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RESUMEN

Los péptidos DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL) constituyen una familia de péptidos de
pequefio tamano codificados por la familia génica DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL) de 24
miembros en Arabidopsis thaliana. Estos genes fueron caracterizados por los fenotipos que
confiere su sobreexpresion, que provoca cambios pronunciados en la morfologia de la planta
con hojas de roseta mas redondeadas, plantas de menor estatura, peciolos cortos e
inflorescencias compactas. Ademads, estos fenotipos afectan de un modo fascinante a la
morfologia de los frutos, que varia segin qué miembro de la familia se sobreexprese,

demostrando tener un papel en el desarrollo de multiples 6rganos de la planta.

También se ha visto que los péptidos DVL/RTFL se localizan en la membrana plasmatica y
gue comparten homologia en sus secuencias, con un dominio conservado en el extremo C-
terminal, estando ademds ampliamente conservados en el mundo vegetal. Tanto su localizacién
como dominio funcional conservado resultan ser esenciales para su actividad. Sin embargo vy, a
pesar de los fenotipos sorprendentes causados por la sobreexpresién de diferentes genes
DVL/RTFL, las lineas de pérdida de funcién no aportan informacion sobre la funcion bioldgica de

la familia DVL/RTFL.

En el laboratorio donde se ha realizado este trabajo, se ha avanzado en los ultimos afios
en la caracterizacion de estos péptidos, su modo de interaccidon con la membrana celular y la
determinacidon de sus patrones de expresidn, asi como en la identificacion de mutantes de
pérdida de funcion. Para continuar en estas direcciones, en este proyecto se generaron
combinaciones de mutantes multiples estables en diferentes genes DVL/RTFL combinando
mutantes de insercion de T-DNA con mutantes generados por CRISPR/Cas9 (dv/3 avi5 dvl6 dvi1
dvl4 rtfl9 dvi8 dvill rtfl11 dvi19). A pesar de que la pérdida de funcién de multiples genes
DVL/RTFL no mostrd fenotipos morfoldgicos evidentes, analisis transcriptomicos y proteémicos
apoyaron la hipétesis de la elevada redundancia génica entre los miembros de esta familia y de
que podrian tener un papel en la regulacidon de procesos como el crecimiento y desarrollo del

tubo polinico o el crecimiento distal de la célula.

Sin embargo, experimentos donde analizamos la germinacién de polen, el crecimiento de
tubo polinico o el desarrollo de pelos radiculares no mostraron que los péptidos DVL/RTFL
afectaran de un modo significativo estos procesos, pero si sugirieron que tienen un rol
generalizado aportando estabilidad o robustez al proceso de morfogénesis via elongacion

celular.
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Adicionalmente se llevaron a cabo estudios de topologia de membrana que permitieron
confirmar su localizacién en la membrana plasmatica, de tal manera que estos péptidos no se
integraban en la membrana, sino que estarian asociados a su interfase. La posibilidad de que
esta asociacion se llevase a cabo a través de otras proteinas hizo que se comprobasen in planta
interacciones de los péptidos DVL1 y DVL11 con proteinas candidatas identificadas en un
escrutinio de doble hibrido de levadura y relacionadas con procesos de trédfico intra e
intercelular, divisién y elongacién celular. Su interaccién confirmada con proteinas como SRC2,
BSK6 o CDC48 llevd a estudiar la posible relacidn funcional con éstas y en especial con CDC48
por su implicacién en procesos de divisidn, expansién y diferenciacidon celular, sin obtener

resultados concluyentes.

Los escasos resultados obtenidos en Arabidopsis nos condujo a estudiar el papel del tnico
homélogo DVL/RTFL en Marchantia polymorpha. Tras generar y caracterizar lineas de pérdida
de funcién y sobreexpresoras MpDVL, hemos podido confirmar la conservacién funcional de los
péptidos DVL/RTFL en especies de plantas tan alejadas evolutivamente, asi como determinar
gue no se trata de péptidos esenciales para el desarrollo de la planta pero que si parecen tener

un papel en los procesos de morfogénesis via elongacion celular aportando robustez al sistema.

Este trabajo pone de manifiesto que sigue siendo necesario profundizar en el estudio de
los péptidos DVL/RTFL para conocer el mecanismo por el cual participan en procesos de

desarrollo de la planta y conocer con detalle su verdadera funcidn bioldgica.

Vi
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ABSTRACT

DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL) peptides constitute a family of small peptides encoded
by the 24-member DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL) gene family in Arabidopsis thaliana. These
genes were characterized by the phenotypes conferred by their overexpression, which causes
pronounced changes in plant morphology with round rosette leaves, shorter plants, short
petioles, and compact inflorescences. In addition, these phenotypes dramatically affect fruit
morphology, which varies depending on which family member is overexpressed, proving to play

a role in the development of multiple plant organs.

It has also been shown that DVL/RTFL peptides are located in the plasma membrane, that
they share sequence homology, mostly in a conserved C-terminal domain, and that they are also
widely conserved among land plants. Both the localization at the membrane and conserved
functional domain are essential for proper gene activity. However, despite the surprising
overexpression phenotypes observed, the loss-of-function mutants do not provide information

on the DVL/RTFL biological function.

In the lab where this work has been carried out, progress has been made in the
characterization of these peptides, determining how they interact with the plasma membrane,
how they are expressed and accumulated, as well as identifying loss-of-function mutants. To
continue in these directions, in this project we have generated combinations of multiple stable
DVL/RTFL mutants by combining T-DNA insertion mutants with mutants generated by
CRISPR/Cas9 (dvi3 dvil5 dvlé dvil dvi4 rtfl9 dvi8 dvlil rtfl11 dvl19). Even though the loss of
function of multiple DVL/RTFL genes did not show evident morphological phenotypes,
transcriptomic and proteomic analyzes supported the hypothesis of a high gene redundancy
among the members of this family and suggested that they might have a role in the regulation

of processes such as pollen tube growth and development or cell tip growth.

However, pollen germination, pollen tube growth or root hair development experiments
did not demostrate that DVL/RTFL peptides had a significant role in these processes, but they
suggested that they may have a general role in providing stability or robustness to the

morphogenesis process via cell elongation.

Additionally, membrane topology studies were carried out to confirm their location in the
plasma membrane, in such a way that these peptides were not integrated but would be
associated with the membrane interface. The possibility that this association was carried out
through other proteins led to the in planta verification of DVL1 and DVL11 peptide interactions

with candidate proteins identified in a previous yeast two-hybrid screening and related to

vii
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intracellular and intercellular trafficking processes cell division and elongation. The confirmed
interaction with proteins such as SRC2, BSK6 or CDC48 led us to study the possible functional
relationship with these, and especially with CDC48 due to its involvement in cell division,
expansion, and differentiation processes, but unfortunately, we did not obtain conclusive

results.

The unconclussive results obtained in Arabidopsis led us to study the role of the unique
DVL/RTFL homologue in Marchantia polymorpha. After generating and characterizing MpDVL
loss-of-function and overexpression lines, we have been able to confirm the functional
conservation of the DVL/RTFL peptides in so evolutionarily distant plant species, as well as to
determine that they are not essential for plant development, but they seem to have a role in the

morphogenesis processes via cell elongation, providing robustness to the system.

This work highlights the need of furthering the study of DVL/RTFL peptides to discover the
mechanism by which they participate in plant development processes and to determine their

biological function in depth.

viii
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RESUM

Els peéptids DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL) constitueixen una familia de peéptids de
xicoteta grandaria codificats per la familia génica DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL) de 24
membres en Arabidopsis thaliana. Aquests gens van ser caracteritzats pels fenotips que
confereix la seua sobreexpressid, que provoca canvis pronunciats en la morfologia de la planta
amb fulles de roseta més arredonides, plantes de menor alcada, peciols curts i inflorescencies
compactes. A més, aquests fenotips afecten d'una manera fascinant a la morfologia dels fruits,
que varia segons quin membre de la familia es sobreexprese, demostrant tindre un paper en el

desenvolupament de multiples organs de la planta.

També s'ha vist que els péptids DVL/RTFL es localitzen en la membrana plasmatica i que
comparteixen homologia en les seues seqiiéncies, amb un domini conservat en l'extrem C-
terminal, estant a més ampliament conservats en el mén vegetal. Tant la seua localitzacié com
domini funcional conservat resulten ser essencials per a la seua activitat génica adequada. No
obstant aix0 i, malgrat els fenotips sorprenents observats en la sobreexpressié de diferents gens
DVL/RTFL, les linies de pérdua de funcié no aporten informacio sobre la funcid biologica de la

familia DVL/RTFL.

En el laboratori on s'ha fet aquest treball, s'ha avancat en els ultims anys en la
caracteritzacié d'aquests peptids, la seua manera d'interaccié amb la membrana cel-lular i la
determinacid dels seus patrons d'expressid, aixi com en la identificacié de mutants de pérdua
de funcié. Per a continuar en aquestes direccions, en aquest projecte es van generar
combinacions de mutants multiples estables en diferents gens DVL/RTFL combinant mutants
d'insercié de T-DNA amb mutants generats per CRISPR/Cas9 (dvI3 avi5 dvl6 dvl1 dvi4 rtfl9 dvi8
dvl11 rtfl11 dvi19). A pesar que la pérdua de funcié de multiples gens DVL/RTFL no va mostrar
fenotips morfologics evidents, analisis transcriptomics i proteomics van donar suport a la
hipotesi de I'elevada redundancia genica entre els membres d'aquesta familia i que a més tenen
un paper en la regulacié de processos com son la morfogenesi, el creixement i desenvolupament

del tub pol-linic o el creixement distal de la cél-lula.

Experiments de germinacié de pol-len, creixement de tub pol-linic o desenvolupament de
péls radiculars duts a terme van demostrar que els péptids DVL/RTFL no tenien un paper
significatiu en aquests processos, pero si que van suggerir que tenen un rol generalitzat aportant

estabilitat o robustesa al procés de morfogenesi via elongacié cel-lular.

Addicionalment es van dur a terme estudis de topologia de membrana que van permetre

confirmar la seua localitzacio en la membrana plasmatica, de tal manera que aquests péptids no
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s'integraven en la membrana si no que estarien associats a la seua interfase. La possibilitat que
aquesta associacio es duguera a terme a través d'altres proteines va fer que es comprovaren in
planta interaccions dels péptids DVL1 i DVL11 amb proteines candidates extretes d'un escrutini
de doble hibrid de llevat i relacionades amb processos de transit intra i intercel-lular, divisio i
elongacio cel-lular. La seua interaccié confirmada amb proteines com SRC2, BSK6 o CDC48 va
portar a estudiar la possible relacié funcional amb aquests i especialment amb CDC48 per la seua
implicacié en processos de divisio, expansid i diferenciacié cel-lular, sense obtindre resultats

concloents.

Els escassos resultats obtinguts en Arabidopsis ens va conduir a estudiar el paper de I'Unic
homoleg DVL/RTFL en Marchantia polymorpha. Després de generar i caracteritzar linies de
perdua de funcio i de sobreexpressido MpDVL, hem pogut confirmar la conservacié funcional dels
peptids DVL/RTFL en espécies de plantes tan allunyades evolutivament, aixi com determinar que
no es tracta de péptids essencials per al desenvolupament de la planta pero que si que semblen
tindre un paper en els processos de morfogenesis via elongacié cel-lular aportant robustesa al

sistema.

Aixi, aprofundir en I'estudi dels péptids DVL/RTFL per a conéixer el mecanisme pel qual
participen en processos de desenvolupament de la planta permetria conéixer amb detall la seua

vertadera funcié biologica.
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INTRODUCCION

1. Los péptidos pequefios en plantas

El proteoma consiste en el conjunto completo de proteinas que se expresan o pueden
expresarse a partir del genoma de una célula, tejido u organismo, en un momento y condicidn
determinada. Dentro de este conjunto, los péptidos son las moléculas bioldgicas mds pequefias
del proteoma y estan formados por pequenas cadenas de mondmeros de entre 2 y 100
aminodacidos, diferencidndose de las proteinas basicamente por la longitud de dicha cadena
(Tavormina et al.,, 2015; Feng et al.,, 2023). En las plantas, los péptidos juegan papeles
importantes en procesos funcionales claves del crecimiento, el desarrollo y la reproduccion,
como son la organizacién del meristemo, el crecimiento y desarrollo de la raiz, la regulacién de
laforma de las hojas, el crecimiento a partir de callo o el desarrollo de nédulos, asi como también
en las respuestas de defensa o estrés o las interacciones simbidticas (Matsubayashi and
Sakagami, 2006; Matsubayashi, 2014; Tavormina et al., 2015; Feng et al., 2023). El desarrollo de
la planta es un proceso complejo que necesita de una comunicacion intercelular que coordine
el crecimiento y la diferenciacién (Matsubayashi, 2014) y en este contexto, los péptidos
pequefios pueden actuar como moléculas sefializadoras en esta comunicacién célula a célula
coordinando y especificando las funciones celulares, participando no solo durante el
crecimiento y el desarrollo sino también en respuestas de defensa o simbiosis permitiendo a la
planta adaptarse a un medio cambiante (Fukuda and Higashiyama, 2011; Matsubayashi, 2014).
Por otro lado, los péptidos pequefios no solo actdan en la transduccion de sefiales, sino que
también se les han atribuido otras funciones moleculares como son la inhibicién traduccional de
un marco abierto de lectura (ORF - Open Reading Frame) principal, la promocién de la funcién

de microRNAs (miRNAs) o la interaccidn con proteinas diana (Feng et al., 2023).

Originalmente los péptidos de plantas se han dividido en dos grandes categorias:
secretados y no secretados, en funcién de la presencia o ausencia de una secuencia de
sefializacion secretora en el extremo N-terminal que guia al péptido al espacio extracelular
(Matsubayashi, 2014; Feng et al., 2023). Los péptidos secretados son aquellos que se han
relacionado mds directamente con la comunicacion célula a célula en la planta, aunque también
se han atribuido a los péptidos no secretados funciones de sefalizacion celular en procesos de
defensa. Los péptidos secretados, a su vez, pueden clasificarse en dos grupos segln sus
caracteristicas estructurales: péptidos pequefios modificados postraduccionalmente y péptidos

ricos en cisteina (Matsubayashi, 2011, 2014).

Paralelamente, los péptidos de plantas se han clasificado seglin su sintesis u origen

gendmico como: (1) aquellos derivados de un precursor, es decir, que derivan del procesamiento


https://es.wikipedia.org/wiki/Genoma
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de un polipéptido mayor, y que a su vez pueden subdividirse en (1a) los que derivan de un
precursor no funcional (es decir, de un polipéptido que no es activo antes de procesarse) y (1b)
aquellos derivados de un precursor funcional (es decir, de un polipéptido que antes de su
procesamiento tiene una funcidn bioldgica diferente a la del péptido derivado); y por ultimo, (2)
los que no derivan de una proteina precursora, sino que se traducen directamente a partir de
pequefios marcos abiertos de lectura (sORFs - small Open Reading Frames) de menos de 100

aminodcidos (Figura 1) (Matsubayashi, 2014; Tavormina et al., 2015; Feng et al., 2023).

Estos péptidos no derivados de precursores pueden subdividirse a su vez en tres grupos
en funcidn de la localizacidn gendmica de la sORF que codifica el péptido: aguas arriba de la ORF
principal, en la secuencia 5’ del gen; en el transcrito primario de un miRNA; o en otro transcrito

gue no codifique proteinas mas largas (>100 aminodacidos) (Figura 1) (Tavormina et al., 2015).

DERIVADO DE UN PRECURSOR NO DERIVADO DE UN PRECURSOR
Regidn 5" | bri-miRNA | sORFs
de mRNA
Precursor no funcional Precursor
funcional
r 1
Pro hidroxilacién Rico en Cys No rico en Cys/
+ glicosilacion, no PTM
Tyr sulfatacion
Precursor H 1 H 1 . 1 m 1
! ! !
| 1 u 1 m 1
| ! |
Péptido maduro =l cc.. ccC.. PGK- CP-
Péptidos ; ; : : 5 -
. P: CLE C: ns-LTP C: THIONIN P:SYS P:CAPE non CPUORF [ miPEP171b| PLS
representativos | cgp PDF HEVEIN CPUORF miPEP165a | ENOD40
HYPSYS PDFL PDP G:PEP --:Gm-SUBPEP ROT4
IDA/IDL NCR CYCLOTIDE DVL1
SNAKIN/ Ib-AMP K: GRIp - INCEPTIN KOD
GASA a-HAIRPININ 0SIP108
Y: RGF/GLV/ KNOTTIN ARACIN -:Gm-PEP914
CLEL SCR/SP11 | RALF(L) Gm-PEP980
PSK LURE EPF(L)/
PSY1 ES STOMAGEN
ESF EA(L)
ORF secuencia sefial [l Bpreproproteina Il M proproteina preproteina , PTM

Figura 1. La diversidad de sintesis de los péptidos vegetales. Los péptidos de plantas se sintetizan a partir
de proteinas precursoras o se traducen directamente a partir de una sORF. El primer tipo se divide segln
su precursor sea o no funcional. Dicho precursor puede ser una preproteina que da como resultado el
péptido maduro tras la eliminacidén de una secuencia de sefializacién (rectangulo amarillo). Los péptidos
derivados de precursores no funcionales pueden ser: modificados postraduccionalmente (PTM), ricos en
Cys o no ricos en Cys y no modificados postraduccionalmente (no ricos en Cys/no PTM). Los péptidos no
derivados de precursores estan codificados por sORFs (<100 aminodcidos) ubicadas aguas arriba del ORF
principal en la secuencia de un gen, en las transcripciones primarias de miARN (pri-miARN) o en otras
transcripciones que no codifican proteinas mas largas (>100 aminodcidos), con excepciones. En la parte
inferior aparecen los péptidos representativos de cada subgrupo. Imagen adaptada de Tavormina et al.,
2015.
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Hasta el momento, los péptidos pequenos no han sido faciles de identificar porque en
general, los métodos para anotar los genomas y analizar proteinas estdn mas optimizados para
polipéptidos mas grandes. Sin embargo, los avances conseguidos en los ultimos afios con
aproximaciones genéticas, analisis bioquimicos y herramientas bioinformaticas como son las
técnicas de secuenciacién masiva de nueva generacién, la espectrometria de masas y nuevos
algoritmos de prediccion mas potentes, han permitido descubrir muchos péptidos pequefos no
solo en Arabidopsis thaliana, sino también en otras especies de interés agrondmico como son el
arroz (Oryza sativa), el maiz (Zea mays) o la uva (Vitis vinifera) (Sudan et al., 2018; Feng et al.,

2023).

Se ha destacado anteriormente como estos péptidos pequenos desempeiian funciones
importantes en actividades fisioldgicas como la respuesta al estrés abidtico, el crecimiento de
las plantas, la morfogénesis de los drganos y la reproduccién sexual. El primer péptido vegetal
funcional que se identifico, la sistemina de tomate, es un péptido no secretado que se descubrid
en hojas dafiadas de tomate y que actia promoviendo la expresion rdpida de genes de defensa
a través de la comunicacidn celular al inducir la produccién de inhibidores de proteinasas frente
a ataques de herbivoros y patdgenos (Pearce et al., 1991); desde su identificacion, muchos otros

péptidos han sido identificados y caracterizados (Figura 2).

A pesar de que la mayoria de los péptidos vegetales caracterizados funcionalmente son
los pertenecientes a la categoria de derivados de un precursor, los péptidos pequefios
codificados por una sORF y traducidos directamente son funcionalmente relevantes, puesto que
se ha mostrado como sus funciones bioldgicas van desde la participacién en el desarrollo y
morfogénesis de la planta hasta la regulacién de la expresidon génica (Matsubayashi, 2014;

Tavormina et al., 2015).

Dentro de los mejor caracterizados se puede destacar a PSK (PHYTOSULFOKINE), un
péptido sulfatado de 5 aminoacidos modificado postraduccionalmente, identificado como una
sefial promotora del crecimiento que regula la proliferacién celular. PSK ha demostrado tener
un papel en procesos de elongacién de la raiz o el hipocétilo, la germinacion del polen o la
respuesta inmune frente a elicitores liberados por patdgenos. Este péptido secretado es
reconocido en la superficie celular por un receptor quinasa rico en leucina (LRR-quinasa) unido
a la membrana que desencadena una serie de sefiales y regulacidon genética que promueven el

crecimiento o las respuesta de defensa (Matsubayashi, 2014).
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Figura 2. La diversidad funcional de los péptidos vegetales. Los péptidos de plantas tienen un amplio
rango de funciones bioldgicas y actian en diferentes partes de la planta, como se indica en la ilustraciéon
simplificada de una planta. Imagen adaptada de Tavormina et al., 2015.

Por otro lado, encontramos a SCR/SP11 (S-LOCUS CYSTEINE-RICH PROTEIN/S-LOCUS
PROTEIN 11), un péptido derivado de wun precursor no funcional modificado
postraduccionalmente y rico en cisteina que juega un papel clave en la autoincompatibilidad del
polen en Brasicaceas y es homdlogo a otros 28 péptidos en Arabidopsis. SP11/SCR funciona
como determinante de la especificidad del haplotipo masculino en la capa de polen y es
percibido por la S-locus receptor-quinasa, que funciona como determinante de la especificidad

del haplotipo femenino. Dicho reconocimiento conduce a la inhibicién de la germinacién de



INTRODUCCION

polen propio y crecimiento del tubo polinico auto-incompatible (Matsubayashi and Sakagami,
2006; Tavormina et al.,, 2015). En esta misma categoria de péptidos modificados
postraduccionalmente encontramos también a los péptidos IDA (INFLORESCENCE DEFICIENT IN
ABSCISSION) e IDL (IDA-LIKE), péptidos sefial que promueven el proceso de abscisién de drganos,
entre otros, estimulando la separacidn de las células tras ser percibidos por un receptor LRR-
quinasa extracelular y activando una cascada de seializacién que termina regulando la
expresion de varios genes remodeladores de la pared celular (Matsubayashi, 2014; Sudan et al.,

2018).

Otro péptido muy bien caracterizado es CLV3 (CLAVATA 3), un glicopéptido que posee una
sefal secretora en el extremo N-terminal y que participa en el equilibrio entre la renovaciéon y
diferenciacién de células madre en el meristemo apical del tallo. CLV3 pertenece a una extensa
familia de pequefios péptidos con mds de 30 miembros en Arabidopsis thaliana, la familia CLE
(CLV3/embryo-surrounding), caracterizada por un extremo hidrofébico, la sefial secretora, y un
motivo CLE conservado de 14 aminodcidos. Los miembros de esta familia desempefian funciones
en diversas partes de la planta como por ejemplo CLE40, homdlogo funcional de CLV3 en la raiz
o CLE41 y CLE44 que estimulan la proliferacion de las células del cambium e inhiben Ia
diferenciacidn del xilema. Dentro de la familia CLE, las relaciones péptido-receptor son diversas,
ya que un receptor quinasa puede servir como receptor de diferentes péptidos vy, por otro lado,
un péptido puede ser reconocido por diferentes receptores, lo cual explica la existencia de cierta
redundancia génica y funcional entre los diferentes miembros de la familia (Matsubayashi and
Sakagami, 2006; Katsir et al., 2011; Matsubayashi, 2014; Tavormina et al., 2015; Gancheva et al.,
2019; Rodriguez-Leal et al., 2019).

Otra familia con un elevado niumero de homdlogos en Arabidopsis thaliana, que son
péptidos derivados de un precursor ricos en cisteina y secretados, son los RALF (RAPID
ALKALINIZATION FACTOR), originalmente identificados en tabaco al causar la alcalinizacién del
medio de células en suspensién. Estos péptidos provocan una serie de respuestas a Ca%,
alterando el pH intracelular y activando de este modo una proteina quinasa que regula varios
procesos de desarrollo de la raiz, entre los cuales estd la iniciacién y posicionamiento de las
raices laterales. Ademas, también participan en la germinacion del polen, la capacidad de
tolerancia a estrés tanto bidtico como abidtico, la formacion de frutos de un tamafo adecuado

o la produccion de semillas (Pearce et al., 2001; Sudan et al., 2018).

Aunque todos los ejemplos mencionados anteriormente corresponden a péptidos
derivados de precursores, también encontramos ejemplos de péptidos pequefios no secretados

y codificados por sORFs que han sido funcionalmente caracterizados en plantas. Este es el caso
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de PLS (POLARIS), el primer péptido identificado en Arabidopsis thaliana y que participa en la
expansion celular de la raiz y la vascularizacion de la hoja (Topping and Lindsey, 1997), asi como
en la correcta homeostasis de etileno, auxinas y citoquininas, y en la regulacién del desarrollo
de la raiz al actuar regulando negativamente la ruta de seializacidn del etileno (Matsubayashi
and Sakagami, 2006; Mudge, 2016; Sudan et al., 2018). También encontramos a ENOD40 (EARLY
NODULIN 40), que fue identificado inicialmente como un IncRNA pero se ha descubierto que
codifica dos pequeiios péptidos policistrénicos y que estd involucrado en la diferenciacién y
division de las células de la raiz induciendo la formacidn de nédulos en leguminosas al unirse al
factor de transcripcion NNC1 (NODULE NUMBER CONTROL1), que regula negativamente la
nodulacién, y promoviendo la entrada de sacarosa en las células del coértex de la raiz
contribuyendo a su divisidn a través de su interaccion con la sacarosa sintasa (Matsubayashi and
Sakagami, 2006; Gancheva et al., 2019; Feng et al., 2023). En esta categoria también
encontramos a los péptidos codificados por la familia génica DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL),

los cuales seran objeto de estudio de este trabajo.

