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RESUMEN

Titulo: Modulacion de la actividad de 1YO y RIMA para entender la autorrenovacion y

diferenciacion de células madre en plantas

Introduccién: La diferenciacion celular engloba dos decisiones secuenciales por parte de
las progenie de células madre. La primera de ellas, y comdn a todo evento de
diferenciacion, es decidir si iniciar la transicion o mantener la pluripotencia. La segunda
decision, especifica de cada proceso de diferenciacidon, es en qué tipo celular diferenciarse
y que patron de expresion adquirir. Estudios previos revelaron que 1'YO y RIMA, dos
proteinas que interacttan con la ARN polimerasa Il (Pol 1), son necesarias para todos los
eventos de diferenciacion celular que ocurren en la planta. En su ausencia, la
diferenciacion se bloquea completamente y las plantas crecen como una masa de células
indiferenciadas, lo que sugiere que I'YO y RIMA participan en la etapa mas temprana,
cuando las células deciden si entran o no en diferenciacion. Ademas, 1YO es limitante
para iniciar esta transicion y se acumula en el nucleo, de una forma dependiente de RIMA,
en células de la periferia de los meristemos, justo cuando van a iniciar la diferenciacion.
Parece, por tanto, que la migracion al nacleo del complejo I'YO/RIMA funciona como un
interruptor molecular para iniciar la diferenciacion celular en plantas. La manipulacion
de este interruptor permite modificar el equilibrio entre la renovacion de las células madre
y su diferenciacion y puede ser usado para revelar las propiedades fundamentales de estos

estados celulares.

Sinopsis: En esta tesis nos propusimos dilucidar los mecanismos moleculares por los que
el complejo I'YO/RIMA activa la diferenciacién celular, asi como las posibles dianas
transcripcionales que subyacen a esta activacion. Los resultados de esta tesis demuestran

que RIMA regula el fosfoestado de la Pol Il de una forma dependiente de IYO
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promoviendo su transicion al estado hiperfosforilado propio de la polimerasa en
elongacion productiva. Ademas, se han identificado interacciones fisicas de IYO y RIMA
con reguladores centrales de la transcripcion, sugiriendo que el complejo 'YO/RIMA
podria funcionar como una plataforma integradora para reclutar factores necesarios
durante las distintas fases de la transcripcion. Asi, se ha demostrado la interaccion de
RIMA con fosfatasas tipo PP1 y se ha identificado un dominio conservado en todos los
ortologos de RIMA de plantas que media esta interaccion. Las fosfatasas PP1 tienen como
sustrato a la Pol I1'y cumplen un papel fundamental en la terminacién de la transcripcion.
En relacién a esto, hemos constatado que, al silenciar YO y RIMA, se interfiere con la
terminacion transcripcional provocando un acortamiento generalizado de los 3’UTR.
Ademas, el silenciamiento de 1IYO y RIMA causa una acusada reprogramacion
transcripcional, induciéndose genes relacionados con el estado indiferenciado y la
regeneracion y produciéndose una represion generalizada de genes de proteinas
ribosomales. Por otra parte, en experimentos de secuenciacion masiva de cromatina
inmunoprecipitada, se ha establecido que RIMA se une a promotores de genes que
contienen el elemento sll, que esta presente en los promotores de muchos genes de
proteinas ribosomales y es reconocido por factores transcripcionales de la familia TCP.
Experimentos de dos hibridos de levaduras indican que I'YO interacciona con TCPs de
clase I, sugiriendo que esta interaccion podria mediar la asociacién del complejo
I'YO/RIMA con los promotores que contienen el elemento sll. Ademas, la expresion de
muchos de los genes a cuyos promotores se une RIMA, incluyendo genes de proteinas
ribosomales, se desregula al silenciar YO y RIMA, lo que indica que podrian constituir
dianas transcripcionales directas. En conclusion, los resultados de esta tesis apoyan la

hip6tesis de que el complejo I'YO/RIMA opera en el nicleo modulando directamente la
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actividad de la Pol Il durante la transcripcién para inducir la reprogramacion

transcripcional global de las células madre y permitir la diferenciacion celular.
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SUMMARY

Title: Modulating the activity of 1YO and RIMA to understand stem cell self-renewal and

differentiation

Introduction: Cell differentiation entails two sequential decisions by the progeny of stem
cells. The first one, shared in every event of differentiation, is whether to self-renew or
initiate fate transition. The second decision, specific for each differentiation process, is
which cell fate to attain and what expression pattern to acquire. Previous work in our
laboratory suggests that I'YO and RIMA, two proteins that interact with RNA polymerase
I1 (Pol 1), are necessary for all cell differentiation events that take place in the plant. In
their absence, differentiation is completely blocked, and plants grow as a mass of
undifferentiated cells, suggesting that I'YO and RIMA participate at the earliest stage of
the process, when cells decide whether or not to differentiate. Moreover, 1YO is rate-
limiting for initiating this transition and accumulates in the nucleus, in a RIMA-dependent
way, in the periphery of the meristems, just when cells are bound to initiate
differentiation. Therefore, it appears that migration to the nucleus of the 1'YO/RIMA
complex works as a molecular switch to initiate cell differentiation in plants.
Manipulation of this switch allows to modify the balance between stem cells self-renewal
and differentiation and can be used to reveal the fundamental properties of these cellular

states.

Synopsis: In this thesis we set out to elucidate the molecular mechanisms by which the
I'YO/RIMA complex activates cell differentiation, as well as the possible transcriptional
targets that underlie this activation. Our results demonstrate that RIMA regulates the Pol

Il phosphostatus in an I'YO-dependent manner, promoting the transition of the polymerase
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into a hyperphosphorylated state characteristic of productive elongation. Moreover, we
identified physical interactions of I'YO and RIMA with central regulators of transcription,
suggesting that the I'YO/RIMA complex functions as an integrative platform to recruit
factors needed during the different phases of transcription. For instance, we have
demonstrated that RIMA interacts with PP1-type phosphatases through a motif that is
conserved among plant RIMA-orthologues. Pol 11 is a substrate for dephosphorylation by
PP1 phosphatase, which have a critical role in transcription termination. Consistent with
this, we have verified that silencing of 1YO and RIMA interferes with transcriptional
termination causing an overall shortening of 3'UTRs. Furthermore, 1YO and RIMA
silencing causes a marked transcriptional reprogramming, inducing genes related to the
undifferentiated state and regeneration, and a general repression of ribosomal protein
genes. On the other hand, in ChIP-seq experiments we found that RIMA binds to gene
promoters in regions containing the sl element, which is present in the promoters of many
ribosomal protein genes and is bound by TCP transcription factors. Yeast two-hybrid
experiments suggest that I'YO interacts with class | TCPs, suggesting that this interaction
could mediate the recruitment of the I'YO/RIMA complex to promoters containing the
site Il element. In addition, the expression of many genes whose promoters are bound by
RIMA, including ribosomal protein genes, is deregulated upon IYO and RIMA silencing,
indicating that they constitute direct transcriptional targets. In conclusion, our results
support the hypothesis that the I'YO/RIMA complex operates in the nucleus directly
modulating Pol 11 activity during transcription to induce global transcriptional

reprogramming of stem cells to allow cell differentiation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Identidad celular y reprogramacion transcripcional durante el proceso de
diferenciacion celular:

El desarrollo de las plantas tiene un elevado grado de plasticidad y, ademas, la
organogénesis se prolonga a lo largo de todo su ciclo vital, de tal manera que el patron de
crecimiento es dinamico y variable, incluso en individuos clonales. Esta plasticidad en el
desarrollo es una adaptacion fundamental para que estos organismos sésiles exploren el
medio circundante y maximicen la obtencion de recursos (Lodha et al., 2008, Gaillochet
y Lohmann, 2015). Los nuevos oOrganos de las plantas se generan a partir de la
descendencia de células madre localizadas en nichos denominados meristemos (Scheres,
2007). Durante la embriogénesis se establecen los meristemos apicales de tallo (“Shoot
Apical Meristem” o0 SAM) y de raiz (“Root Apical Meristem” o RAM) junto al meristemo
vascular o cambium, que seran responsables respectivamente de generar los érganos
aéreos y subterraneos y los haces vasculares de la plantas adultas. A partir de estos
meristemos principales, las plantas desarrollan meristemos secundarios, como son el
periciclo, que es responsable de la formacion de las raices laterales, el protodermo que
genera las células de la epidermis o los meristemos florales que generan las flores.
Ademas, hay meristemos especificos de grupos de plantas, como son los meristemos
intercalares de monocotileddneas que permiten un crecimiento internodal muy rapido (en
bambd se han llegado a medir tasas de crecimiento cercanas a 1 m/dia) y la regeneracion
de hojas en forrajeras (Jouannet et al., 2015, Gaillochet y Lohmann, 2015). Los
meristemos de plantas tienen una organizacién comun, con una zona central donde las
células se mantienen indiferenciadas como células pluripotentes. Al dividirse las células

madre del centro del meristemo, su progenie se va desplazando hacia la periferia hasta
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alcanzar una posicion donde comienzan a diferenciarse y se inicia la organogénesis.
Ademas, los meristemos apicales tienen centros organizadores constituidos por grupos de
células madre encargadas de mantener la funcionalidad de los meristemos, controlando
el tamafio del nicho de células madre y el mantenimiento de la pluripotencia mediante la
accion de genes de la familia WOX (Van Den Berg et al., 1997; Willoughby y Nimchuk.
2021). Asimismo, gradientes de hormonas, principalmente de auxinas y citoquininas,
regulan el equilibrio entre proliferacién celular y diferenciacion, controlando el tamarfio

del meristemo y la organogénesis (Shiy Vernoux 2022; Yamoune et al., 2021).

La identidad de los distintos tipos celulares de un organismo pluricelular depende de
coémo se expresa la informacion genética comun a todas sus células. La diferenciacion
conlleva la adquisicion de una determinada identidad y, por tanto, la implementacion de
su programa de expresion especifico. Ademas, este es un proceso reversible, tanto en
animales (Takahashi y Yamanaka 2016) como en plantas (Ikeuchi et al., 2019), pudiendo
las células cambiar su identidad e incluso revertir a un estado pluripotente. Por ejemplo,
estudios de ablacion en Arabidopsis thaliana han demostrado que después de eliminar
células de los distintos tejidos del meristemo de la raiz, las células del tejido interno
adyacente se dividen periclinalmente y la progenie externa cambia de identidad
adoptando la de las células eliminadas (Hoermayer y Friml, 2019). La identidad celular
se establece y mantiene mediante una red muy compleja de reguladores moleculares que
integran sefiales espaciales y de desarrollo y entre los que destacan flujos y gradientes
hormonales junto a péptidos de sefializacion, que convergen para regular la actividad del
genoma, en muchos casos a través de factores transcripcionales de identidad celular
(Yadav et al., 2010, Caggiano et al., 2017). Los parametros principales que controlan la
expresion del genoma en un tipo celular son los niveles de sintesis y degradacion de ARNs

y de las proteinas que en su caso codifiquen, si bien otros parametros como el transporte
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inter e intracelular de ARNSs y proteinas también son importantes. Uno de los mayores
desafios geneéticos es poder descifrar, a nivel molecular, el fino y preciso control del
genoma que media la transicion entre distintas identidades y, en particular, entre células
madre y su progenie que inicia la diferenciacion (lyer-Pascuzzi y Benfey, 2009,
Sanmartin et al., 2011). Se conocen muchos genes de identidad celular, pero todavia se
desconocen los mecanismos moleculares subyacentes que dirigen la reprogramacion del
genoma cuando las células pluripotentes inician la diferenciacion (Benfey, 2016). Las
plantas ofrecen ventajas claras para diseccionar genéticamente estos mecanismos y
evaluar como su desregulacion afecta al desarrollo del organismo completo. La principal
es que se puede monitorizar de forma muy sencilla el desarrollo de los meristemos e
identificar mutaciones que afecten al equilibrio entre proliferacion y diferenciacion de las
células madre y, por tanto, al tamafio de los meristemos y a la organogénesis (Sanmartin
et al, 2011). Las mutaciones que afecten a la diferenciacion celular es probable que
también afecten al fendmeno inverso de la desdiferenciacion, por el cual células adultas
con una identidad celular fijada pueden revertir hacia un estado de célula madre

pluripotente (Ikeuchi et al., 2019).

En definitiva, la diferenciacion celular implica grandes cambios de expresion del genoma
en dos sentidos; por un lado, el silenciamiento de los programas responsables de la
pluripotencia y, por otro, la activacion de los programas responsables de la nueva
identidad celular (Sablowski, R., 2011). Sin duda, el control transcripcional juega un
papel preponderante en esta reprogramacion, aunque también el control de la traduccion
global ha sido implicado en la transicion de las células madre hacia la diferenciacion

(Sanchez et al., 2016).
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1.2 Regulacion de la transcripcion mediada por ARN Polimerasa 11
Las polimerasas de acido ribonucleico (ARN) dependientes de &cido desoxirribonucleico
(ADN) son grandes complejos multiproteicos encargados de transcribir la informacion
codificada en el genoma. En plantas existen cinco complejos distintos con actividad ARN
polimerasa. La ARN Polimerasa | es responsable de la transcripcion de los ARN
ribosomales (ARNTr). La ARN Polimerasa Il (Pol 1) transcribe los ARNms codificantes
de proteinas y ARNSs no codificantes como los miARNs, sSnARN y snoARNs. La ARN
Polimerasa 1l se encarga principalmente de la transcripcion de los ARNt y el 5S ARNr
(Ream et al., 2015). Las ARN polimerasas IV (Pol IV) y V (Pol V) se encuentran
exclusivamente en plantas y transcriben tanto pequefios ARNSs de interferencia (SIARNI),
como IncARNSs que participan en el silenciamiento de genes mediante la metilacion del
ADN dirigida por ARN (Haag y Pikaard, 2011). Ademas, las ARN polimerasas se asocian
con multiples proteinas para llevar a cabo la transcripcion del ADN. Entre las proteinas
asociadas se pueden encontrar factores generales de transcripcién (FGT), factores
transcripcionales (FTs) especificos, el complejo Elongator, el complejo Mediator, y
muchos otros coactivadores/correpresores necesarios para la transcripcién en el contexto
de la cromatinay su compleja estructura (Thomas y Chiang, 2006, Wild y Cramer., 2012;
Antosz et al, 2017). De hecho, muchos de estos complejos estan implicados en la

remodelacion y modificacion de la cromatina para facilitar las transcripcion.

La Pol Il es un complejo de 12 subunidades cuyo proceso de ensamblaje e importe al
nucleo esta altamente regulado. Ademas, numerosas modificaciones post-traduccionales,
especialmente en el extremo C-terminal (CTD) de la subunidad mayor RPB1, controlan
la actividad de la Pol 1l durante todo el ciclo de la transcripcion (Ni et al., 2011; Peck et
al., 2019). Estudios filogenéticos apuntan a que la divergencia de las dos ARN

polimerasas (Pol IV y Pol V) especificas de plantas ocurrié antes de la subunidad mayor
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tuviese CTD, pues las dos carecen de ella (Luo y Hall, 2007). EI CTD contiene
repeticiones de un heptapéptido con secuencia consenso YSPTSPS (26 repeticiones en
levadura, 34 en Arabidopsis y 52 repeticiones en humanos) y es indispensable para la
viabilidad celular, aunque dispensable para la actividad catalitica de la Pol Il (Koiwa et
al., 2004; Stiller y Cook, 2004; Zhang et al., 2020). Todos los residuos del heptapéptido
son modificados post-traduccionalmente, al menos en algunas de las repeticiones. Las
serinas, treoninas y tirosinas son objeto de fosforilacion, las serinas y treoninas de O-
GlcNacetilacion y las prolinas de isomerizacion cis-trans. Ademas, algunas repeticiones
del heptapéptido presentan variaciones de la secuencia consenso y contienen lisinas que
pueden ser acetiladas, ubiquitinadas o metiladas (Harlen y Churchman, 2017). Todas
estas modificaciones, en las numerosas repeticiones del heptapéptido suponen una
enorme cantidad de combinaciones posibles que funcionan como un codigo para reclutar
los diferentes complejos necesarios durante las distintas fases de la transcripcion (Eick y
Geyer, 2013). El ciclo de la transcripcion se puede dividir en varias fases con transiciones
altamente reguladas: pre-iniciacion, iniciacion, elongacion y terminacion (Peck et al.,
2019). Quinasas, fosfatasas, prolil-isomerasas, acetilasas, ubiquitinasas, deubiquitinasas
y metilasas regulan, a través de modificaciones en el CTD, la interaccion con los
diferentes factores necesarios para que la Pol Il progrese y avance a las siguientes fases y
la transcripcion se lleve a cabo correctamente (Hsin y Manley, 2012). La transcripcion
comienza con la union de FTs a secuencias especificas del promotor. Estos FTs
interaccionan con complejos co-activadores de la transcripcion, tales como complejos
remodeladores/modificadores de cromatina y el complejo Mediator, que promueven el
reclutamiento a la region proximal del promotor de la Pol 11 en forma hipofosforilada y
de factores generales de la transcripcion para formar el complejo de preiniciacion (PIC)

(Weake y Workman, 2010; Soutourina, 2018; Akhtar et al., 2009; Hu et al., 2019; Max
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et al., 2007; Buendia-Monreal y Gillmor, 2016; Malik et al., 2017). Para que la Pol Il
escape del promotor e inicie la transcripcion es necesario que la quinasa CDK7/Kin28
fosforile el CTD en la serina 5 (Rimel y Taatjes, 2018). En levaduras, esta fase de inicio
de la transcripcion es la mas limitante para la expresion de los genes y se considera que
una vez iniciada, la transcripcion procede sin mayores obstaculos. En cambio, en plantas
y animales se ha descrito que, en una buena parte del genoma, poco después de iniciarse
la transcripcion, la Pol 11 se detiene en una conformacion que se denomina pausada (Zhu
et al., 2018; Liu et al., 2015; Core y Adelman, 2019). En estos genes, la transicion de la
Pol 1l entre este estado pausado y la reactivacion a un estado de elongacién efectiva es
limitante para su expresion. Por tanto, en plantas y animales los factores que regulan la
entrada en pausa de la Pol Il y su reactivacion son fundamentales para controlar la
expresion de una fraccion importante del genoma. En animales, NELF y DSIF son
esenciales para establecer y mantener la pausa de la Pol 11 (Dollinger y Gilmour, 2021;
Schier y Taatjes, 2020). En plantas hay homologos de DSIF, pero no de NELF, aunque
se ha propuesto que la proteina TPL podria cumplir un papel similar promoviendo la
entrada en pausa de la Pol Il (Morffy y Strader 2021). Mientras esta pausada, la Pol Il
puede retroceder sobre el ADN, lo que provoca que el extremo 3 del ARN se desalinee,
bloqueandose asi la transcripcion. El factor TFIIS promueve la actividad nucleasa de la
Pol Il para cortar el extremo desalineado del ARN (Kettenberger et al., 2003; Gonzalez
etal., 2021), lo que permite a la Pol Il continuar con la transcripcion. EI complejo P-TEFb
es esencial para reactivar a la Pol Il pausada (Li et al., 2018). A través de su subunidad
quinasa CDKJ9 fosforila a DSIF, a NELF, a la proteina fosfatasa PP4 (inhibiéndola e
impidiendo la defosforilacion de DSIF) y a la Pol 1l en la serina 2 del CTD. Estas
fosforilaciones provocan la disociacion de NELF y la transicion de la Pol 1l de su estado

pausado a la elongacion productiva, una etapa donde la Pol |1, a través de modificaciones
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especificas de su CTD, recluta factores de elongacion como SPT6 y los complejos PAF1C
y FACT junto a factores de procesamiento del ARN (Antosz et al., 2017). SPT6 vy el
complejo FACT, un heterodimero formado por SSRP1 y SPT16, tienen actividad
chaperona de histonas y, ademas de promover la elongacion transcripcional, participan
en muchos otros procesos celulares (Gopalakrishnan y Winston, 2021; Grasser, 2020).
PAF1C es un complejo de cinco subunidades (VIP3, VIP4/LEO1L, VIP5, ELF7 y ELF8)
que participa en todas las fases de la transcripcion (He, Y., 2009; Hou et al., 2019, Oh et

al., 2008; Fal et al., 2019; Van Oss et al. 2017).

La terminacion de la transcripcion es también una fase altamente regulada, que ademas
puede producirse en distintos puntos del gen, dando lugar a transcritos diferentes por
poliadenilacion alternativa. En esta fase se produce el corte del transcrito, la
poliadenilacion y la disociacién de la Pol Il del ADN. EIl cddigo de modificaciones del
CTD es también fundamental para este proceso. Asi, la defosforilacion de la tirosina 1
del CTD es esencial para reclutar factores de la terminacién como Nrd1, Pcfll y Rtt103
(Mayer et al., 2012) y la sustitucion de las tirosinas del CTD por fenilalaninas impide la
correcta terminacion a nivel genémico (Shah et al., 2018). También el fosfoestado de la
treonina 4 parece tener un papel en la terminacion de la transcripcién y la disociacion de
la polimerasa (Nemec et al., 2017; Kecman et al., 2018). Cuando la polimerasa pasa por
el sitio de poliadenilacién, se produce el corte de transcrito y la desaceleracion de la
polimerizacion, lo que permite que las exonucleasas 5°-3° RAT1/XRN2 degraden el
fragmento de ARN aun asociado a la Pol Il para forzar su disociacion del ADN (Eaton y
West, 2020). Proteina fosfatasas del tipo PP1 son esenciales para esta ralentizacion, al
defosforilar la treonina 4 del CTD y a SPT5 (Kecman et al., 2018). Ademas, también son
responsables de defosforilar la tirosina 1 del CTD que coordina el reclutamiento de

componentes del complejo de corte y poliadenilacion (Schreieck et al., 2014). La
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regulacion de la poliadenilacién estd intimamente ligada a las transiciones entre
quiescencia, proliferacion y diferenciacion de células madre en sistemas animales
(Sommerkamp et al., 2021), en los que se ha descrito que la diferenciacién conlleva
asociado un alargamiento de los 3’UTR, mientras que la reprogramacion a un estado
pluripotente conlleva su acortamiento (Ji y Tian, 2009; Ji et al., 2009; Mueller et al., 2013;

Sommerkamp et al., 2021).

