DEACETYLASE 19 (HDA19). Esto permite el
reclutamiento del PHD-PRC2 para que incorpore H3K27me3 (Qiesta et al., 2016; Yuan
et al., 2016). Otro gen regulado por las proteinas VAL es AGAMOUS-LIKE15 (AGL15). El
promotor de AGL15 contiene elementos RY que son reconocidos por las proteinas VAL
que reclutan el PRC2 mediante la interaccién directa con el componente MULTICOPY
SUPRESSOR OF IRA1 (MSI1) para el establecimiento de H3K27me3 (N. Chen et al., 2018).
Recientemente, también se ha implicado a VAL1 en el reclutamiento de LHP1 y MSI1 al
gen FT (Jing, Guo y Lin, 2019a).

Las proteinas VAL, ademas del dominio B3 de unién a DNA, contienen tres otros
dominios: el dominio PHD-like (PHD-L) y el dominio CW, ambos implicados en el
reconocimiento de modificaciones de histonas, y el dominio de represién transcripcional
EAR (Suzuki y McCarty, 2008; Jing, Guo y Lin, 2019b). El dominio CW de VALL1 se ha visto
que se une directamente a H3K4me3 (Hoppmann et al., 2011) y que interacciona con
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HDA19 (Zhou et al., 2013). Por otro lado, el dominio PHD-L parece que esta implicado en
promover la incorporacion de H3K27me3 (Veerappan et al., 2012, 2014).

En cuanto al motivo EAR, varios estudios han puesto de manifiesto que participa
en la represion transcripcional (Kagale y Rozwadowski, 2011; Causier et al., 2012; Ma
et al., 2017; Wu y Citovsky, 2017; Choi, Seo y Cho, 2018). Las proteinas que contienen un
motivo EAR pueden llevar a cabo la represién de dos modos distintos: 1) actuando como
factores de transcricpcion (TF) al contener también dominios de unién a DNA especificos
0 2) actuando como reguladores transcripcionales (TRs) participando en la represién
mediante una interaccion indirecta con los genes diana. El motivo EAR interacciona con
co-supresores como SAP18 y TOPLESS (TPL) que a su vez reclutan a desacetilasas de
histonas (HDAC) (Kagale y Rozwadowski, 2011). Por ejemplo, los miembros de la familia
Ethylene Response Factor (ERF) AtERF3 y AtERF4 se unen a AtSAP18 y reclutan AtHDA19
para formar un complejo HDAC para reprimir la expresion génica (Song y Galbraith, 2006).
Un ejemplo de las proteinas EAR que actlian como reguladores transcripcionales son las
proteinas JASMONATE ZIM domain (JAZ), que reprimen diferentes activadores
transcripcionales claves en las respuestas a jasmonato, como MYC2, MYC3, MYC4 y MYC5
(Chini et al., 2007; Kagale, Links y Rozwadowski, 2010; Goossens et al., 2015; Thireault
et al., 2015; Song et al., 2017; Yang et al., 2018).

Otro factor que interacciona con las proteinas PcG es la desmetilasa de H3K4me3
PKDM7B/IMJ14. Se ha demostrado que JMJ14 interacciona in vivo con los componentes
EMF1 y AtBMI1 de PRC1 para la represion de FT (Wang et al., 2014). También, se ha visto
gue modificaciones post-traduccionales de la cromatina pueden participar en el
reclutamiento del PRC2. Se ha propuesto que los componentes LHP1, AtRING1 y
AtBMI1 se reclutan a los genes de desarrollo de semilla mediante la interaccién con las
proteinas ALFIN-LIKE 1-7 (ALs) formando un complejo PRC1-like para la represion de
estos genes. Las proteinas ALs poseen un dominio PHD que reconoce las marcas de
activacion H3K4me3 y el dominio PAL que interacciona con el dominio RAWUL de
AtBMI1B y AtRING1A. El reclutamiento de las proteinas PcG mediado por las marcas
H3K4me3 ha sido propuesto como un mecanismo para cambiar de un estado de
activacion transcripcional asociado a H3K4me3 a un estado reprimido mediado por las
marcas H3K27me3 (Molitor et al., 2014).

Aparte de todos estos factores, estudios sobre el mecanismo del silenciamiento
de FLC inducido por vernalizacién han relacionado los IncRNAs con el reclutamiento de
las proteinas PcG a la regidn de nucleacién de FLC. La represién de FLC se mantiene de
forma dependiente de PRC2 después de la vernalizacién (Gendall et al., 2001). Se han
identificado dos IncRNA que se transcriben en el mismo sentido que FLC, COLDAIR que
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se origina del primer intron y COLDWRAP que se origina en el promotor. Estos IncRNAs
parece que interaccionan fisicamente con el PRC2 y lo reclutan al locus FLC durante la
vernalizacién (Kim y Sung, 2017; Kim, Xi y Sung, 2017). También se ha demostrado que
la induccién de la transcripcidon del IncRNA antisentido COOLAIR esta relacionada con
la represion de FLC independiente de PcG durante la primera fase de la vernalizacién
(Swiezewski et al., 2009) y que cuando aumenta la exposicion al frio, COOLAIR se
requiere para la coordinacion del aumento de las marcas H3K27me3 y de la
disminucién de las marcas H3K36me3 en la region de nucleacién de FLC (Yang, Howard
y Dean, 2014).

Colectivamente, estos datos sugieren que existen diferentes factores que
participan en el reclutamiento de las proteinas PcG en plantas, algunos parecen actuar
de forma general, como son los factores que se unen a los motivos GAGA y TELOBOX o
los que se unen a modificaciones de histonas, y otros de forma especifica participando
en el reclutamiento selectivo de las proteinas PcG a determinados genes en
determinados momentos, como parece ser el caso de factores de transcripcidon o
IncRNA.

2. Objetivo

Nuestro objetivo es entender cdmo se establece la represion PcG y de qué
depende. Nos planteamos determinar si se necesita la accion de un factor reclutador para
que se inicie la represion o si la unién de un Unico componente PRC1 o PRC2 es capaz de
recapitular la maquinaria de represién, ademas de la implicacion de los distintos
componentes en el mecanismo. Para ello, por un lado nos propusimos: 1) llevar a cabo la
identificacion a nivel gendmico de posibles motivos reguladores en cis que se requieren
para el reclutamiento de los complejos PcG a sus genes diana, y 2) desarrollar un sistema
gue nos permita reclutar de forma independiente bien a los factores que reconozcan las
secuencias cis identificadas, o a los diferentes componentes PcG a un promotor sintético
que esté libre de la complejidad y secuencias reguladoras presentes en los promotores de
los genes diana PcG. Este promotor fusionado a un gen reportero nos permitira
determinar el impacto que tienen las distintas proteinas en la incorporacion de las marcas
y en la represién transcripcional.
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3. Resultados

3.1. Las zonas de decaimiento de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 se
localizan mayoritariamente en regiones promotoras