Con estos ejemplos se pone de manifiesto que los péptidos pequefios de plantas se
encuentran en diferentes especies vegetales estando conservados entre muchas de ellas
manteniendo asi muchos aspectos estructurales y funcionales que permiten llevar a cabo un
mejor estudio de cada uno de ellos (Feng et al., 2023). Ademds, muchos de estos péptidos estan
codificados por familias génicas de varios miembros y a menudo se unen a sus correspondientes
familias de receptores, lo que provoca que exista, en algunas ocasiones, cierta redundancia

génica y funcional entre los diferentes miembros de la familia (Katsir et al., 2011).

La gran cantidad de péptidos pequefios presentes en las plantas, responsables de
multiples funciones, genera la necesidad de profundizar en el conocimiento de los péptidos
vegetales no tan caracterizados hasta el momento. Ademas, la investigacidon de sus mecanismos
moleculares puede contribuir a una mejor comprensién de sus funciones potenciales para
mejorar las caracteristicas de los cultivos o utilizar péptidos en aplicaciones biotecnoldgicas

(Feng et al., 2023).

2. Los péptidos DEVIL

Los péptidos DEVIL (DVL) constituyen una familia de pequefios péptidos codificados por
la familia génica DEVIL (DVL), con mas de una veintena de miembros en el caso de Arabidopsis
thaliana. Se trata de péptidos no derivados de un precursor, no secretados y codificados por

sORFs cuya funcién aun sigue siendo desconocida a pesar de que los fenotipos que causan su
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sobreexpresidn parecen indicar un papel en el desarrollo de multiples érganos de la planta (Wen

et al., 2004; Narita et al., 2004; Ikeuchi et al., 2011; Guo et al., 2015; Tavormina et al., 2015).

Estos genes fueron descubiertos en Arabidopsis thaliana a partir del escrutinio de una
poblacién mutagenizada por inserciones de T-DNA de activation tagging, caracterizados por
contener elementos promotores de la transcripcion capaces de generar fenotipos de ganancia
de funcién por la expresidon ectdpica de los genes cercanos al punto de insercién del T-DNA. En
este escrutinio se aislo e identificé un nuevo gen, DEVIL1 (DVL1), que codifica un polipéptido de
51 aminodcidos que no guardaba similitud con proteinas identificadas con anterioridad y que
estd codificado por el ORF mas largo del transcrito DVL1, que contiene cuatro ORFs en total
(Wen et al., 2004; Tavormina et al., 2015). La sobreexpresion del gen DVL1 provocaba cambios
morfoldgicos pronunciados en el desarrollo de la planta caracterizados por hojas de roseta mas
redondeadas, plantas de menor estatura, peciolos cortos e inflorescencias compactas con
pétalos y sépalos mas cortos que resultaban en una exposicion del pistilo por fuera de la yema
cerrada. Las flores eran completamente fértiles y las semillas no parecian estar alteradas.
Ademas, las valvas de las silicuas presentaban protrusiones astadas en los apices, caracteristica

ultima por la que se le da nombre al gen y, por ende, a la familia (Figura 3) (Wen et al., 2004).

Col-0 dvi1-1D

Col-0 dvl1-1D Col-0 avl1-1D

Figura 3. Fenotipos de las plantas dvi1-1D (devill-1 Dominant) asociados a la sobreexpresion del gen
DVL1. A) Comparacion de las rosetas (panel superior), inflorescencias (panel intermedio) y capullo de la
flor (panel inferior) entre la planta silvestre (Col-0) y la planta dv/1-1D. B) Plantas silvestres (Col-0) y dv/1-
1D a las 6 semanas de crecimiento. C) Silicuas de plantas silvestres (Col-0) y plantas dv/1-1D, el recuadro
muestra una visién aumentada del apice de los frutos. Imagen de Wen et al., 2004.

La busqueda en bases de datos reveld que el gen DVL1 pertenece a una familia génica de
mas de 20 miembros en el genoma de Arabidopsis thaliana, la mayoria de ellos genes no

anotados en ese momento. Los miembros de la familia DVL comparten homologia en su
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secuencia, con un dominio conservado de unos 30 aminoacidos en el extremo C-terminal con
varios aminoacidos estrictamente conservados, mientras que la parte N-terminal es mds diversa.
Los miembros de la familia mas relacionados estan agrupados en el mismo clado compartiendo
otros motivos conservados entre si, generalmente en esta parte N-terminal (Figura 4) (Wen et

al., 2004; Narita et al., 2004; Guo et al., 2015).

Inicialmente se descubrieron homadlogos de DVL1 sélo en otras plantas angiospermas,
creyéndolos especificos de éstas, aunque posteriormente, con la secuenciacién de mas genomas
de plantas de taxones mas basales, se ha demostrado que la familia DVL se encuentra
ampliamente conservada en el mundo vegetal, manteniendo la homologia de secuencia en el

extremo C-terminal (Figura 4) (Wen et al., 2004; Floyd and Bowman, 2011; Guo et al., 2015).

DVL1
A —E DVL2
DVL3

B
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Figura 4. DVL1 pertenece a una familia génica. A) Arbol filogenético de la familia DVL en Arabidopsis
thaliana. B) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas correspondientes a los cinco genes de
Arabidopsis mas cercanos a DVL1. Los cinco miembros escogidos de la familia DVL comparten una alta
homologia en su extremo C-terminal. A.t., Arabidopsis thaliana; B.n., Brassica napus; S.t., Solanum
tuberosum; O.s., Oryza sativa; Z.m., Zea mays; H.v., Hordeum vulgare. Imagen de Wen et al., 2004.

El segundo gen de la familia que se identificdé y que se ha caracterizado con cierta
profundidad es ROTUNDIFOLIA4 (ROT4). Fue identificado en un estudio independiente sobre la
morfogénesis de la hoja en Arabidopsis thaliana a partir del escrutinio de una poblacion

mutagenizada de activation tagging, al igual que el mutante dv/1-1D. ROT4 codifica un péptido
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de 53 aminoacidos y en este estudio también se relaciond con otros 23 genes homdlogos de
Arabidopsis, que los autores denominaron ROTUNDIFOLIA-LIKE (RTFL), pero que eran paralogos
y equivalentes a los genes DEVIL descritos anteriormente. Asi, la familia se ha denominado
DEVIL/ROTUNDIFOLIA (DVL/RTFL), y con la secuenciacion completa del genoma se ha definido
como compuesta por 24 miembros en Arabidopsis thaliana (Narita et al., 2004; Wen et al., 2004;

Guo et al., 2015).

El mutante rot4-1D muestra fenotipos pleiotrépicos similares a los de dv/1-1D durante el
desarrollo de la planta, con érganos florales mas anchos y cortos, hojas pequefias y redondeadas
y tallos de inflorescencia cortos (Figura 5) (Narita et al., 2004). También se ha mostrado que las
hojas mds cortas se deben a una reduccién en el nimero de células de eje longitudinal, cuyo
tamafio sin embrago no estd alterado (Figura 5E), lo que ha llevado a proponer que ROT4

controla la proliferacién de células de un modo direccional (Narita et al., 2004).

Figura 5. Fenotipos de rot4-1D. A) Plantas de 25 dias de edad silvestres (izquierda) y rot4-1D (derecha).
Escala 10 mm. B) Hojas de plantas de 33 dias de edad silvestres (arriba) y rot4-1D (abajo). De izquierda a
derecha se muestra un par de cotiledones, las primeras 7 hojas de follaje y una hoja caulinar. Escala 10
mm. C) Vista superior de flores silvestres (izquierda) y rot4-1D (derecha). Escala 1 mm. D) Vista lateral de
flores silvestres (izquierda) y rot4-1D (derecha). Se han eliminado dos sépalos y pétalos. Escala 1 mm. E)
Células en empalizada de la porcion media de la tercera hoja de roseta de 38 dias de edad de plantas
silvestres (izquierda) y rot4-1D (derecha). Escala 0,1 mm. Imagen de Narita et al., 2004.

11
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ROT4 parece ser un péptido no movil sintetizado sin un procesamiento proteolitico, ya
que la sobreexpresion de ROT4 con una proteina fluorescente GFP fusionada tanto en el
extremo N-terminal como en el C-terminal (ROT4-GFP y GFP-ROT4) da lugar a fenotipos
similares. Estas lineas también indican su localizacién en la membrana plasmatica, a pesar de
qgue no es posible predecir dominios transmembrana en su secuencia (Figura 6) (Narita et al.,
2004; Ikeuchi et al., 2011). La localizacién de ROT4 en la membrana parece ser necesaria para
su funcién molecular, puesto que si se sobreexpresa la CDS de ROT4 fusionada a seiiales de
localizacién intracelular diferentes no se observan los fenotipos caracteristicos de rot4-1D

(Narita et al., 2004; Wen and Walker, 2006; Yamaguchi and Tsukaya, 2006; lkeuchi et al., 2011).

Figura 6. Deteccion de ROT4 etiquetado con GFP. Plantulas de 8 dias de edad silvestres (Ay B), p35S:ROT4
(Cy D), p35S:ROT4-GFP (Ey F), y p35S:GFP-ROT4 (G y H). Imagenes de campo claro (A, C, E y G), imagenes
de fluorescencia (B, D, F y H): el color magenta muestra la auto florescencia y el verde la sefial GFP.
Localizacidn subcelular de la GFP libre (1), ROT4-GFP (J) y GFP-ROT4 (K). Escala 5 mm (A) y 10 um (I). Imagen
de lkeuchi et al., 2011.

También se ha demostrado, mediante la sobreexpresion de diferentes porciones
truncadas de la proteina ROT4, que el dominio funcional conservado DVL/RTFL parece ser
suficiente y necesario para su funcién, asi como para dar lugar a los fenotipos de sobreexpresion
tan caracteristicos (Narita et al., 2004; lkeuchi et al., 2011). El resto de la secuencia de los
miembros de la familia DVL/RTFL, especialmente la region N-terminal, se encuentra poco
conservada y estudiada (Narita et al., 2004; Wen and Walker, 2006; lkeuchi et al., 2011). La
variabilidad en longitud de las secuencias aminoacidicas de los miembros de la familia DVL/RTFL
(40 — 144 aminoacidos en Arabidopsis) sugiere que podrian modular su actividad o alguna

caracteristica funcional y conferir roles o funciones especificas (Guo et al., 2015).
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El conocimiento que se tiene de la posible funcidn bioldgica de los péptidos DVL/RTFL se
debe basicamente a los fenotipos observados en lineas de sobreexpresion. La sobreexpresion
de otros miembros de la familia génica DVL/RTFL en Arabidopsis da lugar a fenotipos
pleiotrépicos similares, con hojas de roseta mas pequeiias y redondeadas, érganos florales mas
cortos y compactos, asi como estructuras protuberantes en las valvas de los frutos, en la base
de los pedicelos y en los tricomas (Wen et al., 2004; Narita et al., 2004; Wen and Walker, 2006;
Ikeuchi et al., 2011; Valdivia et al., 2012). Los cambios en la morfologia de los frutos resultan ser
una de las caracteristicas mas notables de los fenotipos asociados a la sobreexpresion, pues ésta
varia, en el caso de Arabidopsis, en funcidn del miembro de la familia que se sobreexprese. Asi,
nos encontramos tanto silicuas con protrusiones astadas en los apices de las valvas, como en la
base o en dominios centrales, dando lugar a frutos con formas de punta de flecha, de jarra o de
flecha invertida, entre otras (Figura 7) (Wen et al., 2004; Narita et al., 2004). Se piensa que esta
variabilidad en la morfologia del fruto puede deberse a la region N-terminal génica no

conservada de la familia DVL/RTFL (Guo et al., 2015).

| E:
Col-0 DVLT DVL2 DVL3 DVL4 DVL5

Figura 7. Fenotipos asociados a la sobreexpresion de los genes DVL. Comparacién de los fenotipos de
roseta (panel superior), inflorescencias (panel intermedio) y silicuas (panel inferior) en lineas de
sobreexpresidn de diferentes genes DVL. Las plantas del panel superior tienen tres semanas de edad. En
el panel inferior se muestran dos silicuas para observar la variacion fenotipica en lineas transgénicas desde
DVL1 hasta DVL5. Imagen de Wen et al., 2004.

Sin embargo vy, a pesar de los fenotipos tan sorprendentes causados por la sobreexpresion
de diferentes genes DVL/RTFL, las lineas de pérdida de funcion caracterizadas hasta ahora no
aportan informacion alguna sobre la funcion bioldgica de la familia DVL/RTFL. Los mutantes

simples de pérdida de funcidn descritos en la literatura, como son los mutantes generados por
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RNA de interferencia de DVL1/RTFL18 y DVL3/RTFL21 (Wen et al., 2004) o el mutante de
insercién DVL15/RTFL4 (Narita et al., 2004), no producen ningun fenotipo de pérdida de funcion
evidente. Estos resultados sugieren una posible redundancia génica y funcional entre los
diferentes miembros de la familia DVL/RTFL con una secuencia aminoacidica similar (Wen et al.,
2004; Narita et al., 2004; Guo et al., 2015). Como consecuencia, su verdadera funcién bioldgica

en la planta se desconoce hasta el momento.

Como ya se ha dicho, la familia génica DVL/RTFL no es exclusiva de Arabidopsis thaliana,
donde se han llevado a cabo la mayoria de los estudios hasta el momento, sino que se encuentra
ampliamente conservada entre las plantas terrestres (Floyd and Bowman, 2011; Guo et al.,

2015). Sin embargo, los estudios llevados a cabo en otras especies son escasos.

Uno de estos estudios, realizado en arroz (Oryza sativa), ha identificado dos mutantes de
insercidn en los genes paralogos nombrados como OsRTFL1 y OsRTFL2. Estos dos mutantes de
arroz, osrtfl1-1 y osrtfl2-1, no muestran ningun fenotipo evidente, ni en términos de forma de
drganos ni cualquier otro caracter morfoldgico en general (Narita et al., 2004). Un analisis
posterior ha estudiado el papel de otro miembro de la familia DVL/RTFL en arroz, OsRTFL3,
determinando que tiene una funcién similar y conservada a ROT4 en el desarrollo y control de
la organogénesis a partir de la caracterizacion del efecto de la sobreexpresion de este gen de
arroz en Arabidopsis, que da lugar a fenotipos similares y caracteristicos de la sobrexpresiéon de

los genes DVL/RTFL (Guo et al., 2015).

Por otra parte, un estudio realizado en Medicago truncatula ha identificado un gen de
esta familia, MitDVL1, que se activa durante los estadios iniciales de la nodulacién, y que parece
actuar como regulador negativo de ésta, puesto que la sobreexpresion de MtDVL1 reduce la
nodulacién (Combier et al., 2008). Es posible que esta funcién esté también relacionada con la
regulaciéon de la proliferacion celular, ya que la reactivacion del ciclo celular en respuesta a la

infeccidn es un paso clave en el proceso de nodulaciéon (Valdivia et al., 2012).

Un estudio filogenético utilizando las secuencias aminoacidicas predichas completas de
188 miembros DVL/RTFL de 22 especies de plantas terrestres, desde hepdticas hasta
angiospermas, ha permitido explorar un poco mas la evolucién de esta familia. En este andlisis
comparativo se han identificado 73 motivos aminoacidicos especificos que permiten agrupar a
todos los miembros DVL/RTFL en cuatro clados con patrones de motivos concretos (Guo et al.,

2015).

Este estudio comparativo sugiere también un rasgo evolutivo de la familia DVL/RTFL,

revelando patrones de motivos de secuencias aminoacidicas especificas entre las diferentes
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especies. Asi, los genes de especies que comparten posiciones evolutivas tempranas entre las
plantas terrestres como pueden ser Marchantia polymorpha, Physcomitrella patens o Picea
sitchensis, se agrupan en el mismo clado, de manera que el patron de motivos de dicho clado
puede representar la estructura ancestral de la familia DVL/RTFL. Lo mismo ocurre con otros
clados y motivos que se encuentran en los genes de las plantas con flor, tanto monocotiledéneas
como dicotileddneas, lo que podria estar relacionado con la diversificacion de las angiospermas,
y que la familia DVL/RTFL podria haber ganado motivos adicionales después de la divergencia
de sus antepasados. Asi mismo, también se encuentran motivos conservados especificamente
entre eudicotileddneas o entre monocotileddneas. Por tanto, seglin estos patrones de motivos,
se deduce que la familia DVL/RTFL podria haberse originado a partir de secuencias ancestrales
presentes en bridfitas tempranas y habria experimentado una expansién amplia durante la
transicién a las plantas con flores. Este tipo de trayectorias evolutivas sugiere un cierto grado de
diversificacion funcional, que podria depender de los nuevos motivos adquiridos, y también la
relevancia biolégica de estos péptidos, que podrian estar adquiriendo nuevas funciones en

distintos taxones (Guo et al., 2015).

El probablemente elevado nivel de redundancia entre los diferentes miembros de la
familia DVL/RTFL en una misma especie (Wen et al., 2004; Narita et al., 2004; Guo et al., 2015),
sumado al hecho de que en Arabidopsis thaliana encontramos un nimero muy alto de pardlogos
(Guo et al., 2015), dificulta los estudios sobre la familia DVL/RTFL basados en la caracterizacion
fenotipica de mutantes de pérdida de funcion. Asi, las especies con un menor nimero de
pardlogos podrian emplearse para realizar este tipo de estudios, como es el caso de las briofitas,
con un solo gen en Marchantia polymorpha y dos genes en Physcomitrella patens, que pueden

ayudar a dilucidar la funcién y a estudiar la evoluciéon de los genes DVL/RTFL (Guo et al., 2015).

3. Marchantia polymorpha como organismo modelo

La hepatica Marchantia polymorpha se ha convertido en uno de los organismos modelos
experimentales por excelencia, debido a su baja redundancia génica y la disponibilidad de
herramientas moleculares versatiles que incluye una edicidn eficiente del genoma. Es posible
asi proporcionar pistas sobre los mecanismos subyacentes a la biologia eco-evo-devo en las
plantas (Kohchi et al., 2021). Marchantia polymorpha es una especie hepatica comun, con un
ciclo de vida corto, dioica, facil de cultivar, propagar y cruzar, con una alta frecuencia de
transformacion, haploide y un tamafio de genoma pequefio (Ishizaki et al., 2016; Shimamura,

2016).
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El cuerpo plano taloide basico de las hepaticas difiere mucho de las plantas con flores, lo
que refleja la divergencia evolutiva entre estos dos grupos (Shimamura, 2016), hecho que puede
parecer una desventaja a la hora de extrapolar las funciones de una y otras especies. Sin
embargo, su pequeiio genoma, baja redundancia génica y muchos fenémenos bioldgicos
conservados de una manera mucho mas simple que en otras plantas terrestres, sumado al cada
vez mds amplio conocimiento experimental, si convierte a Marchantia polymorpha en un
sistema modelo muy util para abordar cuestiones fundamentales de genética molecular y
procesos de desarrollo de las plantas terrestres (Shimamura, 2016; Bowman, 2016; Ishizaki et

al., 2016; Kohchi et al., 2021)

Marchantia polymorpha se caracteriza por un ciclo de vida con una alternancia de
generaciones entre una fase multicelular haploide gametofitica y dominante, caracterizada por
la presencia del cuerpo principal de la planta o talo; y una fase multicelular diploide esporofitica

(Figura 8) (Shimamura, 2016; Kohchi et al., 2021).

La generacion del gametofito haploide comienza con una espora unicelular que germina
y forma un protonema filamentoso corto inicial con rizoides. La organizacion del cuerpo vegetal
taloide complejo se origina a través de la division celular activa y altamente regulada de una
célula apical, que aparece en el protonema o protalo en desarrollo. Los conceptaculos de gemas
o copas de gemas, contienen numerosas gemas multicelulares y se forman en la parte dorsal del
talo maduro. A través de la produccién de gemas, el talo es capaz de reproducirse asexualmente

(Figura 8) (Shimamura, 2016; Kohchi et al., 2021).

Marchantia polymorpha es una especie dioica que posee érganos sexuales masculinos y
femeninos erguidos, que aparecen como ramas modificadas en el talo, denominados
gametoforos. En éstos se desarrollan los gametos: en los anteridios, formados en los
anteridiéforos, drganos masculinos pedunculados terminados en una cabeza discoidal; y en los
arquegonios, formados en los arquegonidforos, drganos femeninos terminados en una cabeza
en forma de paraguas con 7-10 Iébulos radiales. Esta especie transita de la fase vegetativa a la
reproductiva bajo condiciones de dia largo suplementadas con luz roja lejana. En la cavidad
central del arquegonio se forma la célula huevo y cada anteridio produce numerosos gametos
masculinos moviles o células espermaticas. Cuando estas células espermaticas alcanzan la célula
huevo con ayuda mecanica del agua, la fertilizan. El cigoto, tras multiples divisiones mitéticas,
se desarrolla en un esporofito multicelular diploide dentro del arquegonio. Tras multiples
divisiones meidticas, dependientes de las condiciones de luz, dentro del arquegonio primero y
fuera de éste después, se forman esporas que daran lugar al protalo y al siguiente talo maduro

haploide (Figura 8) (Ishizaki et al., 2016; Shimamura, 2016; Kohchi et al., 2021).
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Figura 8. Ciclo de vida de Marchantia polymorpha. El desarrollo del gametofito se ilustra para el tipo
masculino (izquierda) y femenino (derecha). El desarrollo del esporofito se muestra en la parte central
morada. La meiosis y fertilizacion se resaltan en rojo. Imagen adaptada de Kohchi et al., 2021.

Volviendo a la fase vegetativa, dominante en el ciclo de vida de Marchantia polymorpha,

el talo es un cuerpo gametofitico de varias capas con polaridad dorsoventral, que posee un

punto de crecimiento en los nichos apicales de cada lébulo, que sufre bifurcaciones periddicas.

Durante esta fase haploide, docenas de progenies clonales o gemas se forman en las copas o

conceptaculos, que se originan repetidamente en la parte dorsal del talo. Una gema madura

tiene dos puntos de crecimientos diferenciados que permanecen en estado de dormancia hasta
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que se dispersan fuera de las copas por accién mecdnica, de manera que cada gema se

desarrollara en un talo individual (Figura 9) (Ishizaki et al., 2016).

propagacion
vegetativa

SR ST

gema  200pm

Figura 9. Fase y propagacion vegetativa en el ciclo de vida de Marchantia polymorpha. Desarrollo del
talo a partir del crecimiento de las células meristematicas de los nichos apicales y propagacion asexual a
partir de gemas formadas en las copas de gemas. Imagen adaptada de Ishizaki et al., 2016.

El talo maduro se trata de un cuerpo de planta complejo con un crecimiento plano
indeterminado y que forma diferentes érganos y tejidos. En el eje dorsoventral se pueden
encontrar tres capas diferenciadas: una capa de asimilacion en la parte superior formada por
camaras aeriferas, una regién de almacenamiento intermedia con células parenquematicas, y
una epidermis ventral con estructuras tipo escamas y células tubulares (Figura 10) (Ishizaki et

al., 2016; Shimamura, 2016; Kohchi et al., 2021) .

Las cdmaras aeriferas, separadas entre si por una Unica capa de células se abren al exterior
a través del poro aerifero, un espacio intracelular rodeado circularmente por cuatro niveles de
células que forman un barril (Figura 10) (Shimamura, 2016). Estas cdmaras, equipadas con poros
y filamentos asimiladores, facilitan el intercambio de gases para la fotosintesis, la transpiracién

y la respiracion (Shimamura, 2016; Kohchi et al., 2021).

La superficie ventral del talo de Marchantia polymorpha se encuentra cubierta por
muchas escamas en forma de hojas y células tubulares o rizoides. Las escamas ventrales, de una
célula de grosor, se desarrollan en los lados izquierdo y derecho del talo dispuestas en hileras.

Por su parte, los rizoides son protuberancias unicelulares formadas a partir de células ventrales
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que se desarrollan rapidamente mediante un crecimiento polarizado y pueden ser lisos,
penetrando en el suelo, o tuberculados, que se extienden horizontalmente (Figura 10). Estos
6rganos ventrales permiten el anclaje de la planta al suelo y el transporte de agua y nutrientes

(Shimamura, 2016; Kohchi et al., 2021).

