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RESUMEN

La duracion de las horas de luz y oscuridad es una sefial importante en la
determinacién de distintos procesos fisiolégicos y del desarrollo. El reloj
circadiano es un mecanismo molecular que permite a los organismos medir el
tiempo y anticiparse a los ciclos de luz-oscuridad que ocurren a lo largo del dia.
Desde un punto de vista ecoldgico, se entiende que esta capacidad de
anticipacion conferida por el reloj circadiano permite a los organismos optimizar
el aprovechamiento de los recursos disponibles, siendo capaces de destinar
dichos recursos a aquellos procesos mas relevantes en cada momento del dia.
El reloj circadiano de las plantas regula el funcionamiento de una gran cantidad
de procesos fisioldgicos, pero en muchos casos se desconocen los mecanismos
moleculares subyacentes. Asi, el presente trabajo se centra en el estudio de la
regulacion circadiana de la defensa frente a patdgenos a nivel molecular a través
del estudio de conexiones especificas entre un componente clave del reloj
circadiano en plantas y elementos centrales de la ruta de sefializacion del acido
jasménico (JA). Se hipotetiza que la modulacion de la actividad de dichos
elementos sefializadores por parte del reloj podria contribuir a la temporalizacién
de la respuesta a patdogenos mediada por JA a lo largo del dia y, por tanto, a la
adaptacioén de las plantas al ambiente.

Palabras claves: GIGANTEA (Gl), reloj circadiano, JASMONATE ZIM (JAZ),
acido jasmonico (JA).



ABSTRACT

The Earth's rotation on its own axis has promoted the evolution of the circadian
clock as a molecular mechanism that allows organisms to measure time and
anticipate the light-dark cycles occurring throughout the day. On an ecological
level, it is understood that this capacity for anticipation conferred by the circadian
clock allows organisms to optimize the use of available resources, being able to
allocate those resources to the most relevant processes at each moment of the
day. The circadian clock in plants regulates many physiological processes,
including many of agronomic interest, but in many instances the underlying
molecular mechanisms are not known. Thus, the present work focuses on the
study of the circadian regulation of the defense response against pathogens at
the molecular level through the study of specific connections between a key
component of the circadian clock in plants and central elements of the jasmonic
acid (JA) signaling pathway. It is hypothesized that the modulation of the activity
of these signaling elements by the clock could contribute to the gating of JA-
mediated responses to pathogens across the day and, therefore, to plant
adaptation to the environment.

Keywords: GIGANTEA (Gl), circadian clock, JASMONATE ZIM (JAZ), jasmonic
acid (JA).



1. INTRODUCCION

1.1 El reloj circadiano

La rotacion de la tierra provoca ritmicidad en las condiciones ambientales tales
como la salida del sol y la temperatura, entre otros factores medioambientales.
Estas oscilaciones ambientales durante el dia provocan grandes cambios
fisiologicos en el comportamiento y en el metabolismo de los seres vivos
(McWatters & Eriksson, 2016). Durante la evolucion, los organismos han
desarrollado un mecanismo interno para medir el tiempo en menor o mayor
medida, permitiéndoles anticiparse y ajustarse biolégicamente a determinados
fendmenos como los ciclos luz-oscuridad. Estos mecanismos son los llamados
relojes circadianos, que estan presentes en todos los dominios (Bacteria, Arquea
y Eucariota) y tienen unas propiedades basicas que son: enddgenamente
automantenidos y pueden corregirse por los factores ambientales, pero poseen
mecanismos para compensar ligeros cambios, como de temperatura. La
variacion en la respuesta del reloj a las sefiales ambientales durante el dia se
conoce como temporalizacién o ‘gating’, e implica que, dependiendo del estimulo
y el momento del dia, la respuesta del reloj sera diferente, variando segun la fase
del reloj (Greenham & McClung, 2015).

Los mecanismos moleculares de los relojes circadianos se basan en bucles de
retroalimentacion a nivel transcripcional y traduccional, incluyendo este ultimo
las modificaciones a nivel post-transcripcional y el reciclado de proteinas. La
estructura del reloj a nivel global estd conservada entre los diferentes reinos
eucaridticos, pero, debido a su evolucion independiente en cada uno de ellos,
los componentes especificos son distintos y no se han identificado ort6logos
entre reinos (Greenham & McClung, 2015).

Centrandonos en el conocimiento actual que tenemos del sistema circadiano en
plantas, la mayoria de los estudios estan realizados en la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Una de las caracteristicas propias del reino vegetal es la
prevalencia de elementos represores, estando presentes también en la
regulacion del ciclo circadiano.

Debido a su naturaleza sésil, tanto la correcta recoleccion de sefiales
ambientales como la integracion de estas se vuelve crucial en las plantas. El
mecanismo central del reloj se sincroniza con las sefiales ambientales
permitiendo transferir esta informacion a otras redes de regulacion que controlan
procesos vitales como el crecimiento, el metabolismo o las respuestas a estrés
tanto abidtico como bidtico (Nohales & Kay, 2016).

Uno de los estimulos mas influyentes en el funcionamiento del reloj es la luz,
cuya intensidad y longitud de onda afectan a numerosos procesos biologicos
como la transcripcion, la estabilidad de RNAs mensajeros o la estabilidad de
proteinas. A su vez, el reloj circadiano regula la expresion de los fotorreceptores



y otros componentes de la sefalizacidbn por luz que permiten ajustar la
sensibilidad del reloj a la luz (Fankhauser & Staiger, 2002).

La temperatura es otro factor ambiental clave para la regulacion del reloj y la
exposicion a altas y bajas temperaturas afectan la expresion de los componentes
del reloj. Sin embargo, las plantas han desarrollado mecanismos de
compensacion para mantener el ritmo del reloj estable en un rango de
temperaturas (James et al., 2012).

Los primeros modelos del reloj circadiano en plantas surgen a finales de los 90,
describiendo el funcionamiento de los bucles de retroalimentacion. Los primeros
estudios se basaron en la pérdida de funcion de dos genes centrales del reloj,
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl) y LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY), que son factores de transcripcion con un dominio MYB que
se expresan al amanecer. La pérdida de funcion individual de cada uno produce
un acortamiento del ciclo. Pero el doble mutante confiere arritmicidad al igual que
la sobrexpresion de cada uno de estos dos genes, lo que permitio establecer que
ambos genes actlan redundantemente y son componentes centrales del reloj.
CCAl y LHY forman un heterodimero que se une al promotor del gen TIMING
OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1) (cuya pérdida de funcion y sobrexpresion
presenta un fenotipo similar al caso de CCAly LHY) provocando la represion de
la expresion de este gen. Analizando el mutante tocl-2 se observo que la
expresion de CCALl y LHY se reducia, infiriéndose asi un papel de regulacién
positiva y suponiendo el primer bucle de retroalimentacién identificado en plantas
(McWatters & Eriksson, 2016). Durante los ultimos afios se han ido identificando
diferentes componentes adicionales del reloj e interconexiones con otras rutas
(Figura 1).
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Figura 1: Esquema del funcionamiento del oscilador central en plantas. El reloj circadiano
es capaz de integrar sefiales ambientales como luz y temperatura, influyendo en diferentes
procesos fisioldgicos del desarrollo de las plantas tales como la sefializacion hormonal, el
crecimiento o el estrés (Nohales & Kay, 2016).



1.2 Circuitos transcripcionales

Como se ha comentado anteriormente, el funcionamiento del reloj se basa en
bucles de retroalimentacion negativos entre los diferentes componentes
dependiendo del momento del dia, conectdndose mediante la represion
reciproca entre los componentes. EI complejo CCA1l/LHY actia de forma
negativa sobre la expresion de los genes del anochecer mediante la unién a un
motivo de regulacion tipo cis en los promotores de estos genes llamado elemento
del anochecer (Evening Element, EE). CCAl1 y LHY también reprimen
transcripcionalmente a la familia de genes a la que pertenece TOC1, los
PSEUDO-RESPONSE REGULATORS (PRRs), los cuales se van expresando
secuencialmente durante el dia. Los PRRs y TOC1 reprimen al complejo CCA1-
LHY, consiguiendo mantener la expresion del complejo solo alrededor de la
mafiana (Nohales & Kay, 2016).

En la busqueda de nuevos componentes del reloj, se encontraron los factores de
transcripcion REVEILLE (RVE), los cuales se expresan durante la mafiana.
Estos también pueden unirse a los motivos EE pero inducen la expresion de los
genes del anochecer que tienen este motivo (Hsu & Harmer, 2014).