1.3 ldentificacion de las proteinas RPAP1y RPAP2
Experimentos de purificacion en tandem y espectrometria de masas en células humanas
determinaron que la red de interacciones de la Pol 11 soluble es muy amplia (Jeronimo et
al., 2007). Dentro de esa red, cuatro proteinas denominadas RPAP1-4 (ARN Polymerase
Il Associatted Proteins 1-4) forman nodos centrales situandose entre las subunidades de
la polimerasa y complejos reguladores de la transcripcion (Mediator, Integrator,
GDOWNL1) o complejos con actividad chaperona (R2TP/prefoldinas, CCT), sugiriendo
que pueden cumplir una funcién en el ensamblaje y la regulacion de la actividad
transcripcional de la Pol Il (Jeronimo et al., 2007; Forget et al., 2010). Ademas,
homélogos de las proteinas RPAP de hongos, plantas y animales mantienen la asociacion
con la Pol 11, indicando que estas proteinas han conservado esta funcion ancestral a lo
largo de la evolucion (Jeronimo et al., 2004; Itsuki et al., 2008; Forget et al., 2010; Forget
et al., 2013; Garrido-Godino et al., 2021). De RPAP1 y RPAP2 so6lo se encuentran
homologos en los genomas de eucariotas, pero con diferencias significativas entre los
distintos grupos. Asi, los homoélogos de RPAP1 de humanos y plantas son proteinas de
gran tamafio (RPAP1 de humanos es un polipéptido de 1393 aminoacidos (aa) y MINIYO
(I'YO), su homélogo en Arabidopsis thaliana, tiene 1465 aa) mientras que en levaduras
los homologos de RPAP1 son proteinas significativamente mas cortas (el homdlogo de

Saccharomyces cerevisae, RBA50, tiene 439 aa). Asimismo, los homélogos de RPAP2
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en humanos y plantas son proteinas mas grandes que los homologos de levaduras (RPAP2
de humanos es un polipéptido de 610 aa, RIMA, su homdlogo en Arabidopsis, tiene 735
aa, mientras que RTR1, el homologo de Saccharomyces cerevisae, tiene 226 aa). Sin
embargo, en hongos pluricelulares el tamarfio de estas proteinas es similar al de animales
y plantas (en Pleurotus ostreatus el homélogo de RPAPL tiene 1256 aa y el de RPAP2
587 aa). El significado bidlogico/evolutivo de estas diferencias es desconocido, pero es
interesante resaltar que la reduccion en el tamafio de 1'YO es comuln a clados de hongos
(i.e Shizosaccharomyces y Saccharomyces) que supuestamente revertieron a formas de

vida unicelular de forma independiente (Naranjo-Ortiz y Gabaldén, 2020).

1.4 Funciones de I'YO/RPAP1y RIMA/RPAP2 en el desarrollo
En un rastreo de mutantes de Arabidopsis afectados en la organogénesis del meristemo
apical de tallo (SAM) se identificd el mutante miniyo (iyo-1) (Sanmartin et al., 2011). El
mapeo posicional reveld que el fenotipo se debia a una mutacion hipomorfica en el gen
At4g38440/1YO, que codifica una proteina con homologia a RPAP1 de humanos.
Ademas de la homologia de secuencia, I'YO copurifica con la Pol Il (Sanmartin et al.,
2011; Mufioz et al., 2017; Li et al., 2018), indicando que 1YO y RPAP1 presentan
homologia funcional y podrian tener funciones conservadas regulando la transcripcion.
La mutacion en iyo-1 causa la sustitucién de la glicina en posicion 962 por acido
glutdmico (G963E). Esta mutacion modifica un residuo estrictamente conservado en
todos los homdlogos de 1YO de embridfitas, modificando un motivo RGG localizado
dentro de una zona rica en glicinas. Los motivos RGG se han asociado con la interaccion
con acidos nucleicos y con el importe de la proteinas a ntcleo (Gonzalez et al., 2021).
Ademas de iyo-1, se han identificado otros tres alelos de 1YO: los alelos nulos resultantes
de la insercion de T-ADN iyo-2 (SALK _099872) e iyo-3 (SAIL_692-G12) y el alelo

hipomorfico iyo-4 resultante de la sustitucion de la glicina en posicién 1281 por aspartato
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(G1281D) que se ha descrito recientemente (Li et al., 2018). La caracterizacion de los
mutantes iyo-1, iyo-2 e iyo-3 ha revelado que 1YO es un gen esencial para la viabilidad y
el correcto desarrollo de las plantas (Sanmartin et al., 2011). Asimismo, si bien el alelo
débil iyo-4 no presenta defectos en el desarrollo, plantas con YO silenciado tienen un
desarrollo muy alterado (Li et al., 2018). La mutacién iyo-1 causa un retraso en la
organogénesis de los 6rganos aéreos y un aumento del tamafio del meristemo apical de
tallo que resulta en el desarrollo de tallos fasciados. Ademas, el defecto en diferenciacion
resulta en la especificacion de meristemos ectopicos de tallo y de flor. EI meristemo apical
de raiz y la embriogénesis también se ven afectados y se generan, aunque con baja
penetrancia, meristemos de raiz y embriones ectopicos (Sanmartin et al., 2011). Los
estudios transcriptomicos corroboran los defectos en diferenciacion, mostrando que en el
mutante iyo-1 la expresion de genes de desarrollo esta disminuida mientras que aumenta
la expresion de genes activos en células indiferenciadas (Sanmartin et al., 2011). Ademas,
los defectos en diferenciacién se exacerban en plantas transheterocigotas que combinan
el alelo iyo-1 con los alelos nulos iyo-2 o iyo-3, presentado un desarrollo sin apenas
diferenciacion de oOrganos, con un crecimiento tipo callo con pequefias hojas
rudimentarias que solamente puede mantenerse en condiciones de cultivo in vitro. Por el
contrario, la sobreexpresion de YO provoca la aceleracion de la diferenciacion y la
terminacion temprana de los meristemos de tallo y raiz (Sanmartin et al., 2011). Estos
datos sugieren que 1YO es un factor necesario y limitante para iniciar la diferenciacion en
Arabidopsis. La expresion de YO es maxima en embriones, meristemos, y primordios de
6rganos, mientras que en tejidos adultos es muy baja. Su distribucidn subcelular tampoco
parece ser uniforme. El estudio de fusiones funcionales a GFP que complementan los
fenotipos de iyo-1y de los alelos nulos, mostré que en células madre del meristemo, 1'YO

se acumula en el citoplasma, pero cuando las células inician la diferenciacion, 1YO se
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traslada al nacleo (Sanmartin et al., 2011). Considerando que 1'YO es un factor limitante
para la diferenciacion y que podria tener una funcion nuclear asociada a la Pol 11, la
coincidencia con el inicio de la diferenciacion sugiere que su acumulacion nuclear puede
funcionar como un interruptor molecular para iniciar la diferenciacion. Ademas, esta
funcion podria estar conservada a lo largo de la evolucion, ya que en ratones se ha
constatado que cuando se inicia la diferenciacién, RPAP1 se traslada al ntcleo, donde es
esencial para activar programas de desarrollo y para mantener la identidad celular de
células diferenciadas (Lynch et al., 2018). La deplecion de RPAP1 causa retrasos y
defectos en la diferenciacion de células madre y, adicionalmente, facilita la
reprogramacion de células diferenciadas adultas a células madre pluripotentes (Lynch et

al., 2018).

En una busqueda de interactores de 1YO, se identifico a la proteina RIMA, que es
homologa a RPAP2 de humanos (Mufioz et al., 2017). EI mutante hipomorfico rima-2
fenocopia los defectos en diferenciacion del mutante iyo-1, con el que ademas comparte
alteraciones en el transcriptoma muy similares. La interaccion fisica de estas dos proteinas
y la similitud en los efectos moleculares y de desarrollo causadas por sus depleciones
apoyan que 1YO y RIMA cooperan directamente para regular la diferenciacion de las
células madre en plantas. En este sentido se ha demostrado que RIMA se requiere para la
acumulacién de I'YO en el nlcleo y que la reduccidon de los niveles nucleares de 1'YO en
el mutante rima-2 coinciden con un retraso en la diferenciacion. Ademas, se han obtenido
evidencias genéticas de la interaccion funcional de estos dos genes para regular la
diferenciacion. Asi, la combinacion de los dos alelos hipomorficos iyo-1y rima-2 tiene
un efecto sinérgico bloqueando totalmente la diferenciacién, de tal manera que el doble
mutante crece como un callo de células indiferenciadas (Mufioz et al., 2017). Por otro

lado, la mutacién rima-2 bloquea la diferenciacion prematura que causa la sobreexpresion
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de 1YO, mientras que la sobreexpresion conjunta de 1YO y RIMA acelera ain mas la
diferenciacion. El patron de expresion de RIMA también coincide con el de IYO,
expresédndose a altos niveles en embriones, meristemos y primordios. El estudio de
fusiones funcionales a GFP mostré que, aunque la localizacién basal de RIMA es
predominantemente citoplasmatica, la proteina se mueve entre el citoplasmay el nicleo,
donde se concentra si se inhibe el exporte nuclear con leptomicina B o si se co-expresa
con IYO (Mufioz et al.,, 2017). Sin embargo, hasta el momento no se han podido
determinar las funciones moleculares de I'YO y RIMA, y demostrar si, efectivamente, el
traslado de IYO al nicleo dependiente de RIMA es el interruptor que activa la
diferenciacion celular de células madre en plantas.

1.5 Posibles  funciones  moleculares de  RPAP1/IYO/RBA50 vy

RPAP2/RIMA/RTR1

Por analogia con el ensamblaje de la ARN polimerasa en bacterias, se ha propuesto que
durante la biogénesis de la Pol Il se forma primero un subcomplejo de las subunidades
RPB3, RPB10, RPB11 y RPB12 que después se asocia con RPB2 y RPB9, formando el
subcomplejo RPB2/RPB3, al que posteriormente se le unirian las subunidades RPB1,
RPB5, RPB6 y RPB8 y finalmente las subunidades RPB4 y RPB7, que forman otro
subcomplejo disociable de la polimerasa (Wild and Cramer, 2012; Garrido-Godino et al.,
2021). En apoyo de este modelo de ensamblaje, cuando se induce la degradacién de RPB1
con o-amanitina y se inmunopurifica RPB3, aumenta su interaccion con las otras
subunidades del subcomplejo RPB2/RPB3 mientras que disminuye la interaccién con el
resto de subunidades de la Pol |1, sugiriendo que este subcomplejo se forma in vivo y es
un intermediario en la formacion de la holoenzima (Boulon et al., 2010). En estos
experimentos también se observé que al degradar la RPB1 aumentaba la interaccion de

RPB3 con RPAP1, RPAP2 y RPAP4/GPN1/NPAS3, por lo que se propuso que podrian
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asociarse al subcomplejo RPB2/RPB3 durante el ensamblaje de la Pol Il. En apoyo de
esta hipotesis, en extractos de células de humanos, RPAP1 co-purifica con las
subunidades RPB2, RPB3y RPB11 (Jeronimo et al., 2004), mientras que, en extractos de
plantas, I'YO co-purifica con RPB2, RPB3, RPB10, RPB11 y RPB12 (Sanmartin et al. et
al., 2017; Mufioz et al., 2017; Li et al., 2018). Ensayos de dos hibridos de levaduras y de
interaccion in vitro indican que RBAS5O0 interacciona directamente con RPB2, RPB3 y
RPB10 (Liu et al., 2020), mientras que 1YO interacciona directamente con RPB3 y
RPB10 (Sanmartin et al., 2011; Li et al., 2018) sugiriendo que RPAP1/1YO/RBA50 se
podria unir al subcomplejo RPB2/RPB3 por interaccion directa con tres de sus
subunidades. Debido a la presencia en este subcomplejo se postuld que RPAP1 podria
tener un papel en el ensamblaje la Pol 11, pero los resultados obtenidos hasta ahora no son
concluyentes. En experimentos en levaduras con un alelo termosensible de RBA50
(rba50-3) se vio que a la temperatura restrictiva disminuian los niveles de RPB12
asociados a RPB3 en el mutante con respecto al tipo silvestre (Zeng et al., 2018), lo que
indicaria que RBAS0 se requiere al menos para el ensamblaje de estas dos subunidades.
Sin embargo, la interaccién entre RPB3 y RPB11 no se veia afectada por la mutacion
rba50-3. También se ha publicado que la deplecion de NPA3 provoca una disminucién
en la co-purificacion de RPB3 con RPB1y RPB2, lo que seria compatible con una funcion
muy temprana en el ensamblaje (Liu et al., 2020). En contraste, en células de raton se ha
visto que el silenciamiento de RPAP1 no afecta a la integridad de la Pol 1l sino a la
interaccion de Pol 11 con un gran nimero de factores implicados en transcripcion, entre
los que destacan el complejo Mediator, FTs, modificadores de la cromatina y maquinaria
de procesamiento del ARN (Lynch et al., 2018), lo que sugiere que I'YO podria funcionar
como una plataforma para reclutar estos factores durante la transcripcion. Por otro lado,

se ha publicado que en Arabidopsis el silenciamiento de 1YO disminuye la co-purificacién
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de RPB1 con RPB3, RPB4, RPB5, RPB7, RPB8 y RPB11, pero la cantidad de RPB2 y
RPB10 copurificado con RPB1 no disminuye y la de RPB9 incluso aumenta (Li et al.,
2018). Estos resultados indicarian que I'YO es necesario para la integridad de la Pol II,
pero no son compatibles con un papel en el ensamblaje de la Pol 1l segun el modelo
aceptado (Wild y Cramer, 2012; Garrido-Godino et al., 2021), ya que deberia disminuir
de forma coordinada la interaccién de RPB1 con todas las subunidades del subcomplejo
RPB2/RPB3. Estos resultados indicarian que el efecto de interferir con 'YO/RBAS0 es
promover el desensamblaje de la Pol Il y no inhibir su ensamblaje. El desensamblaje de
laPol Il ocurre cuando la polimerasa se detiene irreversiblemente durante la transcripcion,
ya sea porque falte algin componente necesario para la reaccion (Aoi et al., 2021) o
porque la polimerasa se encuentra con obstaculos insalvables, como pueden ser dafios en
el ADN (Nakazawa et al., 2020). Para disociar del ADN a la polimerasa detenida, la
subunidad RPB1 se ubiquitina y degrada, lo que provoca el desensamblaje del complejo,
(Gonzalez et al., 2021). En el mutante iyo-1 se detectan altos niveles de ubiquitinacion y
mayor inestabilidad de RPB1, lo cual sugiere que hay problemas globales con la
transcripcion que provocan la degradacion de RPB1 (Sanmartin et al., 2011). Este
aumento en la degradacion de la RPB1 explicaria la disminucion de los niveles de Pol Il
ensamblada al silenciar 1YO (Li et al., 2018). La mutacion de 1YO también afecta a la
integridad de las polimerasas especificas de plantas Pol 1V y Pol V, con mayor intensidad
que a la de Pol Il (Li et al., 2018). En el mutante hipomérfico iyo-4, que no altera
significativamente a la Pol 11, los niveles de Pol 1V y Pol VV completamente ensamblada
son casi indetectables y consecuentemente, la produccion de siARNs dependiente de Pol
IV y los niveles de metilacion del ADN estan severamente afectados (Li et al., 2018). Los

niveles de la subunidad catalitica NRPD1 estan muy disminuidos en el mutante iyo-4,
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indicando que probablemente su estabilidad estd comprometida, lo que podria provocar

el desensamblaje de la Pol 1V.

Las subunidades de la Pol 11, Pol 1V y Pol V no tienen sefiales de localizaciéon nuclear
(NLS), y aunque las de menor tamarfio pueden entrar al ndcleo por difusion a través del
poro nuclear (Gémez-Navarro y Estruch, 2015), las subunidades grandes, asi como los
complejos y subcomplejos, necesitan cofactores para su importe a nicleo. Se ha propuesto
que tanto RPAP1/1YO/RBA50 como RPAP2/RIMA/RTR1 juegan un papel en el importe
de las polimerasas. En mutantes de estos genes se altera la distribucion subcelular de
subunidades de la Pol |1, produciéndose una mayor acumulacion en el citosol, lo que se
ha interpretado como que las correspondientes proteinas participan en su importe nuclear.
Asi, en el mutante rba50-3 de levaduras se acumulan menores niveles de RPB1 en el
nucleo (Zeng et al., 2018) y en el mutante iyo-4 de Arabidopsis se acumulan menores
niveles nucleares de las subunidades NRPE1 y NRPD/E3b de la Pol IV y Pol V (Li et al.,
2018). Sin embargo, en células de ratdn el silenciamiento de RPAP1 no afecta a los
niveles nucleares de RPB1 (Lynch et al., 2018). En levaduras, mutaciones en los genes
IWR1 y RTR1 bloguean parcial y aditivamente la acumulacion de RPB1 en el nlcleo
(Gomez-Navarro y Estruch, 2015), de tal manera que se han propuesto dos rutas de
importe, una principal dependiente de la proteina IWR1 (Czeko et al., 2011) y otra
secundaria dependiente de RTR1. IWR1 interaccionaria con la Pol Il ensamblada en el
citosol y aportaria su NLS para importar el complejo usando la ruta canonica dependiente
de importinas. Ademas, RPAP2 mediaria el importe activo de subcomplejos o de
subunidades individuales de la Pol Il cuando la ruta dependiente de IWR1 no fuese
funcional o suficientemente activa (Gomez-Navarro y Estruch, 2015). Esta otra via de
transporte permitiria el ensamblaje de la Pol 1l en el nlcleo y daria robustez genética al

proceso de importe de la polimerasa. Esta funcién de RTR1 en levaduras parece
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conservada en los homdélogos de plantas y animales. Asi, en el mutante rima-2 de
Arabidopsis, los niveles nucleares de RPB1-GFP, RPB2-GFP y RPB3-GFP estan
reducidos (Chen et al., 2021) y en células humanas, el silenciamiento de RPAP2 provoca
la acumulacién de RPB1 en el citosol (Forget et al, 2013). Estos datos apoyan que
RPAP1/IYO/RBA50 Yy RPAP2/RIMA/RTRL1 son necesarios para la correcta acumulacion
de subunidades de la Pol 11 en el ndcleo, aunque no clarifican si son parte del mecanismo
de importe o si su ausencia afecta indirectamente a las distribucion subcelular de las
subunidades. Por ejemplo, los efectos sobre la integridad de la Pol Il podrian ser
responsables de la acumulacion de RPB1 en el citosol. En apoyo de esto, se ha reportado
que, si se elimina cualquier subunidad de la Pol Il en células de humano o de levadura,
impidiendo la formacion de la holoenzima, la RPB1 se acumula en el citosol (Boulon et

al., 2010; Gomez-Navarro y Estruch 2015).

Independientemente de una posible funcién citosolica en el ensamblaje o en el transporte
de las ARN polimerasas al nucleo, existen evidencias de que tanto RPAP1/IYO/RBA50
como RPAP2/RIMA/RTRL1 tienen funciones nucleares relacionadas con la transcripcion
de la Pol Il. Como se indicO anteriormente, los altos niveles de ubiquitinacion y la
inestabilidad de la RPB1 en el mutante iyo-1 apuntan directamente a que 1YO es necesario
para que la transcripcion proceda de forma eficiente (Sanmartin et al., 2011). En este
sentido I'YO interacciona fisica y funcionalmente, para regular la diferenciacion, con el
complejo Elongator (Sanmartin et al., 2011) que ha sido implicado en la regulacién de la
cromatina y el control de la elongacion transcripcional (Jarosz et al, 2020). 1'YO también
interacciona fisicamente con las subunidades MED14 y MED19 de Mediator (Contreras
R., 2018). Ademas, en células de raton se ha reportado que RPAP1 se asocia a promotores
de genes activados durante la diferenciacion y que su silenciamiento provoca que factores

fundamentales para la transcripcién como el complejo Mediator, FTs y factores de
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procesamiento de ARN se disocien de la Pol Il (Lynch et al., 2018). RPAP1/1YO son
proteinas de gran tamafio sin dominio enzimatico conocido y podrian actuar como
plataforma de anclaje para reclutar cofactores necesarios para la transcripcion. Por el
contrario, se han reportado evidencias sugiriendo que RPAP2/RIMA/RTRL1 si tendrian
actividad enzimatica intrinseca, como fosfatasas que defosforilan la Pol Il durante la
transcripcion. RTR1 y RPAP2 se asocian a la cromatina en el cuerpo de genes diana, con
un pico que coincide con el punto en el que la fosforilacién en serina 5 del CTD empieza
a disminuir cuando la polimerasa se mueve hacia el extremo 3’ de los genes (Mosley et
al., 2009; Egloff et al., 2012). Ademas, la mutacion de RTR1 o el silenciamiento de
RPAP2 provocan un aumento de los niveles de fosforilacion en serina 5 del CTD de la
Pol Il en el cuerpo de los genes, sugiriendo que su actividad es necesaria para la bajada
de esta marca que se produce cuando la polimerasa entra en elongacion productiva
(Mosley et al., 2009; Egloff et al., 2012; Hunter et al., 2016). Esto concuerda con ensayos
in vitro que sugieren que RTR1 y RPAP2 tienen actividad fosfatasas defosforilando la
serina 5 (Mosley et al., 2009; Egloff et al., 2012; Ni et al., 2014; Irani et al., 2016) y
también la tirosina 1 del CTD (Hsu et al., 2014). Sin embargo, la actividad fosfatasa de
estas proteinas es controvertida. La actividad in vitro reportada es muy baja y en otros
estudios no se ha detectado tal actividad (Xiang et al., 2012; Chen et al., Biorxiv 2022).
Ademaés, analisis estructurales no han revelado similitud con ninguno de los sitios activos
conocidos en las distintas familias de fosfatasas (Xiang et al., 2012; Fianu et al., 2021;
Chen et al., Biorxiv 2022). Sin embargo, se ha definido un dominio conservado que
estructuralmente podria constituir un centro activo atipico (Irani et al., 2016). Otra
posibilidad es que en los ensayos in vitro, RTR1 o RPAP2 co-purifiquen bajas cantidades
de una fosfatasa que fuese responsable de la actividad observada. Esta posible fosfatasa

contaminante tendria que estar presente en extractos de E. coli o de células de insectos
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(Hsu et al., 2014), que son los sistemas que se han usado para los ensayos in vitro. En este
sentido es interesante resaltar que en ensayos de espectrometria de masas se han detectado
copurificando con RPAP2 a proteina fosfatasas del tipo PP1 (Jeronimo et al., 2007; Egloff

et al., 2012), que es una familia conservada desde procariotas a eucariotas.