Cadmara aerifera

Rizoides lisos

Rizoide

Rizoides tuberculados
Escamas o 3

Escamas

Escamas

Zona de
células madre

Merofito Célula Merofito
dorsal apical ventral

Figura 10. Estructuras vegetativas de Marchantia polymorpha. |lustracion esquematica del talo (centro)
y sus estructuras, incluyendo las cdmaras aeriferas, las copas de gemas y gemas, nervadura, nicho apical,
estructura tipo escama y rizoides. Las células que estan participando de forma activa en el desarrollo estan
coloreadas de azul y naranja. Imagen adaptada de Kohchi et al., 2021.

Anteriormente se ha comentado que el talo crece a partir de bifurcaciones de los nichos
apicales. Los nichos apicales son estructuras concavas en el centro de las cuales se encuentra
una célula apical en continua divisién y que sirve de unidad de organogénesis en Marchantia
polymorpha. El conjunto de células originadas de una Unica division de la célula apical, también
llamado merofito (Figura 10), funciona como células amplificadoras de transito para la
proliferacién de futuras células de diferenciacion. Asi, las divisiones activas de esta zona de
células madre y su diferenciacion dan lugar a los diferentes érganos dorsales y ventrales como
son los poros aeriferos o el rizoide (Kohchi et al., 2021). De esta manera, ademas, el talo crece a

través de ramificaciones dicotémicas periddicas mediante nichos apicales bifurcados (Solly et
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al.,, 2017), que se acompafia de replicaciones de la célula apical durante la fase vegetativa

(Kohchi et al., 2021).

Con todo esto, Marchantia polymorpha tiene el potencial para ser un modelo clave de
estudio de cualquier proceso eucariota basico. Asi, todos los métodos comunmente usados en
modelos eucariotas han sido implementados en esta especie y técnicas moleculares como la
transformacidon mediante Agrobacterium tumefaciens, estrategias de genética molecular como
la introduccidn de construcciones reporteras, sobreexpresidn, silenciamiento génico o
modificaciones dirigidas, disponen de protocolos eficientes (Berger et al., 2016; Ishizaki et al.,

2016).

Adicionalmente, la reproduccién asexual a través de gemas producidas clonalmente
permite mantener las lineas con un costo de mantenimiento menor al de otros organismos
modelo. Por otra parte, la transicién de la reproduccion vegetativa a la sexual es facilmente
controlable, lo que permite realizar estudios genéticos avanzados, y caracteristicas morfoldgicas
como tipos celulares transparentes o polarizadas hacen que sea adecuada para estudios de

biologia celular (Berger et al., 2016; Ishizaki et al., 2016).

Estas caracteristicas, junto con su pequefio genoma y su estilo de vida
predominantemente haploide, hacen de Marchantia polymorpha un modelo tremendamente
eficiente para estudios funcionales (Berger et al., 2016; Ishizaki et al., 2016) convirtiéndose por

todo ello en un organismo modelo por excelencia para el estudio del reino vegetal.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral consiste en estudiar el papel de los péptidos

DEVIL/ROTUNDIFOLIA en el control de la proliferacion celular y la morfogénesis de las plantas.

Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar el papel de los péptidos DEVIL/ROTUNDIFOLIA mediante la
determinacidon del efecto fenotipico de su pérdida de funcién en mutantes

estables.

2. Determinar la relevancia funcional de las interacciones proteina-proteina
observadas y su implicacion en los mecanismos de accién de

DEVIL/ROTUNDIFOLIA.

3. Caracterizar el papel del homdlogo DEVIL/ROTUNDIFOLIA en la especie basal

Marchantia polymorpha.

23






RESULTADOS: CAPITULO 1







RESULTADOS: CAPITULO 1

CAPITULO 1. Caracterizacion del papel de los péptidos
DVL/RTFL determinando el efecto fenotipico de las mutaciones de

pérdida de funcion.

Antecedentes vy resultados previos

Los genes DVL/RTFL fueron identificados en Arabidopsis por los fenotipos que confiere su
sobreexpresidon, que causa cambios morfolégicos pronunciados a lo largo del desarrollo,
caracterizados por la estatura pequefia de las plantas, hojas de roseta redondeadas,
inflorescencias compactas, peciolos cortos y silicuas con formas alteradas. Estos fenotipos de
sobreexpresion afectan de un modo fascinante a la morfologia de los frutos, que varia, en el
caso de Arabidopsis, desde formas similares a la de la silicua silvestre hasta formas en punta de
flecha, jarra o flecha invertida, entre otras, segun el miembro de la familia que se sobreexprese
(Wen et al., 2004). Sin embargo, y en contraste con los fenotipos asociados a la sobreexpresion,
los mutantes de pérdida de funcidn caracterizados hasta ahora no presentan fenotipos
morfoldgicos evidentes, por lo que la funcién bioldgica de estos péptidos es esencialmente

desconocida.

Asi, y con anterioridad a este trabajo, en el laboratorio donde se ha realizado esta tesis,
se generaron lineas transgénicas con actividad DVL/RTFL reducida mediante una estrategia de
silenciamiento multiple por microRNAs artificiales (amiRNAs, Schwab et al., 2006) disefiados
para silenciar los genes DVL8, DVL11, DVL19 y RTFL9 (genes mas cercanos filogenéticamente —
amiR-DVL19clade), con una misma secuencia consenso, complementaria al mRNA de los 4 genes
a lavez. Estas lineas si presentaban fenotipos evidentes en la inflorescencia, mas concretamente
en estambres, pétalos y sépalos, asi como alteraciones morfoldgicas en el desarrollo foliar
(Figura 11). Sin embargo, no se observo ningin cambio en la forma de pistilos o frutos, como si

ocurria en las lineas sobrexpresoras (Perpifian, 2013).

El andlisis de los niveles de transcrito de los cuatro genes diana silenciados mediante
amiRNAs (DVL8, DVL11, DVL19 y RTFL9) mostrd una disminucion para el gen DVL19, mientras
que la expresidn del gen DVL11 permanecié practicamente inalterada. No se pudo concluir el
efecto de los microRNAs artificiales en la expresion de los genes RTFL9 y DVLS8, y tampoco se
analizé la expresion de otros genes RTFL/DVL que hubieran podido ser dianas secundarias del
amiRNA. En cualquier caso, se interpretd la reduccion de la expresién de DVL19 junto con la de

algin miembro mas de la familia como una posible explicacion a los defectos severos en la
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formacién de los drganos florales, que parecian relacionados con defectos en la division y
proliferacién celular, procesos en cuyo control se ha sugerido la participacion de los péptidos

DVL (Narita et al., 2004; lkeuchi et al., 2011; Perpiian, 2013).

Figura 11. Fenotipos asociados a la reduccion de la expresion de genes DVL mediada por amiRNA-
DVL19clade. A y B) Fenotipos asociados a las hojas de roseta en plantas silvestres (A) y lineas amiR-
DVL19clade (B). C y D) Fenotipos asociados a los drganos florales en plantas silvestres (C) y lineas amiR-
DVL19clade (D). Las flechas rojas indican los defectos en los estambres y las fusiones entre érganos
florales. Imagen adaptada de Perpifian, 2013.

Adicionalmente, en otro trabajo llevado a cabo en el laboratorio, se generaron lineas
reporteras DVLpromotor::GUS y DVLpromotor::DVLcds:GUS con el fin de caracterizar el patron
de expresion de los genes DVL/RTFL y de localizacién de los péptidos correspondientes (Primo,
2013). Asi, se vio que los promotores de los genes DVL8 y DVL11, concretamente, son activos en
determinados dominios espaciales de la inflorescencia, pero que la distribucién de los
correspondientes péptidos es muy diferente, practicamente complementaria, a la esperada

segun la actividad de los promotores (Figura 12, Primo, 2013).

Estos resultados sugerian que los péptidos DVL/RTFL pudiesen estar experimentando un
transporte intercelular activo, de manera que una vez se han expresado en la zona apical del
carpelo se puedan transportar hacia los tejidos medios-basales del carpelo donde se localiza la
proteina (Figura 12), indicando su posible funcién como péptidos sefial, aunque también podria

estar teniendo algun proceso de degradacidn selectiva del péptido en la planta (Primo, 2013).
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Figura 12. Patrdn de expresion de la construccion reportera del gen DVL8. A-C) Patréon de expresion de
la linea reportera DVL8pro::GUS en inflorescencia (A), en flor en post antesis (B) y en detalle del estilo (C).
D-F) Patrdn de expresion de la linea reportera DVL8ro::DVL8cds-GUS en inflorescencia (D), en flor en post
antesis (E) y en detalle del estilo (F). Imagen de Primo, 2013.

Con estos antecedentes se sugeria que los genes de la familia DVL/RTFL podian ser
importantes en diversos procesos de desarrollo y, por ello, en este trabajo se quiso profundizar

en la caracterizacion de la posible funcion de los péptidos DVL/RTFL en el desarrollo de la planta.

1.1 Caracterizacion de los mutantes de pérdida de funcién disponibles.

Con el fin de determinar la funcién de los péptidos DVL/RTFL durante el desarrollo se
quiso caracterizar su papel determinando el efecto fenotipico de mutaciones estables de
pérdida de funcion. A pesar de los fenotipos severos observados en lineas que sobreexpresan
miembros de la familia de los genes DVL/RTFL (Wen et al., 2004; Narita et al., 2004), no se han
descrito hasta el momento defectos producidos por su falta de funcidon en mutantes estables
(Wen et al., 2004; Narita et al., 2004), lo que se ha atribuido a su probable y extensa redundancia
génica (Narita et al., 2004; Guo et al., 2015), por lo que esta tarea constituye uno de los

principales objetivos del trabajo.

Partiendo de una coleccion de lineas mutantes de insercion de T-DNA del Salk Institute,
se identificaron mutantes para los genes DVL8, DVL11, RTFL9, RTFL11 y DVL19, todos ellos
pertenecientes al mismo clado de la familia génica DVL/RTFL (Figura 13). Estos mutantes se
encontraban disponibles en el laboratorio donde se ha realizado el trabajo y tras un andlisis

fenotipico somero, ninguno de ellos presenté defectos morfoldgicos evidentes, asi como
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tampoco lo hicieron los dobles mutantes dv/8 dv/11 (Primo, 2013). Como paso previo a la
generacion de lineas multiples mutantes de mayor orden mediante cruzamiento de mutantes
de menor orden, se llevd a cabo un analisis de los niveles de expresion de cada uno de los genes
DVL/RTFL en su correspondiente mutante simple para comprobar si realmente se trataba de

lineas de pérdida de funcién mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) (Alarcia, 2017).

RTFL11 (AT1G17235)
_: RTFL9 (AT1G53708)
DVL19/RTFL10 (AT3G14362)
DVL11/RTFL8 (AT2G39705)
—1_ DVLBRTFL7 (Am3esssis)
DVL16/ROT4 (AT2G36985)
— DVL20/RTFLA (AT3G53232)
DVL21/RTFL23 (AT3G23637)
DVL14/RTFL14 (AT3G63088)
_: RTFL13 (AT3G23635)
DVL12/RTFL22 (AT1G64585)

——  DVL17/RTFL6 (AT4G35783)
l———  DVL10/RTFL12 (AT4G13395)

_: DVL15/RTFL4 (AT3G46613)

DVL18/RTFLS5, (AT5G59510)

_: DVL13/RTFL2 (AT2G29125)
DVLY/RTFL3 (AT1G07490)

DVL7/RTFL20 (AT3G18518)

_{: DVL1/RTFL18 (AT5G16023)

DVL2/RTFL19, (AT3G02493)

DVLS/RTFL15, (AT1Gess25)

( )

)

)

DVL6/RTFL16 (AT3G25717
— DVL4/RTFL17 (AT1G13245
DVL3/RTFL21 (AT1G67265

Figura 13. Arbol filogenético de los miembros de la familia DVL/RTFL en Arabidopsis thaliana. La
secuencia completa de aminoacidos de los 24 miembros fue alineada empleando la herramienta web de
alineamiento de multiples secuencias de proteinas de Clustal Omega de EMBL-EBI y el arbol filogenético
fue generado empleando el método de clustering por el programa Neighbour-Joining
(https://www.ebi.ac.uk/Tools). Aparece la abreviatura del gen DEVIL (DVL) con su equivalente
ROTUNDIFOLIA (RTFL) y su correspondiente anotacidn entre paréntesis.

El mutante simple dvi8 (SALK_093633C) presentaba una insercidén de T-DNA dentro del
dominio conservado DVL/RTFL en la region codificante (Figura 14A). Puesto que la insercidn se
encuentra dentro del dominio conservado e interrumpe la pauta de lectura, es de esperar que
cualquier transcrito producido no sea funcional. Ademas, el andlisis de los niveles de expresion
del gen DVL8 mostraba una reduccion de entorno a un 80% en el mutante con respecto a las
plantas silvestres Col-0 (Figura 14B), por lo que se podria decir que nos encontrabamos ante un

alelo fuerte de pérdida de funcién (Alarcia, 2017).

En el caso del alelo mutante empleado para el gen DVL11 (SALK_204467), la insercion de

T-DNA se encontraba dentro de la regién codificante a 90 pb del inicio de la CDS, por delante del
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dominio conservado (Figura 14A) y, ademas, el analisis del mutante dvi11 no mostraba
expresion alguna del gen DVL11 con respecto a los niveles en plantas silvestres Col-0 (Figura
14B). Se disponia, por tanto, de un mutante nulo con una pérdida total de funcién del gen DVL11
(Alarcia, 2017). Sin embargo, estudios previos no mostraron ningin fenotipo morfoldgico

evidente en dicho mutante simple (Primo, 2013).

A
SALK_093633C 4193
5’UTR DVL8 3’UTR I
+1 +240
SALK_204467 +90
5’UTR bviii 3’UTR
+1 +264
SALK_122220.20 +442
5'UTR RTFLS 3'UTR
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RTFL11 UTR
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Figura 14. Lineas mutantes de insercion de T-DNA analizadas. A) Representacion esquematica de los
genes y las inserciones de cada una de las lineas mutantes de T-DNA con su nombre correspondiente. Las
flechas naranjas indican la posicién de cada una de las inserciones de T-DNA en cada uno de los genes
segun la informacién disponible en el Salk Institute reflejando la posicidon en la que se encuentran con
respecto al inicio de la CDS, también se indica el inicio y final de la CDS. Las flechas verdes indican las
parejas de oligonucledtidos empleados en la cuantificacion por RT-gPCR de los niveles de expresidn. El
motivo conservado DVL/RTFL se muestra en morado. B) Niveles de expresidn de las lineas mutantes por
insercion de T-DNA de cada uno de los genes en el mutante correspondiente. Se muestra el nivel de
expresion relativo con respecto a la expresion del gen en el silvestre Col-0. Las barras de error indican el
error estandar de las tres réplicas técnicas.
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El alelo mutante para el gen RTFL9 (SALK_122220.20) presentaba la insercion de T-DNA
dentro del gen, en el ultimo exdn de los tres que componen la regidn codificante y por detras
del dominio conservado (Figura 14A). Sin embargo, el andlisis de los niveles de transcrito no
mostraba una reduccidon en la expresion del gen RTFL9, sino que estos aumentaban,
observandose cierta sobreexpresion (Figura 14B). Con estos datos se concluyd que el alelo rtfl9-

1 no era un mutante de pérdida de funcién del gen RTFL9 (Alarcia, 2017).

Por ultimo, el mutante disponible para el gen RTFL11 (GK_321A11) contenia la insercion
de T-DNA casi al final de la region codificante, tras el dominio conservado DVL/RTFL (Figura 14A).
Sin embargo, el andlisis de expresién indicaba que se trataba de un alelo nulo al no detectarse

nivel alguno de expresion del gen RTFL11 en el mutante rtfl11 (Figura 14B) (Alarcia, 2017).

En el mutante de insercidn de T-DNA disponible para el gen DVL19 (SAIL_691_GO09) la
insercion de T-DNA se encontraba al final de la regién 3’UTR del gen (Figura 14A). La
cuantificacidn correspondiente mostré que, aunque no se elimina por completo la expresién, si
se reduce alrededor de un 80% con respecto al silvestre Col-0 (Figura 14B). Aunque no se trate
de un mutante nulo de pérdida de funcidn, si disminuye significativamente la expresion de

DVL19 lo que permite suponer que sera un alelo fuerte de pérdida de funcién.

Una vez sefialados los efectos de las inserciones de T-DNA sobre la expresién de cada uno
de los genes implicados y partiendo del doble mutante dvi8 dvi11 previamente caracterizado en
el que no se observaba ningun efecto morfolégico (Primo, 2013), se procedié a generar y
caracterizar mutantes de mayor orden por cruzamiento entre las lineas doble y simples
mutantes antes descritas. Asi se obtuvieron e identificaron, en primer lugar, el triple mutante
homocigoto dvi8 dvi11 rtfl11, y tras cruzar éste con el simple dv/19, se obtuvo el cuadruple
mutante homocigoto dvi8 dvl11 rtfl11 dvi19. Tras sembrar las semillas, se recogié material
vegetal de hojas de roseta para la extraccion de DNA gendmico y llevar a cabo las reacciones de

PCR para comprobar el genotipo y seleccionar las plantas mutantes.

Tras la identificacion de las lineas cuadruples mutantes homocigotas se procedio a la
caracterizacién fenotipica de éstas. Dicha caracterizacion consistio en el analisis de la morfologia
de las hojas de roseta en fase vegetativa, formada aproximadamente 15 dias después de la
germinacion de las semillas. Durante la fase reproductiva, se observé el desarrollo de la

inflorescencia, flores en antesis, asi como el desarrollo del gineceo y del fruto.

Asi, en este analisis morfoldgico no se pudo observar ningin fenotipo evidente en las
hojas de roseta, pero tampoco se observd fenotipo alguno en las inflorescencias o flores, asi

como en los frutos ya formados de las plantas mutantes con respecto a las plantas silvestres, tal
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y como ya se observé en el doble mutante dvi8 dvl11 (Primo, 2013) o en el triple mutante dv/8

dvi11 rtfl11 (Alarcia, 2017) previamente analizados.

La falta de fenotipo en estos mutantes de mayor orden apoya la hipdtesis de que podria
existir una elevada redundancia génica entre los miembros de la familia DVL/RTFL (Narita et al.,
2004; Guo et al., 2015) o bien que su funcién no se traduzca en un fenotipo visible en nuestras
condiciones de crecimiento. Con la idea de seguir estudiando los genes DVL/RTFL en
profundidad, asi como de disponer de un mutante nulo para el gen RTFL9 y afiadir nuevos
miembros a la lista de genes de la familia mutados, se decidié generar mutantes multiples de

mayor orden empleando la técnica de edicién gendmica dirigida CRISPR/Cas9.

1.2 Edicién genética de nuevos alelos mediante la tecnologia CRISPR/Cas9.

Al no disponer de mas mutantes de insercion T-DNA para el resto de los genes DVL/RTFL
se decidid generar alelos mutantes de otros miembros de la familia utilizando un método de
edicién dirigida del genoma. El pequefio tamafio de los genes DVL/RTFL dificultaba que
existiesen mutantes de insercién de T-DNA en esas regiones del genoma y por ello la edicidn
dirigida podia permitir seguir generando mutantes. Ademas, conocer el papel de una familia
génica con tantos miembros entre los que existe una posible redundancia funcional necesita de

plantas que contengan mutaciones en multiples genes.

Para ello se empled un sistema de edicién génica CRISPR/Cas9 que permite no solo
producir cortes en sitios especificos del genoma gracias a guias de RNA (sgRNAs), sino también
generar mutantes homocigotos para multiples genes diana en la primera generacién de plantas

transformantes (Wang et al., 2015).

Los genes seleccionados en primer lugar para llevar a cabo esta edicién fueron: RTFL9,
cuyo mutante de T-DNA no era dptimo y perteneciente al clado del resto de genes cuyos
mutantes por insercién de T-DNA habian sido descritos con anterioridad (Alarcia, 2017); y los
genes DVL1 y DVL4, que se encuentran en clados diferentes, y quiza pudieran contribuir de un
modo diferente a la funcién conjunta DVL/RTFL. El primer paso fue disefiar las sgRNAs
especificas para una region concreta de los genes seleccionados. Como el sistema que utilizamos
permitia incorporar varias guias en una misma construccién, se decidié disefiar dos sgRNA que
aparearan con dos regiones limitrofes de cada uno de los genes RTFL9, DVL1 y DVL4, de manera
que, cuando la endonucleasa Cas9 produjera el corte en la doble hebra de DNA, el sistema de
reparacion de la célula generara una delecidn de toda la regidn del gen contenida entre las dos
sgRNAs. Ambos sgRNAs se clonaron en el vector binario pHEE401e bajo el control del promotor

U6. Este vector contiene ademas las secuencias necesarias para el correcto plegamiento del
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sgRNA, y la secuencia codificante de la endonucleasa Cas9, cuya expresion esta dirigida por un
promotor especifico de célula huevo, EC1.2, que dirige la expresion al évulo y embriones
unicelulares, permitiendo crear de manera eficiente mutantes homocigotos en la primera

generacion de plantas transformantes (Wang et al., 2015).

En el caso del gen RTFLI las sgRNAs se disefiaron con el fin de delecionar una amplia
region del gen, desde la primera guia, que se encontraba al final del primer exdn que contiene
el dominio conservado DVL/RTFL, hasta la segunda guia al inicio de la region 3’UTR (Figura 15A).
De esta manera esperabamos que se delecionara practicamente la totalidad del gen, unos 400
pares de bases de las 503 que componen exones e intrones y, por tanto, que no se produjese la

proteina funcional RTFL9.

El disefio de guias en el gen DVL1 se hizo dentro de la CDS, con una separacién de unos
75 pares de bases pero que incluia parte del dominio conservado DVL/RTFL (Figura 15B). Aunque
lo ideal hubiese sido delecionar toda la CDS, los criterios para optimizar el disefio de guias no lo
permitian, puesto que se tienen que cumplir unas condiciones bastante restrictivas (Lei et al.,
2014; Wang et al., 2015) que hacen que la cantidad de guias disponibles a lo largo de estos genes
de tan poco tamano, 505 pares de bases en el caso de DVL1, sea minima.

A

+503
5'UTR RTFL9 | 3UTR

—| L ——
! A

+116 +519
B
DviLi
5'UTR 3'UTR
—l E— ~
+1 +37 +79 +156
c
5'UTR bvi4 3'UTR

—_—

+|1 +126 |

+6 +210

Figura 15. Representacién esquematica de los genes mutados por edicion génica dirigida CRISPR/Cas9.
A) Representacion esquemadtica del gen RTFL9. B) Representacion esquematica del gen DVL1. C)
Representacion esquematica del gen DVL4. Se indica la posiciéon de inicio y final de la CDS. El motivo
conservado DVL/RTFL se muestra en morado. Las sgRNAs se indican como rectdngulos verdes. La regién
naranja entre las sgRNAs representa la delecion producida en el gen indicando las posiciones de inicio y
fin de la delecidn con respecto a la CDS.
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Por ultimo, en el caso de DVL4 si que se pudieron disefiar guias en regiones que
flanqueaban la CDS. De hecho, la primera se encontraba al inicio de la CDS, mientras que la
segunda llegaba mas alla, abarcando parte de la regidon 3’UTR. Asi la regién delecionada por la

endonucleasa Cas9 comprenderia toda la regidn codificante del gen DVL4 (Figura 15C).

Los vectores pHEE401 que contenian las sgRNAs correspondientes a cada uno de los genes
a editar, asi como la Cas9, se agroinfiltraron en plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 y en el
fondo cuddruple mutante dvi8 dvii1 rtfl11 dvi19 generado con anterioridad. Las semillas
transformantes T1 se seleccionaron primariamente por su resistencia a higromicina, para a
continuacién seleccionar aquellas en las que se hubiese producido la delecién esperada
mediante PCR con oligonucledtidos especificos que flanqueaban las sgRNAs. En el caso de RTFL9
se obtuvieron un total de 3 plantas T1 que mostraban la delecion esperada en el fondo mutante
dvl8 dvi11 rtfl11 dvi19. Para DVL1 se obtuvo 1 linea heterocigota mutante que portaba la
delecién en la T1 en el fondo cuddruple mutante. En el caso de DVL4 fue identificada 1 planta
T1 con la delecién en homocigosis en el fondo dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19. Las secuencias de

aminodcidos obtenidas tras las deleciones de los genes por CRISPR se pueden ver en el Anexo .

En la siguiente generacidon se seleccionaron plantas resistentes a higromicina y se
comprobd su genotipo mediante PCR, seleccionando aquellas que mantenian la misma delecion
que el parental. Por ultimo, en la generacion de plantas T3, se seleccionaron individuos que
hubieran perdido la Cas9 por segregacion de la insercidon del T-DNA, de tal manera que no
estuviese presente y asi dispondriamos de mutantes estables homocigotos. Esto se llevd a cabo
seleccionando las plantas que no presentaban resistencia a higromicina pero que seguian

manteniendo la misma delecién para el gen RTFL9, DVL1 o DVLA4.

Disponiamos de varios alelos independientes para cada uno de los genes, pero todos
tenian la misma mutacién por lo que se continud generando mutantes de mayor orden con uno

de los alelos mutantes para cada gen (Tabla 1).