Mediante analisis de ChlIP-seq, se llevd a cabo en el laboratorio la localizacién a
nivel gendmico de las marcas PcG en WT de 7 DAG (Zhou et al., 2017). Este analisis desveld
que las marcas H2AK121ub se encuentran distribuidas a lo largo de todo el genoma, co-
localizando en un gran nimero de genes con las marcas H3K27me3. Sin embargo, también
se encontrd que hay un conjunto de genes Unicamente marcados con H2AK121ub o con
H3K27me3. El andlisis comparativo de estas marcas en distintos mutantes PcG puso de
manifiesto que la incorporacion de H2AK121ub es necesaria para que el PRC2 medie la
trimetilacion de H3K27 en aquellos genes que presentan las dos marcas (Zhou et al.,
2017). De acuerdo con esto, los niveles de ambas marcas estaban considerablemente
disminuidos en los mutantes atbmila/b/c (Fig. 38a). Sin embargo, el grado de disminucion
de las marcas no era igual en todos los genes, encontrandose genes en los que las marcas
desaparecian casi en su totalidad y otros que presentaban una disminucién localizada de
ellas (Fig. 38b).

Dado que varios estudios han relacionado a distintos factores de transcripcidn con
el reclutamiento de los complejos PcG (Deng et al., 2013; Xiao et al., 2017; Zhou et
al.2018; Merini et al. 2017), decidimos investigar a nivel gendmico los elementos
reguladores en cis que se encuentran en las regiones reguladoras de los genes que
presentaban las dos marcas. Para ello, nos centramos en los genes marcados con las dos
marcas en WT y que mostraban pérdida de ambas marcas en los mutantes atbmila/b/c.
Como el estudio utilizando todas las regiones que experimentan pérdida de marcas en el
mutante puede ser poco informativo al ser marcas que se extienden a lo largo de los
genes, decidimos centrarnos en aquellas regiones en las que se producia un decaimiento
localizado de las dos marcas. Estas regiones mas sensibles a la pérdida de la funcién PRC1
podrian ser buenas candidatas a contener elementos reguladores reconocidos por los
factores implicados en el reclutamiento de los complejos PcG (hot spots) (Fig. 38b).
Aunque también cabe la posibilidad de que estas regiones contengan secuencias
reguladoras reconocidas por factores antagonistas cuya accesibilidad quede reducida por
el efecto de las marcas.

Para identificar estas regiones a nivel gendmico, en primer lugar, seleccionamos
las regiones donde co-localizan las dos marcas H2AK121ub y H3K27me3 en WT. Para ello,
después de alinear las lecturas cortas utilizando la herramienta Bowtie (Langmead et al.,
2009), identificamos la localizacion de los picos de cada una de las marcas H2AK121ub y
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H3K27me3 mediante la llamada de picos utilizando la herramienta software MACS2 (Y.
Zhang et al., 2008). A continuacidn, intersectamos los picos de H2AK121ub y H3K27me3
utilizando la funcidn intersectBed de la herramienta BedTools, obteniendo asi las regiones
donde coinciden las dos marcas.
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Figura 38: Las marcas PcG disminuyen de forma global en el mutante atbmila/b/c. (a) Metagene plot de la
distribucién de las marcas H2AK121ub en todos los genes marcados (panel izquierdo). Metagene plot de la
distribucién de las marcas H3K27me3 en todos los genes marcados (panel derecho). (b) Visualizacién IGV de
la ocupacion de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 en genes seleccionados: FLC un gen que pierde las marcas
de forma completa en el mutante atbmil a/b/c, SOC1 y BOP2 genes que pierden las marcas en zonas
localizadas. El nombre y la estructura del gen se representan debajo de cada panel. Las lineas discontinuas
muestran las zonas localizadas de decaimiento de las marcas H2AK121ub y H3K27me3.

Para identificar las regiones que presentaban una pérdida de marcas de forma
localizada, lo primero que hicimos fue definir estas regiones (regiones de decaimiento)
como aquellas con niveles altos de marcas H2AK121ub y H3K27me3 en el WT que
presentan una region de pérdida drastica flanqueada por dos regiones sin pérdida o con
una pérdida menor en el mutante atbmila/b/c (Fig. 39). En primer lugar, alineamos las
lecturas cortas obtenidas en los dos genotipos WTy atbmila/b/c al genoma de referencia
utilizando la herramienta Bowtie y a continuacidn calculamos el nimero de lecturas por
cada base (o coverage) y lo normalizamos por el factor de escala, lecturas por kilobase
por millén de lecturas mapeadas o RPKM (del inglés Reads Per Kilobase per Million
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mapped reads) utilizando la herramienta bamCoverage
(https://deeptools.readthedocs.io/en/develop/content/tools/bamCoverage.html).

Para identificar las regiones de decaimiento de las marcas a nivel gendmico
impusimos ciertas condiciones. Por un lado, los niveles de H2AK121ub y H3K27me3 en el
mutante (medidos en funcidn del nimero de lecturas (RPKM)) debian de ser iguales o
inferiores a 100 RPKM, ya que si utilizabamos un umbral de corte inferior (20, 40, 60 o 80
RPKM) se perdian muchas zonas de decaimiento parcial, es decir, regiones con pérdida
sustancial pero no drastica. El mutante, ademas, en estas regiones debia presentar unos
niveles al menos 4 veces inferiores que el WT (FC <4). Por ultimo, las regiones de pérdida
de marcas en el mutante debian estar flanqueadas (50 pb a un lado y a otro del centro del
decaimiento) por regiones con niveles al menos 5 veces superiores (FC 25) a los
presentados por el centro de la zona de decaimiento (Fig. 39a). Esta ultima condicidn era
crucial para discriminar las zonas de decaimiento localizado de las de pérdida
generalizada.

Nuestro analisis detecté 3243 regiones del genoma con un decaimiento
significativo de las dos marcas PcG de acuerdo con nuestros criterios en el mutante
atbmila/b/c. La representacion del perfil de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 en estas
regiones en un intervalo de 200 pb alrededor del centro de la regidn (Fig. 39b) mostraba
un claro decaimiento de las marcas en el mutante atbmila/b/c en comparacioén con el
WT.