Recientemente se han publicado estudios de criomicroscopia electronica que describen la
la estructura de RPAP2 en complejo con la Pol 11, bien expresada in vitro (Chen et al.,
Biorxiv 2022) o bien purificada de extractos de timo de vaca (Fianu et al., 2021). En las
estructuras resueltas, RPAP2 se une a través de su extremo N-terminal conservado al
dominio “jaw” de RPBI y RPBS, formando un complejo que es estéricamente
incompatible con el complejo de iniciacién o de elongacion, lo que indica que RPAP2, al
menos en esta conformacion, no interacciona con la Pol Il transcripcionalmente activa.
Ademas, RPAP2 impide la interaccién de Pol Il con el factor de transcripcién general
TFIIF, por lo que se ha propuesto que RPAP2 podria ejercer un control negativo sobre la
iniciacion de la transcripcién (Chen et al., Biorxiv 2022). En concordancia con esto, el
complejo Pol I1-RPAP2 ensamblado in vitro no es capaz de iniciar la transcripcién y
cuando se elimina RPAP2 in vivo, aumenta la incorporacion de TFIIF y de la Pol 1l a los
promotores de una forma global en el genoma (Chen et al., Biorxiv 2022). Sin embargo,
hay también resultados que muestran que RTR1 y RPAP2 se asocian al promotor y al
cuerpo de genes e interaccionan con Pol Il hiperfosforilada (Gibney et al., 2008; Mosley
et al., 2009; Egloff et al., 2012; Wani et al., 2014; Ni et a. 2014), que es la forma
transcripcionalmente activa. Ademas, cuando se aisla la Pol Il asociada a RTR1 de
extractos celulares, este complejo si tiene actividad transcripcional (Mosley et al., 2009)
indicando que RPAP2/RIMA/RTR1 puede adoptar otra conformacién en su interaccién
con Pol Il que es compatible con la transcripcion. Esta otra forma de interaccion podria

ser directa entre RPAP2 con otras subunidades de la Pol Il o a través de algin cofactor.
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En este sentido se han publicado evidencias de interaccién directa de RPAP2 con RPB6,
RPB10 y RPB12 (Wani et al., 2014) y de RIMA con RPB1, RPB3, RPB4 y RPB6 (Chen
etal., 2021). En el caso de la interaccion con RPB6, es a través de un dominio localizado
en el extremo C-terminal de RPAP2 distinto del que interacciona con el dominio jaw de
RPB1 y RPB5 (Wani et al., 2014). Ademas, se ha reportado que las proteinas RPRD
funcionan como un andamiaje para reclutar a RPAP2 al CTD y promover la
defosforilacion de la serina 5 (Ni et al., 2014). Las proteinas RPRD tienen un dominio de
union al CTD, con mayor afinidad a formas fosforiladas e interaccionan directamente con
RPAP2, promoviendo su actividad serina 5 fosfatasa in vitro. Ademas, in vivo, el
silenciamiento de RPRD1A impide la interaccion entre RPAP2 y la Pol Il
hiperfosforilada, bloquea el reclutamiento de RPAP2 a los promotores de genes y provoca
una aumento del fosforilacién en serina 5, (Ni et al., 2014). Estos datos sugieren que las
proteinas RPAP2/RIMA pueden adoptar distintas formas de interaccion con la Pol 11y
que, por tanto, es posible que se asocien a la Pol Il durante la transcripcion. En apoyo de
esta hipotesis, se ha publicado que RPAP2 interacciona con factores implicados en las
distintas fases de la transcripcién como Mediator, DSIF, NELF, Integrator y factores de
procesamiento y poliadenilacion del ARN (Jeronimo et al., 2007; Egloff et al., 2012) y
que RIMA copurifica con factores implicados en elongacion transcripcional (DSIF,
TFIIS, PAF1C) y en poliadenilacion (CSTF77) (Antosz et al., 2017). Ademas, estudios
funcionales sugieren que RPAP2 es responsable de reclutar al complejo Integrator para
la correcta terminacién de la transcripcion de genes snARN (Egloff et al., 2012) y que
RPAP2 y RTR1 regulan la terminacion dependiente e independiente de poliadenilacion
(Wani et al., 2014; Victorino et al., 2020). Si bien, todos estos resultados apoyan

firmemente la relacion de las proteinas RPAP1/1'YO/RBA50 y RPAP2/RIMA/RTRL1 con
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la Pol 11, existen ain muchos interrogantes acerca de su modo de acciény como y en que

fases de la transcripcion actuan.
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2. OBJETIVOS

Estudios genéticos previos indican que la acumulacion nuclear de I'YO dependiente de
RIMA funciona como un interruptor molecular para iniciar la diferenciacion celular. Sin
embargo, se desconocen los mecanismos moleculares mediante los que 1YO y RIMA
activan la diferenciacidn, si bien se supone que es a través de su interaccion con la ARN
polimerasa Il y la regulacion de la transcripcion. Por tanto, en la presente tesis se ha
planteado como objetivo general la caracterizacion de mecanismos moleculares de accion
de IYO y RIMA y la identificacion de sus posibles dianas transcripcionales. Para ello, se

plantean los 3 siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar como 1'YO y RIMA modulan la actividad de la ARN polimerasa Il
2. Identificar y caracterizar funcionalmente interactores de IYO y RIMA

3. Identificar dianas transcripcionales de IYO y RIMA
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biologico
3.1.1 Arabidopsis thaliana

En este este trabajo se han utilizado las accesiones Columbia-0 (Col-0) y Landsberg erecta
(Ler) de Arabidopsis thaliana, y los mutantes iyo-1 (Sanmartin et al., 2011), iyo-2
(SALK _099872), rima-1 (SALK_012339) y rima-2 (SALK 115762) obtenidos del

Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC).

3.1.2 Escherichia coli
Las bacterias empleadas para el desarrollo del presente trabajo pertenecen a la cepa DH-
50, para transformacion, amplificacion, propagacion y asilamiento de plasmidos y de la

cepa DB3.1 para trabajar con los vectores vacios del sistema GATEWAY®.

3.1.3 Agrobacterium tumefaciens
Se empled la cepa GV3101 (Van Larebeke et al., 1974) para la transformacion transitoria

de Nicotiana benthamiana y estable de Arabidopsis

3.1.4 Saccharomyces cerevisiae
Se empleo la cepa AH109, derivada de la cepa PJ69-2A, que contiene los marcadores
ADE2 y HIS3 (James et al., 1996).

3.2 Tecnicas de cultivo

3.2.1 Arabidopsis thaliana
Para la germinacion in vitro de las semillas, se procedié a su esterilizacion en tubo
Eppendorf con una mezcla de lejia comercial al 70 % y TWEEN-20 (SIGMA) al 0.1 %,
seguido de la agitacion por vortex durante cinco minutos. Tras cinco lavados con agua

estéril, las semillas se vernalizaron a 4°C durante 48 horas, en todos los casos, para
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sincronizar su germinacion. Se sembraron en placas estériles de medio solido MS (4.7 g/l
sales Murashige-Skoog) con 1% sacarosa ajustado a pH 5.7 con KOH y agar al 0.7%
(crecimiento en placas en horizontal) o al 1 % (crecimiento en placas en vertical). Se
crecieron también las plantas en medio MS liquido (misma composicion de MS, pero sin
agar) en placas multi-pocillo. La dexametasona (DEX) se ha utilizado en un rango de
concentraciones de 10-100 uM a partir de un stock de 20 mM en DMSO. Los
antibioticos/herbicidas de seleccion necesarios se afiadieron a concentraciones estandares
(Kanamicina 50 mg/I, Higromicina 40 mg/l; Claforan 250 mg/l; Glufosinato 12 mg/l).
Para el crecimiento en tierra, se emple6 una mezcla estéril de tierra con vermiculita, en
proporcién 3:1. En todos los casos, tanto en in vitro como en invernadero, las plantulas
crecieron en condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad), en camaras

climéticas ajustadas a 21°C y 60 % de humedad relativa.

3.2.2 Escherichia coli
Las bacterias se cultivaron en medio autoclavado (20 minutos a 120°C) Luria Bertani
(LB: triptona 10 g/, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l y pH = 7.4 ajustado con NaOH).
En los casos de cultivo en medio s6lido, se suplementd con agar 15 g/l. Se incubaron por
un periodo de 24 horas, a 37°C, en oscuridad y, en el caso de los cultivos liquidos, a 200

rpm de agitacion.

Para la seleccién en cada caso, los antibioticos fueron usados a concentraciones finales
estandar, siendo filtrados para su esterilizacion con membranas Whatman de 0.22 um de

diametro de poro, en campana de flujo esteril.

3.2.3 Agrobacterium tumefaciens
Las bacterias se cultivaron en medio autoclavado (20 minutos a 120°C) Yeast Extract

Broth (YEB: bacto-peptona 10 g/l, extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l y pH=7,
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ajustado con NaOH); en los casos de cultivo en medio sélido, se suplemento con agar 15
g/l. Se incubaron por un periodo de 48 horas, a 28°C, en oscuridad para los cultivos
solidos y se incubaron por un periodo de 24 horas a 28°C en oscuridad y con 200 rpm de
agitacion para los cultivos liquidos. La adicidn de antibidticos se llevo a cabo de la misma

manera que en el apartado anterior.

3.2.4 Saccharomyces cerevisiae
Las levaduras fueron cultivadas en medio completo YPDA (Sherman et al., 1991) (1 %
extracto de levadura, 2 % de peptona bacterioldgicay 2 % de glucosa; en el caso de medio
solidificado, se afiadi6 2 % de bacto-agar, Clontech) y medio Synthetic Dextrose (SD:
0,67% de tampon nitrogenado de levadura, 2 % de glucosa, 0,5 % de acido succinico, pH
ajustado = 5.5 con Tris Base, Clontech y 2 % de agar). Para las selecciones auxotréficas
se emple6 medio SD-LW (medio SD carente de los amindacidos leucina y triptéfano),
medio SD-LWH (medio SD-LW carente de histidina), medio SD-LWA (medio SD-LW
carente de adenina), y medio SD-LWHA (medio SD carente de leucina, triptéfano,
histidina y adenina). La afinidad y la fuerza de interaccion de los posibles positivos se
testd afladiendo al medio restrictivo SD-LWHA el compuesto 3-Amino-1,2,4-Triazol

(BAT) a diferentes concentraciones (Walhout y Vidal, 1999).

3.3 Técnicas de transformacion
3.3.1 Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana.

Las plantas crecieron en macetas hasta la aparicion de las primeras flores, momento en el
que fueron sometidas a la técnica de transformacion por inmersién floral con cultivos de
Agrobacterium tumefaciens (Clough y Bent, 1998). Los tallos florales se sumergieron dos
veces en una solucion de células de esta bacteria (portadoras de las construcciones de
interés), una solucion MS tamponada a pH 5.7 con 5% sacarosa y 0.05% (vol/vol) de

detergente Silwet L77. Entre cada inoculacion se apretaron las flores suavemente con los
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dedos para contribuir, de esta manera, a la infeccién, a través de micro-heridas mecanicas.
Después de la infiltracion, las bandejas con las plantas fueron selladas con pléastico film
para guardar la humedad y favorecer la recuperacion, durante un periodo de 48 horas. La
obtencién de lineas homocigotas para el gen de insercion de interés se llevo a cabo
mediante la siembra de semillas, obtenidas de las plantas transformadas, en placas in vitro

de seleccion con los antibidticos necesarios en cada caso, a concentracion final estandar.

Para la transformacién transitoria en Nicotiana benthamiana, se agroinfiltraron hojas de
plantas de 3 semanas por su parte abaxial con suspensiones de Agrobacterium
tumefaciens a una densidad éptica a 600 nm de 0.15 y se recogieron las muestras o se

visualizaron al microscopio a las 48 h postinoculacion.

3.3.2 Escherichia coli
La transformacién de células termocompetentes (obtenidas previamente segln el
protocolo de Untergasser, 2006) se realizO mediante la técnica de choque térmico
(Sambrook et al., 1989), a partir de alicuotas de 100 pl conservadas a -80°C. Una vez
descongeladas en hielo, se afiadio el ADN de interés, se incubaron en hielo durante 30
minutos y se procedi6 al choque térmico (42°C durante 75s), para después dejarlas dos
minutos en hielo. Transcurridos los dos minutos en hielo, se afiadieron 800 ul de LB
liquido a cada tubo (sin antibiotico) y se dejaron los tubos incubando una hora a 37°C en
agitacion de 200 rpm, para favorecer la recuperacion de las células después del choque
térmico. Finalmente, se plaquearon en placas LB suplementadas con los antibiéticos

necesarios para seleccionar colonias transformadas.

3.3.3 Agrobacterium tumefaciens
La transformacién de células termocompetentes (previamente obtenidas segln el

protocolo de Hofgen y Willmitzer, 1988) se llevé a cabo mediante la técnica de choque
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térmico (Holsters et al., 1978), a partir de alicuotas de 100 ul conservadas a -80°C. Una
vez descongeladas en hielo, se afiadio el ADN de interés y se volvieron a congelar los
tubos en nitrégeno liquido durante cinco minutos. Seguidamente, se pusieron a 37°C
durante otros cinco minutos, después de lo cual, se afiadié 1 ml de YEB a cada tubo y se
dejaron entre dos y cuatro horas incubando en agitacion de 220 rpm, a temperatura
ambiente. Por Gltimo, se plaquearon en placas YEB con rifampicina y los antibioticos

necesarios para seleccionar colonias transformantes.

3.3.4 Saccharomyces cerevisiae
Para la transformacion de levaduras se siguié el método de Acetato de Litio (LiAc) (Ito
etal., 1983). A partir de alicuotas gliceroladas se hizo estria en placa YPDA para, después
de 3 dias de crecimiento a 30°C, seleccionar una colonia aislada. Con la colonia aislada
se puso pre-cultivo de 25 ml en YPDA liquido dejandolo crecer toda la noche en agitacién
a 220 rpmy a 30°C. Al dia siguiente, después de comprobar que el pre-cultivo presentaba
una ODeoo mayor de 1,5, se puso cultivo grande (100- 300 ml) a partir del pre-cultivo y,
una vez alcanzada la fase competente (ODeoo de 0,6 - 0,8), las células se recolectaron por
centrifugacién durante 5 minutos a 2100g. Se elimind el medio y las células se lavaron
dos veces con agua estéril volviéndolas a centrifugar en las mismas condiciones. Se
repartieron en tubos eppendorf y se anadieron 400 pl de TE (tampon Tris/EDTA) /LiAc
por tubo. En relacion de volumenes 1/10. Se repartieron 100 pl para cada transformacion
a tubos eppendorf nuevos que contenian el ADN a transformar. Se aiadieron 600 pl de
PEG (polietilenglicol al 50%) /TE/LiAc. En relacion de volimenes 1/10. Las células se
dejaron durante 30 minutos a 30°C en agitacion 220 rpm. Después se anadieron 70 ul de
DMSO por tubo y se procedié al choque térmico dejando las células a 42°C, sin agitacion,
durante 15 minutos. Seguidamente se transfirieron a hielo durante 2 minutos. Finalmente,

mediante un spin de centrifugacion de 6 segundos se quitd el medio y las células se
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resuspendieron en 200 pl de agua estéril de los cuales se plaquearon 100 pl en placas de

medio SD-LW.

3.4 Preparacion y analisis de acidos nucleicos
3.4.1 Aislamiento de ARN

Se siguio el método de TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific), segun el protocolo
del fabricante. A partir de plantulas de 11 dias se procedié a machacar 100-200 mg de
tejido vegetal contenido en tubos eppendorf, previamente congelado en nitrégeno liquido,
con un émbolo y 1 ml de TRIZOL. Se incubd a temperatura ambiente durante cinco
minutos y se afiadieron 200 pl de Cloroformo, tras una agitacion manual de quince
segundos se incubaron los tubos otros dos minutos a temperatura ambiente para
centrifugarlos en frio durante quince minutos a 10 000 rpm. Tras esa separacion de fases,
se transfirio la fase acuosa (fase superior) a un tubo Eppendorf con 500 pl de isopropanol
y se dej6 que precipitara el ARN durante un tiempo minimo de dos horas a -20°C.
Transcurrido ese tiempo, se hicieron dos lavados con etanol al 75 % para resuspender el
pellet en 100 pl de agua. A partir de este punto, se tratd con ADNasa y se purifico con el
kit de Roche “High Pure RNA Isolation Kit”, siguiendo el protocolo indicado en las
instrucciones. Al finalizar, se cuantificé el ARN con un nano-drop. Alternativamente se
uso el kit FavorPrep. Plant Total RNA Purification Mini Kit (100 preps) de FAVORGEN,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.2 Aislamiento de ADN plasmidico
Dado que en este trabajo no se han necesitado volumenes grandes de ADN plasmidico,
se han hecho minipreps a partir de cultivos liquidos de 3 ml incubados toda la noche a
37°C, con 200 rpm de agitacion. Se ha empleado el kit comercial QIAprep® Spin

Miniprep Kit de Quiagen, atendiendo a las instrucciones del fabricante.
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3.4.3 Amplificacibn de ADN por Reaccién en Cadena de la Polimerasa
convencional

Para el genotipado de plantas, bacterias y levaduras se realizaron amplificaciones con Taq
Polymerase® (Biotools). Para amplificar fragmentos para clonajes se usé la polimerasa

“proof Reading” Phusion (Neb).

3.4.4  Sintesis de ADN complementario (ADNCc)
Para clonajes, el ADNCc se sintetizd con con oligo dT y la enzima SuperScript 1l RT
(Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. Para RT-QPCR se uso el kit de
Applied Biosystems con oligos random para la RT y la mezcla EVAGreen para la PCR.
3.4.5 Técnicas electroforéticas y aislamiento de fragmentos de ADN en geles de
agarosa
Para la electroforesis horizontal de ADN, se usaron geles de agarosa de porcentaje
variable (entre el 1 % y el 4 %) segun el tamafio de banda esperado, en una solucion
tampon 1X TBE (100 mM Tris-HCI, 100 mM &cido béricoy 2 mM EDTA). Los geles se
resolvieron aplicando un voltaje de 100V. Para visualizar las bandas bajo luz ultravioleta
(Sambrook et al., 1989), se afiadio bromuro de etidio en el gel antes de su solidificacion.
Las bandas de ADN se aislaron y purificaron con el kit comercial QIAquick Gel

Extraction Kit de Quiagen, atendiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.6 Mutagénesis dirigida
Las construcciones con la secuencia de RIMA mutagenizada en el motivo de union a PP1
(RIMAARSVTW y RIMAV430D) se generaron mediante mutagénesis dirigida con el
sistema In-Fusion (Takara) a partir de un plasmido que contenia la secuencia codificante

clonada en el vector pPDONR207 con los oligos mostrados en la Tabla 2.
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3.5 Técnicas para el andlisis de proteinas
3.5.1 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas totales de Arabidopsis para su andlisis directo por SDS-
PAGE, el tejido congelado en nitrdgeno liquido se machacé mecanicamente,
homogeneizandolo en tampon de carga (31.5 % glicerol, 31.5 % SDS -20 %, 31.5 % Tris-
HCI1 0.5M pH=6.8 y 7.5 % B-mercaptoetanol). Para los ensayos de inmunoprecipitacion
los extractos se hicieron en tampén de extraccion (50 mM TrisHCI pH=7,4, 150 mM
NaCl, 0,5% Tx-100, 2 mM DTT, 1 mM PMSF y 1x Complete Protease Inhibitor

Cocktail).

3.5.2 Ensayos de interaccion proteina-proteina por dos hibridos de levadura
Se llevaron a cabo mediante la técnica de Yeast Two Hybrid (Y2H) doble hibrido (Fields
y Song, 1989), utilizando el sistema Gateway® cebo-presa, a través de los plasmidos
pGADT7 (dominio AD) y pGBkT7 (dominio BD). Los clones a estudiar (ver Tabla 1)
fueron obtenidos del TAIR en plasmidos pENTR223 y pDONOR207, respectivamente.

Se subclonaron en los plasmidos deseados via LR y BP.

Se co-transformd la cepa de levadura AH109 con ambas construcciones (AD- gen
candidato y BD- gen de interés o viceversa segun el caso), siguiendo el protocolo de
PEG/Acetato de Litio. Las colonias transformantes se seleccionaron con medio minimo

SD-LW (Sherman et al., 1981); con lo que se dejaron crecer tres dias a 30°C.

Posteriormente, se incubaron tres de las colonias transformantes en SD-LW liquido, con
el fin de favorecer su recuperacién, durante cinco horas a 30°C con 220 rpm. Después de
la incubacion, se midi6 la ODsoo Yy se hicieron diluciones seriadas de 1, 1/10 y 1/100 en
forma de gotas, sobre medio control SD-LW y medio selectivo para testar posible

interaccion, SD- LWA, SD-LWH y SD- LWHA. Asi mismo, se testo la fuerza de las
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posibles interacciones proteicas con una placa adicional de SD- LWHA + diferentes
concentraciones de 3AT, que incrementa la selectividad y pone de manifiesto qué tan

fuerte es la interaccion entre dos proteinas dadas.

3.5.3 Ensayos de inmunoprecipitacion (IP) y co-inmunoprecipitacion (ColP)
Se recolectaron las muestras de hojas de Nicotiana Benthamiana co-infiltradas en tubos
eppendorf congelandolas en nitrogeno liquido. El tejido se machac6é con un émbolo
homogeneizandolo con 1 ml de tampon de extraccion (50 mM TrisHCI pH=7.4, 150 mM
NaCl, 0.5% Tx-100, 2 mM DTT, 1 mM PMSF y 1x Complete Protease Inhibitor Cocktail
— Thermo Scientific™). Se afiadieron 20 mg de PVPP a cada muestra y se dejaron en la
noria dando vueltas a 4°C durante 10 minutos. Se centrifugaron 2 veces durante 10
minutos a 13.000 rpm recogiendo el sobrenadante. Se afiadi6 BSA (Bovine Serum
Albumin) al 2% y 1 ml tampon de extraccion (20 mM TrisHCI pH=8, 150 mM NacCl, 1
mM EDTA, 1% Triton-100). Después las muestras se incubaron con los anticuerpos
correspondientes durante 2 horas a 4°C. Se centrifugaron durante 1 minuto a 2000 rpm y
se desecho el sobrenadante. Se afiadieron 850 ul de tampdn de extraccion a los pellety se
hicieron 4 lavados (centrifugaciones de 1 minuto a 2000 rpm). Para eluir las proteinas se
afiadié tampdn Cracking (1 volumen de glicerol, 1 volumen de SDS 20%, 1 volumen de
Tris 0,5M pH=6,8, Bromofenol y B-mercaptoetanol en relacion 7,25 ul/100 ul) y se

hirvieron la muestras 5 minutos a 100°C y se analizaron por western blot.