Puesto que las deleciones de los genes RTFL9, DVL1 y DVL4 se habian obtenido tras
transformar plantas con fondo cuadruple mutante dv/8 dv/11 rtfl11 dv/19, disponiamos de tres
combinaciones de quintuples mutantes: rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19, con todos los genes
mutados pertenecientes al mismo clado de la familia DVL/RTFL; dvl1 dvI8 dvl11 rtfl11 dvl19, y
dvi4 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 que combinan genes de diferentes clados.
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Tabla 1. Descripcion de los alelos mutantes empleados y generados en este trabajo. Lineas mutantes de
Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 empleadas y generadas.

ALELO . COLECCION / .
MUTANTE MUTAGENO CODIGO/ ORIGEN DESCRIPCION
dvi8-1 Insercion T-DNA SALK_093633C Alelo fuerte pérdida de funcién
dviii-1 Insercion T-DNA SALK_204467 Alelo nulo de pérdida de funcion
rtfl11-1 Insercion T-DNA GK_321A11 Alelo nulo de pérdida de funcion
dvl19-1 Insercion T-DNA SAIL_691_G09 Alelo fuerte pérdida de funcién
dvil CRISPR/Cas9 Este trabajo Mutante de delecion: Delecion de 42 pb de
la CDS (156 pb) incluyendo parte del
dominio conservado
dvi4 CRISPR/Cas9 Este trabajo Mutante de delecidn: Delecidn casi
completa de la CDS + 87 pb de 3'UTR
rtfl9 CRISPR/Cas9 Este trabajo Mutante de delecion: Delecion de 230 pb de

la CDS (330 pb) incluyendo parte del
dominio conservado

1.3 Caracterizacion fenotipica de los mutantes generados.

Con el fin de comprobar si generar un mutante de mayor orden producia algun efecto en
la morfologia general de la planta, se analizo el fenotipo de las diferentes combinaciones de
mutantes de insercién de T-DNA y CRISPR/Cas9: rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19, dvi1 dvI8 dvi11
rtfl11 dvi19, y dvi4 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19.

Lo primero que se observd fue la morfologia de las hojas de la roseta durante la fase
vegetativa de la planta, en concreto, en plantas de unos 15 dias de edad. Como se puede
observar en la Figura 16, no se ven diferencias en la forma ni el tamafo de las hojas de la linea
mutante rtfl9 dvl8 dvl11 rtfl11 dvl19 con respecto a las plantas silvestres Col-0O (Figura 16A y
16D). En el caso de la inflorescencia y las flores en antesis, al contrario de como ocurria en las
lineas de sobreexpresion DVL/RTFL, cuyo fenotipo en estas partes era evidente (Wen et al.,,
2004; Narita et al., 2004), las plantas quintuples mutantes no presentaban diferencias con
plantas Col-0 (Figura 16B y 16E). Por ultimo, se prestd atencidn a la morfologia del fruto de las
plantas mutantes, que presentaban silicuas delgadas y alargadas de igual aspecto al de las

plantas silvestres (Figura 16C y 16F).

En el caso de los quintuples mutantes dvi1 dvi8 dvl11 rtfl11 dvl19y dvi4 dvI8 dvi11 rtfl11
dv/19 se observaron fenotipos exactamente iguales a los del mutante rtfl9 dvi8 dvl11 rtfl11 dvi19
y por ende a los de las plantas Col-0 (Figura 16).
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Figura 16. Fenotipos de la linea quintuple mutante rtfl9 dvI8 dvi11 rtfl11 dvl19. Se muestran los fenotipos
correspondientes a las plantas silvestres Col-0 (A, By C) y a las plantas quintuples mutantes rtfl9 dvI8
dvl11 rtfl11 dvi19 (r9d8d11r11d19) (D, E y F) en hojas de roseta de 15 dias (A y D), en inflorescencias y
flores en antesis (B y E) y en frutos formados (Cy F). Escala 5 mm.

La ausencia de un fenotipo morfolédgico evidente asociado a la perdida de funcién en estos
mutantes de mayor orden, que combinaban mutaciones en genes no solo pertenecientes a un
mismo clado (rtfl9 avi8 dvii1 rtfl11 dvi19), sino también genes pertenecientes a diferentes
clados (dvl1 y dvi4) (Figura 13), era consistente con la hipdtesis de una elevada redundancia
génica existente entre los diferente miembros de la familia DVL/RTFL (Narita et al., 2004; Guo

et al., 2015).

Por esta razon se decidid seguir generando mutantes de mayor orden y para ello se
cruzaron los quintuples mutantes homocigotos de los que ya se disponia. En primer lugar, se
cruzé el quintuple dvl1 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 con rtfl9 dvi8 dvli1 rtfl11 dvi19 y en paralelo, dvi4
dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19 con rtfl9 dvi8 dvli1 rtfl11 dvi19. En la segunda generacion de plantas tras
los cruces se identificd una linea mutante homocigota para cada uno de los genes en cada una
de las combinaciones teniendo por tanto los séxtuples mutantes dv/1 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19

y dvl4 rtfl9 dvi8 dvi1l rtfl11 dvi19. Estas combinaciones de mutantes tampoco presentaban
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ningun fenotipo morfoldgico evidente, siendo los fenotipos de hoja, inflorescencia, flores y

frutos igual que los mutantes de menor orden y el silvestre (Figura 16).

1.4 Edicion genética de multiples genes mediante la tecnologia CRISPR/Cas9.

El tamafio de la familia génica DVL/RTFL, asi como la ausencia de fenotipo en los multiples
mutantes disponibles asociada a una posible redundancia génica, generd la necesidad de mutar
un mayor nimero de genes. Ademas, y debido al coste temporal de generar mutantes estables,

se decidid intentar mutar varios genes en una Unica transformacidn.

Para lograr este fin, se volvid a emplear la metodologia de CRISPR/Cas9 descrita en el
apartado 1.2 de Resultados, pero en esta ocasién en vez de disefiar dos sgRNAs que flanquearan
la mayor parte posible de la region codificante de gen, se clonaron tres sgRNAs en una misma
construccién en el mismo vector binario pHEE401e bajo el control del mismo promotor U6
(Wang et al., 2015). Asi cada una de estas guias reconoce un gen diferente, de manera que con
una misma construcciéon podrian mutarse 3 genes a la vez, aunque se traten de mutaciones

puntuales en lugar de deleciones mas extensas.

Los nuevos genes diana seleccionados fueron DVL3, DVL5 y DVL6, puesto que pertenecian
al mismo clado que DVL4 y, ademas tenian una mayor expresién en plantas silvestres Col-0,
segun los datos transcriptdmicos obtenidos en este trabajo y descritos mas adelante (apartado

1.5 de Resultados y Tabla 2- resaltado en naranja).

La primera guia de la construccidn generada alineaba con 20 nucledtidos de la CDS del
gen DVL3 incluyendo 11 bases del dominio conservado DVL/RTFL (Figura 17A) mientras que las
guias correspondientes a los genes DVL5 y DVL6 también dirigian la actividad de la endonucleasa

a la CDS, pero esta vez por delante del dominio conservado (Figura 17B y 17C).

Una vez generada la construccidn que llevaba las tres sgRNAs, se transformé el séxtuple
mutante dv/4 rtfl9 dvi8 dvli1 rtfl11 dvi19, pues de las dos combinaciones de séxtuples mutantes
de las que se disponia en ese momento, la que incluia la mutacién dv/4 en vez de dvl1 parecia
mas indicada puesto que el gen DVL4 forma parte del mismo clado que DVL3, DVL5 y DVL6. De
las plantas transformantes seleccionadas primariamente por su resistencia a higromicina, se
identificaron aquellas plantas que portaban alguna mutacién en torno a la sgRNA y sitio de corte
predicho de la Cas9. Para ello se amplifico la regidon gendmica que abarcaba la CDS de cada uno
de los genes para después secuenciar estos fragmentos amplificados con oligonucleétidos que

flanqueaban la sgRNA.
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Figura 17. Representacidon esquematica de los genes mutados por edicion génica dirigida CRISPR/Cas9.
A) Representacion esquematica del gen DVL3. B) Representacion esquematica del gen DVL5. C)
Representacion esquematica del gen DVL6. Se indica la posicion de inicio y final de la CDS. El motivo
conservado DVL/RTFL se muestra en morado. Las sgRNAs se indican como rectangulos verdes. La posicion
con la linea naranja indica la posicién donde se ha producido la mutacion puntual con respecto a la CDS.

En la primera generacidn de plantas transformantes se identificé un mutante homocigoto
para el gen DVL3 que consistia en una delecidn de un nucledtido en el sitio de corte de la Cas9,
gue cambiaba el marco de lectura y la secuencia aminoacidica predicha (Figura 18A - Anexo I).
En la segunda generacidén de transformantes, T2, se encontraron plantas que, aparte de
mantener la mutacidn para DVL3, tenian un cambio en la secuencia de DVL5 de una insercion
de un nucledtido en la secuencia de la CDS que provocaba un cambio en el patron de lectura
produciéndose un coddén de parada prematuro (Figura 18B - Anexo I). Ya en la tercera
generacion de plantas transformantes, se pudieron identificar plantas triples homocigotas que
portaban las dos mutaciones antes descritas para DVL3 y DVL5y, ademads una mutacién en DVL6
muy similar a la de dv/5, en la que la insercidn de un nucleétido provoca un cambio en la pauta

de lectura y un codon de parada prematuro (Figura 18C - Anexo I).

Por tanto, se generd una linea mutante homocigota dvi/3 dvi5 dvl6 dvl4 rtfl9 dvi8 dvi11
rtfl11 dvi19 en la que se encontraban mutados 9 de los 24 miembros de la familia génica. Sin
embargo, no se observd ningun fenotipo morfoldgico en la planta. Por ultimo, y con el fin de
seguir anadiendo mutaciones, se transformé esta linea nénuple mutante con la construccién
disefada para delecionar el gen DVL1 descrita con anterioridad (apartado 1.2., Figura 15B). Tras
seleccionar aquellas plantas que portaban la deleciéon y eliminar la Cas9 por segregacién en las
siguientes generaciones, fue posible disponer de un décuple mutante homocigoto y estable dv/1

dvi3 dvi5 dvl6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvlil rtfl11 dvii9.
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A pesar de haber mutado casi la mitad de los integrantes de la familia génica DVL/RTFL,
no se observd ningun fenotipo remarcable en la morfologia de la planta en los aspectos
anteriormente estudiados como eran el tamafio y forma de las hojas de roseta, la forma de las
inflorescencias y primeras flores en antesis o la morfologia de las silicuas de las plantas décuple
mutantes dv/1 avi3 dvl5 dvi6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvl11 rtfl11 dvi19 (Figura 19A-C) con respecto a las

plantas silvestres Col-0 (Figura 19D-E).

5mm

Figura 19. Fenotipos de la linea décuple mutante dvi1 dvi3 dvi5 dvi6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvii1 rtfl11 dvi19.
Se muestran los fenotipos correspondientes a las plantas silvestres Col-0 (A a C) y a las plantas décuples
mutantes dvll dvi3 dvl5 avlé dvi4 rtfl9 dvl8 dviil rtfl11 dvi19 (d1d3d5d6d4r9d8d11r11d19) (D a F) en
hojas de roseta de 16 dias (A y D), en inflorescencias y flores en antesis (B y E) y en frutos formados (Cy
F). Escala 5 mm.

Estos resultados respaldan una vez mas la hipdtesis de la elevada redundancia génica
existente entre los miembros de la familia (Wen et al., 2004; Narita et al., 2004; lkeuchi et al.,
2011; Guo et al., 2015). Aun asi, tampoco se podria descartar la idea de que el efecto que puedan
estar produciendo estas mutaciones no dé lugar a alteraciones morfoldgicas evidentes en la
parte aérea, afectando a otros procesos de desarrollo en la planta que tendrian que
inspeccionarse en mas detalle, o que las condiciones de crecimiento en las que se realizd la

caracterizacidn de los mutantes no permitiesen ver el efecto de la mutacion en si.

41



RESULTADOS: CAPITULO 1

1.5 Analisis _transcriptomico de los quintuples mutantes disponibles mediante

RNA-seq.

Con el fin de encontrar posibles fenotipos asociados a la pérdida de funcién que no fueran
visualmente observables pero que si podrian afectar a algin proceso a nivel molecular se decidié
realizar un analisis de los perfiles transcriptomicos de los mutantes multiples disponibles en el
momento de realizar dicho analisis, los quintuples mutantes rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19 y dvil
dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19.

Se llevd a cabo un andlisis de secuenciacion de RNA (RNA-seq) comparando el
transcriptoma de inflorescencias y flores en post-antesis de los quintuples mutantes rtfl9 dv/8
dvi11 rtfl11 dvl19 y dvll dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19, y de plantas silvestres Col-0 empleadas como
referencia. El RNA-seq se realizé con tres réplicas bioldgicas independientes, cada una de las
cuales estaba formada por material de unos 10 individuos. Se obtuvieron mas de 23 x 10°
lecturas de cada una de las muestras. Mas del 95% de las lecturas de cada libreria alineaban de

manera inequivoca con la secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana.

En primer lugar, y en el contexto de comprobar si la falta de fenotipos observables estaba
asociada a la redundancia funcional de los miembros de la familia, se quiso comprobar si en los
quintuples mutantes rtfl9 dvi8 dvli1 rtfl11 dvl19y dvll dvi8 dvl11 rtfl11 dvl19 el resto de genes
RTFL/DVL se encontraban expresados de manera diferente que en las plantas silvestres,
indicando una compensacidon activa por la cual los genes de una familia cambian su
comportamiento para compensar la perturbacion producida por la pérdida de funcién de alguno
de los otros miembros de la familia. De no producirse, podiamos estar frente a un fenémeno de
compensacioén pasiva, o verdadera redundancia génica, que seria aquella en la que el resto de
genes de la familia no cambia su expresidon para compensar la pérdida de alguno de ellos
(Rodriguez-Leal et al., 2019). Para este fin, lo que se hizo fue analizar el nimero de lecturas por
gen de cada uno de los miembros de la familia DVL/RTFL en cada uno de los quintuples

mutantes, asi como en las plantas silvestres.

Como se puede ver en la Tabla 2, no se observaron diferencias notables en el nimero de
lecturas por gen de cada uno de los miembros de la familia DVL/RTFL entre las plantas silvestres
y los quintuples mutantes analizados. Estos datos son compatibles con la compensacidon pasiva

o verdadera redundancia génica entre los miembros de la familia.
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Tabla 2. Nimero de lecturas por gen de los miembros de la familia DVL/RTFL en plantas
silvestres, mutantes dvi/1 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 y rtfl9 dvI8 dvi11 rtfl11 dvi19 de Arabidopsis
thaliana. Se muestra el nUmero de lecturas por gen de plantas silvestres (WT Col-0), mutantes dv/1
dvi8 dvl11 rtfl11 dvi19 (d1d8d11r11d19) y rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 (r9d8d11r11d19). Con un
asterisco rojo se indica que ese gen esta mutado en el genotipo sefialado. Resaltado en naranja
aparecen los genes con un mayor numero de lecturas en el genotipo silvestre.

GEN
DVL1/RTFL18
DVL4/RTFL17
DVL8/RTFL7
DVL11/RTFL8
RTFL9
RTFL11
DVL19/RTFL10
DVL21/RTFL23
DVL16/ROT4
DVL20/RTFL1
RTFL13
DVL14/RTFL14
DVL12/RTFL22
DVL15/RTFL4
DVL18/RTFL5
DVL13/RTFL2
DVLY/RTFL3
DVL7/RTFL20
DVL2/RTFL19
DVL3/RTFL21
DVL5/RTFL15
DVL6/RTFL16
DVL17/RTFL6
DVL10/RTFL12

ID
AT5G16023
AT1G13245
AT3G55515
AT2G39705
AT1G53708
AT1G17235
AT3G14362
AT3G23637
AT2G36985
AT3G53232
AT3G23635
AT3G63088
AT1G64585
AT3G46613
AT5G59510
AT2G29125
AT1G07490
AT3G18518
AT3G02493
AT1G67265
AT1G68825
AT3G25717
AT4G35783
AT4G13395

WT Col-0

0
6,37
0,05
2,20

0
0,29

0
0,09
2,68
3,80
0,05
0,66

0
0,20
2,93
3,21

0
0,25

0
11,65
3,54

23,25
0,90
0,26

0*
6,53
0,02*
1,99*
0
0,33*
0*
0,08
3,39
4,56
0,13
0,95
0
0,16
2,67
3,28
0
0,25
0,15
8,95
2,65
25,55
1,15
0,81

d1d8d11r11d19  r9d8d11r11di9

0,03
6,05
0,01*
1,20*
0*
0,37*
0*
0
3,06
4,72
0,15
0,98

0,04
3,01
3,18

0,36
0,11
8,13
2,96
26,16
0,83
0,28

Por otro lado, se observé como genes incluidos en los quintuples mutantes con los que

evidente en estos tejidos.

estdbamos trabajando, como eran DVL1, DVL8, RTFL9 y DVL19 no se expresaban apenas en los
tejidos elegidos para el analisis transcriptémico (Tabla 2) por lo que era comprensible que un

mutante multiple que los incluyera no estuviese muy afectado y no se observase un fenotipo

A su vez, los genes DVL4, DVL3 y DVL6 tenian un niumero de lecturas elevado (Tabla 2-

resaltado en naranja) y, por tanto, se estarian expresando mas en las flores e inflorescencias de
los quintuples mutantes. Por esta razén se decidié incluir a los genes DVL3 y DVL6 como

candidatos en el multiple mutante generado en este trabajo y descrito anteriormente (apartado
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1.4) pues pertenecian al mismo clado que DVL4 y era posible que eliminar su expresién pudiera

tener alguin efecto fenotipico.

Continuando con el andlisis de RNA-seq, y para ver qué otros genes podrian estar
afectados en estos mutantes, se consideraron como “expresados” aquellos genes cuyo valor de
lectura por kilobase por millén (RPKM) era >0,5 y se calculd la tasa de cambio (FC — fold change)
dividiendo los valores de RPKM de una muestra entre los de la muestra a comparar. Para
interpretar de una manera mas sencilla la expresion diferencial, los valores de fold change se
transformaron a una escala log. 2, donde un fold change de +1 equivale al doble de expresidon
de una muestra frente a otra. Asi se seleccionaron transcritos con valores de log. 2-fold change
>0,5y <-0,5 y un p-value ajustado (padj) <0,05 para que el cambio de expresion tuviese un nivel
de significatividad. Con estos pardmetros se identificaron 224 genes diferencialmente
expresados (DEGs) entre el quintuple mutante dv/1 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19y las plantas silvestres
Col-0y 345 DEGs entre rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 y Col-0. Para seleccionar aquellos comunes a
ambos experimentos y que, por tanto, tendrian una mayor probabilidad de estar relacionados
con la funcién DVL/RTFL en general, se compararon ambos analisis y la lista resultante incluia
199 DEGs. Un total de 10 genes tenian una expresion incrementada en ambas comparaciones,
188 genes reducian su expresién, y un Unico gen aumentaba su expresién en dvil dvi8 dvli1
rtfl11 dvi19 comparado con Col-0 y disminuia en la comparacion rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19 -
Col-0 (Figura 20).

Posteriormente, con la lista de genes diferencialmente expresados en los quintuples
mutantes advl, se llevo a cabo un analisis de los términos GO (Gene Ontology enrichment) usando
la base de datos y herramienta web ShinyGO (Ge et al., 2020). De los 10 DEGs regulados al alza,
solo 5 pudieron clasificarse en alguna categoria GO relacionada con procesos bioldgicos,
identificdandose un total de 17 términos GO significativos (Anexo Il), pero solo una de ellas,
transporte transmembrana, tenia un nivel de significatividad (FDR — False Discovery Rate) mas
alto, con solo cuatro genes pertenecientes a dicha categoria (AT4G01440: UMAMIT31 - USUALLY
MULTIPLE ACIDS MOVE IN AND OUT TRANSPORTERS 31, AT5G40230: UMAMIT37, AT5G40260:
SWEET8 o RPG1- RUPTURED POLLEN GRAIN1 y AT5G43340: PHT1 - PHOSPHATE TRANSPORTER

1). El resto de las categorias estaban formadas por un Unico gen (Anexo Il).
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Expresados ala BAJA en Expresados al ALZA en
dvi1 dvi8 dvli1 rtfi11 dvi19 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfi11 dvi19
Expresados al ALZA en 11 22 Expresados ala BAJA en
dvi1 dvi8 dvli1 rtfi11 dvi19 rti9 dvi8 dvli1 rtfl11 dvi19
14 1 124
10 188
0

Figura 20. Genes diferencialmente expresados entre los quintuples mutantes dvi1 dvi8 dvii1 rtfi11
dvii9y rtfl9 dvi8 dvli1 rtfl11 dvi19 y el silvestre analizados mediante RNA-Seq. Diagrama de Venn que
muestra el nUmero de genes comunes en ambos quintuples mutantes con respecto al genotipo silvestre
y los genes sobreexpresados (al ALZA) y cuya expresion estd reducida (a la BAJA) tras comparar el
quintuple mutante con el silvestre.

Entre los 103 términos GO mas representados de los DEGs con expresion reducida en los
quintuples mutantes dvi/rtfl, se encontraban procesos como polinizacion (29 genes), desarrollo
del tubo polinico (24 genes), crecimiento del tubo polinico (20 genes), crecimiento distal de la
célula (20 genes), crecimiento de células de desarrollo (20 genes), morfogénesis celular (20
genes), diferenciacién celular (24 genes) o procesos metabdlicos de carbohidratos (28 genes)
entre otros (Figura 21 — Anexo Il). Al tratarse de un nimero no muy elevado de genes y
categorias funcionales similares, la mayoria de genes o grupos de genes se incluyen en varias
categorias GOs al mismo tiempo. En la Tabla 3 aparecen reflejados algunos de los genes que son

comunes a varias de estas categorias GO mas significativas.

El hecho de que los procesos relacionados con el crecimiento del tubo polinico y la
polinizacién fuesen los mas significativos nos llevé a pensar que los genes DVL/RTFL pudiesen
estar participando en dichos procesos. Por tanto, los siguientes experimentos fueron disefiados
para evaluar el papel de estos genes en el desarrollo y germinacion de polen o en el crecimiento

del tubo polinico.
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Figura 21. Analisis de términos GO mas representados relacionados con procesos bioldgicos de los DEGs
regulados a la baja en los quintuples mutantes dvi/rtfl con respecto al silvestre analizados en el RNA-
seq. El color de cada barra representa el nivel de significatividad (FDR) siendo el color rojo el mayor nivel.
En el eje horizontal se indica el nimero de genes perteneciente a cada una de las categorias GO indicada
en el eje vertical. Aparecen representadas 60 categorias GO de las 98 mas significativas. El grafico ha sido
generado usando la herramienta web ShinyGO.

Paralelamente al andlisis transcriptémico de los quintuples mutantes rtfl9 dvI8 dvi11l
rtfli1 dvli9 y dvil dvl8 dvi11l rtfl11 dvi19, se llevd a cabo un RNA-seq con dos lineas
sobreexpresoras, dvi1-1D y 355:DVL8 (Wen et al., 2004; Wen and Walker, 2006; Valdivia et al.,
2012). El fin de este analisis era comprobar si los procesos que se encontraban regulados al alza
en los mutantes dvli/rtfl tenian un comportamiento contrario en las lineas sobreexpresoras y

poder dilucidar un poco mas acerca de la funciéon de la familia génica DVL/RTFL.
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Tabla 3. Genes diferencialmente expresados y regulados a la baja en ambos mutantes dvi/1 dvi8
dvi11 rtfl11 dvi19y rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 con respecto al silvestre y pertenecientes a alguna
de las categorias GO mas representadas relacionadas con procesos biolégicos. Se muestra la ID
del gen, el nombre correspondiente y los procesos bioldgicos a los que pertenecen todos ellos.