Durante el atardecer, cuando el complejo CCAl y LHY esta inhibido, se expresa
GIGANTEA (GI), que es una proteina especifica de plantas sin dominios
funcionales caracterizados y de gran tamafio. La expresién del gen Gl es
reprimida por TOC1 y el complejo del anochecer (Evening Complex, EC) y, a su
vez, Gl promueve la transcripcion de los genes del complejo EC asi como de
CCAly LHY (Nohales & Kay, 2016). Al igual que otros genes del reloj, Gl tiene
un amplio papel regulador mas alla del oscilador central del reloj, que luego se
comentard. En el contexto del oscilador central, una de las actividades mas
importantes que lleva a cabo Gl es la estabilizacion de la proteina ZEITLUPE
(ZTL), que se encarga de regular negativamente a TOC1 y PRR5, promoviendo
indirectamente la expresion del complejo EC. Por su parte, el complejo EC esta
formado por tres genes, EARLY FLOWERING 3 (ELF3), EARLY FLOWERING 4
(ELF4) y LUX, y actua principalmente reprimiendo a los PRRs, Gl y otros genes
del reloj (Hsu & Harmer, 2014).
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Figura 2: Modelo del reloj circadiano en Arabidopsis thaliana. Red regulatoria del oscilador
central del reloj circadiano, mostrando los genes méas importantes del oscilador: el complejo
CCA1-LHY actta por la mafana positivamente sobre PRR7 y PRR9, estos a su vez reprimen la
actividad de CCA1-LHY y RVES8. RVES8 por su parte actla positivamente sobre los genes del
anochecer como TOC1y el complejo EC, ELF4-ELF3-LUX. TOC1 tiene un papel muy importante,
ya que actia como represor en los demas componentes del oscilador. EI complejo EC actla
negativamente sobre TOC1, el complejo CCA1-LHY y GI. Gl a su vez actla positivamente sobre
ZTL mediante regulacién postraduccional, que regula negativamente a PPR5 y TOC1 a nivel
proteico (Greenham & McClung, 2015).

Si bien la figura 2 muestra un esquema general del funcionamiento del oscilador,
esta version simplificada del oscilador central del reloj circadiano se puede
complicar mucho debido a la regulacion post-transcripcional y a la variacion
existente entre tipos de tejidos y células (Perales & Mas, 2007). Sin embargo,
muchos de los mecanismos implicados en estos procesos todavia no se han
determinado.

1.3 Interaccion entre el reloj y el estrés biotico.

El reloj circadiano cumple un importante papel a la hora de permitir determinadas
respuestas a estimulos, determinando tanto su magnitud como el nimero de
respuestas que se generan dependiendo del momento del dia, pudiendo tener
mas influencia que el propio estrés o estimulo (Greenham & McClung, 2015). En
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este apartado, nos vamos a centrar en el papel del reloj en el estrés bidtico, el
cual podria estar implicado en balancear la ratio crecimiento-defensa. En
condiciones ecolégicas naturales, las plantas tienen que sobrevivir a una gran
cantidad de patégenos y herbivoros con diferentes estilos de vida. Sin embargo,
la implementacion de los mecanismos de defensa necesarios supone el uso de
una gran cantidad de recursos de la planta en detrimento de otros procesos
fisioldgicos imprescindibles. Las plantas han optimizado por tanto el uso de los
recursos segun el ecosistema que habitan, ya que el incremento del crecimiento
por si solo no significa un mayor fitness (Zust & Agrawal, 2017).

En plantas existen tres hormonas que participan en la defensa de la planta: el
acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y etileno (ET), aunque este ultimo no
tiene un papel principal y algunas revisiones no lo consideran una hormona de
la defensa. La ruta de defensa del SA actia en defesa frente a patdégenos
biotréfos en general, mientras que la ruta del JA es inducida por herbivoros y
patégenos necrotrofos, patégenos contra los cuales también actia el etileno.
Ambas rutas, la del SA y la del JA, parecen tener un papel antagonista en la
defensa (Huot et al., 2014), estando coordinadas por el reloj circadiano. El reloj
permite establecer una expresién basal mas alta de una de las rutas segun el
momento dia, permitiendo en la naturaleza adaptarse al momento donde la
amenaza de patégenos o herbivoros es mas alta y optimizando asi los recursos
de la planta. El primer gen que se identifico en este sentido fue PATHOGEN AND
CIRCADIAN CONTROLLED 1 (PCC1), que presenta una fase de expresion
méaxima al anochecer y se induce fuertemente por la infeccion de Pseudomonas
syringae. Ademas, andlisis transcriptomicos en A. thaliana sugieren que la
expresion de los genes de la biosintesis y la ruta de sefalizacion tanto de JA
como de SA esta de alguna manera regulada por el ciclo (Greenham & McClung,
2015; Sauerbrunn & Schlaich, 2004). Consistentemente, la acumulacién de
ambas hormonas ocurre ritmicamente a lo largo del dia: en el caso del JA el pico
de acumulacion ocurre al medio dia, mientras que el del SA tiene lugar hacia la
mitad de la noche. En A. thaliana, se ha observado que el pico de acumulacién
del JA concuerda con el momento del dia en el que las orugas de la col
(Trichoplusia ni) tienen una mayor actividad, lo que resulta en un menor dafo
provocado (Figura 3A, 3B y 3C). Al poner en contacto plantas y orugas
entrenadas en distintas fases, se observé que las plantas eran practicamente
devoradas por las orugas, de igual manera que ocurria al analizar el efecto sobre
plantas mutantes para genes del reloj, arritmicas. Estas evidencias ponen de
manifiesto la relevancia del correcto funcionamiento del reloj en la preparacion
de la defensa (Goodspeed et al., 2012).
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Figura 3: Importancia de la ritmicidad en la defensa. En la respuesta de la planta al ataque
por la oruga Trichoplusia ni, si las plantas estan en una fase distinta (A) a la de la oruga, el dafio
provocado por la oruga es mucho mayor (B) y, por tanto, el crecimiento del insecto es también
mayor (C) (Goodspeed et al., 2012).

En estudios sobre la regulacion temporal de la ruta del acido salicilico se ha
encontrado la implicacién del factor de transcripcion CCA1 HIKING EXPEDITION
(CHE), un componente del oscilador central del reloj, en la induccién de la
expresion de la enzima ISOCORISMATO SINTETASA 1 (ICS1), clave en la
biosintesis del acido salicilico. El papel de CHE no se limita a la induccion ciclica
de esta enzima, sino que también participa en la acumulacion de SA en la
resistencia sistémica adquirida (SAR) (Zheng et al., 2015).

Aunque se ha demostrado la importancia del reloj circadiano en el estrés bidtico,
todavia no se conocen completamente los mecanismos moleculares por los que
el oscilador central interviene en estas rutas.

1.4 Laruta de sefializacion del &cido jasmonico.

Tanto el acido jasménico como sus derivados son hormonas vegetales, todos
ellos derivados de los acidos grasos. Inicialmente, se identificaron como
moléculas de sefalizacion exclusivamente de defensa. Sin embargo, desde su
identificacion, se ha descubierto que tienen un papel relevante en muchos otros
procesos fisioldgicos, como la determinacion sexual o la elongacion de la raiz. Y
se ha comprobado la relevancia de su sefalizacion cuando las plantas deciden
parar el crecimiento y aumentar los mecanismos de defensa, dando lugar a una
reprogramacion transcripcional de las células (Fonseca et al., 2009; Pauwels et
al., 2008).

Los factores de transcripcion encargadas de la induccion de genes de la ruta de
los jasmonatos son MYC2, MYC3 y MYC4. Estos factores de transcripcion son
tipo bHLH que se une a los dominios caja G o T/G promoviendo la transcripcion
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de los genes regulados positivamente por JA. MYC2 se ha encontrado como el
principal componente (Chini et al., 2016; Pauwels & Goossens, 2011; Thireault
et al., 2015).

Estos factores de transcripcion se encuentran reprimidos en ausencia de JA por
las proteinas JAZs (JASMONATE ZIM DOMAIN). Los JAZ son represores de la
actividad transcripcional de la respuesta al JA. En Arabidopsis existen 12
miembros de la familia y pertenecen a la superfamilia TIFY. Existe cierta
redundancia entre los diferentes miembros de la familia, aunque cada uno de
ellos tiene una expresion especifica del tipo de tejido o célula. Las proteinas JAZ
cuentan con dos dominios conservados: Jas, en el C-terminal, el cual permite la
interaccion con MYC, y ZIM, en la parte central de la proteina, que principalmente
permite la interaccion con otros JAZs generando heterodimeros funcionales.