3.5.4 Andlisis por Western-blot
Las proteinas separadas en geles de SDS-poliacrilamida se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa Hybond® ECL (Amersham Biosciences) que se incubaron con anticuerpos
primarios y/o secundarios conjugados a la peroxidasa de rabano (HRP) y se revelaron con

el sistema ECL® Western Blotting Detection (Amersham Biosciences). Diluciones de
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anticuerpos usadas: anti-RIMA (1:2000), 8GW16- BiolLegend (1:2000), 3E8 - abcam
(1:2000), 3E10 -abcam (1:2000), GFP — Living Colors®, Clontech (1:1000), HA -
BioLegend (1:1000), Anticuerpos secundarios: antimouse-HRP (Amersham, 1:10.000),

antiRabbit-HRP (Thermofisher, 1:10.000) y antiRat-HRP (Thermofisher, 1:10000).

3.5.5 Andlisis de localizacion subcelular por microscopia confocal
La localizacion de proteinas fusionadas a GFP se llevd a cabo mediante expresion
transitoria de la construcciones en hojas de Nicotiana benthamiana y la visualizacion de
la fluorescencia 48 horas después de la agroinfiltracion en un microscopio confocal Leica
SP5 (Leica Microsystems), excitando la GFP con un laser de Argon de 488 nm y

capturando la luz en un rango 496-538 nm.

3.6 ARN-seq
3.6.1 Generacion de las construcciones

Mediante PCR convencional, con la enzima Phusion® High-Fidelity (Thermo Fisher
Scientific), se amplifico un fragmento de I'YO (ex6n 8, nucledtidos del 82 al 540) y otro
de RIMA (ex6n 1, nucleétidos del 3 al 429), disefiando cebadores especificos para esos
fragmentos con colas GATEWAY® Cloning Technology (Thermo Fisher Scientific),
incluidas para trabajar mas adelante con ese sistema (ver Tabla 2). Se aislaron las bandas
y se clonaron en el vector pPDONOR207 (Invitrogen), en los dos casos, via BP, con el kit

Gateway BP Il (Invitrogen).

Seguidamente, se hizo LR con el kit Gateway LR clonase (Invitrogen), para pasar los
fragmentos al vector pOpOff2 (cedido por el Dr. Antonio Leyva) (Wielopolska et al.,
2005). Este vector deriva del pART27 (Gleave, 1992) y es un sistema binario (se inserta
el fragmento deseado en los dos sentidos) pHELLSGATE (Wielopolska et al., 2005)

modificado: permite la induccion de ARNi (ARN interferente) mediante la aplicacion de
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DEX en el momento deseado e incorpora resistencias a antibiéticos para seleccion tanto
en bacterias (Espectinomicina) como en plantas (Kanamicina). Finalmente, se
transformaron células de Agrobacterium tumefaciens para, posteriormente,
agrotransformar plantas Arabidopsis adultas y generar lineas inducibles homocigotas

estables.

De forma paralela, mediante PCR, se amplificé otro fragmento de 1YO (exon 2,
nucleotidos del 21 al 395) y de RIMA (ex6n 4, nucledtidos del 45 al 390). En este caso,
los cebadores se disefiaron especificamente para estos fragmentos, pero con colas que
incluian sitios de corte para las enzimas Xho I, EcoRI, Xbal-Spel y HindllI (ver Tabla 2).
De esta manera, después de aislar las bandas, se insertaron en el vector pKannibal (cedido
por la doctora Pilar Cubas), gracias a la enzima T4 ligasa (sistema de clonacién clasico),
previa digestion del vector con los mismos sitios de corte y posterior aislamiento de la

banda resultante.

Una vez obtenido el vector pKannibal con los dos fragmentos clonados dentro (uno en un
sentido y el otro en antisentido), para los dos casos, se procedi6 a cortar los insertos con
las enzimas Xhol y Spel, para clonarlos en el vector pDEX (derivativo del pB1121). A
partir de la enzima T4 ligasa (previa digestién del pDEX vacio con las mismas enzimas
y posterior aislamiento de la banda), se introdujeron los dos insertos en este vector que
igualmente permite la induccion de ARNi, mediante la aplicacion de DEX en el momento
deseado e incorpora resistencias a los antibioticos para la seleccion tanto en bacterias
(Kanamicina) como en plantas (Hygromicina). Finalmente, se transformaron células de
Agrobacterium tumefaciens para, luego, agrotransformar plantas Arabidopsis adultas y

generar lineas inducibles homocigotas estables.
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3.6.2 Andlisis de la expresion de genes mediante qPCR
Mediante esta técnica, se analizaron los niveles de expresion de 1YO y de RIMA en las
lineas ARNI generadas. EI ADNCc se diluyé a 20 ng/plitro para cada una de las muestras.
Se disefiaron cebadores especificos para cada caso (ver Tabla 3) y se utilizo el sistema
EVA GREEN® PCR Master Mix (ROX). Se hicieron tres réplicas técnicas de cada
muestra en la misma placa. Por Gltimo, la cuantificacion relativa de la expresion de estos
dos genes se determind mediante el método de 2-22¢t (Livak y Schmittgen, 2001). Asi, se
obtuvieron los fold changes de la expresion de I'YO y de RIMA, normalizada con respecto

a un gen de control interno (PP2A) y relativo a una linea calibradora.

3.6.3 Tratamientos y secuenciacion masiva
Plantas Col-0, 1YOi L9.1 y RIMAI L6.2 crecidas en liquido durante 9 dias se trataron con
DEX 40 uM o con una cantidad equivalente de DMSO vy se recogieron 48 h después. Por
cada genotipo y tratamiento se obtuvieron 3 muestras bioldgicas independientes, cada una
de las cuales era una mezcla de dos experimentos independientes para cada uno de los
genotipos y tratamientos (18 muestras en total). Se obtuvieron extractos totales de ARN
tratados con ADNasa de las18 muestras y se enviaron a la empresa NovoGene para su
secuenciacion. Se obtuvieron >20 millones de lecturas paired end de 150 bp por libreria

secuenciada (<6 Gb de secuencia por muestra).

3.7 Chip-seq
Se recogieron 4 g de plantulas Col-0 de 8 dias crecidas en placas verticales sobre una red
de nylon y se fijaron en 1% formaldehido infiltrando al vacio durante 15 minutos. Se
afiadio glicina (concentracion final 125 mM) y después de mezclar la solucion se
volvieron a infiltrar las muestras durante 5 min al vacio. Tras lavarlas exhaustivamente

las muestras se congelaron en nitrogeno liquido. Se purificaron los nacleos de las

51



muestras, se extrajo la cromatina en tampodn de lisis y se sonic6 hasta un tamafio medio
de entre 200-300 bp. La cromatina sonicada se inmunoprecipitd con anticuerpo anti-
RIMA o con suero preinmune del mismo conejo. Después de comprobar por Western
Blot que la inmunoprecipitacion habia sido eficiente se enviaron dos muestras
independientes de cada inmunoprecipitacion a secuenciar al servicio de genémica del
CRAG. Las secuencias obtenidas las mapeamos al genoma de Arabidopsis (TAIR10) con
el programa Bowtie2 del servidor Usegalaxy. La busqueda de regiones enriquecidas en
la muestras inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-RIMA relativamente al suero

preinmune se hizo con la aplicacion MACS2 callpeak.

3.8  Secuestro con nanoanticuerpos frente a GFP
La linea transgénica PIN2prom::MITOTagBFP2-GFPNb fue cedida por el Dr. Van
Damme (Winkler et al., 2021) y se cruz6 con el mutante iyo-2 complementado con
pIYO:IYO-GFP y con el mutante rima-1 complementado con pRIMA:RIMA-GFP,

obteniéndose en la F2 las plantas analizadas en esta tesis.

3.9 Aplicaciones Bioinformaticas

Listado de servidores utilizados durante esta tesis

ACT: https://www.michalopoulos.net/act/

ATTED- II: https://atted.jp

BioGrid: https://thebiogrid.org

Bowtie2: http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml

David: https://david.ncifcrf.gov

FIESTA viewer: https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA/index.php
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Galaxy: https://usegalaxy.org

GOirilla: http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il

IGV: https://software.broadinstitute.org/software/igv

ImageJ: https://imagej.nih.gov/ij/download.html

MACS?2: https://github.com/macs3-project/MACS

NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov

NEBaseChanger: https://nebasechanger.neb.com

OligoCalc: http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

PlantTFDB: http://planttfdb.gao-lab.org

ShinyGO: http://bioinformatics.sdstate.edu/go

TAIR: https://www.arabidopsis.org

ThaleMine: https://bar.utoronto.ca/thalemine/begin.do

UniProt: https://www.uniprot.org

Yeastgenome database: https://www.yeastgenome.org
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Clon Nombre Gen Vector
G09114 CDK9/CDKC2 pEntr223
G14631 PPM1B pEntr223
G13318 ADA2B pEntr223
G14590 SWN/SDG10 pENtr223
G15315 LEO1/VIP4 pENtr223
G16295 GCN5/HAG1 pENtr223
(16388 CYP71 pEntr223
(16885 BRE1/HUB1 pEntr223
G20920 ELO4/DRI1 pENtr223
G21075 ELO1/ELP pENtr223
G82162 CYPRS64 pENtr223
G87386 NELF/ RBP45A pEntr223

GC104882 NUP53/MPPN pEntr223
GC104790 RBR1 pENtr223
GC104978 DDB1A pENtr223
U16887 MSI1 pEntr-SD-TOPO
U25121 APC8 pEntr-SD-TOPO
PYAT5G06110 ZRF1/GLSA2 pEntr-SD-TOPO
U61682 MAD2 pEntr-SD-TOPO
UNKO001 MED19 pGBW6
U86559 MED18 pUNI51
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CAGTTCACCTCATCTCT

Exon8 82-540 nt ARNi

YO GWF TGAC (pOpOff2)
CATGACACCTGAATAC | Exon8 82-540 nt ARNi
IYO GWR AACCAC (pOpOff2)
GGCAAAGGATAATGAA | Exonl 3-429 nt ARNi
RIMA GWF GCAATC (pOpOff2)
CTTATTCACATCCAAAG | Exonl 3-429 nt ARNi
RIMA GWR AACC (pOpOff2)
Exon2 21-455 nt ARNi
1YO Xhol F GTCAATCTCGAGCAGCATAGCACAACCTAAGGA (pTA7002)
Exon2 21-455 nt ARNi
IYO EcoRI R AGTAGAGAATTCCACTTTCAAGAGACGAAGACG (pTA7002)
Exon2 21-455 nt ARNi
YO Xbal F AGAAAGTCTAGACAGCATAGCACAACCTAAGGA (pTA7002)
Exon2 21-455 nt ARNi
IYO Hindlll R AACTATAAGCTTCACTTTCAAGAGACGAAGACG (pTA7002)
Exon4 45-390 nt ARNi
RIMA Xhol F GACATACTCGAGGATGAGATGGGTCTTGCGAGT (pTAT7002)
Exon4 45-390 nt ARNi
RIMA EcoRI R AGTAAGGAATTCTAAGGCATGATTTAGTGACGA (pTA7002)
Exon4 45-390 nt ARNi
RIMA Xbal F AGAAAGTCTAGAGATGAGATGGGTCTTGCGAGT (pTA7002)
Exon4 45-390 nt ARNi
RIMA Hindlll R | AACAATAAGCTTTAAGGCATGATTTAGTGACGA (pTA7002)
TOPP3 CDS F atggaagatagtgtggtgga CDS TOPP3 (Gateway)
TOPP3 CDS R tcagccttttccaccacc CDS TOPP3 (Gateway)
TOPP4 CDS F atggcgacgacgacgacgac CDS TOPP4 (Gateway)
TOPP4 CDS R tcaaatctttgtggacatca CDS TOPP4 (Gateway)
TOPP6 CDS F atggatcctggtactttaaac CDS TOPP6 (Gateway)
TOPP6 CDS R tcagttgtattctttcgaattttg CDS TOPP6 (Gateway)
TOPP7 CDS F atggatgagactttacttgac CDS TOPP7 (Gateway)
TOPP7 CDS R ttaacgaccttttccaccc CDS TOPP7 (Gateway)
TCP1CDS F atgtcgtcttccaccaatg CDS TCP1 (Gateway)
TCP1CDSR ttagtttacaaaagagtcttg CDS TCP1 (Gateway)
TCP14 CDS F atgcaaaagccaacatcaag CDS TCP14 (Gateway)
TCP14 CDS R ctaatcttgctgatcctectc CDS TCP14 (Gateway)
TCP15 CDS F atggatccggatccggatc CDS TCP15 (Gateway)
TCP15CDS R ctaggaatgatgactggtgc CDS TCP15 (Gateway)
TCP18 CDS F atgaacaacaacattttcag CDS TCP18 (Gateway)
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TCP18 CDS R tcaatacatgttttgatagttg CDS TCP18 (Gateway)
RIMA delPP1 F GAAGCTTAGTGGCCGATCAGAATGATGGCCTG RIMA ARSVTW (In-fusién)
RIMA delPP1 F CTGATCGGCCACTAAGCTTCTTCGAGCCAG RIMA ARSVTW (In-fusién)
RIMA mutPP1F | AGTCGTTCAGATACTTGGGGCCGATCAG RIMA V430D (In-fusién)
RIMA mutPP1F | CCCAAGTATCTGAACGACTAAGCTTC RIMA V430D (In-fusién)

Tabla 2. Cebadores empleados para le generacion de construcciones. El color naranja
indica colas para la clonacion en vectores Gateway. Los colores rojo y verde indican las
dianas de las respectivas enzimas de restriccion. F=directo, R= reverso, Frag= fragmento,
nt= nucleotidos.

IYO gPCR 2/2 F GATAGCCGAGGAAGGGGTCAG 158 bp amplicon
IYO gPCR 2/2 R AGTGTGGAGGTAGGGGCATTCT 158 bp amplicon
gPCR RIMA3F CCACCGCAAACCAAGCAAGC 119 bp amplicén
gPCR RIMA3R CTCACGACGAAATCTCGAAAC 119 bp amplicon
PP2AA3-F TAACGTGGCCAAAATGATGC 61 bp amplicon
PP2AA3-R GTTCTCCACAACCGCTTGGT 61 bp amplicn

Tabla 3. Cebadores empleados para las qPCR
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4. RESULTADOS

Datos previos a esta tesis indican que la actividad pro-diferenciacion del complejo
IYO/RIMA tiene lugar en el nucleo. Sin embargo, se desconocen las funciones
moleculares de IYO y RIMA y cdémo activan la diferenciacion celular. Si bien se ha
propuesto que YO y RIMA participan, respectivamente, en el ensamblaje e importe al
nucleo de la Pol 11, también hay evidencias de que ambas proteinas regulan directamente
la transcripcion y que esta actividad subyace a su funcién en la iniciacion de la
diferenciacion celular. En esta tesis planteamos explorar como hipétesis de partida que
IYO y RIMA efectivamente regulan directamente a la Pol Il durante la transcripcion,
buscando evidencias en este sentido y caracterizando posibles actividades moleculares y

dianas transcripcionales de ambas proteinas.

4.1 1YO promueve la transicion a elongacion productiva de la Pol 11 asociada
a RIMA

ElI CTD de la Pol 11 se fosforila durante la transcripcion y se defosforila una vez terminada
para disociarse del ADN e iniciar una nueva ronda de transcripcion (Mayfield et al.,
2016). Las formas transcripcionalmente activa (forma hiperfosforilada, 110) e inactiva
(forma hipofosforilada, 11a) se pueden distinguir en ensayos de tipo western por su distinta
movilidad, que es mayor para la forma hipofosforilada, y con anticuerpos especificos para
distintas fosforilaciones del CTD (Corden 2013). De esta manera, se ha podido comprobar
que RTR1 de levaduras y RPAP2 de animales se unen a la forma hiperfosforilada de la
Pol 11 (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2009; Egloff et al., 2012; Wani et al., 2014; Ni
et al. 2014) lo que constituye un indicio muy claro de que estan asociadas a la Pol Il
durante la transcripcion. Para testar si RIMA mantiene esta interaccion en plantas,

realizamos experimentos de inmunoprecipitacion de RIMA y analizamos la presencia de
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distintas formas de la Pol Il en las fracciones inmunoprecipitadas con los anticuerpos
monoclonales 8WG16, que reconoce heptapéptidos del CTD sin modificar o que no estén
fosforilados a la vez en serina 2 y serina 5, con 3E10, que reconoce heptapéptidos
fosforilados en serina 2 pero sélo si la serina 5 del mismo heptapéptido no esta fosforilada,
y con 3E8 que reconoce heptapéptidos fosforilados en serina 5 (Chapman et al., 2007).
En consonancia con esta especificidad, la Pol 1l reconocida por 3E10 esta asociada al
cuerpo de los genes, incrementandose rapidamente tras el sitio de inicio de la
transcripcion y manteniéndose constante en el cuerpo de los genes hasta empezar a
disminuir en el extremo 3’ de los transcritos, mientras que la Pol II reconocida por 3E8
aumenta su asociacion progresivamente desde el TSS hasta el extremo 3°, alcanzando el

pico en el 3’UTR pasado el sitio de poliadenilacion (Kecman et al., 2018).
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Adaptado de Kecman et al., Cell Reports 2018

Figura 1. Ocupacion media de la Pol Il reconocida por los antcuerpos 3E8 y 3E10
en la cromatina de Schizosaccharomyces pombe. Adaptado de Kecman et al., 2018.

RIMA co-precipita con Pol Il en extractos de plantas de tipo silvestre (Wt, Figura 1A), lo
que concuerda con la interaccion entre RIMA y Pol |1 detectada en experimentos de dos

hibridos (Chen et al., 2021) y de inmunoprecipitacion y espectrometria de masas (Carmen
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Garcia, TFM). Ademas, estos ensayos muestran que RIMA se une tanto a la forma
hipofosforilada (lla, Figura 1A) como a la forma hiperfosforilada (Ilo, Figura 1A),
sugiriendo que RIMA interacciona con la Pol Il antes y después de iniciar la transcripcion.
En estos ensayos también analizamos la interaccion de RIMA con Pol Il en los mutantes
rima-2 e iyo-1. En los extractos de rima-2 se inmunoprecipita mucha menos proteina
RIMA, consistente con los bajos niveles de expresion de la proteina completa en este
mutante (Figura 2A). Ademas, los niveles de Pol Il co-precipitada disminuyen
proporcionalmente, demostrando que estos ensayos de co-precipitacion son especificos y
reflejan fielmente la interaccion entre RIMA y Pol Il. En los extractos del mutante iyo-1,
se altera el patron de fosforilacion de la Pol Il asociada con RIMA, aumentando la
cantidad de Pol Il hipofosforilada reconocida por el anticuerpo 8WG16 que
inmunoprecipita con RIMA y disminuyendo la de la forma hiperfosforilada reconocida
por los anticuerpos 3E8 y 3E10. Ademas, esto coincide con la co-precipitacion de una
nueva forma de Pol Il de migracién similar a la forma hipofosforilada, pero reconocida
también por el anticuerpo 3E8. Estos resultados indican que, si se interfiere con la
actividad de 1YO, aumenta la interaccion de RIMA con una Pol Il con bajos niveles de
fosforilacidn, pero fosforilada en serina 5, lo que corresponderia a una polimerasa cercana
al TSS iniciando la transcripcion. Ademas, la inhibicion de 1YO disminuye la interaccion
de RIMA con una Pol Il hiperfosforilada en serina 5 y serina 2 que corresponderia con la
polimerasa en elongacion. Por tanto, 1'YO podria ser necesario para que la polimerasa
asociada a RIMA haga la transicion de la iniciacion a la fase de elongacion productiva.
Seguidamente, estudiamos el efecto sobre la asociacion con Pol 1l de mutaciones en el
dedo de zinc de RIMA (C94A/C98A) que impiden su interaccion con YO (Mufioz et al.,
2017). Para ello generamos lineas transgénicas que sobreexpresan bajo un promotor

inducible por estradiol versiones etiquetadas con HA de RIMA silvestre (RIMA-HA) y
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del mutante RIMA C94A/C98A (94/98-HA). Como se muestra en la Figura 2B, en
inmunoprecipitaciones con anticuerpo frente a HA, la Pol 1l hipo e hiperfosforilada co-
precipita con RIMA-HA, mientras que no co-precipita en los controles negativos
(extractos de plantas sin transformar), demostrando de nuevo que estos ensayos reflejan
la interaccion especifica entre RIMA y Pol Il. La proteina 94/98-HA mantiene la
interaccion con Pol Il hipofosforilada, pero se reduce muy drasticamente la interaccién
con la forma hiperfosforilada en serina 2 y serina 5. De nuevo, esta bajada coincide con
la aparicién de una nueva forma de migracion similar a la forma hipofosforilada, pero
reconocida también por el anticuerpo 3E8 (Figura 2B). Estos datos sugieren que la
interaccion con 1'YO es necesaria para que la polimerasa asociada a RIMA progrese de la
iniciacién a elongacion productiva. Conjuntamente, los resultados obtenidos apoyan
fuertemente que 1'YO y RIMA regulan coordinadamente la actividad de la Pol 1l durante

la transcripcién, promoviendo la transicidon a la fase de elongacion.
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Figura 2. RIMA interacciona con la Pol Il hiperfosforilada de una forma
dependiente de 1YO. (A) Extractos de plantulas Wt, rima-2 e iyo-1 de 10 dias se
inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a RIMA (a-RIMA). Las fracciones del input
e inmunoprecipitacion (IP-RIMA) se analizaron por western con a-RIMA, 8WG16, 3E10
(Ser2P) y 3E8 (Ser5P). (B) Extractos de plantulas sin transformar (-) o de lineas
transgénicas que expresan RIMA (RIMA-HA) o C94A/C98A RIMA (94/98-HA)
etiquetadas con el epitopo HA y bajo un promotor inducible por estradiol, crecidas en
cultivo liquido y tratadas con 20 pM de estradiol durante 16h. Los extractos se
inmunoprecipitaron con anti-HA (a-HA) y las fracciones del input e inmunoprecipitacion
(IP-RIMA) (IP-HA) se analizaron por western con a-HA, 8WG16, 3E10 (Ser2P) y 3E8
(Ser5P). llo: Forma hiperfosforilada de la Pol I1; Ila: Forma hipofosforilada de la Pol 11