A continuacién, investigamos la localizacién de las regiones identificadas en el
genoma (Fig. 39c) utilizando el paquete de R ChipSeeker (Yu, Wang y He, 2015),
considerando como regidn promotora, aquella secuencia de DNA de 1000 pb que se
encuentra aguas abajo del TSS. Las regiones intergénicas son aquellas que se encuentran
entre el sitio de terminacion de la transcripcidn (TES) de un gen y el promotor del gen
siguiente. La region del cuerpo del gen incluye todos los intrones y los exones excepto el
primer exdn. Encontramos que las regiones de decaimiento estaban enriquecidas
mayoritariamente en las regiones promotoras y las regiones intergénicas en comparacion
con otras regiones anotadas del genoma de Arabidopsis (Fig. 39c). Puesto que las regiones
intergénicas son mds amplias y gran parte todavia no se conoce su papel en la regulacion
génica, centramos el estudio en aquellas regiones detectadas en los promotores.
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Figura 39: (a) Visualizacidn IGV de la ocupacidn de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 en WT y en el mutante
atbmila/b/c en el gen SOCI1. Se indican las condiciones para detectar las regiones de decaimiento de las
marcas: La linea continua negra indica el umbral de nivel de marca en el mutante atbmila/b/c (100 RPKM).
El nivel de marca en WT es superior a atbmila/b/c con un FC > 4. El nivel de marca en las regiones 50 pb
alrededor del centro de la region es superior a aquel en el centro de la region con un FC > 5. Las cajas verdes
muestran las regiones de decaimiento de las marcas detectadas. (b) Nivel medio de las marcas H2K121ub y
H3K27me3 en WT y atbmila/b/c en las regiones de decaimiento de las marcas H2AK121ub y H3K27me3. El
eje x representa la distancia al centro de la region y el eje y representa el nivel de la sefial por nimero de
lecturas normalizadas por RPKM (Reads per Kilobase per Million mapped reads). (c) Porcentaje de regiones
con decaimiento localizado de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 en las regiones génicas anotadas e
intergénicas en el genoma de A. thaliana.
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3.2. Identificacion de los motivos 6-mer enriquecidos en las regiones del promotor que
presentan un decaimiento de las marcas PcG

A continuacion, pasamos a investigar las posibles secuencias reguladoras en cis
contenidas en las regiones de decaimiento detectadas en los promotores. Para ello,
realizamos un analisis computacional de novo del enriquecimiento de los motivos de DNA
de 6 pb (6-mer) presentes. Este analisis consistié en calcular para cada motivo posible de
6-mer (4096 motivos) su frecuencia de aparicién en las regiones de decaimiento en
comparacion con su frecuencia en estas regiones cuando fueron distribuidas de forma
aleatoria a lo largo de todas las regiones promotoras del genoma (se han generado 10E®
regiones aleatorias). Los motivos enriquecidos de forma significativa fueron seleccionados
en base a un p-valor < 0,001 (el p-valor se calculé sumando el nimero de veces que la
frecuencia del motivo en las regiones aleatorias era mayor que la frecuencia en las
regiones de decaimiento, dividido por el nimero de las generaciones aleatorias (10E®)) y
un enrigquecimiento mayor de 1,2 (se entiende por enriquecimiento es el nimero de veces
de mds que aparece el motivo en las regiones de decaimiento, comparado con el nimero
de veces que aparece en las regiones aleatorias).

Identificamos 115 motivos enriquecidos de forma significativa en las regiones de
decaimiento de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 en los promotores (Fig. 40a).
Seguidamente llevamos a cabo un analisis utilizando la funcion TOMTOM de la
herramiento software MEME-Suite (Bailey et al., 2009) para determinar si estos motivos
estaban asociados a secuencias reconocidas por factores de transcripcion. Pudimos
relacionar estos motivos con el sitio de unién de 23 familias de factores de transcripcion
en Arabidopsis (Fig. 40b). Uno de los motivos mds enriquecidos en estas regiones era el
motivo RY (o elementos LEC2/ABI3/VP1) “catgca” que es el motivo de unidn especifico de
las proteinas VAL1/2/3. Se ha demostrado previamente que estas proteinas intervienen
en el reclutamiento del complejo PRC1 (Yang et al., 2013; Merini et al., 2017), lo que
apoyaba nuestro método de busqueda de posibles factores reclutadores.

Nos planteamos por tanto qué podian tener en comun todos estos factores de
transcripcién para poder mediar el reclutamiento de los complejos PcG. En términos
generales a nivel de secuencia encontramos que eran todos muy dispares, sin embargo,
en todas estas familias de factores de transcripcidn encontramos algunos miembros que
al igual que las proteinas VAL contenian uno o varios motivos de represién EAR (Kagale,
Links y Rozwadowski, 2010) (Fig. 40b). De hecho, algunos de estos factores han sido ya
relacionados con el reclutamiento de complejos PcG, como por ejemplo AS2. (Lodha,
Marco y Timmermans, 2013), FLC (Kim y Sung, 2017; Kim, Xi y Sung, 2017), SVP (Cui y
Benfey, 2009; Liu et al., 2009; Li y Luan, 2011) o SUPERMAN (SUP) (Xu et al., 2018). Por
tanto, aunque se ha propuesto que el motivo EAR interacciona con los co-supresores
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SAP18 y/o TOPLESS (TPL) y que estos por su parte reclutan a desacetilasas de histonas
(HDAC) cuya actividad conlleva a la represion transcripcional (Song et al., 2005; Song y
Galbraith, 2006; Hill, Wang y Perry, 2008; Causier et al., 2012), podria ser posible que el
motivo EAR también mediara el reclutamiento de los complejos PcG de forma directa o

indirecta.
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Figura 40: Enriquecimiento de los motivos 6-mer en las regiones de decaimiento de las marcas PcG. (a)
Representacion de los motivos identificados en base a su enriquecimiento y el p-valor. El eje x representa el
enriquecimiento y el eje y representa —logl0(p-valor). Los motivos que estan enriquecidos de forma
significativa son aquellos que tienen un enriquecimiento mayor de 1,4 y un p-valor < 0,001 (—log10(p-valor) =
3). Las lineas rojas delimitan los umbrales del enriquecimiento = 1,2 y —log10(p-valor) = 3. (b) Motivos que
aparecen de forma significativa en las regiones de decaimiento de las marcas PcG y las familias de factores de
trancripcion a los que se asocian. Se indican algunos ejemplos de los miembros de estas familias que
contienen un motivo EAR en su secuencia de acuerdo con los datos del estudio (Kagale, Links y Rozwadowski,
2010).
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3.3. Recapitulacidn sintética de los componentes de la maquinaria PcG

Para investigar a fondo el papel de los diferentes factores implicados en la
represion mediada por las proteinas PcG y entender mejor la secuencia de eventos
moleculares, hemos desarrollado un sistema para poder reclutar diferentes componentes
a un promotor sintético y estudiar su impacto en el establecimiento de las marcas
H2AK121ub y H3K27me3 y en la represidn transcripcional. Este sistema consiste en una
construccion que permite la expresion en Arabidopsis de la proteina de interés fusionada
al dominio de unién de DNA de la proteina bacteriana LexA (LexABD) y otra, introducida
en la misma planta, en la que la expresién del gen reportero GUS esta controlada por el
promotor CaMV35s al que se le ha introducido la secuencia de reconocimiento de la
proteina LexA (LexA operador; LexAQ). Este sistema permite determinar el efecto de la
proteina de interés sobre el gen GUS tras unirse al LexAO con la ventaja de que puede ser
usado en un fondo WT al no existir el problema de que se una la proteina endégena.
Ademds, al ser un promotor constitutivo, tampoco hay posibilidad de que haya
interferencia por la unién de otros factores que actuen como represores al ser un
promotor constitutivo. Por otro lado, el hecho de que sean construcciones estables en
Arabidopsis permite que todos los componentes de la maquinaria PcG estén disponibles
y puedan incorporarse en el sistema en el caso que se den las condiciones apropiadas para
ello.