El JA, como hormona derivada de los acidos grasos, se sintetiza en el cloroplasto
y el peroxisoma, dando el (+)-7-iso-JA. Esta molécula es inestable y es
conjugada a aminoacidos como la isoleucina por la enzima JAR1 (JASMONATE
RESISTANT 1). En esta forma conjugada es transportada al nicleo donde marca
a los JAZs para su degradacion. La respuesta en el nucleo es dependiente del
complejo multiproteico SCF (SKIP-CULLIN-F-box), que son E3 ubiquitin ligasas
que catalizan la ubiquitinacion de proteinas para su degradacion por el
proteosoma 26S. En general, los componentes que confieren la especificidad a
los complejos SCF son las proteinas con caja F (proteinas F-box), que en el caso
de la respuesta a JA es la proteina COI1 (CORANATINE-INSENSITIVE
PROTEIN 1). Esta proteina es capaz de reconocer el dominio Jas comun a las
proteinas JAZ en presencia del JA y marcarlas para su degradacion por el
proteosoma (Fonseca et al., 2009; Pauwels & Goossens, 2011). Por tanto, en
presencia de JA, los JAZs son degradados y se liberan los factores de
transcripcion reprimidos por los JAZ como son MYC2, MYC3 o MYC4 (Figura 4)
(Chini et al., 2016; Pauwels & Goossens, 2011; Thireault et al., 2015).
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Figura 4: Ruta de sefializacion del &cido jasménico. El JA es conjugado a aminoécidos como
la Isoleucina por la enzima JAR1, permitiendo una mayor estabilidad. JA-ILE en el nucleo se une
al complejo multiproteico SCF-CO1, que es el que da la especificidad para unirse a los JAZ y
permite que las otras proteinas complejo marquen a los JAZ para la degradacion. En presencia
de JA, se libera el factor de transcripcibn MYC2 y activa la expresion de genes de respuesta a

JA (Staswick, 2008).

1.5 Actividad de GIGANTEA en los procesos fisioldgicos.

Respecto a GIGANTEA (Gl), se trata de una proteina altamente conservada en
el reino vegetal, que suele tener una sola copia del gen. Su pico de expresion a
nivel proteico ocurre al principio de la noche en dia corto, mientras que en dia
largo ocurre un poco antes. Esta proteina tiene un tamafio de 1173 aa y un peso
molecular de 128 kDa, localizandose tanto en el nlcleo como el citoplasma.
Debido al tamafio y las multiples interacciones con otras proteinas, es muy
probable que contenga mdltiples dominios. Actualmente se ha descrito un
dominio en el N-terminal de la proteina, del aminoacido 46 al 426 (Black et al.,
2011). La figura 5 muestra una simulacion estructural hecha por alphafold

(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9S0I2).
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Figura 5: Modelo estructural de GIGANTEA. Modelo estructural generado por alphafold
(https://alphafold.ebi.ac.uk/). Los residuos con un color més azul significan un mayor nivel de
confianza en el modelo, mientras que los residuos con colores hacia el rojo, lo opuesto.

Como se ha comentado anteriormente, la influencia de la luz es crucial para el
reloj y, entre otras cosas, permite coordinar la longitud del dia con el momento
de la floracién. Gl tiene un papel crucial en este proceso, concretamente en las
células acompafantes del floema donde permite la expresion de los florigenos
via la actividad del factor de transcripcion CONSTANS (CO) en dias largos
(Greenham & McClung, 2015; Romera-Branchat et al., 2014; Song et al., 2015).
En los ultimos afios, se ha encontrado que Gl tiene un papel importante en otros
procesos fisioldgicos, como puede ser la respuesta a estrés abiotico (salino o
hidrico), mediante la interaccion con las proteinas SOS (SALT OVERLY
SENSITIVE) (Figura 6A) (Kim et al., 2013). A su vez, se ha demostrado el papel
de Gl en la coordinacion entre el fotoperiodo y el estrés hidrico, permitiendo la
transicion floral temprana, que se activa por el estrés pero solo durante dias
largos (Riboni et al., 2013).

Gl también tiene un papel en la regulacion del crecimiento y el desarrollo
mediante la modulacion de la actividad de los PIFs (PHYTOCOCHROME-
INTERACTING FACTORS), que son factores de transcripcion que integran
informacion de diferentes rutas celulares como luz, temperatura, hormonas y
ritmo circadiano para regular el crecimiento (Figura 6B) (Nohales et al., 2019).
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Figura 6: Diferentes procesos en los que Gl tiene un papel regulatorio. A) Gl, en condiciones
de no estrés, se une a SOS2 impidiendo la unién de esta proteina a SOS3 y SOS1. En
condiciones de estrés salino, Gl es degrada permitiendo la actividad de la bomba SOS1 por la
unién con SOS2. B) Gl regula la actividad de PIF a dos niveles regulatorios: post-traduccional y
a nivel de su actividad en la cromatina, reprimiendo la actividad de los PIF en la fase de GI (Kim
et al., 2013; Nohales et al., 2019).

1.6 Trabajos previos e hipotesis.

Se ha descrito en la literatura la implicacion del reloj circadiano en la
temporalizacion de la respuesta a JA. Concretamente, Ingle y colaboradores
(Ingle et al.,, 2015) observaron que, dependiendo del momento del dia, la
susceptibilidad a la inoculacion por Botrytis cinérea (respuesta mediada por JA)
es diferente: la inoculacion al amanecer provoca una menor infeccién o menor
dafno, mientras que por la noche se observa una mayor susceptibilidad. Esta
respuesta diferencial desaparece en mutantes del reloj circadiano, lo que indica
la implicacion de éste en su regulacion (Figura 7A).

En un rastreo de doble hibrido en levadura (Y2H) entre Gl y cerca de 2000
factores de transcripcidn de Arabidopsis, se encontrd que Gl interactla con
diferentes proteinas JAZs (Figura 7B). Teniendo en cuenta esta interaccién, asi
como la observacion preliminar de que el mutante de Gl, gi-2, es mas susceptible
a determinadas patégenos como el caso del oidio, presentamos una hipétesis
de trabajo en la cual GIl, mediante su interaccion con los JAZ, modularia la
actividad supresora de éstos sobre el factor de transcripcion MYC2, regulando la
expresion de los genes de defensa de la ruta del JA (Figura 8). Se hipotetiza
ademas que éste podria ser uno de los mecanismos subyacentes a la
temporalizacion de la respuesta a JA a lo largo del dia.
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Figura 7: Trabajos previos. A) Ensayo de susceptibilidad mediante inoculacion con B. cinerae
a distintos momentos dias y evaluacion del dafio a las 48 y 72 horas post-inoculacién (Ingle et
al., 2015). B) Rastreo de doble hibrido utilizando una biblioteca de factores de transcripcién
(Pruneda-Paz et al., 2014).

Evolutivamente, la coordinacion de los procesos fisioldgicos, tanto en su correcto
momento como duracién, ha supuesto una ventaja adaptativa para la mayoria
de los organismos (Millar, 2016). En el caso del balance de la defensa, esta
coordinaciéon ventajosa se ha asociado a un proceso de regulacién antagonista
entre la ruta del acido jasmonico y la del acido salicilico, dandose prioridad a
cada una de estas rutas dependiendo del momento del dia y adelantandose por
tanto al ataque de determinados patégenos (Campos et al., 2016; Yang et al.,
2012). En este sentido, la funcion de GI contribuiria a esta temporalizacion de
los mecanismos de defensa y, por tanto, la adaptacion de Arabidopsis.
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Figura 8: Hipdtesis de trabajo sobre el papel regulatorio ejercido por Gl en la defensa. En
el esquema se muestran las interacciones ya demostradas en linea continua y las hipotéticas,
en lineas discontinuas.
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2. OBJETIVOS

Para este Trabajo de Fin de Master se establecieron los siguientes objetivos:

e Caracterizar la posible interaccion entre Gl y distintas proteinas JAZs, asi
como con el factor de transcripcion MYC2, controlado por los JAZ.

e Estudiar el mecanismo molecular subyacente a la posible funcién de Gl
en la ruta de defensa mediada por el acido jasmonico.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Interaccién in vitro

En nuestro rastreo preliminar de doble hibrido, se identifico la interaccion entre
Gl y JAZ3 (coeficiente de induccién (Cl) 5.523), JAZ9 (CI 4.953), JAZ10 (ClI
4.304), JAZ5 (Cl 3.435), JAZ11 (Cl 3.189) y JAZ4 (CI 2.840). Tras examinar el
patron de expresion diurna de los diferentes JAZ que interactian con Gl en la
base de datos DIURNAL (Tabla 1), y debido al alto nivel de redundancia entre
los JAZ, se decidi6 considerar JAZ3, JAZ5, JAZ9 y JAZ10 para futuras
investigaciones. La expresion del gen Gl es maxima 8 h tras el amanecer
(Zeitgeber Time (ZT) 8) en fotoperiodos de dia corto (SD), pero sus niveles de
proteina son mas altos posteriormente, a ZT10-12. Ademas, es durante la fase
nocturna cuando se ha descrito que Gl ejerce un importante papel en la
regulacion transcripcional (Nohales et al., 2019). Por lo tanto, Gl coincide en
tiempo de expresidn y actividad con los niveles maximos de JAZ3, JAZ5, JAZ9y
JAZ10 (Tabla 1).