4.2 ldentificacion de interactores de 'YO y RIMA implicados en transcripcion
Para profundizar en el andlisis funcional de I'YO y RIMA, realizamos un ensayo dirigido
de dos hibridos para identificar interactores. Se eligieron genes candidato con funciones
relacionadas con la transcripcién, usando como filtro que estuviesen co-expresados con
IYO y RIMA o que interaccionasen con ortélogos de 1YO y RIMA (Tabla 4). Para el
ensayo de doble hibrido (Y2H por sus siglas en inglés) se usé la cepa AH109 (Fields y
Song, 1989). EI ADNCc de los genes candidato fue clonado mediante el sistema Gateway
en los plasmidos pGBKT7 para fusiones al domino de union al ADN (BD) y pGADT7
para fusiones al dominio de activacion (AD). Como controles negativos se usaron los
vectores vacios y como control positivo de interaccion se utilizé la combinacién BD-1YO

y AD-RIMA.
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Proteina AG| Co-exp I¥O |Co-exp RIMA |Evidencia previa de interaccidn
MED1E AT2G22370 u Interaccidn fisica con RPAP2

MED1S ATSG12230 u Interaccion fisica con YO

APCS AT3G48150

RBPASA ATSG54500 Interaccién fisica con RPAP2

ADA2E AT4G16420 Interaccion fisica con RPAPL v RTR1
MUPS3 AT3G16310 u

ELO1 AT3G11220 Interaccion genética con Y0

CDKS AT5GE4960 |04

DDE1A ATA4G05420

RBR AT3G12280 (V]

GCMS/HAG] AT3G54610 Interaccién fisica con RBASD
LEO1/VIP4 ATSGE1150 u

CYP71 AT3GA4600

PPM1BE AT4G31860 Interaccion fisica con RPAP2
SWN/SDG10  |AT4G02020 (R4 [V

BRE1/HUB1 AT2G44950

ELOG/DRLL AT1G13870 Interaccion gendtica con Y0
CYPRSG4 AT3GE3400 |04 [V

M5I1 AT5G58230

ZRF1 ATSG0E110

MAD2 AT3G25980 Interaccion fisica con 1YO

TOPP3 AT1G64040 Interaccién fisica con RPAPL v RPAF2
TOPP4 AT2G35840 Interaccion fisica con RPAPL v RPAF2
TOPPE ATSGA3380 Interaccidn fisica con RPAPL v RPAF2
TOPF? AT4G11240 u Interaccion fisica con RPAPL v RPAF2

Tabla 4. Candidatos a interactores de 1YO y RIMA. Se indica si los genes se co-
expresan significativamente con YO y RIMA (base de datos ACT) y si hay evidencias
previas de interaccion con I'YO y RIMA o sus ortélogos

Para testar la interaccion con YO se usé como cebo la proteina completa y dos

fragmentos de la proteina, desde el ATG inicial al aminoacido 978 (I'YOATG978) y desde

el aminoacido 979 hasta el final de la proteina (I'YO979REV). Se detecto interaccion de

Y2H entre la proteina completa 1'YO vy las proteinas ADA2B, APC8, RBP45A y MED18

(Tabla 5). En cambio, no se detectd interaccion de ninguno de los candidatos testados con

las versiones truncadas de I'YO. La interaccion de YO con ADA2B, APC8, RBP45A y

MED18 se perdia en presencia de 3-Amino-1,2,4-Triazol (3AT), sugiriendo que la
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activacion de los genes de seleccion es baja y que posiblemente sean interacciones
débiles. En el caso de RIMA, los genes candidato fueron testados con la secuencia
completa de la proteina fusionada al dominio de activacion (AD-RIMA) ya que al
fusionar RIMA al dominio de unién al ADN (BD-RIMA) se observaba autoactivacién
basal. Los ensayos de Y2H revelaron la interaccion de RIMA con NUP53, ELO1, GCNS5,
LEOL1 (Tabla5). ADA2B y GCNS5 son subunidades del médulo histona acetiltransferasa
del complejo SAGA que modifica la cromatina para activar la transcripcion de genes
(Vlachonasios et al., 2021). MED18 es una subunidad del complejo Mediator que es
esencial para iniciar la transcripcion (Schier y Taatjes, 2021) y LEOL1 es una subunidad
del complejo PAF1 que promueve la elongacion transcripcional y también participa en la
terminacion, corte y poliadenilacién de los transcritos (Francette et al., 2021). La
interaccidon con estos reguladores centrales de la transcripcién apoya fuertemente la
hipotesis de que I'YO y RIMA participan directamente en la transcripcion e identifica

posibles efectores y funciones moleculares que seran exploradas en el futuro.
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BD-Presa Interaccion AD-RIMA
NUPE3 5l
ELO1 sl
MED 19
ChOkS
DOBLA
RBR1
GLCN5/HAGL 51
LEDL/VIPS 51
CYP71
PPMI1HE
ADAZB
SWN no probado
BRE1 no probado
ELOu
CYFRS64 no probado
RBPASA no probado
hi511 no probado
APCE no probado
IRF1 no probado
hADZ no probado
MED1E no probado
TOFP3 sl
TOFP4 =)
TOPPE 51
TORP? 51

AD-Presa

Interaccidn BO-1Y0

MURL3

ELO1

MED LD

COKa

DDBLA

RER1

GLN5/HAGL

LEQ1/VIP4

CYP71

PPM1B

ADAZH

SWN

BRE1

ELO4

CYPRS64

RBPA4SA

M5l

APCE

ZRF1

hAD2

IMEDLE

SI

TOPF3

no probado

TOPP4

no probado

TOPFE

no probado

TOPEY

no probado

Tabla 5. Resultados de ensayos de dos hibridos. En verde se muestran los genes que
han dado interaccion positiva con BD-1YO o con AD-RIMA mediante la técnica de Y2H

y en rojo los que no mostraron interaccion.

4.3 ldentificacién de un dominio de interaccién con PP1 en la proteina RIMA

En los ensayos de dos hibridos detectamos también la interaccion de RIMA con las

fosfatasas TOPP3, TOPP4, TOPP6 y TOPP7 (Tabla 2, Figuras 3-4, Figura 7), que son

fosfatasas del tipo PP1. La interaccién de RIMA con las fosfatasas TOPP se mantiene en

condiciones restrictivas con concentraciones altas del inhibidor competitivo 3AT (Figura

3), lo que indica que la interaccion es fuerte.
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Figura 3. Interaccion de dos hibridos entre RIMA y TOPP6. La interaccion entre
RIMA y TOPP6 se mantiene en presencia de altas concentraciones del inhibidor
competitivo 3AT.

Se ha descrito que las PP1 tienen como sustrato a la RPB1 y a factores que se asociarian
con la Pol Il durante la transcripcion. En particular, se ha demostrado el papel crucial de
las PP1 en la terminacion de la transcripcion, desfoforilando el CTD y al factor de
elongacion SPT5, para ralentizar a la polimerasa y reclutar factores de poliadenilacion y
corte del transcrito (Schreieck et al., 2014; Parua et al., 2018; Kecman et al., 2018). La
interaccion de RIMA con fosfatasas que defosforilan el CTD resulta especialmente
interesante dada la controversia en torno a la actividad fosfatasa de RTR1/RPAP2 que
aun no esta resuelta (Mosley et al., 2009; Xiang et al., 2012; Hsu et al., 2014; Ni et al.,
2014; Irani et al., 2016; Chen et al., 2021; Fianu et al., 2021). Esta interaccion podria
explicar la actividad fosfatasa detectada in vitro para las proteinas RTR1 y RPAP2, que
no poseen un sitio catalitico de fosfatasa canonico (Xiang et al., 2012; Irani et al., 2016).

De hecho, en ensayos in vitro con RTR1/RPAP2 expresadas de forma recombinante en
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Escherichia coli o en células de insectos se detecta una actividad fosfatasa muy reducida
(Mosley et al., 2009; Hsu et al., 2014; Ni et al., 2014; Irani et al., 2016) que puede
corresponder a la co-purificacion con baja eficiencia de proteinas homologas a PP1

presentes en esos organismos (Kerk et al., 2021).

Para confirmar la interacciones de RIMA con las proteinas TOPP, realizamos ensayos de
dos hibridos con las fusiones reciprocas de RIMA con el BD y las TOPPs con el AD.
Aungue RIMA-BD autoactiva los promotores de seleccion y las levaduras crecen incluso
con el vector AD vacio, se detectaba un claro incremento en el crecimiento cuando se
combinaba con las construcciones AD-TOPP (Figura 4), demostrando que las proteinas

interactUan en el sistema de dos hibridos.

SD-2 SD-4+3-AT

1 1710 1/100 1 110 1/100

AD

AD-TOPP3

& AD-TOPP4

BD-RIMA

AD-TOPP6

Figura 4. Interacciéon con TOPPs usando BD-RIMA como cebo. Se muestra el
crecimiento de levaduras expresando las proteinas sefialadas en los paneles en medio SD-
2 y en medio selectivo SD-4 suplementado con 10 mM 3AT.
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Para corroborar estos datos de interaccion de una forma independiente, realizamos
ensayos de co-inmunoprecipitacion con muestras de plantas de Nicotiana benthamiana
expresando transitoriamente RIMA fusionado a HA y las proteinas TOPP fusionadas a
GFP. Las proteinas TOPP3, TOPP4, TOPP6 y TOPP7 fusionadas a GFP se localizan en
el citosol y en el nucleo (Figura 5A), que son los compartimentos en lo que se encuentra
RIMA (Mufoz et al., 2017), lo que es por tanto compatible con su interaccion in vivo.
Para testar esta interaccion, inmunoprecipitamos extractos de Nicotiana benthamiana con
un anticuerpo frente a GFP y analizamos la co-precipitacion de RIMA-HA por ensayos
de western blot. Estos ensayos mostraron que RIMA-HA co-precipita con TOPP3,
TOPP4, TOPP6 y TOPP7 fusionadas a GFP (Figura 5B), apoyando la conclusion que

estas proteinas interaccionan in vivo.
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GFP-TOPP3 GFP-TOPP4 GFe-TOPP3 GFP-TOPP4

RIMA-HA  + + + + + + + + + +
GFP-TOPP3 - + - - - - + - - -
GFP-TOPP4 - - + - - - - + + e
GFP-TOPP6 - - - + : . . 5 + .
GFP-TOPP7 - - - - o+ - - - - +

"-.-.-l - "-. o-HA
Lt = E
ey

Total IP o-GFP

Figura 5. Localizacion subcelular e interaccion entre las TOPPs y RIMA expresadas
en Nicotiana. (A) Iméagenes de microscopia confocal de la epidermis de hojas de
Nicotiana benthamiana transformada con fusiones N-terminal de GFP a TOPP3, TOPP4,
TOPP6 y TOPP7 expresadas bajo el control de un promotor 35S. (B) extractos totales de
proteinas de Nicotiana benthamiana transformadas (+) o no (-) con RIMA-HA, GFP-
TOPP3, GFP-TOPP4, GFP-TOPP6 y GFP-TOPP7 se inmunoprecipitaron con anti-GFP
(IP a-GFP) y se analizaron por western blot con anticuerpos frente a HA (a-HA) y a GFP
(a-GFP).

Al analizar la secuencia de proteinas de mamiferos que interaccionaban con las fosfatasas
PP1 se identificé un motivo de unién a PP1 presente en muchas de ellas, que presenta la
siguiente secuencia consenso: [HKR]-[ACHKMNQRSTV]-V-[CHKNQRST]-[FW]
(Meiselbach et al., 2006). Ademas, este motivo suele estar precedido por una zona rica
en aa béasicos que aumenta la afinidad por las PP1 (Meiselbach et al., 2006). En la
secuencia de la proteina RIMA encontramos el péptido de secuencia RSVTW (aa 428-
432) que se ajusta al motivo consenso de union PP1 descrito y viene precedida por una
zona rica en aa basicos (Figura 6), lo que apoya que pudiera estar implicada en la union

a PP1s. Ademas, esta secuencia estd muy conservada a lo largo de la evolucién en los
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ortélogos de RIMA y en especial los dos residuos que serian fundamentales para la
interaccion con PP1s, la valina invariante en posicion 3 (V430 en RIMA de Arabidopsis)
y el triptdéfano en posicion 5 (W432 en RIMA de Arabidopsis), que estan estrictamente

conservados en todos los ortélogos de plantas (Figura 6), lo cual indica su relevancia

funcional.
L
Arabidopsis thaliana.pro KSCL-KISGSKKLSIRSVTWADQN
Carica papaya.pro KPSL-KSSGAKKLGIRSVTWJADEK
Eucalyptus grandis.pro KPSL-KSTGTKKVTIRSVTWADEK
Oryza sativa.pro RSSL-KAVGSKNAGHHSVKWHADEN
Picea glauca.pro RSAL-KTQGVKQLNRRSVTWADEK
Physcomitrella patens.... KPALKKQAKVKKGIIRNVVWADQD
Marchantia polymorph... KSILKKCQSESPVKIRSVSWGDAQK

S T[T

Figura 6. Alineamiento del motivo potencial de uniéon a PP1 de los ort6logos de
RIMA en plantas. El posible motivo de unién a PP1 aparece recuadrado. La valina 430
y el triptofano 432 de RIMA de Arabidopsis thaliana se indican con una punta de flecha
y un asterisco, respetivamente. Los amino&cidos basicos de la secuencia que precede al
motivo de unidn a PP1 estan resaltados en azul. Las especies de las que proceden las
secuencias estan sefialadas en el lateral.

Para determinar si este motivo es importante para la interaccion con PP1s, generamos dos
versiones mutantes, una en la que sustituimos la valina 430 por aspartico (RIMAV430D)
y otra en la que eliminamos el motivo RSVTW completo (RIMAARSVTW). Ensayos de
doble hibrido mostraron que estas dos mutaciones bloquean completamente la interaccion
de RIMA con las fosfatasas PP1, mientras que mutaciones en las cisteinas del dedo de
zinc (RIMA C56/61A y RIMA C94/98A) que bloguean la interaccion con 1'YO (Mufioz

et al., 2017) no afectan a la interaccion con las PP1 (Figura 7). Estos resultados apoyan
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larelevancia del motivo identificado en la interaccion con PP1sy en particular de la valina

430.

BD-TOPP3 BD-TOPP4 BD-TOPP6 BD-TOPP7 BD

1 110 1100 1 110 1100 1 110 17100 1 110 1100 1 110 1100

AD-RIMA
AD-RIMA C56/61A
AD-RIMA C94/98A

SD-2

AD-RIMA ARSVTW
AD-RIMA V430D
AD

AD-RIMA
AD-RIMA C56/61A
AD-RIMA C94/98A

SD-4

AD-RIMA ARSVTW
AD-RIMA V430D
AD

AD-RIMA

AD-RIMA C56/61A
AD-RIMA C94/98A
AD-RIMA ARSVTW

SD-4+ 3-AT

AD-RIMA V430D
AD

Figura 7. EI motivo RSVTW es necesario para la interaccion con fosfatasas de tipo
PP1. Se muestra el crecimiento de levaduras expresando las proteinas sefialadas en los
paneles en medio SD-2, en medio selectivo SD-4 y en medio SD-4 suplementado con 10
mM 3AT.

Para analizar la relevancia in vivo de el motivo de unién a PP1, generamos construcciones
con las versiones mutadas RIMAV430D y RIMAARSVTW bajo el control del promotor de
RIMA y transformamos plantas heterocigotas para el alelo rima-1, que es letal

embrionario en homocigosis (Mufioz et al., 2017). En la T2 obtuvimos plantas
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homocigotas para rima-1 que eran transgénicas para pRIMA:RIMAV430D o
PRIMA:RIMAA4RSVTW Yy tenian un desarrollo similar al de plantas silvestres, pero nunca
obtuvimos plantas homocigotas rima-1 sin transgen. Estos datos indican que las
construcciones mutadas complementan los fenotipos causados por la mutacion rima-1y
en particular la letalidad embrionaria, unos resultados muy sorprendentes teniendo en
cuenta la conservacion evolutiva del dominio y su funcion en la interaccion con PP1. Una
posible explicacion de estos resultados es que exista un fendmeno de
transcomplementacion entre las proteinas mutadas en el dominio de unién a PP1y el alelo
rima-1. La transcomplementacion es mas probable en proteinas que homodimerizan de
tal manera que cada alelo puede aportar la funcion que le falta al otro. En este sentido,
comprobamos que RIMA interacciona consigo misma en ensayos de dos hibridos (Figura
8A), lo cual apoya la posibilidad de la transcomplementacion. Ademas, en extractos de
proteinas de plantas heterocigotas rima-1 se detecta una banda adicional de mayor tamafio
reconocida por el anticuerpo anti-RIMA (Figura 8B), indicando que el alelo rima-1 dirige
la sintesis de una proteina quimérica, a niveles parecidos al de la proteina RIMA silvestre.
Por tanto, el alelo rima-1 podria generar una proteina disfuncional, pero con el dominio
de union a PP1 intacto, que se transcomplementase con las construcciones mutantes, a las

que solo les falta ese dominio.
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Figura 8. RIMA autointeracciona en ensayos de dos hibridos. (A) Se muestra el
crecimiento de levaduras expresando las proteinas sefialadas en los paneles en medio SD-
2 y en medio selectivo SD-4 suplementado con distintas concentraciones de 3AT. (B)
Anadlisis por western blot con anticuerpo anti-RIMA de muestras de proteinas totales de
plantas Col-0, de plantas homocigotas rima-2 y de plantas heterocigotas rima-1. Se indica
la posicion de la proteina RIMA silvestre (1) y de proteinas RIMA mutantes que se
sintetizan a partir de los alelos rima-1 (2) y rima-2 (3).

En consonancia con la hipotesis de transcomplementacion, cuando realizamos ensayos de
co-inmunoprecipitacion en Nicotiana benthamiana, comprobamos que la proteina
RIMAV430D mantiene parcialmente la interaccion con PP1s (Figura 9), mientras que en
levaduras la interaccion se suprime totalmente (Figura 7). Esto apoya la idea que existe
transcomplementacion entre la proteina RIMAV430D Yy la proteina RIMA enddgena de
Nicotiana. Estos datos por tanto abren la posibilidad de que el dominio de unién a PP1
sea esencial para la funcién de RIMA, pero que el alelo rima-1 se transcomplemente con
las versiones mutadas en este dominio. Para determinar inequivocamente si la funcion del
dominio de unién a PP1 es fundamental para la funcién de RIMA, estamos generando
construcciones de CRISPR-cas para eliminar el domino en el gen enddgeno. Si, tal como

esperamos, estos alelos tienen un efecto fenotipico fuerte (p. ej. letalidad embrionaria),

73



se podra testar la complementacion con las construcciones mutadas, sin que el alelo

mutante pueda aportar el dominio de union a PP1.

RIMAHA  + - 4+ - + -+ ]
RIMAvazop-HA - + - + - + - +
GFP-TOPP6 - - + o+ - - + +
W — amm— — o | 0-HA
| —
e — - e o-GFP
Total IP o-GFP

Figura 9. Efecto de la mutacion V430D sobre la interaccion de RIMA con TOPP6
en Nicotiana benthamiana. Extractos totales de proteinas de Nicotiana benthamiana
transformadas (+) con RIMA-HA o0 RIMAvsmp-HA y GFP-TOPP6 se
inmunoprecipitaron con anti-GFP (IP a-GFP) y se analizaron por western blot con
anticuerpos frente a HA (a-HA) y a GFP (a-GFP).

4.4 Efecto del silenciamiento de YO y RIMA en el transcriptoma
En anteriores estudios transcriptémicos de los mutantes iyo-1y rima-2 y de una linea con
sobrexpresion constitutiva de 1YO (35S:1YO-GFP) se observo la desregulacion de
numerosos genes relacionados con el desarrollo (Sanmartin et al., 2011; Mufioz et al.,
2017). Estos datos concuerdan con un posible papel de 1IYO y RIMA en regulacién
transcripcional de programas de diferenciacion. Sin embargo, las lineas analizadas tenian
muy alterada su morfologia por lo que es dificil dilucidar qué genes podrian estar
directamente regulados por 1IYO y RIMA y cuales estan desregulados como efecto

secundario de los cambios en el desarrollo. Para estudiar los efectos tempranos en el
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transcriptoma de la disrupcion de 1YO y RIMA e intentar identificar dianas directas de

estos genes, generamos lineas de silenciamiento inducible de 1YO y RIMA.

4.4.1 Generacion de las construcciones para ARNi inducible
Se clonaron fragmentos de 458 pb del octavo exdn de 1'YO y de 426 pb del primer exdn
de RIMA en el vector de entrada pDONR207. Estas secuencias no tienen homologia
significativa con ningln otro gen de Arabidopsis por lo que el silenciamiento deberia ser
especifico para 'YO y RIMA (Chuang y Meyerowitz, 2000). Los fragmentos clonados se
introdujeron en el cassette HELLSGATE del plasmido pOpOff2 en las dos orientaciones
y separados por un intron, que aumenta la eficacia del silenciamiento (Wielopolska et al.,
2005). Esta construccion de ARNI esté bajo el control del promotor pOp6 inducible por
DEX, que también dirige la expresion del gen GUS, para testar en su caso los niveles de
induccion en la lineas transgénicas (Figura 10). La induccion del promotor pOp6 se
produce por la traslocacion al ndcleo inducida por DEX del factor transcripcional
quimérico LhGR, que consiste en la fusion del dominio de union a ADN del represor Lac,
el dominio de activacion de GAL4, y el dominio de unién al ligando del receptor de
glucocorticoides. La secuencia reconocida por el represor Lac esta repetida 6 veces en el

promotor pOp6.
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Figura 10. Esquema de las construcciones de ARNi en el plasmido pOpOff2. (A)
Insercion de los fragmentos de ADNc clonados de 1'YO (nucleétidos del 82 al 540), en
sentido y anti-sentido, separados por un intron el cual aumenta la eficacia del
silenciamiento. (B) Insercion de los fragmentos de ADNc clonados de RIMA (nucle6tidos
del 3 al 429), en sentido y anti-sentido, separados por el intron espaciador. Adaptado de
Wielopolska et al., 2005.