En primer lugar, utilizamos este sistema para estudiar el efecto que tienen los
componentes PRC1, AtBMI1A y AtRING1B, los cuales estan implicados en la incorporacién
de H2AK121ub (Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010; Yang et al., 2013), y VAL1, que ha
sido propuesto como reclutador tanto de PRC1 como de PRC2 (Suzuki y McCarty, 2008;
Guerriero et al., 2009; Bratzel et al., 2010; Yang et al., 2013), y cuyo motivo de unidn
hemos encontrado enriquecido en las regiones de decaimiento de marcas en los mutantes
atbmila/b/c. Para ello, hemos generado plantas transgénicas plLexAO-35S:GUS/pG10-
90:LexABD-AtBMI1A (LexAO/BD-AtBMI1A), plexAO-  355:GUS/pG10-90:LexABD-
AtRING1B (LexAO/BD-AtRING1B) y pLexAO-355:GUS/pG10-90LexABD-VAL1 (LexAO/BD-
VAL1) en fondo WT. En primer lugar se generaron plantas transgénicas en las que se
introdujeron las construcciones pG10-90:LexABD-AtBMI1A, pG10-90:LexABD-AtRING1B y
pG10-90:LexABD-VAL1 y se seleccionaron, mediante andlisis de Western blot sobre
extractos totales de proteinas usando el anticuerpo anti-LexABD, las lineas que
expresaban las proteinas de fusidn (Fig. 41). Estas lineas se cruzaron con la misma linea
pLexAO-355:GUS (LexAO:GUS) tras comprobar por andlisis de segregacion que contenia
una Unica insercién del transgen. El hecho de usar la misma linea LexAO:GUS es
importante para evitar posibles variaciones por insercion del transgen en localizaciones
gendmicas de caracteristicas distintas.
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A continuacién, determinamos por ChIP-gPCR usando el anticuerpo anti-LexABD
si las proteinas de fusidn eran capaces de unirse al LexAO (Fig. 42a). Para ello, tras la
immunoprecipitacion del DNA analizamos por gPCR un posible enriquecimiento en
distintas regiones contenidas tanto en el promotor como en la secuencia codificante de
GUS. Como control negativo de la unién utilizamos la linea LexAO:GUS que no contiene
ninguna proteina de fusion. Este ensayo mostré un enriquecimiento especialmente
significativo de las tres proteinas en la region correspondiente al LexAO.

Una vez verificado que las proteinas de fusidn se unian al promotor sintético,
evaluamos el efecto que tenian en la expresién del gen reportero GUS. Para ello,
cuantificamos la actividad GUS en 15-20 plantulas T2 de 7 DAG de edad de las distintas
lineas (Fig. 42b). Se observé una disminucidn de la actividad GUS en todos los casos
respecto a la linea LexAO:GUS control, aunque en las plantas LexAO/BD-VAL1 la
disminucién era considerablemente mayor. Mientras que las plantas LexAO/BD-AtBMI1A
y LexAO/BD-AtRING1B mostraron alrededor de un 60-80% de la actividad GUS detectada
en las plantas control, las plantas LexAO/BD-VAL1 mostraron una actvidad en torno a un
40%, indicando que la unién de VAL1 es capaz de mediar de forma mucho mas efectiva la
represion del gen.
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Figura 42: Union de las proteinas de fusion LexABD-PcG a LexAO y su efecto en la expresion del reportero
GUS (a) Analisis de ChIP-qPCR utilizando el anticuerpo anti-LexABD, de las lineas LexAO:GUS, LexAO/BD-
AtBMI1A, LexAO/BD-AtRING1B.y LexAO/BD-VAL1.(b) Diagrama de cajas y bigotes que muestra el porcentaje
de la actividad de GUS en las diferentes lineas en relacién al control negativo LexAO:GUS, que no contiene
proteina de fusion. Los valores fueron normalizados al mayor valor de actividad obtenido en el control
negativo que se considera como 100% de actividad. Se utilizaron 15 plantas de cada linea transgénica. En cada
caja, se representa la mediana (segmento dentro del rectangulo), la media (cruz dentro del rectangulo),
cuartiles superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo (bigotes). Las diferencias significativas se
determinaron mediante el test de Wilcoxon y se indican con 3 asteriscos (p-valor < 0,001).

Seguidamente, estudiamos el impacto que tiene la unién de estos componentes
en la deposicidn y/o eliminacion de las modificaciones de histonas. Para ello, analizamos
los niveles de las marcas represoras H2AK121ub y H3K27me3 y la marca de activacion
H3ac a lo largo de la construccién pLexAO-355:GUS en las distintas plantas transgénicas
(Fig. 43). Los resultados mostraron que la unién de la proteina VAL1 al LexAO conduce a
la incorporacién de niveles altos de H2AK121ub y H3K27me3 y a una considerable
disminucién de los niveles de H3ac en comparacion con los niveles detectados en las
plantas control (Fig. 43). Sin embargo, el reclutamiento de las proteinas AtBMI1A y
AtRING1B conllevaba a un ligero aumento de H2AK121ub y H3K27me3 y a una ligera
disminucién de los niveles de H3ac, lo que concordaba con los niveles de actividad GUS
detectados en las distintas plantas.
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Figura 43: Analisis ChIP-qPCR de los niveles de H2AK121ub, H3K27me3 y H3ac en las lineas LexAO:GUS,
LexAO/BD-AtBMI1A, LexAO/BD-AtRING1B y LexAO/BD-VAL1 (a) Estructura del locus reportero pLexAO-
35S5:GUS vy la localizacidn de las regiones amplificadas por ChIP-gPCR. (b) Niveles de H2AK121ub, H3K27me3
y acetilacion de H3 (H3ac) a lo largo del locus reportero. En el caso de H2AK121ub y H3K27me3, los resultados
fueron normalizados al control positivo FLC, y en el caso de H3ac, los resultados fueron normalizados a ACT7.
Las barras de error indican la desviacion estandar entre dos réplicas bioldgicas. Las diferencias con pLexAO-
35S5:GUS fueron obtenidas mediante la prueba t de Student.