ID Locus Fase | Correlacion | Induccion
JAZ3 | AT1G17380 8 0.428518 5,523
JAZ4 | AT1G48500 5 0,857907 2,84
JAZ5 | AT1G70700 | 22 0.79713 3,435
JAZ9 | AT3G17860 | 23 0.69954 4,953
JAZ10 | AT5G13220 12 0.754936 4,304

Tabla 1: Patrén de expresion diurno de los JAZ que interactian con Gl en el rastreo de doble
hibrido. Datos extraidos de la base de datos DIURNAL, en la que no aparece JAZ1l.
(http://diurnal.mocklerlab.orq).

Con el fin de confirmar los resultados del rastreo de doble hibrido, se clonaron
las cDNAs de JAZ3, JAZ5, JAZ9, JAZ10y MYC2 en el vector pGADT7 y el cDNA
de Gl en pGBKT7, co-transformando las distintas combinaciones
pPpGADT7/pGBKT7 en la cepa de levadura AH109. Tras el goteo en placas de SD
(-Leu -Trp -His) en concentraciones crecientes de 3-AT (0, 2.5, 5, 10 mM) (figura
9), se confirma la interaccion entre Gl y los diferentes JAZ. En cambio, como se
puede observar en la figura 5, Gl no interactiia con MYC2 en levadura.
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SDI/-Leul-His/-Trp + 3-AT (5mM) SDI-Leul-Trp
Figura 9: Ensayo de doble hibrido. Se contransformaron Gl en el vector pGBKT7 y JAZ3, 5,
9,10 y MYC2 en el vector pPGADT7; como control negativo se emple6 el vector pGADT7 vacio.
A) Medio de seleccidn SD/-Leu/-His/-Trp + 3-AT (5mM). B) Medio de crecimiento SD/-Leu/-Trp.
Ay B, se muestra el crecimiento de tres réplicas biolégicas independientes.

Teniendo en cuenta las interacciones encontradas en el ensayo de Y2H, se
realizé un ensayo de co-immunoptecipitacién in vitro, utilizando el sistema de
expresion TnT®. Para ello, se clonaron los diferentes cDNAs en los vectores
adecuados (ver Materiales y métodos), quedando Gl etiquetada con FLAG y las
demas proteinas etiquetadas con HA.

La inmunoprecipitacion se realizé utilizando un anticuerpo anti-HA. Como se
observa en la figura 10, GI co-inmunoprecipitdé con todos los JAZs v,
sorprendentemente, también con MYC2. Este resultado confirma la interaccién
entre Gl y los distintos JAZs, y abre la puerta a una posible interaccién entre Gl
y MYC2.
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Figura 10: Western-blot del ensayo de co-inmunoprecipitacion entre Gl 'y JAZ 3,5,9,10 y
MYC2. A) Input (5% de la reaccién) B) Andlisis de las proteinas inmunopreciptadas (parte
superior) y co-inmunoprecipitadas (parte inferior).

Con el fin de caracterizar las interacciones observadas in vivo, se han cruzado
lineas que sobreexpresan versiones etiquetadas de JAZ3, JAZ9 y MYC2 con
lineas que expresan una version de Gl etiquetada con FLAG (Nohales et al.,
2019).

Si bien ha resultado sorprendente el identificar por co-inmunoprecipitacion in
vitro la interaccion entre Gl y MYC2 (no detectada anteriormente por Y2H),
existen antecedentes de este modo de accion de Gl en la literatura. Por ejemplo,
en el caso de la regulacion del crecimiento vegetativo por parte de Gl, se ha
observado que GI reprime el crecimiento a distintos niveles, reprimiendo a los
factores de transcripcion PIF y estabilizando a sus represores, las proteinas
DELLAs, que son elementos negativos en la ruta de sefalizacion de las
giberelinas (Nohales et al., 2019).
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3.2 Evaluacidn fisiolégica.

Para investigar la relevancia fisiologica de la interaccion entre Gl y las proteinas
JAZs, se generaron diferentes mutantes de orden simple y superior portadoras
de alelos de pérdida de funcién para Gl y JAZ. Asi, se cruzaron plantas knock-
out gi-2 con lineas mutantes jaz3-1, jaz9-1, jaz10-1, jaz5-1;jaz10-1 y jaz3-
1;jaz10-1. Las plantas F2 fueron genotipadas y se aislaron varias lineas
mutantes dobles y triples, incluyendo jaz3-1;gi-2, jaz9-1;gi-2, jaz10-1;gi-2, gi-
2;jaz5-1(heterocigota);jaz10-1, jaz3-1(heterocigota);jaz10-1;gi-2 y jaz3-1;jaz10-
1(heterocigota);gi-2.

Estas lineas se emplearon para el estudio de las interacciones génicas entre Gl
y los JAZs, para lo cual se midio la elongacién de los hipocoétilos en presencia y
ausencia de JA. En ausencia de JA, se observo que los fenotipos de los mutantes
jaz a nivel de longitud de hipocétilo no difieren de manera estadisticamente
significativa del ecotipo silvestre Col-0, exceptuando jaz3-1, el cual tiene un
crecimiento menor (Figura 11). Sin embargo, las semillas jaz3-1 en general
presentaron problemas de germinacion, por lo que es posible que éste no sea
un efecto directamente relacionado con la mutacion. Ademas, como se observa
en la figura 11, el doble mutante jaz3-1;jaz10-1 presenta un crecimiento
indistinguible de Col-0. En cualquier caso, se esperaba que no hubiera
diferencias significativas entre Col-0 y los mutantes jaz, ya que, si bien la funcién
de los JAZ individuales es especifica de tejido y tipo celular, existe cierta
redundancia funcional cuando hay perdida de funcion de algunos de ellos. De
hecho, es necesario analizar mutantes en multiples genes JAZ para conseguir
un fenotipo de intermedio a fuerte relacionado con la respuesta a JA, segun esta
descrito en la literatura (Chini et al., 2016; Pauwels & Goossens, 2011; Thireault
et al., 2015). En cuanto a los dobles y triples mutantes gi-2;jaz, éstos mostraron
unos valores estadisticamente iguales a los del mutante gi, siendo este fenotipo
dominante sobre el fenotipo de los mutantes jaz a nivel de longitud de hipocotilo
(Figura 11). Este resultado pone de manifiesto que la mutacion de Gl es
epistética a la de JAZ en ausencia de JA.
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Figura 11: Longitud de los hipocétilos (mm). Hipocétilos analizados a los 7 dias de
crecimiento en dia corto (SD). Media (n >=15) + SEM. Test de comparacion multiple Tukey
(p<0,05, letras indican grupos estadisticos).

A continuacion, se midio la altura de los hipocotilos en las mismas condiciones
de crecimiento, pero con un tratamiento de 50 uM &cido jasmédnico en el medio
de cultivo. Los tratamientos con jasmonatos nos permiten determinar la
sensibilidad de los mutantes a esta hormona y, por tanto, la reduccion del
crecimiento. En este experimento se observo una reduccion del crecimiento tanto
de Col-0 como de gi-2, siendo esta mayor en el caso de gi-2. En cuanto a los
mutantes simples jaz, la reduccion parece dependiente de la mutacion del JAZ
en cuestion: jaz9-1 tiene un fenotipo igual a Col-0, mientras que jaz10-1 presenta
una mayor sensibilidad al tratamiento y, por tanto, una mayor reduccion del
crecimiento. Por otro lado, los resultados de los dobles mutantes gi;jaz muestran
que el fenotipo corresponde al de la mutacién jaz correspondiente. Este resultado
indica que, en presencia de JA, la mutacién de los JAZ es epistatica a la de Gl
(Figura 12).