ID NOMBRE PROCESOS BIOLOGICOS
AT1G03050 PICALM5A 7
AT1G10770 -
AT1G28270 RALFL4
AT1G48020 PMEI1
AT1G50610 PRKS
AT1G61290 SYP124 L,

Polinizacion

AT1G79860 ROPGEF12
AT2G07040 PRK2 Crecimiento del tubo polinico
AT2G21480 - Desarrollo del tubo polinico
AT2G31500 CPK24 Crecimiento distal de la célula
HIZEEENEY HE Crecimiento unidireccional de la célula
AT2G33775 RALFL19
AT3G01700 AGP11 Morfogénesis celular
AT3G20190 PRK4 Crecimiento celular
AT3G20580 COBL10 Desarrollo celular
AT4G02650 -
AT4G33970 -
AT4G39110 -
AT5G12180 CPK17
AT5G19360 CPK34

Se emplearon los mismos parametros para considerar los genes significativamente
expresados que se habian empleado en el andlisis de los quintuples mutantes (RPKM >0,5; log.
2-fold Change >0,5 y <-0,5; y padj <0,05). Con estos parametros se identificaron 1196 DEGs al
comparar la linea sobreexpresora dv/1-1D con la silvestre Col-0; y 131 DEGs entre el
sobreexpresor 35S:DVL8 y Col-0. Al igual que se hizo con los quintuples mutantes para
seleccionar los genes diferencialmente expresados en ambos experimentos, se cruzaron ambas
listas, pero en este caso solo aparecieron 33 DEGs para ambas lineas sobreexpresoras (Figura
22 — Anexo lll). Esto era de algin modo sorprendente, dado que los fenotipos morfoldgicos de
ambas lineas compartian muchas similitudes. Sin embargo, quiza pueda explicarse por el hecho
de que la linea de sobreexpresién de DVL1, dviI-1D, se trate de una linea de insercién de T-DNA
de activation tagging que puede provocar una expresion aumentada del gen, pero no
necesariamente constitutiva, y en la linea 355:DVLS, la expresion se dirija directamente por este

promotor constitutivo.
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Expresados a la BAJA en Expresados al ALZA en
dvi1i-1D 35S:DVL8
Expresados al ALZA en 379 20 Expresados a la BAJA en
dvi1-1D 355:DVL8
784 2 78
22 7
2

Figura 22. Genes diferencialmente expresados entre las lineas sobreexpresoras dvi1-1D y 35S:DVL8
comparadas con la silvestre analizados mediante RNA-Seq. Diagrama de Venn que muestra el nimero
de genes comunes en ambas lineas sobreexpresoras con respecto a la silvestre y los genes
sobreexpresados (al ALZA) y cuya expresion esta reducida (a la BAJA) tras comparar el sobreexpresor con
el silvestre.

A la hora de comparar la respuesta transcriptomica de la ganancia y pérdida de funcion
RTFL/DVL, al no ser comunes la mayoria de los DEGs identificados en las dos lineas
sobreexpresoras analizadas (Anexo lll), se decidié comparar ambas lineas sobreexpresoras de

manera independiente con las lineas mutantes dvi/rtfl.

Mientras que los 16 DEGs comunes entre la linea sobreexpresora dv/1-1D y los quintuples
mutantes dvl/rtlf (Anexo IV - Figura S1A) no tenian ningun término GO comun y destacable, de
los 41 genes diferencialmente expresados tanto en la linea sobreexpresora 355:DVL8 como en
los quintuples mutantes dvi/rtfl analizados (Anexo IV - Figura S1B y Anexo V) si que pudieron
extraerse términos GO significativos. Dentro de estos procesos bioldgicos aparecieron algunos
como el crecimiento y desarrollo del tubo polinico o el crecimiento distal de la célula que ya
aparecieron como interesantes en el caso de los mutantes advi/rtfl, ademas de otros muchos

relacionados con procesos catabdlicos y metabdlicos (Figura 23- Anexo VI).

Otro aspecto sorprendente que destacar de este andlisis transcriptomico fue que la
sobreexpresion de los genes DVL en las lineas dv/1-1D y 35S:DVL8 cambiaba la respuesta
transcriptomica de muchos de los DEGs en el mismo sentido que lo hacia la perdida de funcién
en los quintuples mutantes (Anexo IV y Anexo V), algo completamente diferente a lo esperado.
Asi, el efecto de la sobreexpresion podria ser similar al de un dominante negativo o deberse a

un saturacion o intoxicacion de algunas rutas en las que participan los genes DVL/RTFL, por lo
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que los fenotipos observados en las lineas sobreexpresoras podrian ser mds bien similares a los

de pérdida de funcidn DVL/RTFL, al menos en parte de los procesos en los que participan.
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Figura 23. Analisis de términos GO mas representados relacionados con procesos bioldgicos de los DEGs
comunes en los quintuples mutantes dvi/rtfl y la linea sobreexpresora 355:DVLS8 analizados en el RNA-
seq. El color de cada barra representa el nivel de significatividad (FDR) siendo el color rojo el mayor nivel.
En el eje horizontal se indica el nimero de genes perteneciente a cada una de las categorias GO indicada
en el eje vertical.

1.6 Analisis diferencial de proteinas de los quintuples mutantes disponibles

Puesto que la funcion molecular de los péptidos DVL/RTFL es esencialmente desconocida,
cabe también la posibilidad de que afecte diferencialmente al proteoma, por lo que se decidié
llevar a cabo un perfil de expresién proteémico que completase el perfil transcriptémico
anteriormente realizado. Asi, se podria explorar si estos péptidos pueden afectar de alguna

manera la regulacién post-transcripcional o la estabilidad de algunas proteinas.

Se realizd un analisis diferencial de proteinas de plantas décuples mutantes dv/1 dvi3 dvi5
dvl6 dvi4 rtfl9 dvi8 dviil rtfl11 dvi19, mutante del que ya se disponia a la hora de hacer este
experimento, comparado con plantas silvestres Col-0. Como en el analisis transcriptomico, se
tomaron muestras de inflorescencias y flores en post-antesis para analizar tres réplicas

bioldgicas independientes, cada una de las cuales estaba formada por material de unos 10
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individuos. Los analisis protedmicos se llevaron a cabo en el Servicio Central de Soporte a la

Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valencia, miembro de Proteored.

Asi se consideraron como diferencialmente expresadas aquellas proteinas que tras los
correspondientes analisis tenian un valor de log. fold change >0,01 y <-0,01 y un p-value <0,05.
Con estos parametros se identificaron 83 proteinas diferencialmente expresadas en el décuple
mutante con respecto al silvestre, de las cuales 36 estdn mas acumuladas en el décuple mutante
y 47 menos acumuladas en el mutante que en silvestre (Anexo VII). Una vez identificadas las
proteinas se hizo una busqueda y comparacién en la base de datos de proteinas
Uniprot_Swissprot y en la base de datos TAIR para encontrar una equivalencia entre las
anotaciones de las diferentes proteinas y su correspondiente gen. Asi se pudo comparar los
resultados obtenidos en el RNA-seq con los datos protedmicos y ver si existian elementos que
apareciesen en ambos analisis. En este caso no se encontré ninguna coincidencia entre ambos
perfiles por lo tanto no existiria ninguna correlacién significativa entre los cambios en el
transcriptoma y el proteoma. Teniendo en cuenta ademas que las diferencias detectadas en el
proteoma eran muy pequefias, con solo 83 proteinas diferencialmente expresadas, podriamos

pensar que los niveles de sensibilidad de esta técnica son pequefos para el analisis planteado.

Tras realizar un analisis de los términos GO usando la base de datos y herramienta web
ShinyGO (Ge et al., 2020), se identificaron 6 términos GO significativos relacionados con
procesos bioldgicos comunes en ambos andlisis: proceso metabdlico de carbohidratos (11
proteinas), procesos catabdlico de carbohidratos (5 proteinas), formacion de la exina del polen
(3 proteinas), formacion de la pared del polen (3 proteinas), ensamblaje de compuestos
involucrados en morfogénesis (3 proteinas) y morfogénesis de compuestos celulares (3
proteinas). Ademas de éstos, entre los que destacan procesos relacionados con el polen, se
identificaron otros procesos bioldgicos interesantes como son el transporte de proteinas (9

proteinas) y multiples procesos metabdlicos (Figura 24 - Anexo VIII).

Al igual que como se habia hecho en el analisis de RNA-seq, también se realizé un analisis
protedmico de las lineas sobreexpresoras dv/-1D y 35S5:DVL8. Se tomaron el mismo tipo y
numero de muestras que en el décuple mutante y se tuvieron en cuenta los mismos pardmetros
para considerar las proteinas significativamente expresadas con respecto al silvestre. Asi, se
identificaron 242 proteinas diferencialmente expresadas (178 al alza y 64 a la baja) en el caso de

dv/1-1D con respecto al silvestre, con 13 elementos anotados comunes al RNA-seq (Anexo IX).

Puesto que no se trataba de un nimero muy alto de elementos que nos permitiese

relacionar funciones directas de genes y proteinas entre el RNA-seq y el analisis protedmico, se
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analizaron las categorias GO mds significativas y aparecieron algunas como proceso metabdlico
de pequefias moléculas (59 proteinas) y generacion de precursores de metabolitos de energia
(20 proteinas) que ya aparecian en los términos GO mas significativos de las proteinas
diferencialmente expresadas en el décuple mutante con respecto al silvestre (Figura 25 — Anexo

X).
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Nuclear-transcribed mRNA catabolic process, deadenylation-independent decay
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Energy derivation by oxidation of organic compounds
Sporopollenin biosynthetic proc.
Nucleobase-containing small molecule metabolic proc.
Pollen wall assembly
Response to cadmium ion
Macromolecule localization
Glycogen biosynthetic proc.
Cellular component assembly involved in morphogenesis
Cellular component morphogenesis -
Methylguanosine-cap decapping
Nitrogen compound transport
Carbohydrate metabolic proc. -
Organonitrogen compound biosynthetic proc.
RNA decapping
Protein transport
Establishment of protein localization
Organic substance transport
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Figura 24. Analisis de los términos GO mas representados relacionados con procesos bioldgicos de las
proteinas diferencialmente expresadas en el décuple mutante dv/1 dvi3 dvi5 dvi6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11
rtfl11 dvi19 con respecto al silvestre extraidos en el analisis diferencial de proteinas. El color de cada
barra representa el nivel de significancia (FDR) siendo el color rojo el mayor nivel. En el eje horizontal se
indica el nimero de genes perteneciente a cada una de las categorias GO indicada en el eje vertical. El
grafico ha sido generado usando la herramienta web ShinyGO.

En el caso del andlisis de la linea sobreexpresora 35S:DVL8, aparecieron 202 proteinas
diferencialmente expresadas con respecto al silvestre (140 al alza y 62 a la baja) y al igual que
pasaba en el caso anterior, apenas habia coincidencias entre los elementos destacados en la
transcriptomica y la protedmica, encontrando solo 4 proteinas o genes comunes anotados entre
ambos analisis (Anexo Xl). Sin embargo, en el analisis de categorias GO relacionadas con
procesos bioldgicos encontramos términos comunes con el andlisis transcriptomico como la
formacién de la exina del polen, ensamblaje de la pared del polen, morfogénesis de
componentes celulares y ensamblaje de componentes celulares involucrados en morfogénesis,
compuestos por las mismas proteinas. Ademas, aparecian muchos procesos catabdlicos y
metabdlicos significativamente alterados (Figura 26 — Anexo XllI) tal y como ya ocurria en los

proteomas del décuple mutante y la linea sobreexpresora dv/1-1D.
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Figura 25. Analisis de los términos GO mas representados relacionados con procesos bioldgicos de las
proteinas diferencialmente expresadas en la linea sobreexpresora dv/1-1D con respecto al silvestre
extraidos en el analisis diferencial de proteinas. El color de cada barra representa el nivel de significancia
(FDR) siendo el color rojo el mayor nivel. En el eje horizontal se indica el nimero de genes perteneciente
a cada una de las categorias GO indicada en el eje vertical. El grafico ha sido generado usando la

herramienta web ShinyGO.
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Figura 26. Analisis de los términos GO mas representados relacionados con procesos bioldgicos de las
proteinas diferencialmente expresadas en la linea sobreexpresora 35S:DVL8 con respecto al silvestre
extraidos en el analisis diferencial de proteinas. El color de cada barra representa el nivel de significancia
(FDR) siendo el color rojo el mayor nivel. En el eje horizontal se indica el nimero de genes perteneciente
a cada una de las categorias GO indicada en el eje vertical. El grafico ha sido generado usando la

herramienta web ShinyGO.
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Asi, al comparar las 3 listas de proteinas diferencialmente expresadas obtenidas en el
analisis del décuple mutante y las lineas sobreepresoras dv/1-1D y 355:DVL8 comparadas con la
linea silvestre, son muy pocos los términos comunes a las tres listas (Figura 27) pero suficientes
como para encontrar procesos bioldgicos significativamente alterados comunes, como son
ensamblaje de la pared del polen, morfogénesis de componentes celulares, ensamblaje de
componentes celulares involucrados en morfogénesis, proceso metabdlico de pequefias

moléculas y otros procesos catabdlicos y metabdlicos (Anexo XIil).

Al igual que observamos en el andlisis transcriptémico, el analisis protedmico mostraba
gue la sobreexpresion de los genes DVL en las lineas dv/1-1D y 355:DVL8 cambiaba la respuesta
de la mayoria de las proteinas diferencialmente expresadas en el mismo sentido que lo hacia la
perdida de funcion en el multiple mutante (Anexo XIll). Esta observacidn reafirmaba de alguna
manera la hipdtesis de que el efecto de la sobreexpresién podria ser similar al de un dominante
negativo o deberse a un saturacién o intoxicacion de algunas rutas en las que participan los
genes DVL/RTFL, por lo que los fenotipos observados en las lineas sobreexpresoras podrian ser

similares a los de pérdida de funcion DVL/RTFL.

dvi1-1Dvs. WT 355:DVL8 vs. WT
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Figura 27. Proteinas diferencialmente expresadas en el décuple mutante dvi1 dvi3 dvi5 dvl6 dvi4 rtfl9
dvi8 dvli1 rtfl11 dvi19, la linea sobreexpresora dvl1-1D y la linea sobreexpresora 35S:DVL8 comparadas
con el silvestre. Diagrama de Venn que muestra el nimero de proteinas comunes en los 3 analisis con
respecto al genotipo silvestre (WT). Décuple mutante dvi/3 dvi5 dvl6 dvi1 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19
=x10 dvl mutante.
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1.7 Implicacién de los péptidos DVL/RTFL en el desarrollo y crecimiento del tubo

polinico.

Como se ha indicado en los apartados anteriores, dentro de los procesos bioldgicos
afectados de manera significativa en los quintuples mutantes rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 y dvi1
dvi8 dvl1l rtfl11 dvi19 con respecto al silvestre, destacan aquellos relacionados con el
crecimiento y desarrollo del tubo polinico. Es por ello por lo que se decidié estudiar como y de
gué manera podrian estar los genes DVL/RTFL influyendo en estos procesos, para lo cual se
disefiaron experimentos de germinacién de polen y crecimiento del tubo polinico tanto in vitro
como in vivo. Puesto que las plantas mutantes eran fértiles y producian frutos y semillas, se
supuso que los posibles defectos en estos procesos no eran drasticos y podrian estar mas
relacionados con la dindmica de la germinacion y crecimiento del tubo polinico mds que con su

viabilidad.

En primer lugar, se estudid la frecuencia de germinaciéon del polen de plantas silvestres,
del séptuple mutante dvl1 avl4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 (multiple mutante disponible en ese
momento) y de la linea sobreexpresora dvl/1-1D. Los granos de polen de las plantas a comparar
se germinaron in vitro en placa y se dejaron crecer durante 2, 4, 6 y 8 horas, tras las cuales se
observaron y tomaron fotografias en un microscopio de campo claro para después llevar a cabo

el conteo de granos germinados en cada una de las condiciones (Figura 28).

Tras calcular la frecuencia de germinacion de polen en cada uno de estos periodos de
crecimiento como el nimero de granos de polen germinados con respecto al total en un minimo
de 100 granos por fondo y tiempo, no se observaron cambios estadisticamente significativos

(Figura 29).

Asi mismo, también se midié la longitud de los tubos polinicos elongados durante los
diferentes tiempos de crecimiento. Se contabilizaron y midieron aquellos tubos cuya longitud
sobrepasaba la mitad del tamafio del grano de polen. En este caso no se hizo una media de la
longitud de todos los tubos polinicos por genotipo y por tiempo, sino que se calculé la frecuencia
de distribucion de las diferentes longitudes categorizadas en diferentes grupos (Figura 30). En
general, no observamos diferencias destacables en cuanto a estas frecuencias, aunque a las
cuatro horas, los tubos polinicos de los mutantes parecian presentar una distribucion mas
amplia de longitudes. En la Figura 31 se representa la longitud de los tubos polinicos de granos
individuales germinados en este punto temporal. A las 4 horas, aunque no encontramos una

diferencia significativa en la media de las longitudes entre los diferentes genotipos, si se podia
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observar una mayor dispersion de los datos, tanto en la linea mutante como en la

sobreexpresora dvl1-1D, con respecto a la linea silvestre.
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Figura 28. Germinacion de polen y crecimiento del tubo polinico in vitro. Granos de polen y tubos
polinicos de plantas silvestres (WT Col.0), plantas mutantes dvi1 dvl4 rtfl9 dvi8 dviil rtfl11 dvi19
(d1d4r9d8d11r11d19) y plantas sobreexpresoras dvl/1-1D. Los granos de polen se germinaron in vitro y
dejaron crecer y se observaron tras 2, 4, 6 y 8 horas. Escala 500 pum.
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- d1d4r9d8d11r11d19
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Frecuencia de germinacion del polen (%)

Figura 29. Frecuencia de germinacién de polen in vitro. El porcentaje de germinacién de polen se calcula
tras 2, 4, 6 y 8 horas de crecimiento por genotipo (silvestre = WT Col.0 en azul; mutante av/1 avi4 rtfl9
dvl8 dvi1l rtfl11 dvi19 = d1d4r9d8d11r11d19 en naranja; linea de sobreexpresidén dvl1-1D en gris). Los
puntos representan la media de las frecuencias en cada uno de los tiempos y genotipos y las barras de
error representan las desviaciones estandar correspondiente a tres réplicas por punto. n > 100.
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Figura 30. Longitud de tubo polinico. Frecuencia de distribucién de diferentes longitudes de tubos
polinicos medidas tras 2, 4 y 6 horas de crecimiento y por genotipo (silvestre = WT Col.0; mutante dv/1
dvl4 rtfl9 dvi8 dvli1 rtfl11 dvi19 = d1d4r9d8d11r11d19; linea de sobreexpresion dv/1-1D. La longitud del
tubo polinico se ha categorizado en 5 grupos (menor a 100 um: <100 um; entre 100 y 300 pm: 100-300
um; entre 300 y 500 pum: 300-500 um, entre 500 y 700 um: 500—700 pum; y mayor a 700 pum: >700 pm).
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Figura 31. Longitud de tubo polinico tras 4 horas de crecimiento. Silvestre = WT Col.0; mutante dv/1 dvi4
rtfl9 dvi8 dviil rtfl11 dvi19 = d1d4r9d8d11r11d19; linea de sobreexpresion dv/1-1D. Longitud del tubo
polinico medida en micras (um).

Para comparar el rendimiento general y la extensidn del crecimiento del tubo polinico in
vivoy, por tanto, observar el comportamiento del tubo polinico dentro del pistilo, se visualizaron
los mismos tras la fertilizacion mediante tincidon de azul de anilina. Para ello se emascularon y
fertilizaron de manera manual pistilos silvestres con polen tanto silvestre como de plantas
séptuples mutantes dv/1 dvi/4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 y plantas sobreexpresoras dvl1-1D.
Solo se emplearon pistilos silvestres y no de los otros dos fondos genéticos puesto que lo que se
queria evaluar era el crecimiento y desarrollo del tubo polinico. Al igual que en los experimentos
in vitro realizados con anterioridad, se evalud el crecimiento en diferentes tiempos, en este caso
alas 6,12y 24 horas tras la polinizacion. Tal y como se observa en la Figura 32, no se detectaron
cambios evidentes en el crecimiento de los tubos polinicos a través del tracto de transmisién del
pistilo. Aunque no se realizé una cuantificacidn precisa, la cantidad de tubos y su elongacidn era

similar en los tres fondos en los tres puntos temporales evaluados.

Por ultimo, comprobamos si a pesar de no observar defectos evidentes en el crecimiento
y desarrollo del tubo polinico pudiera haber algun problema en la fecundacién del évulo por
parte del polen y por ende en la formacion de las semillas dentro de la silicua. Ya se ha dicho
que las plantas mutantes eran fértiles y producian semillas, pero para evaluar la eficiencia de la
polinizacién se cuantificd el niumero de semillas por silicua tanto en las plantas silvestres como
en las plantas ndnuples mutantes dvi3 dvi5 dvl6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19, de las que ya

se disponia en el momento de realizar este experimento.
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WT O d1darodsdiiri1die & dvit-1p
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Figura 32. Crecimiento del tubo polinico in vivo. Imagenes representativas de tubos polinicos de polen
de plantas silvestre Col-0 (WT), plantas mutantes dvil dvi4 rtfl9 dvi8 dvill rtflli1 dvl19
(d1d4r9d8d11r11d19) y plantas sobreexpresoras dvl/1-1D creciendo tras polinizar pistilos silvestres. Los
pistilos se tifieron con azul de anilina y observaron tras 6, 12 y 24 horas después de la polinizacion (hdp).
Escala 500 um.
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En esta ocasién no se tuvieron en cuenta las lineas sobreexpresoras ya que, en estas
silicuas, al no tener la misma morfologia y tampoco el mismo nimero de semillas que el silvestre,

era mas dificil hacer una comparacion.

En primer lugar, se colectaron las silicuas ya formadas de la posicién 6 a la 10 del apice
principal de 12 plantas silvestres Col-0 y 12 plantas nénuples mutantes (Figura 33A), que se
trataron en conjunto por cada genotipo. Asi se contabilizd el nimero total de semillas por cada
una de las silicuas, y mientras que las plantas silvestres tenian una produccién media de 62
semillas por silicua, con minimos de 58 semillas y maximos de 69 semillas por silicua, las plantas
mutantes tenian una media similar de 60 semillas, pero con una distribucién mucho mas
dispersa, pues se encontraron silicuas con 73 semillas y otras con 28 semillas (Figura 33B). Sin
embargo, en lo que se refiere a la longitud, las silicuas mutantes con 30-40 semillas, no eran
mucho mas cortas en comparacién con las silicuas silvestres observandose posiciones alternas

carentes de semillas a lo largo de la longitud de la silicua (Figura 33C).

B C
\ WT Col-0 X9 dvl mutante
7.; >
"’ 80 . *
[ -
3 |
4 \
2 60- - [
P :
P . ¢
e
: i
3 20- : ‘!’ $ &
] @ ‘i ;
= 8 9 | :2
o NE
T T o -..
S g ¢ o @ N
00\ \,‘3(\ o ar 2 l.
N ’ | !
\<° / o
S | 'Y ]
P 62 61 | | 64 68 36 37 72

Figura 33. Produccion de semillas por silicua. A) Representacion de las silicuas seleccionadas para la
medida (n2 6 a 10 del apice principal). B) Produccién de semillas calculada como el nimero de semillas
por silicua, cada punto representa la medida de una silicua y la media de todas las medidas se indica con
una barra central, calculado para el genotipo silvestre (WT Col.0 - negro) y el mutante dvi3 dvl5 dvl6 dvi4
rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 (x9 dvi mutante - azul), n >50. C) Imagen de 3 silicuas silvestres representativas
(WT Col-0) y 4 silicuas mutantes dvI3 dvi5 dvl6 dvl4 rtfl9 dvi8 dvi11l rtfl11 dvi19 representativas (x9 dv/
mutante), el nimero de semillas de cada silicua se indica en la parte inferior. Escala 5 mm.

Al haberse tomado como un solo grupo muestral silicuas de diferentes plantas por cada
genotipo, nos planteamos si la mayor dispersidon de la produccién de semillas en el genotipo

mutante podia deberse a que hubiese mutaciones adicionales no identificadas segregando en
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estos multiples mutantes. Por ello, el siguiente muestreo se llevd a cabo contabilizando cada

planta de manera individualizada.

Como se observa en la Figura 34A, las plantas silvestres siguen manteniendo su
distribucidon de producciéon con una media de alrededor 62 semillas por silicua en todas las
plantas analizadas. Ademas, las plantas ndnuples mutantes mantenian la distribucién en lo que
al numero de semillas se refiere en las 5 silicuas contabilizadas por planta, es decir, en una misma
planta se encontraron silicuas con 30-40 semillas y silicuas con mds de 70 semillas, lo que
evidencia que no se debe a un efecto de segregacién poblacional. Asi, dentro de la misma planta

encontramos una dispersién muy amplia en lo que a la producciéon de semillas por silicua se

refiere (Figura 34).
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Figura 34. Produccion de semillas por silicua por planta individualizada. A) Produccién de semillas
calculada como el numero de semillas por silicua, cada punto representa la medida de una silicua y la
media se representa con una barra central, calculado para el genotipo silvestre (WT Col.0 - negro) y el
mutante dv/3 dvi5 dvl6 dvl4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 (x9 dvl mutante - azul). Cada seccion marcada en
la parte inferior corresponde a una planta individual con los 5 puntos correspondientes a las 5 silicuas
contabilizadas, n WT Col-0 = 12, n x9 dv/ mutante = 19. B) Imagen de 5 silicuas de una planta silvestre
representativa (WT Col-0) y una mutante dv/3 dvl5 dvl6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 representativa
(x9 dvl mutante), el n2 de semillas de cada silicua se indica en la parte inferior. Escala 5 mm.
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Una pregunta adicional que nos planteamos fue si esta distribucién en la produccién de
semillas se debia a un efecto posicional dentro de la misma planta, es decir, si los frutos en una
posicidn mas cercana a la roseta eran los que tenian un menor nimero de semillas que los que
se encontraban mas cerca de la parte apical o viceversa. Para comprobar esto, se colectaron las
silicuas de la posicidon 6 a la 10 del apice principal (Figura 33A) y, ademas, las silicuas de la
posicion 16 a la 20, mas cerca de la parte apical. Como se puede observar en la Figura 35A, y tal
y como ocurria en los casos anteriores, la distribucién de la produccién de semillas por silicua en
las plantas nénuples mutantes en las posiciones 6 y 10 del tallo principal variaba mucho, con
nimeros muy dispersos que iban desde las 35 semillas por silicua a las 68 semillas por silicua

dentro de una misma planta; ademas, esta dispersién se mantenia en la mayoria de las plantas

testadas.
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Figura 35. Produccion de semillas por silicua por planta individualizada y posicién. Produccion de
semillas calculada como el nimero de semillas por silicua, cada punto representa la medida de una silicua
y la media se representa con una barra central, calculado para el genotipo silvestre (WT Col.0 - negro) y
el nénuple mutante dvi3 dvi5 dvl6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19 (x9 dvl mutante - azul). Cada seccidn
marcada en la parte inferior que corresponde a un conjunto de 5 puntos representa 1 planta individual n
WT Col-0 =11 plantas, n x9 dvl mutante = 12 plantas. A) Datos correspondientes a las silicuas de la posicidn
6 a 10 del apice principal. B) Datos correspondientes a las silicuas de la posicién 16 a 20 del apice principal.