Varios estudios han relacionado las secuencias GAGA y TELOBOX con la represion
mediada por la maquinaria PcG en Arabidopsis, en concreto, se ha propuesto que los
factores que reconocen estos motivos participan en el reclutamiento de PRC2 y son
necesarios para la incorporacién de H3K27me3 (Deng et al., 2013; Hecker et al., 2015;
Molitor et al., 2016; Xiao et al., 2017; Zhou et al., 2018). Para investigar el efecto que
pueden ejercer estas secuencias en la incorporacion de las marcas mediadas por los
complejos PcG, incluimos en el promotor sintético, tanto aguas arriba del LexAO como
aguas abajo una secuencia de 110 pb de la regidn reguladora del gen ABI3 que contiene
un motivo GAGA y dos motivos TELOBOX (Fig. 44a). Esta secuencia esta incluida en
un fragmento de DNA de 600 pb que ha sido previamente relacionado con el
reclutamiento del complejo PRC2 (Xiao etal., 2017). Esta secuencia podria tener una
actividad PRE, por lo que, para simplificar, la llamaremos de aqui en adelante PRE. La
insercién del fragmento se llevd a cabo en ambas posiciones para evaluar si su
posicionamiento jugaba un papel importante en la represién, de tal forma que las dos
nuevas plantas transgénicas en fondo WT contenian las construcciones pPRE-LexAO-
355:GUS (PRE-LexAO:GUS) y pLexAO-PRE-355:GUS (LexAO-PRE:GUS), respectivamente.
Evaluamos si el simple hecho de incluir estas secuencias en el promotor sintético tenia
algun efecto en la incorporacién de H3K27me3 o en la expresion de GUS (Fig. 44b y c). No
encontramos diferencias significativas en cuanto al nivel de H3K27me3 entre las tres
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lineas transgénicas LexAO:GUS, PRE-LexAO:GUS y LexAO-PRE:GUS (Fig. 44b), y las
variaciones de la actividad GUS no fueron grandes (Fig. 44c), por lo que parece que la
incorporacién de la secuencia PRE aguas arriba o aguas abajo del LexAO por si sola no
conlleva a cambios significativos.
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Figura 44: Los niveles de H3K27me3 y la expresion del reportero GUS no se afectan por la presencia de la
secuencia PRE. (a) Esquema representativo de la construccion del promotor sintético conteniendo la
secuencia PRE LexAO-PRE:GUS y PRE-LexAO:GUS. (b) Niveles de H3K27me3 a lo largo de pLexAO-355:GUS. Los
resultados fueron normalizados al control positivo FLC. Las barras de error indican la desviacion estandar
entre dos réplicas bioldgicas. Las diferencias con pLexAO-35S:GUS fueron obtenidas mediante la prueba t de
Student. (c) Diagrama de cajas y bigotes que muestra la actividad de GUS. Se utilizaron 15 plantas T1 en cada
caso. En cada caja, se representa la mediana (segmento dentro del rectangulo), la media (cruz dentro del
rectangulo), cuartiles superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo (bigotes). Las diferencias
significativas se determinaron mediante el test de Wilcoxon. ns: no hay diferencias significativas

Para estudiar la influencia de la secuencia PRE en la incorporacion de las marcas
H3K27me3 o en la expresidon de GUS, cruzamos las nuevas lineas con las plantas BD-
AtBMI1A, BD-AtRING1B y BD-VAL1 y llevamos a cabo los correspondientes analisis en las
transgénicas dobles. Encontramos que la incorporacion del PRE tanto en una posicion
como en otra, llevaba a un aumento de los niveles de H3K27me3 significativo tras la unién
de las tres proteinas de fusion al LexAO (Fig. 45a, b); sin embargo, no se observaron
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grandes cambios en cuanto a la actividad GUS, lo que sugiere que el aumento de los
niveles de H3K27me3 tras la unidn de LexABD-AtBMI1A y LexABD-AtRING1B no conlleva
a priori a una represién mas efectiva de GUS al no haber una disminucién de la actividad
(Fig. 45c).
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Figura 45: Efecto de las proteinas LexABD-PcG en los niveles de H3K27me3 y expresion de GUS en presencia
de la secuencia PRE. (a) Niveles de H3K27me3 a lo largo del locus reportero en las lineas que expresan las
proteinas de fusion LexABD-AtBMI1A, AtRING1B o VAL1 con los distintos promotores. Los resultados fueron
normalizados al control positivo FLC. (b) Comparacién de los niveles de la marca H3K27me3 referidos a los
valores obtenidos en los controles sin proteina de fusidn. (c) Diagrama de cajas y bigotes que muestra la
actividad GUS en las diferentes lineas. Se utilizaron 15 plantas de cada linea transgénica. En cada caja, se
representa la mediana (segmento dentro del rectdngulo), la media (cruz dentro del rectangulo), cuartiles
superior e inferior (cajas) y los valores maximo y minimo (bigotes). Las diferencias significativas se
determinaron mediante el test de Wilcoxon.
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Encontramos que cuando la secuencia PRE se localiza aguas abajo del sitio de unién LexAO
los niveles de H3K27me3 eran mas altos en la region 5°GUS que en la regién MIDGUS, lo
que puede ser debido al aumento de la longitud de la regidn entre LexAO y el TSS en
comparacién con las construcciones LexAO:GUS y PRE-LexAO:GUS (Fig. 44a).

A continuacidn, investigamos el posible aumento de la incorporacién de las
marcas H2AK121ub en las lineas LexAO-PRE/BD-AtBMI1A y LexAO-PRE/BD-
AtRING1B debido a la presencia de la secuencia PRE (Fig. 46). No observamos un
aumento significativo de estas marcas en ninguno de los casos en las plantas en
presencia o ausencia del PRE. Es cierto que observamos un cierto aumento en las
regiones LexAO y 5°'GUS tras la unién de AtRING1B en presencia del PRE, pero este
efecto probablemente era debido al incremento de la longitud de la region entre
LexAOYvy el TSS, en cualquier caso, a pesar del incremento, los niveles se mantenian
bajos. Por lo tanto, la secuencia PRE no parece tener un efecto importante en la
incorporacion de las marcas H2AK121ub.

LexABD-AtBMI1A LexABD-AtRING1B

O pLexAO:GUS

B p/ exAO-PRE:GUS

H2AK121ub/FLC
Relativo al control
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Figura 46: Efecto de las proteinas LexABD-AtBMI1 y AtRING1B en los niveles de H2AK121ub en presencia
de la secuencia PRE. Los valores son referidos a los valores obtenidos en los controles LexAO:GUS y LexAO-
PRE:GUS.

3.4. La expresion del dominio EAR fusionado a LexABD conduce a la eliminacién de la
acetilacion de H3

EL dominio EAR ha sido identificado como un dominio activo de represion en
varios factores de transcripcion (Kagale y Rozwadowski, 2011). Puesto que la represion
mediada por PcG es dependiente de VAL1, nos preguntamos si el motivo EAR es el
responsable de esta represion o alternativamente existen otros dominios implicados. Para
ello, hemos generado las lineas transgénicas LexAO/BD-EAR en las que el dominio EAR
esta fusionado al dominio LexABD. Para hacer que la proteina de fusion se dirija al nucleo,
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incluimos una secuencia de localizacidn nuclear (NLS) en la construccion (Fig. 47a). La
expresion de la proteina de fusidn fue verificada mediante analisis de western blot en
extracto total de proteinas de las plantas transgénicas (Fig. 47b). Mediante andlisis de
Chip-gPCR utilizando el anticuerpo anti-LexABD, comprobamos también la unidén de las
proteinas de fusién LexABD-EAR al operador LexAO (Fig. 47c). El nivel de unién de LexABD-
EAR aparentemente era mas bajo al obtenido con otras proteinas, probablemente a
consecuencia del tamafio de la proteina de fusidn, sin embargo, al analizar la actividad
GUS encontramos una disminucioén significativa comparada con el control LexAO:GUS (Fig.
47d), lo que indicaba que el EAR era funcional. Sin embargo, el grado de represion fue
inferior al obtenido tras la unién de VAL1, lo que indica que VALL1 tiene otros motivos que
deben participar en el reclutamiento de los factores necesarios para la represion.