Globalmente, los resultados indican la existencia de interacciones génicas entre
Gl y los JAZs, y sugieren que Gl efectivamente esta implicada en la regulacion
de la ruta de los jasmonatos. En gi-2 la actividad de los JAZ estaria
sobreestimulada, posiblemente por la falta de represores. Esto seria consistente
con el mayor crecimiento observado tanto en gi-2 como en las combinaciones
con los mutantes de JAZ. En cambio, cuando se satura el medio con acido
jasmonico, la actividad de los JAZs se ve completamente suprimida y gi-2 tiene
un fenotipo igual a Col-0.
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Figura 12: Longitud de los hipocétilos (mm) en presencia de JA. Hipocétilos analizados a
los 7 dias de crecimiento en dia corto (SD). Media (n >=15) + SEM. Test de comparacién multiple
Tukey (p<0,05, letras indican grupos estadisticos).

3.3 Analisis de la expresion

Las proteinas JAZs reprimen la sefializacion por JA uniéndose directamente a
factores de transcripcion de la familia MYC, necesarios para la expresion de los
genes de respuesta a JA (Chini et al., 2017; Thines et al., 2007; Yan et al., 2007).
Por lo tanto, se investig6 el efecto de Gl sobre la actividad del médulo JAZ-
MYC2. Con el fin de identificar dianas comunes de Gl y MYC2, se realiz6 un
metandlisis a partir datos gendémicos disponibles. Se inspeccionaron conjuntos
de datos publicados de expresion génica global en mutantes myc2;myc3;myc4
(van Moerkercke et al., 2019), asi como un experimento preliminar de RNA-seq
disponible en el laboratorio (datos no publicados). Dicho experimento de RNA-
seq fue disefiado para analizar los genes expresados diferencialmente (DEGS)
en mutantes gi-2 de Arabidopsis en comparacion con plantas silvestres a
diferentes ZTs (0, 4, 10, 16) en fotoperiodos de dia corto.

Al inspeccionar el patron de expresion de MYC2 en dia corto en la base de datos
DIURNAL, se observo que este presenta un pico de expresion maxima alrededor
de ZT4 (Figura 13A). El anélisis del RNA-seq del triple mutante myc2;myc3;myc4
realizado por van Moerkercke y colaboradores (van Moerkercke et al., 2019)
revelo que la mayoria de los DEGs identificados se encontraban infraexpresados
en el mutante myc2;myc3;myc4 respecto a Col-0 (Figura 13B). Con aquellos
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genes diferencialmente expresados se hizo una busqueda de los picos de
expresion a lo largo del dia en la base de datos DIURNAL, observandose que la
gran mayoria presentan una expresion ritmica. Dentro de estos genes, se
observo un enriquecimiento de la fase de maxima expresion tanto a ZT4 como a
ZT6 (Figura 13C), siendo este ultimo el que mayor enriquecimiento mostraba
estadisticamente. Este patron coincide con el momento de mayor nivel proteico
de MYC2 vy, por tanto, de su actividad como factor de transcripcion.
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Figura 13: Anédlisis de MYC2 y sus dianas. A) Patrén de expresion de MYC2 en dia corto,
extraido de la base de datos DIURNAL. B) VolcanoPlot del RNA-seq de myc2;myc3;myc4. C)
Fase de méaxima expresion de los DEGs en el RNA-seq de myc2;myc3;myc4 (* indican
significancia estadistica). Datos extraidos de la base de datos DIURNAL.

Como se ha comentado anteriormente, para identificar los genes comunes
controlados por Gl y el modulo JAZ-MYC2 se compararon el RNA-seq de van
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Moerkercke y colaboradores (van Moerkercke et al., 2019) con el RNA-seq del
mutante gi-2 disponible en el laboratorio. Al comparar los DEGs en el mutante
gi-2 con los del triple mutante myc2;myc3;myc4 (Figura 14A), se observd un
solapamiento significativo, especialmente ZTO (Figura 14B), lo que podria
deberse al mayor nimero de genes diferencialmente expresados en ese
momento del dia. Sin embargo, teniendo en cuenta los datos anteriormente
mostrados, Gl podria jugar un papel en la modulacion de la represion ejercida
por los JAZ sobre MYC2, represion que ocurre durante la noche. Por tanto, la
mutacion de Gl resultaria en una sobreactividad de los JAZ en ese momento del
dia, resultando en una menor expresion de los genes de respuesta a JA (dianas
de MYC) y, por tanto, en una mayor cantidad de DEGs comunes entre el triple
mutante de MYC y Gl a ZTO.

A giZTo B

giZT16

gizT10
Figura 14: Diagramas de Venn entre los RNA-seq de gi-2 y myc2;myc3;myc4. A) Diagrama
de Venn de los DEGs entre myc2;myc3;myc4 y gi-2 a diferentes ZTs. B) Diagrama de Venn de
los DEGs entre gi-2 ZTO y myc2;myc3;myc4.

Utilizando la herramienta web PANTHER (http://pantherdb.org/) se analizo las
categorias de ontologia génica (GO) enriquecidas en los genes compartidos
entre los distintos sets. En condiciones mas estrictas y analizando solo los DEGs
comunes entre myc2;myc3;myc4 y gi-2 en los cuatro momentos del dia
analizados, se encontré6 un enriguecimiento significativo en las categorias
relacionados con la funcion de MYC2, tales como la biosintesis de glucosilonatos
y la respuesta a insectos. Al ampliar el analisis utilizando como entrada los genes
compartidos entre myc2;myc3;myc4 y gi-2 a ZTO (aumentado asi el nUmero de
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22 genes compartidos a 220), el numero de categorias enriquecidas aumenta,
como la respuesta a nematodos, a acido

incluyendo también categorias
jasmonico y a herida (Tabla 2).

Proceso biolégico GO Enriquecimiento | P valor FDR
Regulacion positiva de las | 62.94 3.53E-05 4.12E-03
especies reactivas de oxigeno

Biosintesis de glucosilonatos | 17.91 1.47E-05 1.99E-03
Respuesta a insectos 18.36 1.01E-04 8.95E-03
Catabolismo de glucosilonatos | 16.78 1.38E-04 1.13E-02
Respuesta a nematodos 8.85 3.34E-04 2.31E-02
Respuesta a Acido Jasménico | 6.71 3.68E-05 3.98E-03
Respuesta a herida 6.14 8.21E-06 1.22E-03
Respuesta a Acido Abscisico | 5.73 5.13E-09 2.18E-06

Tabla 2: Categorias GO enriquecidas en los DEGs compartidos entre myc2;myc3;myc4 y
gi-2 ZTO0. Enriquecimiento (nimero de genes anotados a un término GO en el listado de DEGs
versus los esperados), FDR (Tasa de falsamente rechazados).

En ambos andlisis, aparecen enriquecidas categorias relacionadas con la
acumulacion de metabolitos secundarios o respuestas a estrés bidtico como
insectos 0 nematodos, indicando que Gl ejerce un papel regulatorio sobre la
expresion de los genes controlados por MYC2, ya sea mediante la regulaciéon
directa de MYC2 o mediante la modulacion de la actividad represora que los JAZ
ejercen sobre MYC2.

A partir de los datos extraidos del anterior analisis, se investigd con mayor detalle
los niveles de expresion de dos genes diana de MYC2 bien establecidos,
BRANCHED-CHAIN AMINOTRANSFERASE 4 (BCAT4) (Schuster et al., 2006)
y CYTOCHROME P450, FAMILY 79, SUBFAMILY B, POLYPEPTIDE 3
(CYP79B3) (Naur et al., 2003).

FPKM
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Figura 15: Niveles de expresion (fpkm) de BCAT4 (izquierda) y CYP79B3 (derecha) en el
RNA-seq de gi-2 vs Col-0. Media (n=3) £ SEM. Test ANOVA (unidireccional) (***, p<0,001).
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Expresion relativa/ PP2A

Ambos genes estan bien caracterizados como dianas de MYC2, estando
involucrados en el metabolismo de los glucosinolatos y, por tanto, en la defensa
de la planta frente a herbivoros (Schweizer et al., 2013). Como se puede
observar en la figura 15, tanto en el caso de BCAT4 como en el de CYP79B3 las
mayores diferencias de expresion entre el mutante de Gl y el control (Col-0) se
encuentran a ZT0, con menores niveles de expresion en gi-2. Esto es consistente
con la hipotesis de que Gl podria tener un papel en el control de la represion
ejercida por los JAZs sobre MYC2 durante la noche, evitando que ésta sea
demasiado fuerte y permitiendo asi la correcta actividad de MYC2. Por eso
observamos que la mayoria de las dianas comunes en los RNAseq se
compartian a ZTO. Por tanto, la expresion de los genes diana comunes se ven
especialmente afectados en el mutante gi-2 al final de la noche (ZTO).