4.4.2 Generacion de lineas estables de ARNi
Se transformaron plantas Arabidopsis de la accesion Col-0 y se seleccionaron 13 lineas
con la construccion de ARNi de 1'YO (IYOi) y 16 con la de RIMA (RIMAI), con una
segregacion en la T2 de 3:1 (plantas resistentes: plantas sensibles), indicativo de una Gnica
insercion del transgén. Varias lineas independientes presentaban en presencia de DEX un
fenotipo similar al de los mutantes iyo-1 y rima-2, mientras que sin DEX tenian un
desarrollo similar al de las plantas silvestres. En medio con DEX, estas lineas mostraban
un retraso en la emergencia de las hojas verdaderas y cuando emergian se desarrollaban
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con una morfologia muy alterada y un tamafio muy reducido (Figura 11). La raiz también
era significativamente mas corta y el meristemo estaba muy desorganizado. Todos estos
fenotipos sélo se observaban en presencia de DEX y fenocopian fielmente el fenotipo de
los mutantes iyo-1 y rima-2. Para caracterizar en mayor profundidad el efecto de la
induccién del ARNI, se eligieron dos lineas homocigotas representativas, IYOi L9.1 y

RIMAI L6.2.

Col-0  pDEX:IYOi

Col-0 pDEX:RIMAI

GI/\' N

Figura 11. El silenciamiento de YO y RIMA provoca la inhibicién del crecimiento
y la organogénesis. Se muestra el fenotipo de plantas Col-0 y de lineas transgénicas
homocigotas estables 1YOi L9.1 (pDEX:1YOi) y RIMAI L6.2 (pDEX:RIMAI) crecidas
durante 9 dias en placas con medio MS y 10 uM de dexametasona.
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4.4.3 Induccion transitoria del silenciamiento de 1YO y RIMA
Como se mencion0 anteriormente, la gran ventaja de los sistemas inducibles es que se
pueden hacer experimentos de respuesta temprana y transitoria. Para analizar si las lineas
generadas respondian a tratamientos transitorios, se crecieron las plantas en medio solido
o liquido sin DEX y se transfirieron al cabo de los dias a medio sélido o liquido con o sin
DEX para monitorizar su desarrollo. Los efectos observados fueron similares en todos los
medios, por lo que en muchos casos hemos elegido el tratamiento en liquido por su
sencillez. Al analizar el efecto sobre la raiz, se comprobd que el tratamiento con DEX
provocaba un aumento del tamafio del meristemo en la lineas de ARNi de IYO y RIMA,
pero no en plantas silvestres (Figura 12). Sin embargo, la longitud de la raiz de las lineas
de ARNI en presencia de DEX era menor que la de las plantas silvestres. Conjuntamente
estos dos resultados indican que la induccion con DEX en las lineas de ARNi retrasa la
diferenciacion de las células meristematicas, provocando la expansion del meristemo, y,
0 bien reduce el ritmo de division de las células meristematicas o el grado de elongacion

de las células en diferenciacion, provocando el acortamiento de la raiz.
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Figura 12. El silenciamiento de YO y RIMA provoca un aumento del tamafio del
meristemo apical de raiz. Imagenes de plantas Col-0, IYOi L9.1 (pDEX:IYOi) y RIMAI
L6.2 (pDEX:RIMAI) germinadas en medio MS solido, transferidas después de 4 dias e
medio liquido con (+DEX) y sin (-DEX) 20 uM DEX vy fotografiadas tres (A) y 6 dias
(B) después. La punta de la flecha indica el final del meristemo.
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Con el fin de establecer si estos fenotipos correlacionaban con el silenciamiento de 1YO
y RIMA, se analiz6 su expresién mediante ensayos de western blot y RT-QPCR. En
ensayos de western se comprobd una bajada en la cantidad de proteina RIMA en la linea
RIMAI L6.2 en presencia de DEX, claramente apreciable después de 48 h de iniciar el

tratamiento con DEX.

Col-0 pDEX:RIMAI

KDa B -~ DEX
150 —

100 = s e S ——  -RIMA
75 =

150 —

100 —

75 =—
Ponceau

Figura 13. Reduccion de los niveles de RIMA en plantas RIMAI tratadas con DEX.
Anaélisis por western blot con anticuerpo frente a RIMA (a-RIMA) de extractos de
proteinas totales de plantulas Col-0 y RIMAI L6.2 (pDEX:RIMAI) crecidas durante 9 dias
en medio liquido MS y transferidas a medio MS con 40 uM de dexametasona (+) o con
la misma concentracion de DMSO (-) durante 48h. Se muestra la tincion con Ponceau
como control de carga.
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Ademas, tras el tratamiento de 48h con DEX se detectd en ensayos de RT-qPCR una
bajada del 60% en los niveles del transcrito de 1YO en la linea 1YOi L9.1 y del 72% del
de RIMA en la linea RIMAI L6.2 (Figura 14). Se ha reportado que una bajada en torno al
55% del transcrito de 1YO en una linea que expresa constitutivamente un amiARN
provoca claros defectos en el desarrollo (Li et al., 2018). Por otro lado, el mutante rima-
2 acumula unos niveles de proteina RIMA similares a los observados en la linea RIMAI
L6.2 tras 48h de tratamiento. Estos datos confirman que los niveles de silenciamiento
obtenidos tras tratamientos cortos con DEX son suficientes para interferir en la actividad
de 1IYO y RIMA y provocar los defectos en desarrollo observados. Un grado de
silenciamiento mayor de estos dos genes esenciales podria comprometer la viabilidad de

las plantas (Sanmartin et al., 2011; Mufioz et al., 2017).
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Figura 14. Expresion relativa del ARNm total de 1YO y RIMA en las lineas
transgénicas de ARNi inducibles por DEX. Analisis de la efectividad del
silenciamiento evaluado por RT-gPCR de plantulas Col-0, 1YOi L9.1 (pDEX:IYOI) y
RIMAI L6.2 (pDEX:RIMAI) de 9 dias crecidas en MS liquido e incubadas durante 48
horas en MS liquido con 40 uM de DEX (DEX48) o una cantidad equivalente del solvente
DMSO (MS48). Los niveles de expresion de ambos genes fueron normalizados con
respecto al gen constitutivo PP2A y se muestran como expresion relativa a la expresion
en muestras de Col-0 control (Col-0 MS48). Para ambos casos la media +/- la desviacién
estandar se calculd a partir de 5 réplicas biologicas y 3 réplicas técnicas por cada réplica
bioldgica. La significancia estadistica se calculd aplicando el test de Student (t-test),
("p<0.001).

4.4.4 Generacion y caracterizacion de transcriptomas por ARN-seq
Para analizar el efecto en el transcriptoma del silenciamiento de IYO y RIMA,
secuenciamos muestras de ARN (ARN-seq) de plantas silvestres y de las lineas IYOi L9.1
y RIMAI L6.2 después del tratamiento con DEX o DMSO durante 48 h. Para ello, se
crecieron plantas durante 9 dias en MS liquido, tras lo cual se cambié por medio MS
fresco con 40 uM DEX o con una cantidad equivalente del solvente DMSO, se incubaron
durante 48 horas y se recolectaron. Para cada genotipo y tratamiento se obtuvieron tres

muestras biologicas independientes, cada una de las cuales estaba formada a su vez por
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muestras de dos experimentos independientes. Se extrajo el ARN total de las muestras y
se obtuvo una concentracion por encima de los 1000 ng/ul y relacion de absorbancia
A260/A280 en el rango 1.8-2.00, lo que indica baja contaminacion por proteinas (Tabla

6).

Muestra Genotipottratamiento | Concen. (ng/pl) | A260/A280
C1 Col-0 + DMSO réplica 1 1295 1.95
C2 Col-0 + DMSO réplica 2 1597 1.88
C3 Col-0 + DMSO réplica 3 1426 1.90

CDEX1 |Col-0+ DEX réplica 1 1285 1.91

CDEX2 | Col-0 + DEX réplica 2 1390 1.91

CDEX3 | Col-0 + DEX réplica 3 1481 1.92
Y1l IYOi + DMSO réplica 1 1483 1.89
Y2 IYOi + DMSO réplica 2 1367 1.87
1Y3 IYOi + DMSO réplica 3 1276 1.87

IYDEX1 |IYOi+ DEX réplica 1l 1587 1.89

IYDEX2 |1YOi+ DEX réplica 2 1419 1.93

IYDEX3 |I1YOi+ DEX réplica 3 1030 1.84
RI1 RIMAIi + DMSO réplica 1 1682 1.92
RI2 RIMAIi + DMSO réplica 2 1636 1.92
RI3 RIMAI + DMSO réplica 3 1259 1.86

RIDEX1 |RIMAI + DEX réplica 1 1231 1.91

RIDEX2 | RIMAI + DEX replica 2 1029 1.87

RIDEX3 | RIMAI +DEX réplica 3 1012 1.93

Tabla 6. Concentraciones y relacién de absorbancia del ARN total obtenido para
cada una de las muestras.
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Con las 18 muestras independientes se generaron Yy secuenciaron 18 bibliotecas,
obteniéndose entre 19.6 y 28 millones de lecturas limpias y correctamente alineadas con

el genoma de Arabidopsis por muestra (Tabla 7).

Muestra | Numero de lecturas limpias | Bases secuenciadas
C1 23470821 7.0 Gbp
C2 20799543 6.2 Gbp
C3 20657204 6.2 Gbp

CDEX1 26011639 7.8 Gbp

CDEX2 22518684 6.8 Gbp

CDEX3 26471385 7.9 Gbp
Y1l 19677555 5.9 Gbp
Y2 22853097 6.9 Gbp
Y3 20343243 6.1 Gbp

I'YDEX1 21648732 6.5 Gbp

IYDEX2 21611151 6.5 Ghp

IYDEX3 21932946 6.6 Gbp
RI1 22215910 6.7 Gbp
RI2 21525573 6.5 Ghp
RI3 21701469 6.5 Gbp

RIDEX1 28253569 8.5 Ghp

RIDEX2 21669037 6.5 Gbp

RIDEX3 23317020 7.0 Gbp

Tabla 7. Distribucion de lecturas obtenidas de las distintas librerias.
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Examinar la distribucion global de lecturas para cada muestra es importante para
identificar posibles errores en la generacion de las librerias o en la secuenciacion que
pudieran inferir en los andlisis posteriores de los datos obtenidos. Idealmente, las
distribuciones globales de lecturas de todas las muestras deberian ser parecidas. El grafico
de densidad de la Figura 15 muestra un solapamiento casi total en las muestras de los
distintos tratamientos, mostrando que la variabilidad técnica entre las librerias es minima

(Liu et al., 2018).

Distribucion de la densidad fpkm
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Figura 15. Distribucion de la densidad génica en funcion de los niveles de expresion.
La grafica muestra la distribucion de genes en funcién de la expresion (logz (FPKM+1))
en los distintos grupos de muestras secuenciadas. 1'Y= media en IY1-1Y3, RI= media en
RI1-RI3, CD= media en CDEX1-CDEXS3, 1YD= media en 'YDEX1-1YDEX3, RID=
media en RIDEX1- RIDEX3, C= media en C1-C3. Se puede observar que la mayoria de
los grupos muestran una distribucion similar (area gris).

85



El coeficiente de correlacion de Pearson (r) mide la variabilidad (biolégica y técnica)
entre las muestras. En las librerias secuenciadas se obtuvieron valores de r>0.98 entre las
réplicas de un mismo tratamiento/muestra, y valores algo menores entre los distintos
tratamientos/muestras (Figura 16A), lo que indica que la variabilidad intragrupal, que
deberia reflejar principalmente la variabilidad técnica, es menor que la intergrupal, que
deberia reflejar principalmente la variabilidad biolégica entre los distintos
genotipos/tratamientos. De acuerdo con esto, un analisis de componentes principales
agrupa a las réplicas de cada muestra/tratamiento (Figura 16B). Ademas, el componente
principal 1 separa a las réplicas de las plantas I'YOi y RIMA. tratadas con DEX del resto
de las muestras, indicando que el perfil transcripcional es parecido entre ellas y distinto

del resto.

Correlacién de Pearson Componentes Principales

CP2{11.02%)
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Figura 16. Determinacion de la variabilidad intra e intergrupal entre muestras. (A)
Correlacién de Pearson; se muestran los coeficientes de correlacion (r) entre las distintas
muestras. (B) Analisis de Componentes Principales (APC); se visualizan las 18 muestras
a lo largo de CP1 y CP2 que describen el 24,26% y el 11,02% de la variabilidad total,
respectivamente.
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4.4.5 Ildentificacion de genes desregulados tras el silenciamiento de IYO y RIMA
En primer lugar, analizamos la expresion de los genes 1YO y RIMA en las librerias
secuenciadas, para comprobar si efectivamente habia un silenciamiento en las muestras
de las lineas de ARNi tratadas con DEX. En la Figura 17 se muestra una imagen del IGV
de la distribucion de lecturas en los genes IYO y RIMA en las distintas librerias. Como se
puede observar la expresion de 1YO es similar en todas las muestras, salvo en las lineas
IYOi tratadas con DEX, en las que hay una bajada muy significativa en el namero de
lecturas a lo largo del gen, indicando que el silenciamiento es efectivo y especifico de
esas muestras. Ademas, se ve un aumento de lecturas que corresponden al fragmento que
se utilizd para generar la construccion de ARNI, lo que evidencia que la induccion por
DEX es eficiente. De forma muy similar, hay una reduccion significativa de lecturas de
RIMA y una induccion de lecturas en el fragmento usado para el ARNi especificamente

en las lineas RIMAI tratadas con DEX (Figura 17).
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Figura 17. Reduccion en los niveles de ARNm de 1'YO y RIMA en las muestras del
ARN-seq de las lineas silenciadas. Histograma con la distribucion de lecturas que
mapean en los genes IYO y RIMA en las muestras secuenciadas.

Una vez realizado el control de calidad y comprobado que habia silenciamiento inducido
por DEX en las muestras de las plantas de ARNI, procedimos a identificar genes
diferencialmente regulados (DEGs, por sus siglas en inglés) entre los distintos
tratamientos/genotipos, tomando como corte un P-valor ajustado < 0.05 (Figura 18). Las
muestras de las plantas 1YOi L9.1 tratadas con DEX (I'YDEX) tenian entre 402-906 DEGs
en relacion a los controles (1Y, C y CDEX). Las muestras de las plantas RIMAI L6.2
tratadas con DEX (RIDEX) fueron las que mayores cambios en la expresion génica

mostraron, con mas de 1500 DEGs en relacion a los controles (C, DCEX y RI).
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Figura 18. Expresion génica diferencial entre las distintas lineas y tratamientos. La
grafica muestra el nimero de genes regulados negativamente (azul) y el nimero de genes
regulados positivamente (gris) junto al nimero total de genes desregulados (verde) con
un p-valor ajustado < 0.05 entre las muestras indicadas.

Sin embargo, el nimero de DEGs de RIDEX respecto a las muestras de las plantas
I'YDEX era mucho menor (340 DEGS), lo que indica que en ambas muestras hay cambios
transcripcionales similares si bien en el caso de I'YDEX los cambios en los DEGs deben
ser menores, situdndose su expresion entre las de las muestras RIDEX y la de las muestras
control, por lo que la expresiébn de muchos de esos genes en IYDEX no resulta
significativamente (p-adj<0.05) distinta de la expresion en RIDEX o en los controles.

Esto concuerda con el analisis de componentes principales que sitia a las muestras
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I'YDEX entre los controles y las muestras RIDEX. Ademas, un analisis de solapamiento
entre los genes activados en IYDEX y RIDEX frente a CDEX o C o los reprimidos en
IYDEX y RIDEX frente a CDEX o C, muestran que hay muchos méas genes en comdn
que los esperados al azar (Figura 19). Asi, de los 213 genes mas significativamente
inducidos tras el silenciamiento de IYO, 163 (el 76%) estan entre los mas
significativamente inducidos al silenciar RIMA, una sobrerrepresentacion de 22 veces lo
esperado al azar (p<10'®, test hipergeométrico). Entre los 189 DEGs mas
significativamente reprimidos despueés del silenciamiento de 1YO, 113 también estan entre
los mas significativamente reprimidos al silenciar RIMA, lo cual supone una
sobrerrepresentacion de 19 veces lo esperado al azar (p<10-1?, test hipergeométrico). Por
el contrario, entre los genes mas significativamente inducidos al silenciar 1YO y los genes
mas significativamente reprimidos al silenciar RIMA o los reprimidos al silenciar IYO y
los inducidos al silenciar RIMA, no hay ningun gen en comdn, lo que demuestra la

estrecha co-regulacion génica que ocurre en las plantas silenciadas.
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Figura 19. El silenciamiento de YO y RIMA causa una desregulacion génica
altamente coincidente. Diagramas de Venn mostrando el solapamiento entre los genes
mas significativamente (p-valor ajustado < 0.05) inducidos o reprimidos en las muestras
IYDEX o RIDEX en relacion a las muestras CDEX.

Conjuntamente, estos datos indican que el silenciamiento de IYO y RIMA afecta de forma
similar al transcriptoma, pero que los cambios son menores en el caso de las lineas
silenciadas en I'YO. Esto resulta muy evidente en el mapa de calor de la Figura 20 que
muestra una clara co-regulacion de los genes, pero con un menor grado de cambio en
I'YDEX. A nivel de transcrito, el nivel de silenciamiento de 1YO no es muy diferente del
de RIMA, pero desconocemos como esto se traduce sobre los niveles de proteina
correspondientes, por lo que no podemos determinar si existe una correlacion entre el

grado de desregulacion de los DEGs comunes y el nivel de silenciamiento de IYO y RIMA.
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Figura 20. Co-regulacion génica al silenciar 1YO y RIMA. Mapa de calor de los 500
genes mas inducidos y los 500 genes mas reprimidos en las muestras RIDEX frente a las
muestras RI. Se representa el logaritmo en base 2 de la relacion entre la expresion de estos
genes en RIDEX frente a Rl (RIDEX/RI), RIDEX frente a CDEX (RIDEX/CDEX),
IYDEX frente a I'Y (IYDEX/IY) e IYDEX frente a CDEX (I'YDEX/CDEX).
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Dado el papel de IYO y RIMA en la diferenciacion de plantas, estudiamos si los DEGs de
las muestras silenciadas estaban enriquecidos en genes desregulados en células en
distintos estados de diferenciacion. Los genes WIND son factores transcripcionales de la
familia AP2 que participan en la regeneracion de tejidos heridos. La sobreexpresion de
los genes WIND provoca la desdiferenciacion y el crecimiento en forma de callo (Iwase
et al., 2011, 2017). Se han publicado estudios transcriptomicos de plantas que
sobreexpresan constitutivamente WIND1 (lwase et al., 2011) o que lo expresan
induciblemente para estudiar la respuesta temprana (0-1-3-6-12-24 h) tras la induccién de
WINDL1 (lwase et al., 2021). Entre los 163 genes comunes inducidos tanto en I'YDEX y
RIDEX relativamente a CDEX hay una mayor proporcion de genes que se activan en
respuesta a WIND1 (32 de 163 genes, el 20%, Figura 21A) que entre los genes 113 genes
comunes reprimidos tanto en I'YDEX y RIDEX (8 de 113 genes, el 7%, Figura 21A),
sugiriendo que el silenciamiento de IYO y RIMA provoca una reprogramacion
transcripcional similar a la que ocurre cuando WIND1 induce la desdiferenciacion. En
consonancia con esto, también hay una sobrerrepresentacion entre los genes inducidos o
reprimidos en I'YDEX y RIDEX con, respectivamente, genes que se activan o reprimen

durante la formacién de callos y la adquisicién de la pluripotencia (Figura 21B).
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Figura 21. Sobrerrepresentacion de genes inducibles por WIND1 y activados en
callos entre los DEGs inducidos al silenciar 1YO y RIMA. Diagramas de Venn
mostrando el solapamiento entre los 163 genes significativamente inducidos (Ind
IYDEX&RIDEX) y los 113 reprimidos (Rep I'YDEX&RIDEX) al silenciar YO y RIMA
y (A) los genes inducidos al activar WIND1 transitoria (Ind XVE:WIND1) o
constitutivamente (Ind 35S:WIND1), (B) genes inducidos (Ind callus/hipoc) o reprimidos
(Rep callus/hipoc) durante la induccion de callos a partir de hipocotilos (Xu et al., 2012),
(C) genes inducidos (Ind callus/hojas) o reprimidos (Rep callus/hojas) durante la
induccién de callos a partir de hojas (He et al., 2012)
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En una lista de 89 genes reguladores clave de la regeneracion (Ikeuchi et al., 2019) hay
cinco que se inducen significativamente (p-aj<0.05) en las muestras silenciadas en RIMA,
dos que se inducen significativamente en las muestras silenciadas en 1YO y ninguno que
se reprima. Los dos reguladores comunes que se inducen al silenciar IYO y RIMA son los
factores transcripcionales WOX14 y NAC1 (Figura 22), que han sido implicados en la
adquisicion de la pluripotencia (Etchells et al., 2013; Kim et al., 2018), la proliferacion

del cambium (Smit et al., 2020), y la regeneracion (Chen et al., 2016).
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Figura 22. WOX14 y NAC1 se inducen al silenciar 1YO y RIMA. Histograma con la
distribucion de lecturas que mapean en los genes WOX14 y NACL en las muestras
secuenciadas.