En el caso de las silicuas mas apicales, las de las posiciones 16 a la 20 del dpice principal,

en la mitad de las plantas testadas se produce la dispersidon amplia en lo que a la produccién de
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semillas se refiere que ya veniamos observando en los casos anteriores. Sin embargo, la otra
mitad de plantas presentaban una dispersidon mas similar al silvestre en la produccién de semillas
por silicua (Figura 35B). Esto puede deberse a que, en muchas ocasiones, los fenotipos pueden

atenuarse conforme avanza la edad de la planta.

Estos experimentos evidencian diferencias en la produccién de semillas por silicua entre
las plantas ndénuples mutantes dvi3 dvl5 dvlé dvi4 rtfl9 dvi8 dvlil rtfl11 dvi19 y las plantas
silvestres. Este cambio no se habia observado en la caracterizacidn fenotipica de mutantes de
menor orden (Figura 16) ni tampoco se aprecia en el décuple mutante dvi/rtfl (Figura 19) porque
la longitud de la semilla no sufre cambios significativos y solo se observan cambios cuando se
cuenta el numero de semillas por silicua. Para determinar el origen de estas diferencias y como
se relacionan con los posibles defectos en el crecimiento y desarrollo del tubo polinico sugeridos
por el andlisis transcriptdmico del apartado 1.5 de Resultados, o con defectos adicionales en la
fecundacién del évulo serdn necesarios estudios posteriores que no han podido abordarse en

este trabajo.

1.8 Implicacién de los péptidos DVL/RTFL en el desarrollo y crecimiento de los

pelos radiculares.

Dentro de los procesos bioldgicos significativamente alterados en el analisis
transcriptomico de los multiples mutantes dvi/rtfl (apartado 1.5 de Resultados) destacamos el
crecimiento distal de la célula. Este modo de expansién de las células vegetales por el cual el
crecimiento de la célula estd limitado a un Unico punto de crecimiento permitiendo la formacion
de células elongadas con forma tubular no es exclusivo de los tubos polinicos, sino que también
es caracteristico de los pelos radiculares de la raiz (Schiefelbein et al., 1993; Hepler et al., 2001;

Samaj et al., 2006).

Por esta razén, se decidid caracterizar el crecimiento de los pelos radiculares en el
multiple mutante dvll avi4 rtfl9 dvi8 dvi1l rtfl11 dvi19, séptuple mutante en el que se habia
caracterizado el crecimiento del tubo polinico en el apartado anterior de resultados. Asi, se
sembraron plantas silvestres y séptuples mutantes y se crecieron durante 5 dias en placas
verticales in vitro para controlar el crecimiento de la raiz. Tras esto se observaron las raices de
varios individuos de cada uno de los genotipos en el microscopio éptico observando diferencias

entre ambas poblaciones (Figura 36).

Dentro de la parte mas apical de la raiz se encuentran dos zonas: el meristemo apical de
la raiz (RAM - Root Apical Meristem) y la zona de elongacién (EZ - Elongation Zone),

caracterizadas por presentar mayoritariamente proliferacion y elongacidon celular,
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respectivamente. Por encima de la zona de elongacién empiezan a diferenciarse las células y a
formarse los pelos radiculares (Foreman and Dolan, 2001; Pacheco-Escobedo et al., 2016). Por
ello, se presté especial atencién a estas zonas a la hora de caracterizar la posible implicacién de

los péptidos DVL/RTFL en el desarrollo y crecimiento de los pelos radiculares.
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Figura 36. Fenotipos asociados al crecimiento de la raiz y los pelos radiculares en el séptuple mutante
dvi1 dvi4 rtfl9 dvi8 dvii1 rtfi11 dvi19. A) Imagen de una raiz representativa del genotipo silvestre (WT
Col.0) y del genotipo séptuple mutante dvi1 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 (x 7 dvl mutante). Escala 1
mm. B) Ampliacion de la punta de la raiz silvestre (WT Col.0) y séptuple mutante dv/1 dvi4 rtfl9 dvi8 dvl11
rtfl11 dvl19 (x 7 dvl mutante). La barra naranja representa la longitud del meristemo apical de la raiz (RAM)
+ la zona de elongacién (EZ). Escala 1 mm. C) Longitud de la zona del meristemo apical de la raiz (RAM) +
la zona de elongacion (EZ) medida en mm. n > 9. D) NUumero de pelos radiculares en los dos primeros mm
de raiz desde el punto de formacién. n 2 9. E) Longitud de los pelos radiculares en los dos primeros mm
de raiz desde el punto formacién en mm, cada punto representa la medida de longitudes de los pelos de
una raiz. n 2 9. Las diferencias significativas se han calculado usando el t-test con la correccidon de Welch’s
comparando la linea silvestre con la séptuple mutante. p-values **, p <0,01; *, p <0,05; ns, no significativo.

El primer aspecto en el que se observaron diferencias entre las raices del silvestre y el
multiple mutante, y previo a la observacion mas detallada de los pelos radiculares, fue la
distancia existente entre la punta de la raiz y el inicio de los pelos radiculares, o lo que es lo

mismo, la longitud de las zonas de proliferacidn y elongacidn celular previas a la zona de células
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ya diferenciadas. Como puede observarse en la Figura 36A-C, esta distancia era

significativamente menor en los multiples mutantes en comparacion con el silvestre.

En lo referente a los pelos radiculares, no se observaron diferencias significativas en el
numero de pelos, variando mucho los datos en cada una de las raices, tanto en el genotipo
silvestre como en el séptuple mutante (Figura 36D). Sin embargo, en lo que si se observaron
diferencias fue en la longitud de estos pelos radiculares, encontrando que éstos eran
generalmente mas cortos en las raices mutantes que en las raices silvestres (Figura 36E).
Ademas, y como ya se habia observado en la caracterizacidn del crecimiento del tubo polinicoy
la produccion de semillas por silicua, existia una mayor dispersion de los datos en el caso del

multiple mutante con respecto al silvestre (Figura 36C y 36D).

Por tanto, se puede decir que los genes DVL/RTFL si tienen una implicacién en procesos
de crecimiento distal y unidimensional de la célula, al encontrar diferencias en la longitud de los
pelos radiculares. Adicionalmente, también podrian estar participando o afectando a la
proliferacién y diferenciacién celular, ya que en el mutante avl1 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19
la zona proliferativa correspondiente al RAM vy la zona de elongacién eran mas cortas que en el
silvestre, pudiendo estar diferencidndose las células mas rapidamente. Esto concuerda con lo
observado en el analisis transcriptémico y proteémico en los que se destacé como procesos
bioldgicos relacionados con la morfogénesis también se encontraban alterados en las lineas

mutantes dvi/rtfl y sobreeexpresoras.
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CAPITULO 2. Determinacion de la relevancia funcional de las
interacciones proteina-proteina observadas y su implicacion en el

mecanismo de accién de los péptidos DVL/RTFL.

Antecedentes vy resultados previos

Se ha comprobado, en estudios previos, que los péptidos DVL/RTFL se encuentran en el
interior celular asociados a la membrana plasmatica y que su localizacién aqui resulta ser
esencial para su funcidn molecular. Ademas, no poseen ni un dominio transmembrana ni
sefializador reconocible, por lo que estos péptidos puede que necesiten interactuar con otros
componentes asociados a la membrana (Narita et al., 2004; Wen and Walker, 2006; Yamaguchi

and Tsukaya, 2006; lkeuchi et al., 2011).

Asi, y con el fin de plantear nuevas hipétesis sobre el mecanismo de accidon de estos
péptidos, en el laboratorio donde se ha realizado este trabajo se llevaron a cabo experimentos
para determinar qué tipo de asociacién presentaban los péptidos DVL/RTFL con la membrana
plasmatica (Primo, 2013). Mas concretamente, se llevé a cabo un primer ensayo de extraccion
alcalina de proteinas de membrana para lo cual el péptido DVL11, fusionado a un fragmento
soluble de la proteina Lep (Leader Peptidase, explicado mas adelante) que permitiria, entre otras
cosas, detectarla, se incubd junto con membranas microsomales y posteriormente se realizd
una extraccion alcalina en presencia o no de diferentes agentes detergentes (Bafid-Polo et al.,
2011). Este experimento mostré como el péptido DVL11 no se trataba de una proteina
claramente integral de membrana ni estaba unida covalentemente a ésta, sino que DVL11
podria encontrarse parcialmente unido a la membrana plasmatica o tener afinidad hacia algin

elemento de ésta (Primo, 2013).

Tras esto, se realizd un segundo ensayo complementario para conocer de qué manera
estaba orientado el péptido en la membrana. Para ello se llevé a cabo una prueba de insercion
de la regidén con tendencia hidrofébica del péptido DVL11 empleando el sistema Lep que se
muestra en la Figura 37A y que permitiria conocer si el fragmento de interés se insertaba en la
membrana o se translocaba cuando se expresa en un sistema in vitro de lisados de reticulocitos
de conejo. Este sistema utiliza la proteina Lep que tiene dos segmentos hidrofdbicos
transmembrana (H1y H2) tras los cuales, en el extremo C-terminal, se fusiona el segmento que
se va a probar flanqueado por dos dianas de glicosilacion situadas a distancias adecuadas

respecto a la bicapa lipidica de manera que la ubicacidn del segmento fusionado se refleja en el
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estado de glicosilacion de estas dianas. Asi, si el segmento a testear se inserta en la membrana,
una diana de glicosilacién estara situada en la luz del lumen y la otra estara fuera, en el
citoplasma. Por otra parte, si se transloca, ambas dianas de glicosilacién se encontraran en el
lumen y la enzima oligosacdrido transferasa (OST) presente en el sistema se encargara de

glicosilarlas (Bafié-Polo et al., 2011).

El resultado de este experimento determind que el fragmento hidrofébico de DVL11 no
se integraba en la membrana y, aunque parecia sugerir que se translocaba, no descartaba que
pudiera estar parcialmente unido a ella o tener una gran afinidad hacia algin elemento de la

membrana (Figura 37B) (Primo, 2013).
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Figura 37. Ensayos de topologia de membrana del péptido DVL11 en un sistema Lep in vitro. A) Modelo
de la proteina Lep. Las barras en color gris (H1 y H2) son los fragmentos nativos transmembrana Lep. La
barra coloreada es el segmento DVL11 hidrofdbico a investigar. G1 y G2 son los sitios de glicosilacién. Las
dianas de glicosilacién no glicosiladas se muestran como un circulo blanco (0) y los sitios glicosilados se
muestran como un circulo negro (e). Las tijeras representan la accion de la Proteinasa K (PK). P1y P2 son
los fragmentos de la proteina Lep que no se insertan en la membrana (Bafié-Polo et al., 2011). B) Ensayo
de insercidn. La carrera 1, 2 y 3 muestran una proteina que se inserta en membrana a modo de control,
las carreras 4,5y 6 muestran un ejemplo de proteina translocada y las carreras 7, 8 y 9 son los aminoacidos
con tendencia hidrofébica del péptido DVL11. Prot K: es el ensayo en presencia o ausencia de Proteinasa
K. Los circulos negros (®) indican la glicosilacion de alguna de las dianas. Los circulos blancos (o) indican
las dianas de glicosilacion que no han sido glicosiladas. Una proteina insertada se reflejaria como 1 sola
diana glicosilada (e0) y una proteina translocada se reflejaria como 2 dianas glicosiladas (ee). Imagen
modificada de Primo, 2013.

Asi, y para dilucidar el mecanismo de accidn de los péptidos DVL/RTFL y su funcién, era
interesante conocer el modo de interaccidon preciso de los péptidos con la membrana
plasmatica, y en el caso de que su interaccion fuese a través de otra proteina, la identificacion

de esta seria un aspecto fundamental para la continuacidn de este trabajo.

Por este motivo, se quiso identificar posibles proteinas con las que los péptidos DVL/RTFL
interaccionasen fisicamente y para ello Priscilla Rossetto llevé a cabo en el laboratorio un ensayo
de doble hibrido de levadura, rastreando frente una genoteca normalizada de cDNA de
inflorescencias de Arabidopsis (cedida por Simona Masiero, Universidad de Mildn). Asi, se

identificaron varios posibles interactores para DVL1 y DVL11, péptidos con los que se llevd a
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cabo este ensayo, y se seleccionaron aquellas proteinas candidatas prometedoras, bien porque
habian aparecido mds de una vez en el escrutinio o porque pertenecian a distintas clases
funcionales relacionadas en general con la regulacidn de la divisién y elongaciéon celular, y el
tréfico intra e intercelular, sugeridas como potencialmente relevantes por los estudios
funcionales con ROT4 y la naturaleza de péptido pequefio asociado a membrana de los

miembros de la familia DVL/RTFL (Tabla 4 y Tabla 5).

Tabla 4. Posibles interactores de DVL1 identificados en el rastreo de doble hibrido levadura. Se indica el
ID y nombre del gen identificado, nimero de clones o veces que ha aparecido, el tamafio del gen, el
tamafio de secuencia alineada para identificar ese gen (Alin.), la identidad del alineamiento de secuencias
(Ident.) y el tipo de proteina que codifica ese gen.

N2 Tamaiio

ID Nombre Alin.  Ident. Tipo de proteina
clon gen
1 1644 308 100
AT4G29670 ACHT2 Tiorredoxina
2 1644 311 100
AT5G22060 ATJ2 1 2176 554 100 Co-chaperonina
AT3GO6350 MEE32 1 3450 641 100 Enzima .bllfunC|onaI d.eshldroqumato-
shikimato deshidrogenasa
cDCc48 1 3713 769 99
AT3G09840 ! ATPasa de tipo AAA
CDC48A 2 3713 748 99 P
AT5G25980 BGLU37 1 2964 375 100 Mirosinasa tioglucsido
glucohidrolasa)
1 3367 825 100 )
AT3G06980 DEA(D/H)-box RNA helicasa
2 3367 774 100
AT1GO6680 PSBP-1, 1 1683 262 100 Proteina extrlnsesa de 23 kD parte
PSII-P del fotosistema Il
AT3G54030  BSK6 1 2767 681 100 Proteina quinasa con dominio
repetido tetratricopeptido
AT5G19530 ACLS 1 2254 162 95 Espermina sintasa
AT3G07820 1 1656 637 99 Proteina tipo pectina liasa
AT4G35490 MRPL11 1 773 373 100 Proteina mitocondrial ribosomal L11
RNAHELI .
AT1G16280 1 2006 306 100 Supuesta DEAD-box RNA helicasa
CASE 36
EKBP6S Proteina carboxylate clamp (CC) -
AT5G48570 ! 1 3304 1789 100 dominio tetratricopeptido repetido
ROF2
(TPR)
AT3G16860 COBLS 1 2861 440 100 Proteina tipo COBRA
AT1G51680  AT4CL1 1 2801 458 99 Isoforma de 4-coumarato: CoA ligasa
AT3G21055 PSBTN 1 552 340 100 Subunidad de 5 kD del fotosistema Il
1266 761 99 Proteina de unién al péptido
AT1G09070 SRC2 PIEPPPHH
2 1266 163 99
Proteina de unién a péptido
AT2G20550 1 1508 604 99 HSP40/Dnal
AT2G20890 THF1 1 1751 269 100 Proteina del cen.tro de reaccion del
fotosistema |l
1 3158 773 100 )
AT5G50020 Proteina tipo DHHC dedo de zinc
2 3158 694 100
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3 3158 243 100

AT3G16630 K”\igiN_ 1 5420 727 99 Kinesina

Tabla 5. Posibles interactores de DVL11 identificados en el rastreo de doble hibrido levadura. Se indica
el ID y nombre del gen identificado, numero de clones o veces que ha aparecido, el tamafio del gen, el
tamafio de secuencia alineada para identificar ese gen (Alin.), la identidad del alineamiento de secuencias
(Ident.) y el tipo de proteina que codifica ese gen.

Ne Tamaiio

ID Nombre Alin.  Ident. Tipo de proteina
clon gen

GTPasa TypA de elongacion de la

AT5G13650 SVR3 1 4945 302 100 .,
traduccidn
AT3G12587 1 1173 386 99 Oligosacariltransferasa
AT5G15090  VDAC3 1 2200 702 99  Canaldeaniones dependiente de
voltaje

AT4G05050 uBQl1 1 1383 269 100 Poliubiquitina
AT5G16023 DVL1 1 156 106 85 Familia DVL/RTFL
AT3G63150 MIRO2 1 3921 127 94 GTPasa de uniodn a calcio
AT4G05320 uBQ10 1 2139 305 100 Ubiquitina altamente conservada
AT2G20990  SYT1, SYTA 1 3485 41 100 Similar a sinaptotagminas

1 2690 510 99 i i
AT5G61790 CNX1 Unidn a protemas desplegada ya

2 2690 510 99 iones de calcio
ATSG55220 1 3227 563 99 Miembro de la familia chaperonas

tipo factor desencadenante
AT5G42780 HB27 1 982 421 99 Proteina homeobox 27
Miembro de la familia DEA(D/H)-
box RNA helicasa
Miembro de la superfamilia HSP20-
like chaperonas
Miembro del complejo de
AT4G02060 PROLIFERA 1 4203 363 99 mantenimiento de
minicromosomas

AT1G48650 1 5929 827 100

AT1G54050 1 860 153 100

2.1 Caracterizacién del tipo de asociacién de los péptidos DVL/RTFL con la

membrana plasmatica.

Debido a que los estudios previos de topologia de membrana llevados a cabo en el
laboratorio, ademas de estar realizados en un sistema in vitro de membranas microsomales, no
dejaban claro el tipo de asociacidn del péptido DVL11 con la membrana plasmatica, se decidio

repetir dichos estudios con un sistema in vivo y mas actualizado.

Para ello, el primer paso fue elegir los péptidos DVL que se iban a testear, asi como
predecir la estructura hidrofdbica de los mismos, y por tanto su posible capacidad para
insertarse en la membrana plasmatica. Los péptidos elegidos fueron DVL1 y DVL11 puesto que

eran los que habian sido utilizados en el ensayo de doble hibrido de levadura con el fin de
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determinar las posibles interacciones de estos péptidos con otras proteinas y, ademas, DVL11
ya habia sido utilizado para los estudios de topologia previos. Ademds, a nivel de secuencia, mas
de la mitad del péptido DVL1 se compone del dominio DVL/RTFL conservado en toda la familia
(87 pb de 156 pb de CDS), mientras que el péptido DVL11, aparte del dominio conservado

DVL/RTFL en la parte C-terminal, contiene una secuencia N-terminal de unos 53 aminoacidos.

Tras elegir los péptidos candidatos para el ensayo, se predijo la estructura de los péptidos
para buscar la region hidrofébica con tendencia a integrarse en la membrana empleando la base

de datos PDBTM: Protein Data Bank of Transmembrane Proteins (http://pdbtm.enzim.hu).

Como puede observarse en la Figura 38, el programa solo fue capaz de predecir correctamente
el motivo conservado (resaltado en amarillo), el resto de la proteina no pudo ser plegada lo que
puede deberse a que son secuencias que no contienen motivos estructurales conocidos. En
ambos casos, se trata de hélices separadas por un enlace peptidico entre dos residuos cargados
contiguos (resaltado en azul), segun la prediccidn realizada por la base de datos. Este enlace
podria explicar en parte por qué estos péptidos no se deberian insertar en la membrana, puesto
que la mayoria de herramientas de prediccién de topologia de membrana modernas consideran
que la presencia de aminodacidos cargados supone una penalizacion en la energia libre prevista
de la insercién (Duart et al., 2022). Sin embargo, solo viendo esta prediccidon de estructura no
estaba claro el tipo de relaciéon que podrian tener el péptido DVL1 y DVL11 con la membrana

plasmatica.

En el trabajo previo realizado por Primo, 2013, empleando una herramienta de prediccién
menos actualizada, identificaron una regidn con cierta probabilidad de integrarse en membrana
y que se encontraba en el dominio conservado del extremo C-terminal del péptido DVL11
tratandose de 19 aminoacidos predominantemente hidrofébicos. De esta manera y puesto que
los péptidos DVL no parecian tener una regién hidrofébica clara segun la prediccidn de su
estructura proteica llevada a cabo en este trabajo, se decidid clonar tanto los péptidos
completos como las regiones conservadas del dominio DVL/RTFL de cada uno de ellos y
determinar si la secuencia no conservada o la conservada podrian tener un papel en la

asociacién con la membrana plasmatica de manera individualizada.
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Figura 38. Prediccidon de la estructura de los péptidos DVL1 y DVL11. A) Estructura predicha del péptido
DVL1. B) Estructura predicha del péptido DVL11. El dominio conservado DVL/RTFL se muestra en amarillo.
Marcado en azul se muestra un enlace formado por residuos cargados contiguos. La prediccidon de
estructura se ha realizado con la base de datos PDBTM: Protein Data Bank of Transmembrane Proteins
(http://pdbtm.enzim.hu).

El siguiente paso fue clonar las secuencias completas y dominios conservados de los
péptidos DVL1 y DVL11 en el plasmido C,TM (facilitado por Ismael Mingarro, Universidad de
Valencia; Duart et al., 2022). Este pldasmido C,TM se trata de una construccion reportera que
permite evaluar la capacidad de insercion de cierta secuencia de interés en la membrana del
reticulo endoplasmatico. Asi, se dispondria de un sistema reportero basado en glicosilaciones
qgue permite conocer si la secuencia de interés se encuentra insertada en la membrana, siendo
un sistema actualizado del Lep empleado por Primo, 2013 (Figura 37). El plasmido C,TM esta
compuesto por la supuesta secuencia transmembrana (TM) de interés a testear fusionada a un
dominio conservado y bien plegado de la cadena ligera del anticuerpo A, C, a través de un enlace
flexible (Feige and Hendershot, 2013). Como ya se ha mencionado, se trata de un sistema
reportero basado en glicosilaciones al que, aparte del sitio de glicosilacién Asn-Val-Thr (NVT)
(G2) situado en la parte C-terminal tras la secuencia TM que posee el sistema original, se ha
afiadido un sitio de glicosilacion extra dentro de la secuencia C. (G1) (Figura 39, Duart et al.,,

2022).

De esta manera, el sitio G1 siempre sera glicosilado por parte de la enzima oligosacarido
transferasa (OST) del lumen del reticulo endoplasmatico debido a la actividad nativa de
translocacion de la cadena ligera de anticuerpo A. Sin embargo, el sitio de glicosilacién G2 solo
serd glicosilado en el caso de que la secuencia TM a testear atraviese la membrana del reticulo
endoplasmatico (Figura 39, Duart et al., 2022). La OST reconoce la secuencia de aminodcidos
NVT y modifica el residuo de asparagina (N). Esta glicosilacion incrementa la masa molecular de
la proteina alrededor de 2 kDa por cada glicosilaciéon que afiade la OST. Asi se trata de un sistema
similar al Lep empleado con anterioridad, en cuanto a que se encontraban uno o dos sitios

glicosilados segln si la secuencia a testear era transmembrana o se translocaba.

72


http://pdbtm.enzim.hu/
http://pdbtm.enzim.hu/
http://pdbtm.enzim.hu/

RESULTADOS: CAPITULO 2

Q G2
—_— 65GSGSG6SGSTSGGPG GPGGELGSGSGSGSGSNVTSSEQKLISEEDL

signal linker linker c-myc
sequence

Gl

c-myc

Figura 39. Esquema de la construccion C.TM empleada. En la parte superior se muestra cémo se compone
de un dominio de la cadena ligera (C.) del anticuerpo A que contiene un sitio de glicosilacion (G1)
conectada con regiones flexibles a la secuencia transmembrana a analizar (TM) y seguida, tras otra region
flexible, de un sitio de glicosilacién (G2) en la parte C-terminal y una etiqueta c-myc. En la parte inferior
se muestra el esquema que representa las caracteristicas principales del ensayo de insercidon C.TM, los
puntos negros (®) representan sitios glicosilados mientras que los puntos blancos (o) representan sitios
no glicosilados (Duart et al., 2022).