C
a , @LexABD
O LexAQ:GUS
1,8 O LexAO/BD-EAR
1,6
1,4
TaTE »| LexaBD [ Nis | EAR| ocs | = 12
51
&
z 1
X 08
I
0,6
0,4
b 0,2 _ -
o Le= - _ I
LexABD-EAR up3ss  LexO  5GUS MIDGUS 3GUS
1 2 3
d Actividad GUS
240 —
170 — O LexAOGUS
130 — O LexAOBD-EAR
100 — B [exAO/BD-VALY
100 —
72 | Q
2 < s0
60 — 9
=
3
48 — Z 0
2
: ] 1
35 —
#¢—— LexABD-EAR
=8 .
25—

Figura 47: Efecto del motivo EAR en la represion mediada por PcG. (a) Esquema representativo de la
contruccidn pG10-90:LexABD-EAR. (c) Western-blot utilizando el anticuerpo anti-LexABD de extracto total de
proteinas de las plantas LexAO/BD-EAR. (d) Actividad GUS en plantas LexAO:GUS, LexAO/BD-EAR y LexAO/BD-
VALL. Se utilizaron 15 plantas de cada linea transgénica. En cada caja, se representa la mediana (segmento
dentro del rectangulo), la media (cruz dentro del rectangulo), cuartiles superior e inferior (cajas) y los valores
maximo y minimo (bigotes). Las diferencias significativas con el control se determinaron mediante el test de
Wilcoxon y se representan con asteriscos.
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A nivel de incorporacion de las marcas epigenéticas, observamos que tras la unién
de EAR disminuyen los niveles de la acetilacion de H3 y aumentan los niveles de
H3K27me3 de forma significativa. Por el contrario, los niveles de las marcas H2AK121ub
no varian mucho respecto al control LexAO:GUS (Fig. 48).
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Figura 48: Efecto del motivo EAR en la incorporacion de las marcas H2AK121ub, H3K27me3 y acetilacion de
H3 (H3ac). En el caso de H2AK121ub y H3K27me3, los resultados fueron normalizados al control positivo FLC,
y en el caso de H3ac, los resultados fueron normalizados a ACT7. Las barras de error indican la desviacion
estandar entre dos réplicas bioldgicas. Las diferencias con LexAO:GUS fueron obtenidas mediante la prueba
t de Student. Las diferencias significativas con respecto al control se representan con asterisco.
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4. Discusion

La represidon de un gran numero de genes en Arabidopsis requiere la actividad
conjunta de PRC1 y PRC2; sin embargo, todavia no esta claro si la unién y/o actividad de
un complejo lleva a la unidn del otro. Tampoco estd claro cémo se reclutan estos
complejos y si la incorporacidn de las marcas H2AK121ub y H3K27me3 son las Unicas
responsables de la represién. Muchos trabajos apoyan la participacién de factores de
transcripcion en el reclutamiento de PRC2. Estudios bioquimicos han puesto de manifiesto
la pérdida de marcas H3K27me3 en determinados genes en mutantes de pérdida de
funcién de factores como AS2 (Lodha, Marco y Timmermans, 2013), WUS (Sun et al.,
2009, 2014; Liu et al., 2011) o las proteinas VAL1/2/3 (Veerappan et al., 2012, 2014;
Questa et al., 2016; Yuan etal., 2016; N. Chen et al., 2018). Estas ultimas también
interaccionan con los componentes PRC1 (Yang et al., 2013; Qliesta et al., 2016) y son
necesarias in vivo para la incorporacion de H2AK121ub (Yang et al., 2013). Ademas, la
pérdida de funcién de distintos factores que reconocen las secuencias GAGA y TELOBOX,
las cuales estan enriquecidas en los promotores de los genes marcados con H3K27me3,
también se ha visto que afecta a los niveles de H3K27me3 (Deng et al., 2013; Hecker
et al., 2015; Molitor et al., 2016; Xiao et al., 2017; Zhou et al., 2018).

Para profundizar en el estudio de la implicacién de factores de transcripcion en el
reclutamiento de los complejos PcG, analizamos los posibles sitios de unién de factores
de transcripcién presentes en los promotores de los genes diana PcG. Para ello nos
centramos en las regiones de decaimiento localizado de las marcas H2AK121ub vy
H3K27me3 en el mutante atbmila/b/c. Con este andlisis se identificaron los sitios de
unién propuestos para 23 familias de factores de transcripcién. Entre los componentes de
estas familias se encuentran muchos de los factores mencionados previamente
relacionados con la pérdida de marcas PcG, entre ellos, el sitio de unidn de las proteinas
VAL, el motivo RY. Sin embargo, estos resultados apoyan de forma muy indirecta una
posible implicacion de estos factores en la represion PcG, ya que cabria también la
posibilidad de que estas secuencias no estuviesen relacionadas con el establecimiento de
la represién, sino que podria ser que la incorporacién de las marcas PcG restringiesen el
acceso de los factores que las reconocen.

Para aclarar tanto el papel de los distintos componentes PcG como la posible
implicacion de factores de transcripcion en el reclutamiento de PRC1 y PRC2,
desarrollamos un sistema para reclutar de forma especifica e independiente a un
promotor sintético esta bateria de factores. A pesar de que durante esta tesis doctoral se
generaron otras construcciones necesarias para responder a estas preguntas (como
aquellas para expresar distintos componentes PRC2 y varios factores de transcripcion),
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por cuestiones de tiempo no se ha podido analizar el efecto de todos estos factores. Por
tanto, al no poder disponer de toda la informacidn, algunas de las conclusiones podrian
variar una vez llevado a cabo el analisis en su totalidad.