Se analiz6 a continuacién la expresion de estos dos genes a ZT0O mediante RT-
gPCR en gi-2 en comparacion con plantas silvestres (Col-0). Como se esperaba,
se encontr6 que tanto BCAT4 como CYP79B3 se expresan menos en gi-2
(Figura 16). Ademas, se observo que dicha represion de la expresion en gi-2 se
alivia al mutar distintos JAZs (Figura 16). Este resultado apoya la hipétesis de
trabajo acerca del papel regulador que Gl ejerce sobre la expresion de genes
diana de MYC2 durante la noche, siendo probable que ocurra a través de la
modulacién (represion) de la actividad de JAZ en este momento. La mutacion de
Gl daria lugar a una actividad JAZ excesiva sobre MYC2 y, por tanto, una menor
expresion de los genes diana de MYC2.

15 08 CYP79B3
BCAT4| ®™coo
0 gi2 S 0.61
10- O jazz-1 2
3 jaz10-1 3 0.4
[ gi-2;jaz3-1 § —I_
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ZTO0 ZT0

Figura 16: Expresion relativa de los genes CYP79B3 y BCAT4 respecto a PP2A. Analisis de
la expresion de ambos genes mediante RT-gPCR en las lineas Col-0, gi-2, jaz3-1, jaz10-1, jaz3-
1;gi-2 y jaz10-1;gi-2. Se muestra la media + SEM (n=3). Test de comparacién multiple Tukey
(p<0,05).

Sera sin embargo necesario repetir los analisis de expresion utilizando mutantes
de mayor orden, tales como jaz3-1;jaz10-1;gi-2 y jaz5-1;jaz10-1;gi-2, que
permitiran observar un efecto mas significativo sobre el alivio de la represion de
las mutaciones de jaz en gi-2.
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3.4 Ensayo de transactivacion.

Con el fin de indagar en el mecanismo molecular por el cual Gl reprime a los
JAZ, se realizd un ensayo de transactivacion. El objetivo de este ensayo era
comprobar la hipoétesis de que Gl, al interactuar con los JAZ, evita su actividad
represora sobre MYC2.

Para este ensayo, se cloné el promotor del gen diana de MYC2 BCAT4
(pPBCAT4) en la construccién pGreenll 0800-Luc, de manera que pBCAT4 dirige
la expresion del gen de la luciferasa. Dicha construccion se infiltré en hojas de
Nicotiana bethamiana junto con distintas combinaciones de efectores: GFP como
control negativo, MYC2 como efector promotor de la expresion a partir de
pBCAT4::LUC, MYC2+JAZ3, que nos permite medir la actividad represora de
JAZ3 sobre MYC2, MYC2+JAZ3+Gl, combinacion de interés, vy
MYC2+JAZ3+GFP como control de nuestra combinacion de interés.
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Figura 17: Actividad relativa Luciferasa/Renilla. Media + SEM (n=4) para cada una de las
combinaciones: pBCAT4:LUC+GFP, pBCAT4:LUC+GFP+MYC2, pBCAT4:LUC+MYC2+JAZ3,

pBCAT4:LUC+MYC2+JAZ3+Gl y pBCAT4.LUC+GFP+MYC2+JAZ3. Test de comparacion
multiple Tukey (ANOVA) (p<0.05, * indican grupos estadisticos).

Como se observa en la figura 17, y tal como se esperaba, la introduccion de
JAZ3 suprime la actividad activadora de MYC2. A su vez, cuando Gl esta
presente parece incrementarse ligeramente la expresion relativa de la luciferasa,
poniéndose de manifiesto la actividad represora de Gl sobre JAZ3. Sin embargo,
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a nivel estadistico, no existen diferencias significativas entre las dos condiciones
cuando analizamos los resultados con una ANOVA. En cambio, cuando
realizamos un test de Student entre los grupos pBCAT4:LUC+JAZ3+MYC2+Gly
pBCAT4:LUC+JAZ3+MYC2  obtenemos que ambos  grupos  son
estadisticamente diferentes. Si bien la gran varianza existente entre grupos hace
necesaria la repeticion del experimento, los datos obtenidos sugieren que Gl
efectivamente podria tener un papel en la regulacién de la actividad de JAZ3. En
un futuro se pretende analizar el papel de Gl sobre la actividad de otros JAZs.

3.5 Ensayo de la estabilidad proteica en N. benthamiana.

El conjunto de resultados obtenidos hasta el momento indica que Gl interactia
con los JAZ y ejerce un papel represor sobre ellos. Con el fin de investigar el
mecanismo por el cual Gl reprime a los JAZs, se realiz6 un ensayo de estabilidad
proteica en expresion transitoria en Nicotiana benthamiana.

Como primer ensayo, se utilizé6 JAZ3 para analizar la estabilidad, ya que se habia
observado que Gl afectaba a su actividad en el ensayo de transactivaciéon. Por
ello, realizamos este ensayo, en el cual se infiltraron 3 combinaciones en hojas
de N. benthamiana: JAZ3+GFP, JAZ3+GI+GFP y JAZ3+GI+GFP tratado con el
inhibidor del proteosoma MG-132. Tres dias post-infiltracién se extrajeron las
proteinas y se determin6é su acumulacion por Western blot (Figura 18A). Los
niveles de JAZ3 (38kDa+etiqueta HA) y GFP (23kDatetiqueta HA) se
cuantificaron con el software Image J, calculandose la cantidad relativa de JAZ3
respecto a GFP en cada una de las muestras. Como se observa en la figura 18B,
la coexpresion de Gl con JAZ3 no parece promover la degradacion de este
altimo, no existiendo diferencias significativas cuando comparamos las
combinaciones JAZ3+Gly JAZ3.
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Figura 18: Ensayo de estabilidad proteica de JAZ3. A) Western blot de las muestras
bioldgicas. ns, no especifico. B) Acumulacion relativa JAZ3/GFP utilizando para la cuantificacion

el sofware Image J. Media (n=3) + SEM. Test de comparacién multiple Tukey (p<0.05).
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A continuacion, se analizo el efecto de Gl sobre la acumulacion de otros JAZ, en
concreto JAZ9 y JAZ10. En el caso del ensayo con JAZ10 (Figura 19A),
observamos que hay una mayor acumulacion de JAZ10 cuando co-expresamos
Gl, aunque el andlisis estadistico con ANOVA no muestra diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (Figura 19B).
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Figura 19: Ensayo de estabilidad proteica de JAZ10. A) Western blot de las muestras
biolégicas. ns, no especifico. B) Acumulacioén relativa de JAZ10 utilizando para la cuantificacién

el sofware ImageJ. Media (n=3) £ SEM. Test de comparacion multiple Tukey (p<0.05).

Para el caso de JAZ9 (Figura 20A), los resultados obtenidos fueron mas claros
y pusieron de manifiesto que la presencia de Gl estabiliza significativamente a
JAZ9 (Figura 20B). La interaccién entre Gl y JAZ9, por tanto, no parece promover
la degradacion de este altimo, sino que lo estabiliza, probablemente al impedir el
acceso de proteinas implicadas en su degradacion.
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Figura 20: Ensayo de estabilidad proteica de JAZ9. A) Western blot de las muestras
biolégicas. ns, no especifico. B) Acumulacién relativa JAZ9 utilizando para la cuantificacion el
software ImageJ. Media (n=3) + SEM. Test de comparacién multiple Tukey (p<0.05). (** Indican
diferencias estadisticamente significativas entre JAZ9 y los otros dos grupos)
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Por tanto, las evidencias obtenidas sugieren que la accion represora que Gl
ejerce sobre los JAZs ocurriria de manera mas probable a través de un
mecanismo de secuestro, que impediria la interaccion entre JAZ y MYC2.