Una vez generadas y comprobadas las construcciones, éstas se transfectaron en un
sistema in vivo de células eucariotas de rifidn humano HEK-293T (apartado 1.3.1 de Materiales
y Métodos). De esta manera, y a diferencia del sistema in vitro de membranas microsomales
aisladas empleado anteriormente, se podria tener un contexto completo de la célula a la hora
de expresar y traducir nuestras construcciones, lo que supone una ventaja frente al sistema Lep
empleado por Primo, 2013. Aunque no se trata de un sistema vegetal sino animal, el hecho de
que sean células eucariotas permite extrapolar los datos al ser el mismo tipo de membranas que

las de las células vegetales.

24 horas post-transfeccion se recolectaron y lisaron las células con el fin de extraer las
proteinas marcadas con uno o dos sitios reporteros glicosilados por parte de la actividad OST
enddgena de las propias células. El estado de glicosilacion de los diferentes péptidos y regiones
conservadas se analizd mediante una electroforesis de proteinas seguida de un Western Blot
empleando un anticuerpo anti-c-myc. Puesto que en el lisado obtenido habria mas proteinas
presentes, en el plasmido C,TM también se encontraba una etiqueta c-myc (Figura 39) que

permitia localizar la secuencia proteica a testear. Adicionalmente, se llevd a cabo un tratamiento

73



RESULTADOS: CAPITULO 2

de una pequefia parte del lisado de proteinas con la enzima Endoglicosidasa H (EndoH) puesto
que deglicosila las glicoproteinas y permite emplearlo como control de ninguna glicosilacion

presente.

Asi, en el gel de proteinas se cargaron las muestras de los experimentos correspondientes
a cada una de las construcciones de los péptidos DVL1 y DVL11 completos (FL — full length), asi
como las de los dominios conservados correspondientes (CD — conserved domain) y los controles
de cero glicosilaciones tratados con EndoH. De esta manera nos encontrariamos siempre una
banda en el control EndoH que marca el tamafio del fragmento testeado sin glicosilaciones,
seguido de la muestra sin tratar en la que se mostrarian una o dos glicosilaciones, detectandose
como una banda de aproximadamente 2 kDa o 4 kDa mayor a la de la proteina sin glicosilar

segun esté insertada o se transloque en la membrana, respectivamente.

Tal y como se observa en el recuadro inferior de la Figura 40, los resultados obtenidos
mostraron en la carrera 2 la doble glicosilacién que sufria el péptido DVL1 completo (DVL1 FL) y
en la carrera 4 lo mismo ocurria con su dominio conservado (DVL1 CD) en comparacién con el
control EndoH, puesto que la banda que aparecia era aproximadamente 4 kDa mayor que la del
control. También en el caso del péptido DVL11 se observd el mismo patron de doble glicosilacion
de la proteina completa (DVL11 FL, carrera 6) y el dominio conservado (DVL11 CD, carrera 8).
Estos resultados indicaban que ambos péptidos atravesaban la membrana y, por tanto, no se

insertaban en ella.

Adicionalmente, en estos resultados se pudo observar que los péptidos testeados
formaban dimeros con ellos mismos (homodimeros), puesto que el patrén de glicosilacion se
observaba también en la parte superior del Western Blot, con bandas correspondientes a un
tamafio doble del de los mondmeros (Figura 40). La formacion de homodimeros era mas
evidente cuando se analizaba sélo el dominio conservado que en el caso de los péptidos DVL
completos, lo que podria sugerir que este dominio podria ser el implicado en el proceso de
homodimerizacion. También podia observarse una correlacion de tamanos entre las proteinas
detectadas y los tamafios predichos de las mismas en base a su secuencia, siendo mayor en el
caso de DVL11 con respecto a DVL1 y en el caso del péptido completo con respecto al dominio

conservado aislado.

Los resultados obtenidos en este ensayo de topologia de membrana concordaban con los
datos obtenidos con anterioridad (Primo, 2013), confirmando que se trataba de proteinas

periféricas de membrana, pero no afiadian nueva informacidn, al margen de la deteccién de la
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formacién de homodimeros y no permitian saber cdmo estos péptidos realmente se asocian a

la membrana tal y como se habia sugerido previamente (Narita et al., 2004; lkeuchi et al., 2011).
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Figura 40. Ensayo de insercion de los péptidos DVL1 y DVL11l en la membrana. Western Blot
representativo de células HEK-293T transfectadas con las construcciones indicadas y los lisados de células
se inmunoprecipitaron con antisuero anti-c-myc en presencia (+) o ausencia (-) de EndoH. Las proteinas
no glicosiladas se indican con dos puntos blancos (00), glicosilaciones Unicas con un punto blanco y uno
negro (®0), y las dobles glicosilaciones estan indicadas con dos puntos negros (ee). En la carrera 1y 2 se
muestra el péptido DVL1 completo (FL — full length), en la carrera 3 y 4 el dominio conservado (CD —
conserved domain) de DVL1, en la carrera 5y 6 se muestra el péptido DVL11 completo (FL) y en la carrera
7 y 8 el dominio conservado (CD) de DVL11.

Por esta razén y para determinar si los péptidos DVL pudiesen estar en contacto directo o
asociados de un modo mas labil a la interfase de la membrana, se decidié modificar el plasmido
C.TM, afiadiéndole un tercer sitio de glicosilacién (un residuo Asn, N) muy préximo a la secuencia
transmembrana (TM) (Figura 41). De esta manera, si el péptido DVL o el dominio conservado se
encontrase asociado a la interfase de la membrana podria ocurrir que ambos sitios de
glicosilaciéon reporteros originales sufrieran dicha modificacidon puesto que estrictamente no se
insertan en la membrana y existe un espaciador que separa la secuencia TM de los sitos y que
permitiria el acceso de la enzima OST, a pesar de su proximidad con la membrana. Sin embargo,
al anadir un sitio reportero adicional mas pegado a la secuencia TM a testear, no seria posible
su glicosilacién por su proximidad a la membrana. Por tanto, si los péptidos se asociasen a la
interfase de la membrana nos encontrariamos ante un patrén de doble glicosilacién frente al
triple patrén de glicosilacion que apareceria en el caso de que los péptidos se transloquen y no

estén en contacto con la interfase de la membrana plasmatica.
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Figura 41. Esquema de la construccién C.TM con un residuo de glicosilacién adicional. Se compone de
un dominio de la cadena ligera (C.) del anticuerpo A que contiene un sitio de glicosilacion (G1) conectada
con regiones flexibles a la secuencia a analizar (TM), seguida inmediatamente de un sitio extra de
glicosilacion afiadido (G3- en rojo) y después de otro sitio de glicosilacién (G2) en la parte C-terminal y
una etiqueta c-myc. Modificado de Duart et al., 2022.

Afadiendo mediante una mutagénesis dirigida del plasmido C,TM los 3 nucledtidos
correspondientes al residuo de glicosilacion (Asn, N), se modificaron las construcciones ya
disponibles que contenian los péptidos DVL1 y DVL11 completos, asi como las de sus dominios
conservados. Tal y como se habia hecho en el ensayo anterior, se transfectaron células HEK-
293T y tras una expresidon de 24 h se recolectaron y lisaron y se llevé a cabo el Western blot para

detectar los residuos reporteros glicosilados.

Tal y como se observa en la Figura 42, los resultados fueron muy similares a los obtenidos
con la construccion C,.TM original. En la parte inferior se muestra, a la izquierda de cada muestra,
el control tratado con EndoH que marcaba las cero glicosilaciones, y a la derecha la banda que
indicaba una doble glicosilacion pues tiene un tamafo de aproximadamente 4 kDa mayor con
respecto al control. Ademas, no parecia detectarse ninguna banda que pudiera atribuirse a una
tercera glicosilacion, pero si las bandas correspondientes a la formacién de homodimeros de los

péptidos DVL1 y DVL11, asi como de sus dominios conservados.
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Figura 42. Ensayo de insercion de los péptidos DVL1 y DVL11 en la membrana con un tercer sitio de
glicosilacion adicional. Western Blot de células HEK-293T transfectadas con las construcciones indicadas,
y los lisados de células se inmunoprecipitaron con antisuero anti-c-myc en presencia (+) o ausencia (-) de
EndoH. Las proteinas no glicosiladas se indican con tres puntos blancos (ooo), glicosilaciones Unicas con
dos puntos blancos y uno negro (®00), las dobles glicosilaciones estan indicadas con un punto blanco y
dos negros (®e0) y las triples glicosiladas con tres puntos negros (eee). En la carrera 1y 2 se muestra el
péptido DVL1 completo (FL), en la carrera 3 y 4 el dominio conservado (CD) de DVL1, en la carrera5y 6
se muestra el péptido DVL11 completo (FL) y en la carrera 7 y 8 el dominio conservado (CD) de DVL11.
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Con estos resultados se pudo concluir que los péptidos DVL/RTFL se asociaban a la
membrana plasmatica sin llegar a estar integrados en ésta, confirmando la localizacién
subcelular de los mismos en el contexto celular, y sugiriendo que su asociacidn podria ser intima,
quiza en contacto directo con la interfase lipidica, siendo proteinas periféricas de membrana.
Aun asi, el mecanismo de asociacién preciso sigue siendo desconocido y no se puede descartar
que precise de su interaccion con otras proteinas, que ademas podrian ser importantes para su
funcion. Por ello, identificar los posibles interactores de estos péptidos DVL/RTFL seria muy

interesante para comprender su mecanismo de accion.

2.2 Confirmacion in vivo de las interacciones proteina-proteina observadas

Como ya se ha indicado, la necesidad de conocer las posibles proteinas con las que los
péptidos DVL/RTFL pueden interaccionar fisicamente llevd a realizar en el laboratorio el
escrutinio de una genoteca mediante ensayos de doble hibrido anteriormente citado. De todos
estos posibles candidatos identificados (Tabla 4 y Tabla 5) se hizo una seleccién mas restrictiva,
escogiendo aquellos que habian aparecido varias veces en el escrutinio o que tenian relacion
con procesos de trafico intra e intercelular, divisién y elongacién celular, puesto que se

relacionaba a los genes DVL/RTFL con estas funciones (Tabla 6 y Tabla 7).

Tabla 6. Posibles interactores de DVL1 seleccionados del rastreo de doble hibrido levadura para
confirmar la interaccion in vivo. Se indica el ID, nombre y tamafio de la CDS del gen, el lugar donde se
expresa dentro de la planta y anotaciones adicionales.

ID Nombre Tamafio Expresion Anotacion
gen
Serina-proteina quinasa con motivos
Filamentos de anteras repetidos de tetratricopéptidos. Se localiza
AT3G54030 BSK6 1473 . , ’ en membrana plasmatica Regulador positivo
silicuas y raiz o e ez . .
de la sefalizacion por brasinosteroides
aguas abajo de BRI1
Anteras de flor Pectina-liasa con actividad
AT3G07820 1176 abie.rtas, con polen. poligalacturonasa. Secretada-, se Ioc?zliza en
Peciolo y vena de la pared celular. Se expresa bajo condiciones
hoja. de estrés hipdxico
Se une especificamente al péptido PIEPPPHH
Anteras de flor y se mueve del reticulo endoplasmatico a la
AT1G09070 SRC2 976 abiertas, con polen y fraccién vacuolar donde se internaliza. Se
dérganos senescentes localiza en membrana plasmatica. Inducido
en estrés por frio.
AT2G20550 355 Meristemo y primer Proteina de unidn a pépfcido HSP40/Dn:':|J.
internodo elongado Involucrado en el plegamiento de proteinas
BrIeR ST eSS COBRA-like protein 8. Se localiza en la
AT3G16860 COBL8 1962 membrana plasmatica, anclada por GPI

polen maduro

(glicosil-fosfaditil-inositol)
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AT3G09840

AT3G06980

AT3G16630

CDC4s8,
CDC48A

KINESIN-
13A

2430

2346

2385

Anteras de flor
abiertas, con polen.
Peciolo y vena de la

hoja.

Cotiledones, hojas y
sépalos

Anteras pre-antesis

Proteina del ciclo de divisidn celular,
miembro de la familia ATPasas de tipo AAA.
Expresado en regiones de division celular.
Mutantes con defectos en divisidn,
expansion y diferenciacion celular.
Miembro de la familia DEA(D/H)-box RNA
helicasa. Participa en el procesamiento del
mMRNA y regulacidn de la expresion génica.
Se localiza en cloroplastos
Quinesina. Modula la sintesis de la pared
celular y la expansidn celular. Despolimeriza

microtubulos.

AT4G02060 PROLIFERA 2151 Meristemo, flor y semilla

Tabla 7. Posibles interactores de DVL11 seleccionados del rastreo de doble hibrido levadura para
confirmar la interaccién in vivo. Se indica el ID, nombre y tamafio de la CDS del gen, el lugar donde se
expresa dentro de la planta y anotaciones adicionales.

T i " .
ID Nombre amano Expresion Anotacion
gen
AT5G16023 DVL1 156 semilla'y érganos Miembro de la familia DVL/RTFL
senescentes
AT5G15090 VDAC3 825 Semllla,'plantula y Codifica ur.1 canal de anlgnes
meristemo dependiente de voltaje
Anteras de flores abiertas  Ubiquitina altamente conservada que se
AT4G05320 UBQ10 1374 con polen y érganos une covalentemente a sustratos de
senescentes proteinas para dirigir su degradacién
Proteina localizada en la membrana
AT2G20990 SYT1, SYTA 1740 Generalizado plasmatica similar a sinaptotagminas,

proteina de trafico de membrana
Miembro del complejo de
mantenimiento de minicromosomas.,
involucrado en el inicio de la replicacién
del DNA

Puesto que los rastreos de doble hibrido se realizan empleando un sistema heterdlogo de
células de levadura en el que las proteinas pueden estar sujetas a modificaciones
postraduccionales diferentes a las que tienen lugar en el contexto de la célula vegetal, y
pudiendo asi afectar a su plegamiento y capacidad de interaccidn, alguna de las interacciones
observadas podrian no tener lugar en la planta. Por dicha razoén, se decidié llevar a cabo un
analisis de las interacciones observadas en el ensayo con levaduras en un sistema in planta. Para
ello se empled el sistema de Complementacién Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC) de
expresion transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana (Belda-Palazén et al., 2012). Este
ensayo se basa en la division de una proteina fluorescente en dos mitades que de forma
espontdnea son incapaces de interaccionar entre ellas y recuperar la fluorescencia. De tal
manera, cuando estas mitades se fusionan a dos proteinas que si son capaces de interaccionar,

ambas partes de la proteina fluorescente quedan lo suficientemente cerca para que se
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reconstituya una nueva proteina fluorescente con propiedades de fluorescencia iguales que las

de la proteina inicial.

Con el fin de llevar a cabo este ensayo, se generaron construcciones en las que las
regiones codificantes de DVL1 y DVL11 se fusionaron a la mitad de la proteina fluorescente
amarilla (YFP), la regién N-terminal en el caso de DVL1 y la C-terminal en el caso de DVL11. Por
otro lado, las regiones codificantes de los posibles interactores se fusionaron a la otra mitad de
la YFP: BSK6, AT3G07820, SRC2, AT2G20550, COBL8, CDC48, AT3G06980 y AT3G16630 a la
region C-terminal; y VDAC3, UBQ10, SYT1 y PROLIFERA a la N-terminal.

Tras esto, las diferentes combinaciones DVL1_pYFPN + sus interactores en pYFC43 y
DVL11 pYFP® + sus interactores en pYFN43, se agroinfiltraron en hojas de Nicotiana
benthamiana vy, tres dias tras la infiltraciéon, se analizé la fluorescencia de las hojas
agroinfiltradas en el microscopio confocal. Se incluyé como control positivo la interaccidn
nuclear ya descrita de las proteinas APETALA3 (AP3) Y PISTILLATA (PI) (McGonigle et al., 1996),
y como control negativo se incluyd la interaccion entre AGAMOUS (AG) y SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), factores de transcripcion tipo MADS cuya interaccion

se ha probado que no ocurre in vivo (De Folter et al., 2005).

En el ensayo correspondiente entre DVL1 y sus posibles interactores, tal y como puede
observarse en la Figura 43, a excepcién de las interacciones DVL1-COBL8 y DVL1- AT3G06980
cuya complementacion de la fluorescencia no parecia muy clara y la interaccion DVL1-
AT2G20550, en la que se detecta sefial, pero sin distinguir claramente la localizacién subcelular
de la misma, el resto de las interacciones tenian lugar de manera inequivoca en la membrana
plasmatica de las células. Estos resultados eran esperados pues concordaban con los estudios
de insercidn de membrana descritos en el apartado de resultados anterior, asi como con la
bibliografia previa disponible (Narita et al., 2004; lkeuchi et al., 2011), en los cuales se localizaba
a los péptidos DVL/RTFL en la membrana plasmatica. Asi mismo, en alguna de estas
interacciones confirmadas in vivo, la complementacién parecia mucho mds fuerte que otras
puesto que la intensidad de la fluorescencia era mayor, siendo el caso de la interacciéon DVL1-
CDC48. También, pudo observarse cierta sefial fuera de la membrana plasmatica en alguna de
las interacciones como es el caso de las interacciones DVL1-SCR2 y DVL1-CDC48 en la que parecia
verse cierta fluorescencia en lo que serian los nucleos de la célula. Por tanto, seria interesante
el uso, en futuros experimentos, de reporteros de estructuras intercelulares como pueden ser
marcadores de nucleo, cloroplasto, espacio extracelular o de la propia membrana para

determinar de modo mas preciso el lugar de interaccién.
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Figura 43. Analisis de la interacciéon entre el péptido DVL1 y sus interactores candidatos mediante
ensayo de BiFC. Imagenes de microscopia confocal de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana
agroinfiltradas con las construcciones indicadas a la izquierda de la figura. Aparece una imagen de la
fluorescencia de la proteina YFP (izquierda) y una de la superposicion de la sefial fluorescente y la imagen
en campo claro de la epidermis de las hojas (derecha). Se incluyen las imagenes correspondientes del
control negativo AG-SOC1 y el control positivo AP3-PI.

En el caso del ensayo con DVL11, el primer hecho a destacar antes de observar las
interacciones fue que uno de los posibles candidatos como interactores era el péptido DVL1.
Este aspecto no era de extrafiar pues ya se habia demostrado la capacidad de los péptidos DVL1
y DVL11 para formar homodimeros y que ademas esta capacidad de homodimerizacién parecia
mas fuerte en el caso del dominio conservado aislado (Figura 40 y Figura 42). Asi, y puesto que
el dominio conservado DVL/RTFL es comun a todos los péptidos de la familia, no resulta extrafio

que se dé una interaccion entre diferentes miembros de la familia.

Cuando comprobamos las interacciones entre DVL11 y sus posibles interactores, la
complementacidn de la fluorescencia observada en el caso de DVL11-DVL1 daba lugar a una

sefial muy intensa en la membrana plasmatica, confirmando asi tanto la localizacién subcelular
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como la capacidad de los péptidos DVL/RTFL o al menos de DVL1 y DVL11 para formar dimeros.
Aunque el resto de las interacciones no tenian la misma intensidad de sefal que la anterior, si
se observo fluorescencia en el caso de las interacciones DVL11-VDAC3, DVL11-UBQ10 y DVL11-
PROLIFERA, tanto en la membrana plasmatica, lo que era de esperar, como en el nucleo de
algunas células, asi como en lo que parecian cloroplastos cuya autoflorescencia ya se observaba
en el control negativo. Por su parte, no se observd sefal en el caso de la combinacién DVL11-

SYT1 (Figura 44).

Superposicién Superposicion

Control negativo Control positivo

PYFPN-AG pYFPN-AP3
+ +
pYFPC-50C1 pYFPC-PI
YFP Superposicién
pYFPN-DVL1 pYFPN —SYT1

+
PYFPC-DVL11

+
pYFP® —DVL11

pYFPN —VDAC3
+
pYFP® —DVL11

pYFPN — PROLIFERA
+
pYFP® —DVL11

pYFPN — UBQ10
+
pYFPS — DVL11

Figura 44. Andlisis de la interaccion entre el péptido DVL11 y sus interactores candidatos mediante
ensayo de BiFC. Imagenes de microscopia confocal de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana
agroinfiltradas con las construcciones indicadas a la izquierda de la figura. Aparece una imagen de la
fluorescencia de la proteina YFP (izquierda) y una de la superposicion de la sefial fluorescente y la imagen
en campo claro de la epidermis de las hojas (derecha). Se incluyen las imagenes correspondientes del
control negativo AG-SOC1 y el control positivo AP3-PI.

2.3 Caracterizacién de la relevancia funcional de la interaccion DVL1-CDC48

observada

Una vez identificadas aquellas proteinas que podrian interaccionar de manera directa con
DVL1 y DVL11 y que quiza pudiesen estar participando en el mecanismo de accién de los
péptidos DVL/RTFL en la planta, se decidié profundizar un poco mas para intentar determinar la

relevancia funcional de las interacciones proteina-proteina observadas.
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Un primer aspecto que podria permitir conocer un poco mas acerca de la relacidn
funcional de los péptidos DVL/RTFL con sus interactores seria conocer el efecto que pudiesen
tener la combinacion de mutantes dvl/rtfl x interactor o de la sobreexpresién de DVL/RTFL en el
fondo mutante para el interactor o viceversa. Sin embargo, el hecho de que los mutantes simples
dvl/rtfl no tuviesen ningun fenotipo evidente podria dificultar la tarea y el cruce con un multiple
mutante avl/rtfl de mayor orden tampoco era viable en el momento en el que se decidié hacer
esta parte del trabajo. Asi se observd el fenotipo morfoldgico a grandes rasgos de algunos de los
mutantes simples de los interactores de DVL1, en concreto, bsk6, src2 o cdc48. Esta observacion
no nos proporciond indicaciones relevantes, ya que, o bien los mutantes simples no tenian un
efecto fenotipico como el caso de bsk6 (Sreeramulu et al., 2013) o src2 (para el que solo se han
descrito fenotipos en condiciones de estrés; (Kawarazaki et al., 2013)) o bien el mutante simple
homocigoto resultaba ser letal en las primeras fases del crecimiento como en el caso de cdc48
(Park et al., 2008). Aun asi, se hicieron algunos cruces de estas lineas mutantes con la linea
sobreexpresora dvl1-1D pero tampoco observamos ningun fenotipo diferente al causado por la
propia sobreexpresiéon de DVL1. En cualquier caso, estos analisis fueron muy preliminares y no

se realizaron en profundidad por el momento del trabajo en el que se llevaron a cabo.

Por otra parte, los datos transcriptémicos y proteémicos (apartados 1.5 y 1.6 de
Resultados) habian destacado procesos relacionados con el polen y el tubo polinico, asi como
de crecimiento unidimensional de la célula, que podrian también relacionarse con el crecimiento
de los pelos radiculares, significativamente alterados en los quintuples mutantes avi/rtfl.
Teniendo en cuenta esto, se decidié centrar el foco de estudio en la caracterizacién funcional de

la interaccién DVL1-CDC48 observada para poder dilucidar el papel de los genes DVL/RTFL.

El gen CDC48 de Arabidopsis (AtCDC48 - AT3G09840) ha demostrado tener un papel clave
en la divisidn, expansion y diferenciacion celular en plantas, y su localizacién subcelular es
dependiente de la etapa del ciclo celular y el estado de diferenciacién. Se ha descrito que los
mutantes de pérdida de funcion detienen su crecimiento durante la fase embrionaria o como
mucho en las primeras fases del desarrollo de la plantula, mostrando una expansion celular
disminuida en la raiz y efectos pleiotrdpicos en el desarrollo del polen y el embrién (Figura 45;
Park et al., 2008). Ademas se han podido observar los efectos que tiene la pérdida de funcion
del gen AtCDC48 en estadios mas tardios del desarrollo gracias a una serie de lineas transgénicas
que expresan proteinas mutantes Atcdc48A dominantes negativas (Atcdc48APN) bajo el control
de un promotor inducible por etanol, viendo como la inactivacion de AtCDC48 provoca defectos

morfoldgicos aberrantes tanto en la parte aérea como en los pelos radiculares de la raiz (Figura
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46; Park et al., 2008). Por todo esto, nos parecié especialmente interesante intentar relacionar

funcionalmente a AtCDC48 con los genes DVL/RTFL.