Nuestros datos apoyan que la unidn de la proteina VAL1 actia como plataforma
o “scaffold” de reclutamiento de los factores necesarios para que se dé una represion
eficaz. Esto queda reflejado en los niveles de actividad de GUS, en la disminucion de las
marcas de activaciéon H3ac y en el aumento de las marcas de represion H2AK121ub vy
H3K27me3. La disminucidn de las marcas H3ac estd de acuerdo con la capacidad de las
proteinas VAL para interaccionar con desacetilasas de histonas, entre ellas, HDA9 (Zeng
et al., 2019), HDA6 (Chhun et al., 2016) y HDA19 (Zhou et al., 2013). Por otro lado, el
aumento de las marcas H2AK121ub confirma que las proteinas VAL pueden interaccionar
y reclutar a los componentes de PRC1 responsables de la incorporacién de estas marcas
(Yang etal., 2013), y la incorporacién de H3K27me3 confirma los resultados que
relacionaban la actividad VAL con PRC2 (Veerappan etal., 2012, 2014; Qliesta et al.,
2016; Yuan et al., 2016; N. Chen et al., 2018; Zeng et al., 2019).

Por otro lado, encontramos que el reclutamiento directo de AtBMI1A y AtRING1B
al promotor sintético no tiene un impacto alto en la actividad del gen reportero. Esto
puede indicar que bien estos factores por si mismos no pueden reclutar a todos los
componentes necesarios para la represion al no darse la secuencia apropiada de
acontecimientos, o bien que la incorporacién del LexABD afecte a la actividad de estas
proteinas. Esto Ultimo podria ser el caso de LexABD-AtRING1B; sin embargo, en el caso de
LexABD-AtBMI1A el hecho de que se observen ciertos niveles de H2AK121ub tras su unidn
al promotor sugiere que su actividad no estd afectada y que lo mas probable es que no se
dé la secuencia apropiada para la represion. Esto esta apoyado por el hecho de que la
unién de AtBMI1A no afecte significativamente a los niveles de acetilacién de la histona
H3 y que se encuentren niveles apreciables pero muy bajos de H3K27me3, lo que sugiere
qgue las marcas de activacion deben de ser eliminadas para que se dé la incorporacion
apropiada de las marcas PcG.

Se ha visto que en los mutantes atbmila/b/c los niveles de H3K27me3 estan
considerablemente reducidos en los genes que en WT presentan las dos marcas (Zhou
et al., 2017). Por tanto, los altos niveles de H3K27me3 en el locus reportero tras la unién
de la proteina VAL1 podria ser una consecuencia indirecta del reclutamiento de PRC1 y/o
de laincorporacién de marcas H2AK121ub. El hecho de que se detecte algo de H3K27me3
tras la unién de AtBMI1 apoya una inter-relaciéon entre PRC1y PRC2, pero no descarta que
VAL tenga un efecto directo en el reclutamiento de PRC2. Ambos mecanismos pueden
actuar de forma sinérgica.
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Por otro lado, diversos estudios han mostrado que la pérdida de funcién de los
factores que reconocen las secuencias GAGA y TELOBOX tiene un efecto en los niveles de
H3K27me3 en una serie de genes diana PcG (Deng et al., 2013; Hecker et al., 2015;
Molitor et al., 2016; Xiao et al., 2017; Zhou et al., 2018). De acuerdo con esto, la
incorporacién de un fragmento de DNA con estas secuencias en nuestro promotor
sintético ejercia un efecto positivo en la incorporacion de H3K27me3 tras la unidn tanto
de VAL1 como de AtBMI1A y AtRING1B; sin embargo, no tenia efecto si ninguna de estas
proteinas era reclutada con anterioridad. Esto indica que los factores BPC1, AZF1 o TRB
no son suficientes para reclutar al PRC2, pero si colaboran en el establecimiento de
H3K27me3. Curiosamente, la insercién del PRE no parece tener un efecto en la
incorporacién de las marcas H2AK121ub puesto que, en general, no se observaba un
cambio de los niveles de estas marcas en el locus reportero.

Por ultimo, de acuerdo con nuestro andlisis de los promotores de los genes diana
PcG y con otros datos experimentales, existen otros factores de transcripcion que podrian
funcionar de forma similar a las proteinas VAL. Curiosamente, a pesar de que la diferencia
a nivel de secuencia entre todos estos factores es muy grande, encontramos que, como
es el caso de VAL, un gran numero de ellos contienen al menos un dominio de represion
EAR, lo que sugiere una posible implicacion directa o indirecta de este motivo en la
represion mediada por PcG. Para investigar esto, llevamos a cabo el reclutamiento de una
proteina quimérica que contenia el LexABD y el dominio EAR. Nuestros resultados
sugieren una posible contribucién de EAR en la represidn PcG. Encontramos que esta
proteina quimérica era capaz de reprimir en cierta medida la expresién del gen GUS.
También observamos una reduccién de los niveles de H3ac, lo que esta de acuerdo con el
hecho de que este dominio puede ser reconocido por los co-represores TPL y SAP18 que
a su vez reclutan a desacetilasas de histonas (Song et al., 2005; Song y Galbraith, 2006;
Hill, Wang y Perry, 2008; Causier et al., 2012). Por otro lado, aunque este dominio no
parece tener un efecto en la incorporacidn de las marcas de represion H2AK121ub, si que
se observaba un aumento de H3K27me3, lo que abre la posibilidad de que exista una
conexién entre este dominio y la represién PcG. En cualquier caso, estos datos tienen que
confirmarse y ser apoyados por los experimentos con construcciones que contienen otros
factores y componentes PcG.
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1. Nuestros datos apuntan a la existencia de variantes de PRC1 que actdan en
combinacion con el PRC2 para controlar las distintas transiciones de fase a lo largo del
desarrollo de Arabidopsis y regular el desarrollo y crecimiento de los érganos. Las
distintas variantes PRC1 se asocian con factores especificos para regular la expresién
de subgrupos de genes diferentes, de tal forma que la accién combinada de distintas
variantes permite que los distintos procesos de desarrollo ocurran en el momento
apropiado.

2. Las marcas H2AK121ub juegan un papel en el ajuste de la posicién del nucleosoma
+1, mientras que las marcas H3K27me3 alteran el espaciamiento de los nucleosomas
y reducen la accesibilidad de la cromatina en el promotor y el cuerpo del gen. Estas
dos marcas tienen un efecto aditivo cuando se localizan en los mismos genes. La
represiéon mediada solo por las marcas H2AK121ub es mas flexible y regulada
dindmicamente, mientras que H3K27me3 es necesaria para mantener una represion
estable de los genes diana.