Ademas, estamos seleccionando varias lineas transgénicas de A thaliana que
expresan JAZ3, JAZ5, JAZ9 y JAZ10 etiquetados con el epitopo HA y cuya
expresion esta dirigida por fragmentos promotores enddgenos. Estas lineas se
cruzaradn con mutantes de pérdida o ganancia de funcién de Gl para analizar el
efecto de Gl sobre su acumulacion y actividad in vivo.
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4. CONCLUSION

En este trabajo hemos estudiado el papel de GIGANTEA en la ruta de
sefalizacion del acido jasmoénico mediante su interaccion con las proteinas
JAZs, obteniéndose las siguientes conclusiones:

Gl interactia con JAZ3, JAZ5, JAZ9 y JAZ10 in vitro en levadura y en un
ensayo de co-inmunoprecipitacion in vitro, en el que también se observé
interaccion con MYC2.

La mutacion de Gl es epistatica a la mutacion de los JAZ en ausencia de
JA, mientras que la mutacion de los JAZs es epistatica a la mutacion de
Gl en presencia de altas concentraciones de JA.

En el mutante gi-2, los genes de respuesta a JA se encuentran reprimidos,
especialmente a ZTO.

La mutacién de Gl reduce los niveles de expresion de los genes inducidos
por MYC2, pero estos pueden recuperarse al mutar a los JAZ.

Utilizando un ensayo de transactivacién, se ha comprobado que Gl
modula negativamente la actividad de JAZ3.

Analizando la estabilidad proteica en ensayos de expresion transitoria en
N. benthamiana, se ha observado que Gl no promueve la degradacion de
los JAZ, siendo por tanto probable que Gl regula la actividad de los JAZs
a través de un mecanismo de secuestro.

Con estos datos, proponemos que GIGANTEA regula la actividad de los JAZs
durante la noche permitiendo una correcta respuesta de la ruta del &cido
jasménico durante la mafana, afiadiendo un nivel de regulacion extra del reloj
sobre la defensa.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal y condiciones de cultivo.

Las lineas utilizadas en este trabajo fueron Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia 0 (Col-0) y gi-2 (Fowler et al., 1999). Las demés lineas de mutantes se
obtuvieron del Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC): jaz3-1
(SALK_139337), jaz9-1 (SALK_004872), jaz10-1 (SAIL_92_DO08), jaz5-1;jaz10-
1 (N2107792) y jaz3-1;jaz10-1 (N2107791).

A partir de las anteriores lineas, se generaron mediante cruces los siguientes
dobles mutantes: gi-2;jaz3-1, gi-2;jaz9-1, gi-2;jaz10-1. Y los siguientes triples
mutantes: gi-2;jaz3-1(heterocigota);jaz10-1, gi-2;jaz3-1;jaz10-1(heterocigota) y
gi-2;jaz5-1(heterocigota);jaz10-1.

5.2 Genotipado de las lineas.

Para la identificacion de las lineas mutantes homocigotas, se utilizé el método
de extraccion de DNA descrito por Edwards y colaboradores (Edwards et al.,
1991), tomando una hoja por planta de Arabidopsis, permitiendo una extraccion
sencilla y de alto rendimiento. Los cebadores utilizados para determinar la
presencia de los T-DNA mediante PCR se muestran en la tabla 3.

Secuencia Propésito
GTGTGAAAGGCACCGTATTGTTGC Gl transgen, genotipado, directo
GTTATGGCACAAACTGATTGCTG Gl trasngen, genotipado, reverso
GCTAACATGTTCACTATCCTAACAG gi-2, genotipado, directo
GTCGGAGAACCACTAGTTGTAGC gi-2, genotipado, reverso
ATTTTGCCGATTTCGGAAC SALK cebador comun para LBb1.3
TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCG SAIL cebador comuin
ATGGGCTACAACACAAAATGG JAZ3, genotipado, directo
GTGCCTCTGTCGATTCTTCAG JAZ3, genotipado, reverso
ACGTTCCACGATCTGATTTTG JAZ5, genotipado, directo
GTACTCTTCCATTTTACGCGC JAZ5, genotipado, reverso
TCATGCTCATTGCATTAGTCG JAZ9, genotipado, directo
AGGGTTAAGTACGAAGGCAGC JAZ9, genotipado, reverso
CTTCTCGAGAAAACGTTGCAG JAZ10, genotipado, directo
TCACATGAGAAATCAGAATCCG JAZ10, genotipado, reverso

Tabla 3. Listado de cebadores para el genotipado.

Todas las semillas se lavaron con una solucion de etanol (70%) + Triton X-100
(0.1%) durante un periodo de 5-10 minutos en agitacion, a lo que siguié un
lavado de 2-5 min con una solucion de etanol (96%). Posteriormente, se retiro el
etanol 96 % y las semillas se dejaron secar para eliminar los restos de etanol.
Las semillas estériles se plaquearon directamente o se dejaron en agua estéril a
4°C por un periodo de 2 a 3 dias para estratificarlas.
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5.3 Construccion de los vectores binarios

Los vectores utilizados para la co-inmunoprecipitacion in vitro, los ensayos de
expresion transitoria en N. benthamiana y de doble hibrido fueron generados
mediante la tecnologia Gateway (Invitrogen). Los cDNAs de los genes JAZ3,
JAZ5, JAZ9, JAZ10 y MYC2 fueron amplificados con y sin codon de parada
mediante PCR; los cebadores empleados se muestran en la tabla 4. Los cDNAs
amplificados fueron clonados en el vector pPDONR207 mediante la reaccion de
recombinacion BP de Gateway. Posteriormente, se realiz6 la reaccion de
recombinacién LR Gateway, transfiriendo los cDNAs a los vectores de destino
correspondientes. Para el ensayo de doble hibrido en levadura el cDNA de Gl se
transfirié al plasmido pGBKT7, mientras que JAZ3, JAZ5, JAZ9, JAZ10 y MYC2
se clonaron en el plasmido pGADT7. En el caso del ensayo de co-
inmunoprecipitacion in vitro, se transfirieron los cDNAs al plasmido pTNT con la
etiqueta HA, exceptuando Gl que se transfirié al plasmido pTNT con la etiqueta
FLAG.

Para los ensayos de N. benthamiana se utilizé el plasmido pEG201,
transferiendo todos los cDNA este plasmido, excepto Gl, que se transfirié al
plasmido pEG202. Para los ensayos de transactivacion, la region promotora de
BCAT4 se amplific6 mediante PCR, desde el fin del gen anterior hasta el ATG.
Esta secuencia se clon6 en el vector pGreenll 0800-LUC utilizandose las
enzimas de restriccion Xhol y BamHIl.

Secuencia Propésito
TATGGAGAGAGATTTTCTCG JAZ3 (fwr) en pDONR
JAZ3+STOP (rev) en
TTAGGTTGCAGAGCTGAG pDONR
TATGTCGTCGAGCAATG JAZ5 (fwr) en pDONR
JAZ5+STOP (rev) en
TATAGCCTTAGATCG pDONR
TATGGAAAGAGATTTTCTG JAZ9 (fwr) en pDONR
JAZ9+STOP (rev) en
TTATGTAGGAGAAGTAG pDONR
TATGTCGAAAGCTACCATAG JAZ10 (fwr) en pDONR
JAZ10+STOP (rev) en
TTAGGCCGATGTCGGATAG pDONR
TATGACTGATTACCGGCTAC MYC2 (fwr) en pDONR
MYC2+STOP (rev) en
TTAACCGATTTTTGAA pDONR
GGCGCGGCCTCGAGGTGACTCAAGTTCAA
TA pBCAT4 (fwd) en pGLUC
GGCGCGGCGGATCCGGATGTGTTTGTTCG
AG pBCAT4 (rev) en pGLUC

Tabla 4. Listado de cebadores utilizados para la construccion de los vectores binarios.
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5.4 Extraccion de RNA y RT-qPCR

La extraccion de RNA se realizé con el kit Nucleospin RNA plant (Macherey-
Nagel). Para la retrotranscripcion (RT) se utilizé un 1ug de RNA total, pretratado
con DNAsal, y se empleo el kit NZY first strand cDNA. El cDNA fue amplificado
mediante PCR cuantitativa a tiempo real con Maxima SYBR Green qPCR Master
Mix (Takara Bio) en el equipo QuandStudio 3 (Thermo Fisher).

Como control interno se utilizé el gen PROTEIN PHOSPHATASE 2A (PP2A).
Las secuencias de los cebadores necesarios se encuentran en la tabla 5.