Al analizar en el servidor ShinyGO posibles enriquecimientos en ontologia de términos
entre los 163 comunes inducidos en 1YDEX y RIDEX no se encontraron categorias
claramente enriquecidas en las clasificaciones de proceso bioldgico, componente celular
o funcién molecular. Sin embargo, si se detectaron varios conjuntos de genes en los que

hay enriquecimiento de genes inducidos al silenciar IYO y RIMA (Tabla 8). Asi, se
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observo un enriquecimiento de genes inducidos en los mutantes idn2, swi3b y dms4 que
estan afectados en la metilacion de ADN dependiente de metilacion (Ausin et al., 2012,
Zhuetal., 2013, Kanno et al., 2010), lo que concuerda con el papel de YO en este proceso
(Lietal., 2018) y refuerza la conclusion de que la inactivacion de YO en estas muestras
era efectiva. De igual manera se detectd un enriquecimiento de genes inducidos en los
mutantes elo3, elo2 y elo4 (Kojima et al., 2011) del complejo Elongator que interacciona
con 1YO para activar la diferenciacion celular. En este sentido se detectaron también
enriquecimientos de genes inducidos en hipocétilos maduros que presentan una mayor
capacidad de formar callos que los hipocétilos jovenes (Chen et al., 2012), lo que apoya
que el silenciamiento de IYO y RIMA puede favorecer la reprogramacion a la
pluripotencia. El conjunto que tuvo el solapamiento con menor FDR fue el de los genes
inducidos en el mutante obel obe2 afectados en la transcripcion de genes necesarios para
las respuestas a auxinas (Thomas et al., 2009). Por Gltimo, también se detecté un
enriguecimiento de genes inducidos en los mutantes agol y hyll (Kurihara et al., 2009),

que afectan el silenciamiento mediado por miARNSs (Yang et al., 2021).
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PUBMED
FDR Enriquecimiento Condicion Publicacién ID

4,34E-21 7,6X ind en obel obe? Thomas etal., 2009 | 19392692
1,70E-16 8,1x ind en idn2 Ausin et al., 2012 22592791
2,60E-16 5,5X ind en hipoc.maduros Chen etal., 2012 22706032
1,76E-13 9,2X ind en swi3b Zhuetal., 2013 23246435
7,54E-12 5,8X ind en agol Kurihara et al., 2009 | 19633021
4,06E-10 9,3X ind en elo3 Kojimaetal., 2011 21700721
1,16E-09 8,6x ind en elo2 Kojima et al., 2011 21700721
1,63E-09 8,4x ind en elo4 Kojima et al., 2011 21700721
3,73E-09 2,9x ind en hyll Kurihara et al., 2009 | 19633021
2,69E-08 2,8X ind en dms4 Kanno et al., 2010 20010803

Tabla 8. Resultado de la busqueda en el servidor ShinyGO. Se muestran los conjuntos
de genes que tienen un solapamiento significativamente mayor al esperado por azar con
los 163 genes comunes inducidos en I'YDEX y RIDEX relativamente a CDEX. Se indica
el valor FDR, el ratio entre el nimero de genes solapantes y el esperado por azar
(enriquecimiento), la condicion que define al conjunto de genes comparado y la
publicacion en donde se describe. Ind = inducido.

Entre los genes significativamente reprimidos en las plantas silenciadas en IYO y RIMA
encontramos muchos que codifican proteinas ribosomales. De hecho, al analizar la
expresion de todas las proteinas ribosomales constatamos que estaban globalmente
reprimidas en las muestras de las plantas silenciadas (Figura 23), lo que sugiere que 1YO
y RIMA regulan la capacidad de sintesis de proteinas de una forma general. Ademas,
también vimos una sobrerrepresentacion de genes especificos de mitosis (Menges et al.,
2005) entre los reprimidos en las plantas silenciadas, sugiriendo que al igual que ocurre
en los mutantes hipomorficos iyo-1y rima-2 (Sanmartin et al., 2011, Mufioz et al., 2017)
la proliferacion celular se ve comprometida cuando se interfiere con la actividad de 1YO
y RIMA. Al analizar los 113 genes comunes reprimidos en IYDEX y RIDEX en el
servidor ShinyGO se detectd enriquecimiento en la categoria Ribosomas (GO:005840,
FDR 2.8x101) y entre los genes reprimidos en hipocétilos maduros frente a hipocétilos

jovenes (FDR 5.1 x 10°%3, Chen et al., 2012).
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Figura 23. Represion general de genes que codifican proteinas ribosomales en las
muestras silenciadas en 1YO y RIMA. Se muestran los graficos de la expresion (logz de
la media de FPKM) en muestras RIDEX y sus controles CDEX, Rl y C (paneles
superiores) y en muestras I'YDEX y sus controles CDEX, 1Y y C (paneles inferiores). Los
genes codificantes de proteinas ribosomales que se expresan preferencialmente en una de
las dos condiciones con una p-valor ajustado < 0.05 estan resaltadas en color rojo si se
expresan mas en los controles y en color verde si se expresan mas en RIDEX o I'YDEX.

4.4.6 1YOyRIMA controlan la terminacion transcripcional
Al analizar la expresion con el programa IGV detectamos en algunos genes que la
distribucion de lecturas en las muestras silenciadas en YO y RIMA (IYDEX y RIDEX)
era distinta al resto de muestras, produciéndose una bajada mas acusada hacia el extremo

3’ del transcrito (Figura 24).
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Figura 24. Disminucion de lecturas en el extremo 3’ tras el silenciamiento de 1YO y
RIMA. Se muestra como ejemplo la reduccion de lecturas en el extremo 3’ del gen
AT5G48810 en las muestras IYDEX y RIDEX respecto al resto de muestras.

Para confirmar esta observacion, cuantificamos el ratio de lecturas entre muestras
silenciadas y controles en segmentos de 30 bp para todo el genoma de Arabidopsis usando
la aplicacién bamCompare del servidor Usegalaxy.org. El fichero resultante se analizd
con la aplicaciébn computeMatrix (Usegalaxy.org) y las regiones definidas en
TAIR10.GFF para cuantificar el ratio en el cuerpo de los genes de Arabidopsis, desde el
sitio de inicio (TSS) al sitio de terminacion (TSS) de la transcripcion. Estos datos se
representaron graficamente con la aplicacion computeMatrix (Figura 25). Este analisis
confirmé una bajada en el nimero de lecturas en el extremo 3’ de un gran nimero de

genes en los transcritos en las muestras de las lineas silenciadas en 1YO y RIMA (Figura
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25A), con una media del ratio de lecturas en el extremo 3’ entre las lineas silenciadas y
los controles cercana al 0,75 (logz ~-0.4, Figura 25B). Entre los genes que muestran
disminucion de lecturas en el 3° hay un claro enriquecimiento de genes con
poliadenilacion alternativa. Por ejemplo, entre los genes con un ratio de lecturas en el 3’
(ltimos 120 bp) menor que en el 5° (primeros 120 bp) entre la muestras RIDEX1 y
CDEX1, el 83% estan entre los genes con evidencia experimental de poliadenilacion
alternativa (Wu et al., 2011), mientras en los que el ratio en el 3° es mayor que en el 5’ el
72% tienen evidencia de poliadenilacion alternativa (el 77% del total los genes de
Arabidopsis detectados en el analisis de Wu y colaboradores tiene poliadenilacion
alternativa). Estos resultados indican que el silenciamiento de IYO y RIMA afecta a la
eleccion del sitio de poliadenilacion, resultando en un acortamiento del 3’UTR en una
escala gendmica. Esta posible funcién de IYO y RIMA en el control de la longitud del
3’UTR es muy reveladora a la luz de resultados en sistemas animales que indican que la
diferenciacion de células madre lleva asociado un alargamiento de los 3’UTR, mientras
que la reprogramacion a un estado pluripotente conlleva el acortamiento de los 3’UTR (Ji

y Tian 2009; Ji et al., 2009; Mueller et al. 2013; Sommerkamp et al., 2021).

100



A

Ratio

- 0.5

- 0.0

- —0.5

J = genes

RIDEX1/CDEX1 IYDEX1/CDEX1 RIDEX2/CDEX2 |IYDEX2/CDEX2 RIDEX3/CDEX3 |YDEX3/CDEX3
— S

TSS TES TSS TES TSS TES TSS TES TSS TES TSS TES

RIDEX1/CDEX1  IYDEX1/CDEX1 RIDEX2/CDEX2 |IYDEX2/CDEX2 RIDEX3/CDEX3 |YDEX3/CDEX3

TSS

TES TSS

TES TSS

TES TSS

TES TSS

TES TSS

TES

Figura 25. El silenciamiento de 1YO y RIMA provoca la reduccién de la longitud del
3°UTR en un gran nimero de genes. (A) Mapa de calor representando el logz del ratio
en el numero de lecturas entre las muestras indicadas encima de los paneles, calculado en
segmentos de 30 pb a lo largo del cuerpo de los genes. Se muestran el ratio en el cuerpo
de los genes expresados en las librerias secuenciadas, desde el inicio (TSS) al sitio de
terminacion (TES) de la transcripcion. (B) Representacion grafica de la media del log2
del ratio en el nimero de lecturas entre las muestras indicadas encima de los paneles
calculada con los genes expresados en las librerias secuenciadas.
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4.5 Desarrollo de un sistema de inactivacién de 1YO y RIMA basado en el
secuestro con nanoanticuerpos.

El sistema de ARNiI inducible por DEX es eficiente pero relativamente lento, ya que
después de degradarse el ARNm, la cantidad de proteina tiene que decaer por debajo de
un nivel para que empiece a tener efecto. Por ejemplo, en el caso de RIMA, hasta 48 h
después del tratamiento no se observan bajadas significativas de la cantidad de proteina.
Con el objetivo de desarrollar un sistema mas rapido de inactivacion, exploramos el uso
de nanoanticuerpos frente a GFP localizados en la membrana de las mitocondrias para
secuestrar fusiones de proteinas a GFP. Obtuvimos de nuestro colaborador el Dr. Van
Damme lineas transgénicas que expresan la construccion PIN2prom::MITOTagBFP2-
GFPNb (Winkler et a., 2021). Esta construccién consiste en un nanoanticuerpo de
camello frente a GFP (GFP Nb) fusionado a la proteina fluorescente BFP2 y la sefial de
importe de la proteina de la membrana exterior de mitocondria Tom70p (MITOTag) bajo
el control del promotor de PIN2. Este promotor tiene especificidad de tejido y por ejemplo
en raices dirige la expresion en epidermis, cortex y caliptra. Para testar si esta
construccién era capaz de deslocalizar nuestras proteinas, cruzamos la linea
PIN2prom::MITOTagBFP2-GFPNb con los mutantes iyo-2 y rima-1 complementados
respectivamente con las construcciones plYO:IYO-GFP y pRIMA:RIMA-GFP. Al
analizar por microscopia confocal la localizacion subcelular en plantas de la F2 de los
cruces comprobamos que la proteina MITOTagBFP2 producia una clara deslocalizacion
de las proteinas IYO-GFP y RIMA-GFP (Figura 26). Mientras que RIMA-GFP se
localiza principalmente difusa en el citosol en plantas silvestres (Figura 26 y Mufioz et
al., 2017), la co-expresion con MITOTagBFP2-GFPNb provoca una fuerte acumulacion
de la sefial de RIMA-GFP en estructuras citosolicas que colocalizan con la sefial de BFP2,
indicando que se trata de mitocondrias. Sin embargo, el secuestro no es total y se detecta

aun sefial de RIMA-GFP difusa en el citosol (Figura. 26).
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pRIMA:RIMA-GFP plYO:IYO-GFP
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Figura 26. Deslocalizacion de 1YO-GFP y RIMA-GFP por nanoanticuerpos anti-
GFP ancladas en mitocondrias. Se muestran imagenes del confocal de plantas de 6 dias
que expresan las construcciones indicadas encima de los paneles. La sefial de BFP2 se
muestra en pseudocolor azul, la de GFP en pseudocolor verde y las paredes celulares
marcadas con ioduro de propidio en pseudocolor rojo. Fusion de las sefiales azul, verde y
roja de una seccién ecuatorial de la punta de la raiz (paneles superiores) y de una seccion
de la epidermis en la zona de diferenciacion (paneles centrales). En los paneles inferiores
se muestra un detalle de células de epidermis de la zona de diferenciacion, con un
fusionado de la sefial roja y azul en el panel superior izquierdo, una imagen de campo
claro en el panel inferior izquierdo y un fusionado de todas las imagenes en el panel
inferior derecho.

La sefial de 1YO-GFP en plantas silvestres se localiza de forma difusa en células
meristematicas y se acumula en el nacleo en células que van a entrar en diferenciacion o
que estan diferenciandose (Figura 26 y Sanmartin et al., 2011). La co-expresion con
MITOTagBFP2-GFPNb provoca la relocalizacion de la fluorescencia de I'YO-GFP a

mitocondrias marcadas por la proteina fluorescente BFP2, tanto de la sefial difusa de
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células meristematicas como de la nuclear de células en diferenciacion (Figura 26).
Ademas, en este caso el secuestro es mas completo, posiblemente porque los niveles de
expresion de I'YO-GFP son menores que los de RIMA-GFP. En consonancia con esto, en
la F2 del cruce PIN2prom::MITOTagBFP2-GFPNb X plYO:IYO-GFP se encuentran
plantas con el desarrollo muy afectado (Figura 27), que se corresponden con mutantes
iyo-2 que expresan MITOTagBFP2-GFPNb y plYO:1YO-GFP, mientras que en la F2 del
cruce PIN2prom::MITOTagBFP2-GFPNb X pRIMA:RIMA-GFP no hay plantas con el
desarrollo muy afectado. Las plantas iyo-2 plYO:1YO-GFP; PIN2prom::MITOTagBFP2-
GFPNb presentan fenotipos consistentes con defectos en la diferenciacién, tales como un
crecimiento anormal de células sin elongar en cotiledones y en la zona de union entre la
raiz y el hipocétilo o la formacion de meristemos apicales de raiz ectopicos (Figura 27).
Estos fenotipos indican que la disrupcién de la actividad 1YO es efectiva y que se interfiere
con la diferenciacién. Estas lineas pueden resultar interesantes para caracterizar los
efectos locales y globales que tienen eliminar la actividad de YO y RIMA en tipos
celulares especificos. Ademas, una vez demostrada la efectividad de este sistema para
inactivar 1IYO y RIMA, estamos generando lineas que expresen induciblemente la
construccion MITOTagBFP2-GFPNb para conseguir un sistema rapido de disrupcion

inducible y analizar respuestas muy tempranas.
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Figura 27. El secuestro de 1'YO-GFP medido por nanoanticuerpos en plantas iyo-2
provoca defectos en diferenciacion y desarrollo. Imagenes de plantas iyo-2 plYO:1YO-
GFP y plantas iyo-2 plYO:I'YO-GFP, PIN2prom::MITOTagBFP2-GFPNb crecidas en
placas in vitro durante 7 dias. Se muestran detalles a mayor ampliacién de los cotiledones,
de la zona de union entre la raiz y el hipocotilo y de la punta de la raiz primaria.

46 RIMA se asocia con el motivo sll reconocido por factores
transcripcionales de la familia TCP

Se ha reportado que RPAP1 y RPAP2/RTR1 interaccionan con la cromatina (Mosley et
al., 2009; Egloff et al., 2012; Lynch et al., 2018), lo que apoya una funcién directa en la
transcripcion. Para comprobar si RIMA también se une a la cromatina, realizamos
experimentos de inmunoprecipitacion con los anticuerpos frente a la proteina endogena.
Utilizamos extractos de cromatina obtenidos de plantulas Col-0 de 8 dias que
inmunoprecipitamos con anticuerpo frente a RIMA y con el suero preinmune del mismo

conejo como control. La cromatina purificada se secuencié y se mape6 al genoma de
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Arabidopsis usando la aplicacion Bowtie2 en el servidor Usegalaxy. La localizacion de
los sitios del genoma enriquecidos en lecturas de ADN inmunoprecipitado con el
anticuerpo a-RIMA relativo al control con el suero preinmune, se realiz6 con el programa
MACS?2 callpeak en el mismo servidor. De esa manera se encontraron 871 regiones del
genoma enriquecidas en secuencias inmunoprecipitadas con a-RIMA, la mayoria en
regiones intergénicas (92.7 %). Entre el 7.3 % de picos en las regiones intergénicas, 16
se localizaban en el extremo 3’ del cuerpo de genes U2 snARNs (Figura 27) con un
maximo de lecturas en la caja 3’ (3’ box) que es esencial para el procesamiento del 3’ del
SnARN para dar lugar al SnARN maduro. Esta asociacion con los U2 snARN y en
particular con la caja 3’ apoya resultados anteriores que indican que RPAP2 de humanos
se une al cuerpo de los U2 snARN y promueve su procesamiento 3’, reclutando al
complejo de procesamiento Integrator (Egloff et al., 2012). Ademas, la deteccion de esta
asociacion conservada sugiere que la inmunoprecipitacion de cromatina era eficiente y

reflejaba regiones reales de union de RIMA al genoma.
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Figura 28. Asociacion de RIMA con el extremo 3’ de genes U2 snARN. Se muestra la
distribucion de lecturas en muestras de cromatina inmunopurificadas con el anticuerpo a-
RIMA (paneles superiores) o con el suero preinmune del mismo conejo (paneles
inferiores) en los genes U2-5/AT5G09585 y U2-7/AT5G61455.

En las regiones intergénicas donde RIMA se une, la orientacion de los genes adyacentes
no es aleatoria, sino que estéa significativamente deplecionada la orientacién cola a cola
(9.2% cola a cola, frente a 30.2% cabeza a cabeza y 53.3% en la misma orientacion) lo
que indica que RIMA se localiza preferentemente en regiones promotoras de genes. De
hecho, en un 64.4% de los casos, el pico de lecturas se localiza en las zonas proximales
de promotores (a menos de 1Kb de distancia al TSS), regiones que contienen numerosas
secuencias reguladoras y donde se ensambla el complejo de iniciacion de la Pol 1I.
Ademas, cerca del 90% de los picos se localizan en promotores de genes codificantes de
proteinas y estan sobrerrepresentados en los promotores de genes de proteinas
ribosomales (presente en los promotores de 91 proteinas ribosomales). Un analisis de
enriquecimiento de motivos en las regiones intergénicas a las que se une RIMA desveld

un enriquecimiento altisimo de la secuencia TGGGC(T/C) (Figura 29, p<10-%% Meme
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suite). El 82% de las regiones promotoras sobre las que se sitGa el pico de lecturas
asociadas a RIMA contienen esta secuencia, con una media de 2,5 repeticiones por region
promotora. La secuencia se corresponde con el elemento cis regulador “Site II element”
(motivo sll) relacionado con expresion especifica en tejidos meristematicos y células en
proliferacion y con los promotores de proteinas ribosomales (Kosugi et al., 1995; Kosugi
y Ohashi, 2002; Trémousaygue et al., 2003; Li et al., 2005; Xiong et al., 2021). De hecho,
el motivo esta presente en los promotores de las 91 genes de proteinas ribosomales unidos

por RIMA.
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Figura 29. RIMA se une a regiones enriquecidas en el elemento sll. Se muestra el
logo de la secuencia consenso mas enriquecida entre las regiones a las que se une RIMA.

El motivo sll es reconocido por factores transcripcionales de la familia TCP
(Tremousaygue et al., 2003; Giraud et al., 2010; Gonzélez-Grandio et al., 2013; Daviére
et al., 2014; Franco-Zorrila et al., 2014), que tienen un papel fundamental en el
crecimiento de meristemos y 6rganos y en la transicion de proliferacion a elongacion, a
través del control de la expresion de genes de ciclo celular y de las sintesis y sefializacion
de hormonas (Nicolas y Cubas, 2016; Sarvepalli y Nath, 2018). En particular el motivo
sl esta enriquecido en un set de 63 genes activadores del crecimiento de yemas axilares,
que se activan al decapitar las plantas y se reprimen en respuesta al sombreado de una

forma dependiente de BRC1/TPC18 (Gonzalez-Grandio et al., 2013). Al analizar esos 63
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genes en los experimentos se constata que una mayoria se reprime al silenciar RIMA o
IYO (48 de 63 genes reprimidos en RIDEX/RI y 42 de 63 genes reprimidos en

I'YDEXI/IY, Figura 30).
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Figura 30. El silenciamiento de RIMA e IYO reprime la expresion de genes
activadores del crecimiento de yemas axilares. Se muestra la expresion (logz FPKM de
la media) en las muestras RIDEX y RI (panel izquierda) y IYDEX y IY (panel derecha).
Los 63 genes definidos como activadores de las yemas axilares (Gonzalez-Grandio et al.,
2013) estan resaltados en color en las graficas, en rojo si estan inducidos en los controles
y en verde si estan inducidos en las plantas silenciadas.

Estos resultados indican una relacion de YO y RIMA con los factores transcripcionales
TCP. Para analizar si esta relacion se produce por interaccion directa realizamos un
ensayo de doble hibrido con TCPs de clase | (TCP14 y TCP15) y de clase Il (TCP1y
BRC1/TCP18) fusionados al AD. Estos andlisis mostraron una interaccion especifica
entre el fragmento N-terminal de I'YO (I'YOATG978) y los TCPs de clase I, mientras que
no se observaba interaccion con la proteina completa (I'YOFL) o con el fragmento C-

terminal (1'YO979REV), ni con los TCPs de clase Il (Figura 31). Estos resultados indican
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que el complejo I'YO/RIMA podria asociarse con los motivos sll a través de la interaccion
de IYO con factores transcripcionales TCP de clase I. En consonancia con estos
resultados, ya se ha descrito la interaccion directa de RIMA con otros factores
transcripcionales implicados en el desarrollo de estomas (Chen et al., 2021), lo que
sugiere que el complejo I'YO/RIMA puede regular la transcripcion a través de

interacciones con distintos tipos de factores transcripcionales.
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Figura 31. 1YO interacciona con TCPs de clase I. Se muestra el crecimiento de
levaduras expresando las proteinas sefialadas en los paneles en medio SD-2 y en medio
SD-4.
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Por otra parte, para profundizar en la caracterizacion, se cruzaron los datos obtenidos en
el Chip-seq con los datos obtenidos en el ARN-seq (Figura 32). Asi se pudo constatar que
hay 45 genes que tienen a RIMA asociado a su promotor y que se reprimen en muestras
silenciadas en RIMA, por lo que podrian ser genes activados por RIMA, y 68 genes con
RIMA asociado a su promotor y que se activan en las muestras silenciadas, por lo que
podrian ser dianas reprimidas por RIMA. Este nimero de genes es casi 3 veces mayor
que el esperado al azar, lo que sugiere que hay una relacion entre la union de RIMA a la

zona promotora y su desregulacion al inactivar RIMA.