3. Las proteinas VAL actlan como plataforma o scaffold de reclutamiento no solo de
PRC1 y PRC2 para la incorporacion de las marcas de represién H2AK121ub y
H3K27me3, sino que también de otros factores que eliminan las marcas de activacién
preexistentes en los genes diana. El reclutamiento de todos estos factores se necesita
para que tenga lugar la represidn transcripcional.
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Anexol

Analisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica (GO) de los genes sobre-expresados y
reprimidos en los mutantes atbmila/b. Distribucién de los términos GO enriquecidos dentro de las
diferentes categorias de “procesos bioldgicos” como vienen definidas por TAIR. Los p-valores estan indicados.
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Anexo2

Andlisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica (GO) de los genes sobre-expresados y
reprimidos en los mutantes atbmila/b/c. Distribuciéon de los términos GO enriquecidos dentro de las
diferentes categorias de “procesos bioldgicos” como vienen definidas por TAIR. Los p-valores estan indicados.
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Anexo3: Lista de oligonucleétidos

Lista de oligonucleétidos empleados para reacciones de ChIP-qPCR

Oligonucleétido Secuencia 5’-3’

MAF4 ChIP Fw CCCGGTAGATTTGTTGAGAAAC
MAF4 ChIP Rev CACTTGAAATTAACCAAGGAATGC
MAF5ChIP Fw CAAGTCATCTTAACTTTGTCTTGCT
MAF5ChIP Rev GGCACTCGTTTCCACTAGATT
MIR156A ChIP Fw CTCTCAAATCTCAAGTTCATTGCC
MIR156A ChIP Rev GGCTCTTGTCGCTTTCTTTATC
MIR156C ChIP Fw TCTCCGGTTTTGCTTGTTTAAC
MIR156C ChIP Rev AGAAGATTGGAAAGGAGGCAG
FUS3 ChIP Fw ACTTTTGCTACACTTGTTCACCATG
FUS3 ChIP Rev CGCAACAAGATCTAATGCCACT
WUS ChIP Fw CAAACTTCTCTTTCTCTTGTTCCTCTC

WUS ChIP Rev GGCTCCATGTGTGTTTGATTCGAC

FLC ChIP Fw TCTGGTTATCGATTGCGATTCT

FLC ChIP Rev CGTGCATATACAAATCCAAGAGAAC
up35S Fw CCCAGGCTTTACACTTTATGCT

up35S Rev GGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG

LexO Fw GGGCTGCAGGTCGAGGCTAAAAAACT
LexO Rev GATCCTAGAGTCGAGCATATTACA
5'GUS Fw CGCAAGACCCTTCCTCTAT

5'GUS Rev AAAGGGTCCTAACCAAGAAA
MIDGUS Fw GGAACCACTGAACACGTATCT
MIDGUS Rev ACTTGCCGTCGTTGACTT

3’'GUS Fw CCGATCGTTCAAACATTTGGC

3’GUS Rev CCCATCTCATAAATAACGTCATGC
FLC-10 Fw CGTACTTATCGCCGGAGGAG

FLC-10 Rev CATCGAGAAAGCTCGTCAGC

ACT7 Fw GCGATGTTTGAGTTTCAATAAACGCTGC
ACT7 Rev CTCACCTTCACCATTCCAGTTCCA
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Lista de oligonucleétidos empleados para reacciones de q-RT-PCR

Oligonucleétido

Secuencia 5’-3’

FLC Fw

GCCACCTTAAATCGGCGGTTG

FLC Rev CACAAAGTCTCTTGGCCAAAGAGAGAG

MAF1 Fw CGGCTGAGTTTTCACCTTAAACTCAAAGCC
MAF1 Rev GAGGAAGATAAAAGGTTTGAGATTACACAGC
MAF2 Fw GGCTGAGCTTTCACCTTAAACTTACAGC

MAF2 Rev CCACATTGGCGCGAGGAAGATAAAAAGG
MAF3 Fw GGCTGAGCTTTCACCTTAAACTTACAGC

MAF3 Rev GCTTCGTTTTGTTTTACCTTTATTTCCACATTGGG
MAF4 Fw GCTACGGAAAAGTCATCCAAGGAGATGC
MAF4 Rev CGAAAGTAAATACTATATCATCCTGTCTCCGAAGG
MAF5 Fw CCACCAATCATCAACGGCTGATTTTTCATCATCC
MAF5 Rev CCGTATGCAGGGGGAGAAGAGG

FT Fw CGAACGGTGATGATGCCTATAGTAG

FT Rev CACTCTCATTTTCCTCCCCCTCTC

CO Fw CCAATGGACAGAGAAGCCAGG

CO Rev GCATCGTGTTGAACCCTTGC

Pri-MIR156A Fw

CTTCGTTCTCTATGTCTCAATCTCTC

Pri-MIR156A Rev

TGATTAAAGGCTAAAGGTCTCCTC

Pri-MIR156C Fw

GTGATAATGAGTGATGACTGATG

Pri-MIR156C Rev

GAAAACGTGACCGGGACCGAATCG

FUS3 Fw TCATGGTCTGCAGCTAGGTGACTT
FUS3 Rev CGTCTACTTCTTCTTCTTCCGATGC
LEC1 Fw TGGAGCTCCCTTCTCTCACTATCA
LEC1 Rev CTGCTGGACCACGATACCATTGTT

pri-miR172b Fw

CGGATTAGGGCGTTAATTACAATG

pri-miR172b Rev

GGTCTCTGGACGAACTATTCTGTA

SLP3 Fw

CTTAGCTGGACACAACGAGAGAAGGC

SLP3 Rev GAGAAACAGACAGAGACACAGAGGA
SLPY Fw CAAGGTTCAGTTGGTGGAGGA

SLP9 Rev TGAAGAAGCTCGCCATGTATTG
WOX9-RT-Fw ACTGTCGGAGGGTTTGAAGGTATC
WOX9-RT-Rev AGTGGTAGCGTAACAAATCTGAGTCT
WOX2-RT-Fw GCTTACTTCAATCGCCTCCTCCACAA
WOX2-RT-Rev GTCCGTTTCTCGTAGCCACCACTTG
SMB-RT-Fw ACGAATATCGCTTGGACGATAG
SMB-RT-Rev GCTCTTGTTCTTGGTGAAATCC

ACT2 Fw CACTTGCACCAAGCAGCATGAAGA
ACT2 Rev AATGGAACCACCGATCCAGACACT
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Lista de oligonucleétidos empleados para clonaje molecular

Oligonucleétido

Secuencia 5’-3’

PromG10-90-LexABD EcoRI FW

2aaGAATTCATAGTTTAAACTGAAGGCGGGA

PromG10-90-LexABD Sacl Rev

2aaGAGCTCCGGTTCACCGGCAGCCACA

PromG10-90-LexABD Kpnl Rev

2aaGGTACCCGGTTCACCGGCAGCCACA

AtBMI1A Sacl Fw

2aaGAGCTCATGGAAGGAGACATGGTG

AtBMI1A Smal Rev

2aaCCCGGGTTAGTTGTTGCATTCAGGGA

AtRING1B Sacl Fw

2aaGAGCTCATGCCTTCCTTGAAGAGCT

AtRING1B Smal Rev

2aaCCCGGGCTACGCGATTTGCTTTCTCC

VAL1 (Sacl) Fw

2aaGAGCTCATGTTTGAAGTCAAAATGGGGTCA

VAL1 (Smal) Rev

2aaCCCGGGTCAGCTTGAAACTCTCGGCTCTTCAC

EAR domain (Sacl) Fw

2aaGAGCTCAGGTTCAAGACGCTTATGATGAGGA

NLS (Smal) Rev

2aaCCCGGGTTATTCTCGCTGTGTTCACTTCC
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