Secuencia Propésito
TAACGTGGCCAAAATGATGC PP2A, gPCR, directo
GTTCTCCACAACCGCTTGGT PP2A, gPCR, reverso
CTGTACTGGCACTGCTTCCA BCAT4, gPCR, directo
ATAGCTTCGCAGCCAATGTT BCAT4, gPCR, reverso
CTTTGCTTACCGCTGATGAA CYP79B3, gPCR, directo
GCGTTTGATGGGTTGTCTG CYP79B3, gPCR, reverso
AATGAGCCTGTTATCAATGC LOX2, gPCR, directo
CATACTTAACAACACCAGCTCC LOX2, gPCR, reverso

Tabla 5. Listado de cebadores utilizados para las RT-gPCR.

5.5 Expresion transitoria en N. benthamiana

Todas las construcciones fueron transformadas en la cepa de Agrobacterium
tumefaciens GV3101 (resistente a rifampicina y gentamicina), excepto aquellas
construidas a partir del vector pGreenll 0800-LUC, que fueron transformadas en
la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 con el vector ayudante pSOUP
(resistencia a tetraciclina). Los cultivos de A. tumefaciens con las respectivas
construcciones y con el supresor del silenciamiento pl9 se dejaron crecer
durante la noche el dia anterior a la infiltracion en LB con sus respectivos
antibioticos. Los cultivos fueron centrifugados y resuspendidos en tampén de
agroinfiltracion (10 mM MES-KOH pH 5.6, 10 mM MgClz, 150 puM de
acetosiringona) hasta conseguir un ODsoo de 0.5. Los cultivos se incubaron
durante 2 horas y posteriormente se mezclaron e infiltraron en hojas de N.
benthamiana a un ODsoo de 0.1.

Las plantas que fueron tratadas con MG-132 para los analisis de estabilidad se
infiltraron 8 horas antes de la recogida de muestras con 25 uM MG-132, inhibidor
de la actividad del proteosoma. Las muestras fueron tomadas dependiendo del
experimento: 2 dias post-inoculacion (dpi) para los ensayos de transactivacion y
3 dpi para los andlisis de estabilidad de las proteinas.
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5.6 Ensayo de doble hibrido

Para el andlisis de doble hibrido (Y2H) se utilizO el protocolo de co-
transformacién “Lazybones” con la cepa de Sacharomices Cerevicae AH109. El
protocolo de transformacion utiliza 2ug de cada uno de los plasmidos de interés
ademas de 5L de 1% ssDNA, llevando el volumen hasta los 50uL con agua mili-
Q. Para cada transformacion se afiadieron 0.5 mL de la solucion PLATE (40%
PEG 4000, 100 mM Acetato de Litio, 1 OmM Tris (7.5 pH) y 0.4 mM EDTA) y
levadura, preferiblemente tras no mas de 48 horas de crecimiento y una cantidad
relativa al anillo de un asa de siembra.

Cada una de las transformaciones se dejaronn durante la noche a temperatura
ambiente y al dia siguiente se incubaron durante 15 minutos a 42°C,
procediéndose a recuperar las levaduras transformadas mediante
centrifugacion.

Las levaduras co-transformadas se cultivaron en medio de selecciéon (SD/-Leu/-
Trp) durante 3 dias, utilizdandose como control negativo el plasmido pGADT7
vacio. De cada co-transformacion se eligieron 3 colonias independientes, que se
disolvieron en 100 pL de agua y se gotearon de nuevo en una placa con medio
de seleccion (SD/-Leu/-Trp) durante 2 dias. A continuacion, se volvieron a gotear
en 4 medios diferentes de seleccion en ausencia de His (SD/-Leu/-Trp/-His) con
diferentes concentraciones de 3-Amino-1,2,3,4-triazol, (0 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10
mM) para analizar la interaccion.

5.7 Analisis de la acumulacion y estabilidad proteica

Cada muestra se homogenizé en 3 volimenes de tampén de carga 2x SDS-
PAGE (0.6% Tris, 2.88% Gilicina, 2% SDS) calentando a 95°C durante 5 minutos
y posteriormente se clarificaron por centrifugacion a 13 krpm a temperatura
ambiente durante 15 min. Las muestras fueron analizadas mediante Western blot
y se cuantificaron con el sofware de imagen NIH Imagel
(https://imagej.nih.goVv/ij/). La cuantificacion de las bandas se normalizé
utiizando GFP-HA, para la cuantificacibon JAZ3, o una banda inespecifica
detectada con el anticuerpo anti-FLAG, para la cuantificacion de JAZ9 y JAZ10,
como controles internos.

5.8 Ensayo de transactivacion.

A los 2 dias post-inoculacién, se tomaron discos de 0.5 cm de diametro de hojas
de N. benthamiana infiltradas y se utilizd el kit Dual-Glo Luciferase Assay
(Promega) para determinar la actividad de la luciferasa. Las proteinas se
extrajeron en 150 pL de Lysis Buffer 1X, afladiéndose 5 UL de muestra a cada
pocillo con una cantidad de 40 pL de luciferina previamente afadida.
Previamente a la medicion utilizando el equipo GloMax 96 Microplate
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Luminometer (Promega), la placa se dejo 10 min en oscuridad. Posteriormente
a la medicion de la luciferasa, se prosiguio a medir la actividad de renilla como
control interno. Para ello, se afiadieron 40 uL de Dual-Glo a cada pocillo y se
dejé otros 10 minutos antes de medir. Cada pocillo se midi6 3 veces durante
cada una de las mediciones. Para calcular la actividad relativa se dividi6 cada
replica de Luciferasa con cada replica de Renilla y se realizé una media de los
valores obtenidos.

5.9 Co-inmunoprecipitacion in vitro

Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion in vitro, los cDNAS de JAZ3, JAZ5,
JAZ9, JAZ10, MYC2 y Gl fueron clonados en el vector pTnT mediante Gateway.
Los vectores pTnT nos permiten la transcripcion y traduccion de estas proteinas
de manera sintética, en un sistema libre de células. Todas las construcciones
contenian la etiqueta HA en el extremo N-terminal excepto Gl que tenia la
etiqueta FLAG.

Utilizando el sistema de expresion proteico TnT SP6 High-Yield Wheat Germ
(Promega), se expresaron de manera individual JAZ3, JAZ5, JAZ9, JAZ10,
MYC2 y Gl, afadiéndose 2 pg de cada uno de los plasmidos en 20 pL de agua
y completando con 30 pL del Master Mix. Todas las reacciones se incubaron 3
horas a 25°C.

De cada reaccion se guardo el 10% (5 pL) como Input, para verificar la expresion,
utilizandose finalmente sélo el 5% para el andlisis por Western blot. Para la
inmunoprecipitacion, se mezclaron 22.5 yL de Gl con 22.5 pL de cada una de
las demas proteinas. Entonces se siguio el protocolo de inmunoprecipitaciéon
descrito en (Pedmale et al., 2016) usando el anticuerpo anti-HA (Promega).

5.10 Medidas fisiol6gicas (longitud de hipocétilos)

Para analizar la altura de los hipocatilos, se colocaron las semillas espaciadas
en placas con medio ¥2 MS (30 semillas en media placa cuadrada de 120mm @).
En el caso de los tratamientos con JA, se afadio MeJA al medio en una
concentracion de 50 pM. Las plantas se crecieron en condiciones de dia corto
durante 7 dias, tras lo cual fueron escaneas y, posteriormente, se analizé la
longitud utilizando el software de andlisis de imagen NIH ImageJ
(https://imagej.nih.gov/ij/).

5.11 Analisis bioinformatico y estadistico

Los analisis estadisticos, asi como los gréaficos de este TFM, fueron realizados
con Statgraphic Prism o Excel, exceptuando algunos de los graficos realizados
en el apartado de metanandlisis en los resultados. En este apartado se utilizé R
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(RCoreTeam, 2021) para filtrar y analizar los datos de RNA-seq y los resultados
fueron representados utilizando varios paquetes segun el objetivo. Para
representar los genes compartidos entre los diferentes sets de DEGs, se
utilizaron los paquetes ggVennDiagram (Gao et al., 2021) y VennDiagram (Chen
et al., 2011). En el caso del volcano plot, se utilizo el paquete Enhanced Volcano
Plot (Blighe et al., 2021). Como uso comun se uso el paquete ggplot2 (Wickham,
2016). En el caso de la identificacion de las categorias de ontologia génica
sobrerrepresentadas, se utilizé la aplicacibn web  PANTHER
(http://www.pantherdb.org/). Para calificar una categoria como significativa se
eligio un valor estadistico p-valor <0,05 y este se transformd como -logio(p) para
calcular la puntuacion de enriquecimiento de cada subset.
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