RIMAI genes desregulados (-) RIMAI genes desregulados (+)

RIMA chip-seq

Figura 32. Interseccion de los datos Chip-seq y ARN-seq: de los posibles genes diana
de RIMA (RIMA chip-seq), 45 estan en RIMAI genes desregulados (-) y 68 en RIMAI
genes desregulados (+).
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5. DISCUSION

La transcripcion mediada por Pol Il durante la diferenciacion celular es un proceso
extraordinariamente complejo sujeto a multiples puntos de control criticos y coordinado
por la intervencion de numerosos factores que regulan su avance a lo largo de la cromatina
(Hsiny Manley, 2012). En esta tesis se presentan resultados que apoyan que el complejo
IYO/RIMA es fundamental en la modulacién de la Pol 1l durante varias fases de la

transcripcion.

5.1 Papel del complejo I'YO/RIMA en la iniciacion y en la transicion a
elongacion productiva

Las modificaciones post-traduccionales del CTD, y en particular su fosforilacion-
defosforilacion, son un mecanismo fundamental para controlar la actividad de la Pol 1l 'y
su transicién a las distintas fases de la transcripcién (Ni et al., 2011; Peck et al., 2019).
La Pol Il se une al promotor en una forma defosforilada que se fosforila primero en la
serina 5 del CTD para escapar del promotor e iniciar la transcripcion. En muchos casos,
se produce después una parada en la transcripcion hasta que la Pol 11 se fosforila en la
serina 2 y se defosforila progresivamente en la serina 5, para entrar en elongacion
productiva (Rimel y Taatjes, 2018; Peck et al., 2019; Li et al., 2018). Estudios previos
han propuesto que los ortdlogos de RIMA en levaduras y animales, RTR1 y RPAP2,
actian como fosfatasas defosforilando la serina 5 del CTD durante la transicion a
elongacién productiva en el cuerpo de los genes (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2009;
Egloff et al., 2012; Wani et al., 2014; Ni et a. 2014). Los resultados de esta tesis aportan
evidencias consistentes con estos resultados, mostrando que RIMA modula el fosfoestado
del CTD. Los ensayos de inmunoprecipitacion indican que RIMA promueve, de una

forma dependiente de IYO, la transicion de la Pol Il hipofosforilada a una forma

113



hiperfosforilada en serina 2. Este efecto se ve en la Pol 1l asociada a RIMA, sin percibirse
cambios en el patron de fosforilacion de la Pol 11 total en los mutantes iyo-1y rima-2, ni
tampoco al sobreexpresar la version mutante RIMA C94A/C98A (94/98-HA). Por tanto,
el complejo I'YO/RIMA seria esencial para promover la entrada en elongacion productiva
de la Pol 11, pero s6lo a una fraccion de esta, a la que se asocia. EI hecho de que el efecto
sobre la Pol |1 total no sea perceptible podria indicar que el complejo I'YO/RIMA regula
esta fase de la transcripcion en un namero limitado de genes. El fosfoestado de la Pol 11
se analizo en extractos de plantulas de 10 dias, asi que el limitado efecto detectado no es
debido a que se examind un restringido tipo celular. En los ensayos de ChlP-seq en
plantulas de 8 dias se identificaron 871 regiones a las que se une RIMA. Es posible que
sea en estos genes en los que RIMA promueve la transicion de la Pol Il a elongacion
productiva. Alternativamente, es posible que el complejo I'YO/RIMA regule a una escala
mucho méas amplia esta transicién, pero que al ser los mutantes iyo-1 y rima-2
hipomdrficos no se detecte una bajada global en la fosforilacién de la Pol Il. De igual
manera, por cuestiones de sensibilidad, los ensayos de ChIP-seq pueden estar detectando
Unicamente los picos mayoritarios de RIMA unida al genoma. También es posible que
RIMA una vez iniciada la transcripcion esté asociada a proteinas que la enmascaren y
bloqueen su reconocimiento por parte de los anticuerpos o incluso que eviten su enlace
“cross-linking”’) al ADN durante la fijacion con formaldehido de la cromatina, lo que
impediria su deteccion por ChIP. Por tanto, con estos datos podemos concluir que el
complejo I'YO/RIMA regula a la Pol 11 durante el inicio de la transcripcion y la transicion

a elongacion productiva, pero no podemos asegurar como de global es esta regulacion.

En apoyo del papel de I'YO/RIMA en etapas tempranas de la transcripcion, hemos
detectado su interaccion con factores centrales que regulan a la Pol 1l durante estas etapas,

como son las interacciones de 1'YO con ADA2B y MED18 y de RIMA con ELO1, LEO1,
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CDKJ9 y GCNB5. Es destacable gque estas interacciones parecen conservadas a lo largo de
la evolucion, si bien en algunos casos estan intercambiadas entre los ortdélogos de I'YO y
RIMA. Asi, es RBA50, el ortdlogo de 1YO, el que co-purifica con GCN5 (Lee et al.,
2011) y RTR1, el ortélogo de RIMA, el que interacciona con ADA2 (Costanzo et al.,
2010) en levaduras. Por otro lado, se ha descrito que RTR1 interacciona con ELO1 y
LEO1 (Smith-Kinnaman et al., 2014) y que RPAP2 interacciona con MED18 (Huttlin et
al., 2017) en humanos. EIl analisis conjunto de los datos por tanto sugiere que es el
complejo IYO/RIMA el que interacciona con estos factores reguladores de la
transcripcion funcionando como una plataforma integradora.

La interaccion con GCN5, ADA2B y MED18 de los complejos SAGA y Mediator indica
que el complejo I'YO/RIMA podria participar en la remodelacion de la cromatina y el
posterior reclutamiento de la Pol 11 para formar el PIC (Kim et al., 2018; Vlachonasios et
al., 2021; Schier y Taatjes, 2021). Esto seria consistente con la distribucion de RIMA en
la zona proximal de los promotores. En este sentido seria interesante determinar si el
patrén de acetilacion de histonas se modifica en los mutantes iyo y rima, en particular en
los promotores unidos por RIMA y en ese caso, si es dependiente de la actividad histona
acetiltransferasa del mdédulo GCN5-ADA2B del complejo SAGA. Ademas de este
posible papel en la iniciacion de la transcripcion, consistente con la distribucion de RIMA
en la cromatina y la interaccion con subunidades de los complejos Mediator y SAGA, la
interaccion de RIMA con ELO1, LEO1 y CDK9 y de 1'YO con el complejo Elongator
(Sanmartin et al., 2011) apoyan fuertemente una funcion en elongacién transcripcional.
La interaccion con CDK9, la subunidad quinasa del complejo P-TEFb, implica que el
complejo I'YO/RIMA podria regular directamente al factor responsable de la fosforilacion
de la serina 2 del CTD y la transicion de la Pol 1l entre el estado pausado y la elongacion

productiva (Li et al., 2018). Teniendo en cuenta el efecto sobre el fosofoestado del CTD
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de la polimerasa asociada a RIMA en el mutante iyo-1, es muy probable que YO y RIMA
ejerzan una regulacion positiva sobre P-TEFb, promoviendo la fosforilacion de la serina
2. Asimismo, IYO/RIMA a través de su interaccion con la subunidad LEO1 puede
favorecer la asociacion de Pol 1l con complejo PAF1 que es necesario para la
transcripcion en todas sus fases, incluyendo para reclutar al complejo P-TEFb y promover
la transicion a elongacion (Van Oss et al., 2017; Francette et al., 2021). En una
publicacion reciente se ha reportado que 1'YO co-inmunoprecipita con SPT4y que RIMA
co-precipita con SPT6L, TFIIS y SPT4 (Antosz et al., 2017). En levaduras también se ha
descrito la interaccion de RTR1 con SPT4, SPT5 y SPT16, que se asocia con SPT6L
(McWhite et al., 2020). Estas interacciones mantenidas a lo largo de la evolucién amplian
el rango de factores implicados en la iniciacion y la elongacion con los que interactua el
complejo 1'YO/RIMA. La transcripcion de la cromatina es un proceso muy complejo
durante el cual la Pol Il pasa por varios puntos criticos que son fundamentales para
determinar los niveles de transcripcion finales y en los que incluso la polimerasa se puede
parar (Palangat y Larson, 2012). Por ello, no es sorprendente que 1'YO y RIMA puedan
interaccionar con un gran nimero de proteinas para posibilitar el avance y la transcripcion
efectiva. En este sentido seria interesante establecer mediante ensayos genéticos y
moleculares, la contribucién exacta de cada uno de ellos a la funcion de IYO y RIMA, y

en particular a su rol en la diferenciacion y el desarrollo de las plantas.

5.2 Papel del complejo I'YO/RIMA en la terminacién de la transcripcion

El analisis de ARN-seq reveld que en las plantas silenciadas en 1YO y RIMA se produce
un acortamiento muy generalizado del 3’UTR de los transcritos de ARNm. Esto sugiere
que YO y RIMA participarian de manera directa en la terminacion de la transcripcion y
regularian la poliadenilacion alternativa. De hecho, los genes en los que se observa el
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acortamiento del 3’UTR son genes para los que existen evidencias de poliadenilacion
alternativa en plantas silvestres. (Wu et al., 2011). Esta funcién del complejo I'YO/RIMA
en terminacion de la transcripcién de ARNms es reminiscente del papel que se habia
reportado para RPAP2 en el reclutamiento del complejo Integrator para la terminacion de
la transcripcion de snARNs (Egloff et al., 2012). En este sentido, en los ensayos de
inmunoprecipitacion hemos constatado que RIMA se une al cuerpo de los U2 snARNs
de Arabidopsis con un maximo de union en la caja 3, que es esencial para el
procesamiento del SnARN, lo que apoya su funcion en terminacion de estos transcritos.
Ademas, recientemente se han publicado trabajos que apuntan a un papel de RPAP2 en
el procesamiento 3° de ARNms (Wani et al., 2014) y de RTR1 en la terminacion de la
transcripcion (Fox et al., 2019; Victorino et al., 2020).

Otra evidencia que corrobora la implicacion de RIMA en la terminacion transcripcional
es su interaccion fisica con las fosfatasas TOPP de tipo PP1, lo que concuerda ademas
con la interaccion entre RPAP2 y la fosfatasa PP1 detectada en células humanas
(Jeronimo et al., 2007; Huttlin et al., 2021). Las fosfatasas PP1 son factores
fundamentales en la terminacion de la transcripcion, el procesamiento 3° del transcrito y
la poliadenilacion. Son responsables de defosforilar la treonina 4 del CTD y al factor de
elongacion SPT5 para atenuar el avance de la Pol Il y permitir asi que se termine la
transcripcion (Kecman et al., 2018). Ademas, defosforilan la tirosina 1 del CTD que
coordina el reclutamiento de componentes del complejo de corte y poliadenilacion
(Schreieck et al., 2014). Al comparar las secuencias de RIMA en plantas localizamos un
dominio conservado que se ajusta al consenso descrito para el motivo de unién a PP1s de
proteinas animales (Meiselbach et al., 2006). Mediante mutagénesis dirigida de este
dominio hemos demostrado que es esencial para la interaccion de RIMA con PP1s en un

sistema semi-in vitro de levaduras. Sin embargo, en plantas la mutacion del dominio
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reduce, pero no bloquea, la interaccién con las TOPPs y ademas las construcciones
mutadas en el dominio son capaces de complementar el mutante letal embrionario rima-
1. Este sorprendente resultado podria deberse a las transcomplementacion de los alelos,
ya que hemos constatado que RIMA interactia consigo mismo y que el alelo rima-1
genera una proteina mutante que se expresa a niveles parecidos a la silvestre. Esta
posibilidad tendra que ser comprobada con alelos que eliminen el motivo de unién a PP1

en la proteina enddgena.

La funcion del complejo I'YO/RIMA en la regulacién de la terminacién transcripcional y
de la poliadenilacion alternativa es muy reveladora, ya que se han descrito cambios muy
importantes en los patrones de poliadenilacion que coinciden con la transicion entre
proliferacion y diferenciacion de células madre en sistemas animales (Sommerkamp et
al., 2021). En estos sistemas se ha descrito que la diferenciacion implica un alargamiento
de los 3’UTR, mientras que la reprogramacion a un estado pluripotente provoca su
acortamiento (Ji y Tian 2009; Ji et al., 2009; Mueller et al. 2013; Sommerkamp et al.,
2021). Se ha propuesto que el alargamiento del 3°’'UTR durante la diferenciacion afiade
elementos reguladores de la expresion génica (p.ej. de la estabilidad del transcrito) que
son importantes para definir patrones de expresion especificos para los distintos tipos
celulares. Por tanto, es probable que la regulacion de la longitud de los 3’UTR sea un
mecanismo importante, si no el principal, por el que el complejo I'YO/RIMA activa la

diferenciacion en plantas.
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5.3 Papel de RIMA en el importe nuclear
Los mutantes de RPAP1/1YO/RBA5S0 y de RPAP2/RIMA/RTRL1 en levaduras, animales
y plantas muestran un defecto en la acumulacion en el nacleo de la Pol 11, por lo que se
ha propuesto que podria participar en el importe a ndcleo de la polimerasa (Zeng et al.,
2018; Li et al., 2018; Gomez-Navarro y Estruch, 2015; Forget et al, 2013; Chen et al.,
2021). Sin embargo, estos resultados no esclarecen si RPAP1/IYO/RBAS0 vy
RPAP2/RIMA/RTRL1 estan directamente implicados en el importe (o en la inhibicion del
exporte) de la Pol Il o si su ausencia afecta indirectamente a las distribucion subcelular
de las subunidades, por ejemplo, provocando el desensamblaje de la polimerasa y el
exporte subsecuente de las subunidades al citosol (Forget et al., 2010). Una posibilidad
es que 1'YO y RIMA no sean parte de la maquinaria de importe, pero que si acompafien a
la polimerasa en su transporte a través del poro nuclear y aporten motivos o actividades
necesarias para ese importe. En ese sentido, las subunidades de la polimerasa no tienen
NLS, por lo que se supone que entran al nicleo asociadas a otras proteinas como IWR1
que interaccionaria con la Pol 11 ensamblada en el citosol y aportaria su NLS para importar
el complejo usando la ruta canénica dependiente de importinas (Czeko et al., 2011). De
modo similar, I'YO podria importar a la Pol 11 0 al subcomplejo RPB2/RPB3 usando los
NLSs presentes en su secuencia (Contreras et al., 2019). Por otra parte, RIMA podria
también facilitar el importe de la Pol Il a traves de su interaccion con la nucleoporina
NUP53 detectada en esta tesis. De hecho, predicciones de la estructura de RTR1 revelan
similitud con importinas (Gomez-Navarro y Estruch, 2015), receptores de NLS que
median el importe de sustratos gracias a su interaccion con dominios FG de las

nucleoporinas (Gomez-Navarro et al., 2013), como los que presenta NUP53.
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5.4 Efectos del silenciamiento de I'YO y RIMA en el transcriptoma

La gran similitud en los cambios transcripcionales que ocurren al silenciar IYO y RIMA
apoyan la conclusion de que funcionan como un complejo regulador de la transcripcion,
algo que ya se intuia por resultados previos que mostraban alteraciones semejantes del
transcriptoma en los mutantes hipomorfos iyo-1y rima-2 (Sanmartin et al, 2011; Mufioz
et al., 2017). Los programas transcripcionales responsables en plantas de la transicion
entre la pluripotencia y la diferenciacion no estan definidos por lo que no es obvio
determinar si el silenciamiento de IYO y RIMA afecta la expresion de genes que dirijan
estos procesos. Sin embargo, si se ha detectado un enriquecimiento entre los genes
inducidos al silenciar IYO y RIMA de genes activados por WIND1 o durante la formacion
de callos, sugiriendo que el silenciamiento de 1YO y RIMA provoca un aumento de células
en un estado indiferenciado. Entre los genes que se reprimen en las plantas silenciadas
destaca la represion global observada de genes de proteinas ribosomales. En el genoma
de Arabidopsis hay 415 genes nucleares que codifican proteinas ribosomales y la gran
mayoria de ellos se reprimen al silenciarse IYO y RIMA. Ademaés, las proteinas
ribosomales estan enriquecidas entre los genes a los que se une RIMA en sus promotores,
lo que sugiere que el complejo I'YO/RIMA puede estar directamente implicado en activar
su expresion. En Arabidopsis cada familia de proteinas ribosomales esta codificada por
entre 2 y 7 paralogos, que comparten entre 65-100% de identidad en sus secuencias
aminoacidicas (Barakat et al., 2001). Esta proliferacion de paralogos de proteinas
ribosomales es mucho més pronunciado en los genomas de plantas que en levaduras y
animales, lo que permite modular finamente respuestas adaptativas y de desarrollo
(Giavalisco et al., 2005; Caroll, AJ., 2013). Las poblaciones ribosomales son
dependientes del estadio de desarrollo y del tipo de tejido (Koyama et al., 1996) y se

alteran en funcién de los estimulos ambientales (Hummel et al., 2012). Sin embargo, la
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expresion de la mayoria de los genes de proteinas ribosomales de diferentes familias
fluctia coordinadamente, sugiriendo que hay un alto nivel de co-regulacion
transcripcional (Xiong et al., 2021). En este sentido, mas de la mitad de los genes de
proteinas ribosomales presentan motivos sl en la zona proximal de sus promotores. Entre
los genes con mdaltiples copias de este motivo, estan sobrerrepresentados
significativamente las proteinas ribosomales, que los requieren para expresarse a niveles
altos (Li et al., 2005). EI motivo sll se identifico por primera vez en arroz (Kosugi et al.,
1995) y se reportd que era reconocido por los factores de transcripcion de la clase | TCP6,
TCP11y TCP20 (Kosugi y Ohashi, 2002; Trémousaygue et al., 2003; Li et al., 2005). En
conjunto, los resultados de esta tesis sugieren que 1'YO y RIMA pueden unirse a los
promotores de genes de proteinas ribosomales, mediante su interaccion con TCPs de clase
I unidos al motivo sl y activar coordinadamente su expresion. Esta induccién concertada
podria aumentar la capacidad de sintesis de proteina, lo que puede requerirse para la
diferenciacion de células madre. De hecho, se ha reportado recientemente que, en
sistemas animales, las células madre tienen bajos niveles de sintesis de proteinas y que su
diferenciacion requiere aumentarlos (Saba, et al., 2021). Asimismo, en rastreos para
identificar factores implicados en la diferenciacién de células madre embrionarias de
raton se encontraron mutaciones en genes de proteinas ribosomales (Fortier et al., 2015).
Ademas, en plantas, mutantes en genes de proteinas ribosomales tienen alteraciones en el
desarrollo y la diferenciacion que también se observan en los mutantes iyo y rima, como
son una organogénesis defectuosa y la expresion ectdpica de marcadores de células madre
(Horiguchi et al. 2012) y retrasos en la regeneracion de raices (Ibafez et al., 2019). Esto
datos apoyan que la activacion de la expresion de genes de proteinas ribosomales por I'YO

y RIMA es importante para su actividad prodiferenciacion.
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5.5 Posibles dianas directas de IYO y RIMA

El analisis de ChlIP-seq reveld que RIMA se une a la cromatina y se asocia a promotores
de genes codificantes. Entre los genes a los que se une RIMA se detecta un
enriquecimiento de genes de proteinas ribosomales, lo que concuerda con su
desregulacion. Por otro lado, cerca del 20% son genes que estan implicados en regulacion
de la transcripcion y de los cuales 85 son FTs- una décima parte de la totalidad de los
genes diana. Entre ellos se puede destacar SHR, GRF2, MAF5, AGL77, WOX2, WOX4,
GATADS y algunos LBDs muy relacionados todos ellos con procesos de diferenciacion
celular. Un 16% son quinasas (SnRK2.3, SnRK2.4, RLK, MAPKKK20, MKKH9,
UNICORN, ERL1) y receptores LRR enriquecidos en Leucinas (PSY1R, PXY) que
participan en muchos procesos de transduccion de sefiales para, finalmente, terminar
incidiendo sobre la funcion de FTs muy diversos. Esto podria sugerir que RIMA
contribuye a la diferenciacién regulando la expresion de genes cuya actividad dota a las
células de una capacidad de respuestas frente a estimulos, tanto internos como externos,
mucho mayor en comparacion con las células no diferenciadas. Es decir, la planta se
vuelve fisioldgicamente mucho mas activa y en este sentido, entre los genes diana de
RIMA también se encuentran algunos de asimilacion de agua (PIP1C, PIP3) y de
asimilacion de nitrogeno (NRT1.1, NRT2.1, NIA2), por ejemplo.

En definitiva, el analisis global de todos los datos obtenidos en esta tesis indica que el
complejo I'YO/RIMA participa en la transcripcion mediada por Pol 11 desde la iniciacion
hasta la terminacion. Su interaccion con reguladores centrales de la transcripcion sugiere
que funciona como una plataforma integradora para reclutar estos factores necesarios para
que la Pol Il pueda continuar con la transcripcién. Los analisis transcriptomicos y de
ChlP-seq sugieren posibles mecanismos y dianas transcripcionales de YO y RIMA que

serian responsables de la activacion de la diferenciacion.
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6. CONCLUSIONES

1.

10.

11.

12.

RIMA se asocia a la ARN polimerasa Il en su forma hiperfosforilada y
transcripcionalmente activa

IYO es necesario para que la polimerasa Il asociada a RIMA pase de un estado
hipofosforilado al hiperfosforilado

I'YO y RIMA interaccionan con reguladores centrales de la transcripcién mediada
por Pol Il como ADA2B, MED18, GCN5, CDK9, ELO1, LEO1

RIMA interacciona con fosfatasas del tipo PP1 a través del motivo conservado
RSVTW presente en su secuencia aminoacidica

El silenciamiento de IYO y RIMA induce la expresion de genes relacionados con
la pluripotencia, la formacion de callos y la regeneracion, incluyendo la expresién
de WOX14 y NAC1, dos reguladores centrales de estos procesos

El silenciamiento de YO y RIMA reprime globalmente la expresion de genes que
codifican proteinas ribosomales

El silenciamiento de IYO y RIMA provoca el acortamiento del 3°'UTR de una
forma muy global

El secuestro de 1YO-GFP y RIMA-GFP con nanoanticuerpos anclados en la
membrana de las mitocondrias es muy eficiente y puede ser usado para eliminar
la funcion de estos genes

RIMA se une a la caja conservada del extremo 3’ de los genes U2 snARN
RIMA se une la cromatina en regiones promotoras de genes que contienen el
motivo sl reconocido por factores transcripcionales de la familia TCP

I'YO interacciona con factores TCP de clase |

Los genes a cuyos promotores se une RIMA estan enriquecidos entre el conjunto

de genes desregulados al silenciar IYO y RIMA, que podrian ser dianas directas
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