Figura 45. Representacion de los fenotipos asociados a los mutantes de pérdida de funcidon Atcdc48. A)
Plantulas de 5 dias de edad silvestre (AtCDC48A) y mutante (Atcdc48A/Atcdc48A). La plantula homocigota
Atcdc48A/Atcdc48A para su crecimiento y muere en este estado del desarrollo. B) Raices de plantulas de
5 dias de edad silvestre (WT) y mutante homocigota Atcdc48A (mt), tefiidas con ioduro de propidio. La
imagen de la raiz mutante comprende toda la longitud de la raiz (como se muestra en la imagen A),
mientras que la imagen de la izquierda comprende Unicamente la punta de una raiz silvestre. Escala 10
pm. C) Embriones hermanos de una silicua inmadura (aproximadamente 5 dias después de la fertilizacidn)
de una planta Atcdc48A™ PN heterocigota autofecundada. El desarrollo del embrién mutante se muestra
detenido en la etapa del corazén (punta de flecha). D) Granos de polen de grt (AtCDC48A;qrt) y
heterocigotos AtCDC48A/ Atcdc48A/qgrt. La flecha indica tubos de polen mutantes con una elongacion
inhibida. Escala 50 um. Imagen modificada de Park et al., 2008.

Ethanol induced H6T7-DN-B  Ethanol induced H6T7-WT  Ethanol induced Ethanol induced
H6T7-DN-B H6T7-WT

Figura 46. Andlisis fenotipico de las lineas mutantes inducibles por etanol Atcdc48ADN. A) Plantulas de
5 dias de edad H6T7-Atcdc48ADN-B (H6T7-DN-B; A, C y E) and H6T7-AtCDC48A (H6T7-WT; B, Dy F)
tratadas con etanol 2% (v/v) y fotografiadas después de 4 dias. A y B) Fotografias de la parte aérea. Cy D)
Fotografias de SEM de primeras hojas y tricomas. Escala 200 um. E y F) Fotografias de raices. Escala 0.5
mm. Imagen modificada de Park et al., 2008.
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En este caso, no solo la falta de fenotipo evidente en los simples mutantes avl/rtfl o la
dificultad de hacer cruces con un mutante multiple de alto orden dvi/rtfl, dificultaban el proceso,
sino también el hecho de que los mutantes homocigotos de insercion de T-DNA de AtCDC48
(Atcdc48a™PM) fuesen letales o inviables més alld de 1 dia post-germinacidn. En primer lugar, y
dado que los mutantes cdc48 tenian un porcentaje de germinacidn de solo el 4% (Park et al.,
2008), se quiso comprobar si el multiple mutante dv/rtfl del que se disponia en ese momento,
el nénuple mutante dvi3 dvi5 avl6é dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19, tenia también defectos en la
germinacidn. En principio, no teniamos evidencias de que los mutantes multiples dvi/rtfl
pudieran presentar defectos en la viabilidad de los embriones, pues no se habia observado un
descenso evidente en el nimero de plantas germinadas por semillas, pero no se habia analizado

este aspecto con detalle.

Por tanto, se hizo un ensayo rapido de germinacidn de semillas para ver el porcentaje de
germinacion de las semillas de mutantes dvi/rtfl puestas a crecer en medio MS in vitro, asi como
el tiempo que tardaban en germinar y cdmo era el desarrollo temprano de la plantula. No se
observaron defectos en la germinacidn de las semillas: practicamente el 100% de las semillas
germinaba, a excepcién de una o dos semillas por placa, una proporcién similar a la que tenia
lugar en el control silvestre Col-0. Asi mismo, tampoco se vieron defectos en el proceso de
germinacion desde el dia 1 hasta el dia 5, momento en el cual se tomaron las imagenes (Figura

47).

X9 dvl mutante

Figura 47. Estudio de germinacion de semillas. Placa representativa con plantulas de 5 dias de edad tras
la germinacion de una linea silvestre Col-0 (WT Col-0, izquierda) y una linea nénuple mutante dvi3 dvi5
dvl6 dvl4 rtfl9 dvi8 dvl11 rtfl11 dvl19 (x9 dvl mutante, derecha).

Por otro lado, se ha descrito que AtCDC48 se localiza en el citoplasma, en el ndcleo y en

la zona media del fragmoplasto durante la citocinesis (Feiler et al., 1995; Rancour et al., 2002;
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Park et al., 2008), y se ha sugerido que la proteina se asocia al reticulo endoplasmatico y a la
membrana plasmatica (Aker et al., 2006, 2007). Ademds, se ha demostrado que el patrén de
localizacién nuclear de AtCDC48 varia con el ciclo celular, asocidndose a diferentes partes del
nucleo en funcién de la fase del ciclo celular y estado de diferenciacién en el que se encuentre
la célula. Los defectos en el desarrollo y su presencia en zonas donde tienen lugar procesos de
proliferacién y expansion celular, concuerda con la hipétesis de la implicacion de AtCDC48 en la

division, expansion y diferenciacion celular (Park et al., 2008).

Como los péptidos DVL/RTFL se localizan en la membrana, nos preguntamos si seria
posible que actuaran modulando de algin modo el trafico intracelular de AtCDC48, facilitando
gue cuando fuese necesario se asociase a la membrana, y controlando asi de alguna manera la
progresion de las fases del ciclo celular. De esta manera nos interesaba conocer si los péptidos
DVL/RTFL podrian tener influencia sobre la localizacion subcelular de AtCDC48 y por tanto en los

procesos de proliferacidon y expansion celular a través de AtCDC48.

Para intentar resolver esta cuestion, se decidié llevar a cabo un estudio de co-localizacion
subcelular. Como ya se ha demostrado con anterioridad en este trabajo los péptidos DVL se
localizan en la membrana plasmatica (apartado 2.1 de Resultados) y nuestros experimentos de
BiFC mostraron la interaccién entre CDC48 y DVL1 también tenia lugar en la membrana

plasmatica (Figura 43).

Para ver si la localizacion subcelular de DVL1 o de CDC48 estaba influenciada por la
presencia del otro, se llevd a cabo un estudio de co-localizacidon agroinfiltrando hojas de
Nicotiana benthamiana. De esta manera, si el péptido DVL pudiera influenciar la localizacion de
CDC48, al co-infiltrar CDC48 con DVL1 podria observarse una distribucion diferente. Para ello se
clonaron las regiones codificantes de estos genes en dos plasmidos, pMDC32, que contenia un
promotor constitutivo 2x35S, y pMDC43, que aparte del promotor constitutivo 2x35S, contenia
el gen que codifica la proteina fluorescente reportera GFP. Tras esto se infiltraron hojas de
Nicotiana con varias combinaciones: 35S:DVL1 o 35S:CDC48 separadamente como controles
negativos, 35S:GFP-DVL1 y 35S: GFP-CDC48, como controles positivos y para comprobar la
localizacién subcelular de DVL1 y CDC48 cuando se encuentran en solitario, y por ultimo las co-
infiltraciones de 35S:GFP-DVL1 + 35S:CDC48 y 35S:GFP-CDC48 + 35S:DVL1, para ver si la
localizacién de DVL1 cambiaba al encontrase en presencia de CDC48y si la localizacion de CDC48

cambiaba en presencia de DVL1, respectivamente.

Como puede observarse en la Figura 48, los patrones de localizacion subcelular de las

proteinas DVL1 y CDC48 no parecian cambiar en presencia o ausencia del otro interactor. Asi,
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cuando infiltramos DVL1 en solitario (35S:GFP-DVL1), la sefal fluorescente de la GFP se
localizaba en la membrana plasmatica, como era de esperar, pero también, de manera algo
inesperada, en el nucleo de la célula, el mismo patrén observado en la coinfiltracion con la
proteina CDC48 (355:CDC48) (Figura 48 - parte izquierda). Por su parte, CDC48 (35S:GFP-CDC48)
se localizé en el nucleo, el citoplasma y la membrana plasmatica, tal y como ya se habia
demostrado en Park et al., 2008. La presencia de DVL1 (355:DVL1) en este contexto no modifico
apreciablemente su localizacién subcelular (Figura 48 - parte derecha). A pesar de que los
resultados pareciesen indicar que la localizacién subcelular no estd determinada
significativamente por la interaccion DVL1-CDC48, no siendo esenciales el uno para el otro en lo

que a localizacién subcelular se refiere, consideramos este experimento no concluyente.
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Figura 48. Ensayo de co-localizacién subcelular del péptido DVL1 y la proteina CDC48. Imagenes de
microscopia confocal de la epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con las
construcciones y combinaciones indicadas en las columnas de la izquierda. Aparece una imagen de la
fluorescencia de la proteina GFP (izquierda) y una de la superposicién de la sefial fluorescente y laimagen
en campo claro de la epidermis de las hojas (derecha).
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Por una parte, se observd sefial GFP-DVL1 en el nucleo cuando todos los ensayos
publicados hasta ahora han mostrado que los péptidos DVL/RTFL se localizan en la membrana
plasmatica. De esta manera puede ser que exista algun tipo de procesamiento quedando algo
de proteina GFP libre que dé lugar a la sefial en el nucleo, o que el promotor 2x35S provoque
una expresion muy fuerte de tal manera que se sature el sistema. Ademas, la sefial fluorescente
de la proteina, en todos casos, es muy intensa, por lo que el experimento podria estar siendo
fallido y se necesitaria determinar esta interaccidon y consecuente localizacién subcelular de una
manera mas precisa, haciendo por ejemplo mas controles o empleando concentraciones
crecientes de las diferentes construcciones. También existe la posibilidad de que hacer el ensayo
en hojas de Nicotiana ya diferenciadas en las que no hay divisién celular activa, hace que la

localizacién pierda importancia.

Los resultados no concluyentes de este estudio nos llevaron a buscar alternativas mas
cercanas a las condiciones de crecimiento in vivo de la planta. Para ello, se tuvo en cuenta el
trabajo realizado por Park et al., 2008 en el que describen que AtCDC48, fusionado a la proteina
reportera YFP bajo el control de su promotor nativo, se localiza en el nucleo y el citoplasma
(Figura 49C) y que ademas, esta localizacion es dependiente del ciclo celular puesto que se
asocia al huso mitético durante la mitosis o la zona media del fragmoplasto durante la citocinesis
(Figura 49A y Figura 49B). Asi, llevamos a cabo una serie de cruces de la linea cedida por Park et
al., 2008, AtCDC48,,,:YFP:AtCDC48 en el fondo mutante Atcdc48A™ " homocigoto con las lineas
sobreexpresoras 355:DVLS8 (Figura 49F) y dv/1-1D (Figura 49G), asi como con la linea silvestre
Col-0 a modo de control (Figura 49E). El fin de estos cruces era observar si la sobreexpresion de
los genes DVL8 o DVL1 provocaba cambios significativos en las frecuencias de los patrones de

localizacién subcelular de YFP-AtCDC48.

En primer lugar y analizando el cruce de la linea reportera con el genotipo silvestre Col-0
(Figura 49E), se pudieron observar diferencias con respecto a lo visto por Park et al., 2008 (Figura
49C) y al control de la misma linea AtCDC48,,:YFP:AtCDC48 en el fondo Atcdc48A™"NA
homocigoto analizado a la par (Figura 49D). Lo principal a destacar fue que, a pesar de observar
sefial en el nucleo y citoplasma de las células en la primera zona de elongacion de la raiz de
plantulas de 3 dias de edad, la sefial no era uniforme y no se veia en todas las células de la raiz
(Figura 49E). Esto podria deberse a que el anilisis se llevd a cabo en la primera generacion filial
a partir del cruce entre las dos lineas parentales y, por tanto, se trataba de una linea heterocigota
para AtCDC48,,:YFP:AtCDC48. Aun asi, esto no deberia afectar porque en principio todas las
células tienen una copia del transgén, y que no se viese la sefial YFP en todas las células podria

deberse a algun tipo de autorregulacion. A parte de esto, tampoco fue posible detectar ninguna

87



RESULTADOS: CAPITULO 2

célula que se encontrase claramente en fase de division celular para comprobar posibles
cambios durante la mitosis o citocinesis como si hacia Park et al., 2008 (Figura 49A y Figura 49B),

ni en nuestro control (Figura 49D), ni en el cruce con la linea silvestre (Figura 49E).

Por otro lado, no parecian observarse cambios significativos en la localizacién subcelular
de YFP-AtCDC48 en el cruce entre las lineas sobreexpresoras 35S:DVL8 o dv/1-1D con la linea
AtCDC48,r,:YFP:AtCDC48 en el fondo Atcdc48A™"M homocigoto (Figura 49F y Figura 49G) con
respecto al control (Figura 49D). Asi, que se alterara la cantidad de DVL1 o DVLS8 en la célula no
parecia inducir la retencién de AtCDC48 en la membrana, tal y como podria haberse esperado.
Sin embargo, esto era muy dificil de cuantificar al no existir una uniformidad en la sefial de todas

las células y si existia algun cambio, éste no era muy radical.

Si bien es cierto que no parecieron observarse cambios significativos en la localizacion
subcelular de YFP-AtCDC48 cuando se altera la cantidad de DVL1 o DVL8 (Figura 49F y Figura
49G), este experimento no era concluyente y seria necesario repetirlo en generaciones

sucesivas, hecho que no ha dado tiempo a completar en este trabajo.

Por Ultimo, y para explorar la posibilidad de que los péptidos DVL/RTFL fueran necesarios
para la funcién de AtCDC48, razonamos que, si los péptidos DVL/RTFL eran necesarios para la
funcion de AtCDC48, la sobreexpresion de éste en un fondo mutante para varios genes DVL/RTFL
podria causar un efecto fenotipico atenuado. Para ello, recurrimos a lineas transgénicas
publicadas que sobreexpresan de modo inducible AtCDC48 (Figura 46, Park et al., 2008). Se ha
descrito que la induccidon de la expresién de AtCDC48 silvestre no provoca alteraciones
apreciables en el desarrollo de la planta, mientras que la expresidon de una proteina mutante
AtCDC48 dominante negativa (Atcdc48APN) causa la inactivacidon temporal de la funcién
endogena de AtCDC48. Esto es posible gracias a un sistema dirigido bajo el control de un
promotor inducible por etanol, en el que se ha incorporado una subunidad de unién a ATP al
AtCDC48 enddgeno que interrumpe su actividad in vivo y funciona como un mutante dominante

negativo con efectos, en principio, equivalentes a los de su pérdida de funcidn (Park et al., 2008).

Por ello, decidimos introducir esta version inducible en el fondo multiple mutante dv/1
dvi3 dvi5 avl6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl1 dvl19 para ver el efecto que provocaba la sobreexpresion
de esta proteina mutante de AtCDC48 en el décuple mutante dvi/rftl en diferentes etapas del
desarrollo del Arabidopsis. Empleando este sistema, la actividad enddgena de AtCDC48 se
inactivaria temporalmente en el momento en que se induce, eludiendo asi los fenotipos letales

de gametofitos, embriones y plantulas encontrados en los mutantes de pérdida de funcion
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Atcdc48A (Figura 45 y Figura 46; Park et al., 2008), pudiendo atender a posibles efectos en

estados mas tardios del desarrollo de la planta.

AtCDA48pro:YFP-AtCDCA8A en Atcdc48AT0ONA

F 35S:DVL8 x AtCD48pro:YFP-AtCDC48A en Atcdc48AT2NA(F1)

G dvi1 -1D x AtCD48pro:YFP-AtCDCA48A en Atcdc48A™°NA (F1)

Figura 49. Localizacién de YFP-AtCDCA48A. Pie de figura en pdgina siguiente.
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Figura 49. Localizacion de YFP-AtCDC48A. A, B y C) Localizacién de YFP-AtCDC48A en plantulas
transgénicas AtCDC48Apro:YFP-AtCDC48A en fondo Atcdc48A™PM homocigotas a los 3 dias tras la
germinacion. Imagenes de microscopia confocal de las células en la zona de divisidn de la raiz indicando
con puntas de flechas el plano de divisién (A y B) y de la zona primaria de elongacidén con los nucleos
marcados (C). Escala 10 um. Imagenes tomadas de Park et al., 2008. D) Localizacién de YFP-AtCDC48A en
plantulas transgénicas AtCDC48Apro:YFP-AtCDC48A en fondo Atcdc48AT P homocigotas. E) Localizacion
de YFP-AtCDC48A en plantulas de la primera generacion (F1) tras cruzar el genotipo silvestre (Col-0) con
plantas transgénicas AtCDC48Aro:YFP-AtCDC48A en fondo Atcdc48A™PM homocigotas. F) Localizacidn de
YFP-AtCDC48A en plantulas de la primera generacién (F1) tras cruzar plantas 355:DVL8 con plantas
transgénicas AtCDC48Apr0:YFP-AtCDC48A en fondo Atcdc48A™PNM homocigotas. G) Localizacion de YFP-
AtCDC48A en plantulas de la primera generacién (F1) tras cruzar plantas dv/1-1D con plantas transgénicas
AtCDC48Apr0:YFP-AtCDC48A en fondo Atcdc48ATPN homocigotas. Imagenes de microscopia confocal de
la raiz plantulas a los 3 dias tras la germinacidn. Escala 50 um.

Sin embargo, y tras transformar con la construccidn inducible por etanol Atcdc48APN
plantas de Arabidopsis fondo décuple mutante dv/1 dvi3 dvi5 dvi6 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfll1 dvl19
asi como plantas sobreexpresoras dv/1-1D y silvestres Col-0, no se pudo obtener ningun
resultado concluyente puesto que fuimos incapaces de inducir la construcciéon con etanol
siguiendo el protocolo llevado a cabo por Park et al., 2008. Trabajamos con diferentes lineas
transgénicas T2 en los diferentes fondos seleccionadas porque poseian una sola copia del
transgén. Tras 5 dias de crecimiento en vertical, se trataron las plantulas con EtOH al 2% (v/v)
durante 20 min y se dejaron crecer durante dos dias mas en vertical antes de recoger las
muestras. En primer lugar, se llevé a cabo una RT-gPCR para medir los niveles de expresion de
AtCDC48 en las plantas tratadas con EtOH 2% frente a plantas tratadas solo con agua (Mock)
usadas como control, disefiando oligonucledtidos dentro de la secuencia del gen. Como puede
observarse en la Figura 50 apenas se inducia la expresion de AtCDC48 tras haber tratado las
diferentes lineas transgénicas, viendo solamente cierta induccién (de menos de 1 punto) en las
lineas Atcdc48APN fondo WT #17, Atcdc48APN fondo décuple mutante #7 y Atcdc48APN fondo
dvl1-1D #9. Estas lineas fueron las seleccionadas para analizar el posible fenotipo causado por

la induccion de la proteina mutante Atcdc48A dominante negativa.

Tras realizar los tratamientos con etanol de las diferentes lineas seleccionadas
creciéndolas en vertical durante 4 dias tras la germinacién antes el tratamiento, y durante 2 a 4
dias tras el tratamiento, no fue posible observar ningin fenotipo evidente, ni siquiera en la linea
Atcdc48APN fondo WT#17 empleada como control, en la que esperdbamos ver el mismo efecto
observado por Park et al., 2008 (Figura 46). No conseguimos inducir las lineas transgénicas y por
tanto tampoco se consiguid observar ningun efecto fenotipico. De este modo, seria necesario
generar otro tipo de construcciones inducibles, con algln sistema ya estandarizado en el
laboratorio, que permitiesen ver el efecto de la falta de funcion de AtCDC48 en estados mas

avanzados del desarrollo de Arabidopsis. Sin embargo, la falta de tiempo a la hora de analizar
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estos resultados derivd en la imposibilidad de generar dichas construcciones durante la

realizacién de la tesis.
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Figura 50. Niveles de expresion de AtCDC48 en las lineas transgénicas Atcdc48°N. Se muestran los niveles
de expresidon del gen CDC48 en las diferentes lineas transgénicas Atcdc48PN en los diferentes fondos
silvestre (WT), décuple mutante dvi3 dvl5 dvl6 dvi4 avil rtfl9 dvi8 dviil rtfl11 dvi19 (x10dvl) y
sobreexpresor dvl1-1D, ademas del control silvestre (WT Col.0). Para cada linea aparecen los valores de
expresion tras el tratamiento con etanol 2% (EtOH 2% - azul) y el control (Mock- gris). Los niveles de
expresién son relativos con respecto a la expresion del gen en el silvestre TIP41, que tiene un valor de 1.
Con un asterisco rojo se indican las lineas seleccionadas. Se indica el valor medio entre las tres réplicas
técnicas en la base de la columna. Las barras de error indican limite superior e inferior de las tres réplicas
técnicas.

Los experimentos realizados para estudiar la posible relacién funcional entre CDC48 y
DVL1 han sido escasos y preliminares. Aunque no se haya obtenido ningun resultado, CDC48
sigue siendo un candidato prometedor y seria necesario hacer mas estudios que nos permitan
establecer si esta posible relacidn tiene significado biolégico, asi como el mecanismo de accién
implicado y por tanto dilucidar un poco mas acerca de la funcidn de los péptidos DVL/RTFL en la
planta. Ademas, también seria interesante llevar a cabo andlisis con otros de los interactores de

DVL1 y DVL11 confirmados en este trabajo.
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CAPITULO 3. Caracterizacién del papel del homologo DVL/RTFL
en Marchantia polymorpha.

El hecho de que no se hubiese encontrado ningun fenotipo morfoldgico evidente asociado
a la perdida de funcién DVL/RTFL en Arabidopsis podia deberse, como se ha dicho con
anterioridad, a una elevada redundancia génica existente entre los 24 miembros de la familia
DVL/RTFL en esta especie. Por ello se planted un nuevo objetivo de trabajo, la caracterizacion
del inico gen homdlogo DVL/RTFL presente en la especie Marchantia polymorpha, una hepdtica,
modelo de este linaje basal de las plantas terrestres (Guo et al., 2015), para determinar su

posible funcidn y si ésta puede extrapolarse a otras especies.

3.1. Identificacidén del homdlogo DVL/RTFL en Marchantia polymorpha.

El primer paso, por tanto, fue la identificacion del homélogo de los genes DVL/RTFL en
Marchantia y su secuencia. Segun la informacién disponible, existe un Unico homdlogo en esta
especie y el gen con el que comparte una mayor similitud en Arabidopsis es DVL17/RTFL6 (Guo
et al., 2015). Se llevé a cabo una bldsqueda en bases de datos (Phytozome: https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/) de la secuencia del gen en cuestién identificAndolo como
Mapoly0151s0015.1, denominado en este trabajo como MpDVL. La secuencia de aminoacidos
de la proteina correspondiente presentaba el dominio conservado DVL/RTFL, comun en todos

los miembros de la familia, asi como un motivo conservado con su homoélogo DVL17/RTFL6

(Figura 51).
MPDVL MGQCYTAQQKPRERWIKKSGKGGPAGRYSQRESYGNGCFALVREGRAREYINIRREIMVIEN so
MGQC +A + R+R + R S E GC A+V+E+R+RFY! RRCI MLL
DVL17/RTFL6 MGQCSSATKMRRKR - - - - - KREEECCRESM - ERRNKGCLAMVEERRSRENIARREIEVIEN 54
MPDVL Bk YGGS &8
CWHKY S

DVL17/RTFL6 ENMEKYANS 62

Figura 51. Alineamiento de secuencias entre MpDVL y DVL17/RTFL6. En la linea superior aparece la
secuencia aminoacidica de MpDVL de Marchantia polymorpha y en la linea inferior la secuencia
aminoacidica de DVL17/RTFL6 de Arabidopsis thaliana, en la linea central aparecen los aminoacidos
conservados (letra) o sustituciones conservadas (+). En azul se indica el dominio conservado DVL/RTFL y
en naranja el motivo conservado entre MpDVL y DVL17/RTFL6. Modificado a partir de Guo et al., 2015.

3.2. Caracterizacion de la sobrexpresion de MpDVL en Arabidopsis thaliana.

Con el fin de conocer si la funcidn de los péptidos DVL/RTFL se encuentra conservada en
Marchantia polymorpha y, por tanto, si era interesante llevar a cabo la caracterizacion del
homélogo DVL/RTFL de esta especie, se decidié sobreexpresar el gen MpDVL de Marchantia

polymorpha en Arabidopsis thaliana. Debido a que solo que se observaban fenotipos asociados
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a la sobreexpresion de los genes DVL/RTFL en Arabidopsis, se esperaba observar también

fenotipos similares al sobreexpresar en esta especie el homdélogo de Marchantia.

Para ello se generd una construccién en la que la regién codificante del gen MpDVL estaba
dirigida bajo la expresion de un promotor constitutivo en Arabidopsis, 2x35S. Una vez clonada
la CDS del gen MpDVL e insertada en el vector final pMDC32, se transformaron plantas silvestres
Col-0 de Arabidopsis thaliana mediante agroinfiltracion. Tras seleccionar aquellas plantas
transformantes resistentes a higromicina, que contenian una sola copia del transgén vy
homocigotas, se caracterizaron fenotipicamente atendiendo a la morfologia de la planta tanto
en fase vegetativa, observando las hojas de roseta; como en fase reproductiva, observando el

desarrollo de la inflorescencia, flores en antesis y desarrollo de gineceo y fruto.

Como puede observarse en la Figura 52, existen diferencias entre los drganos de las
plantas silvestres y los de las lineas sobreexpresoras. Asi, las hojas de roseta de unos 15 dias de
edad son mas pequeiias, redondeadas (Figura 52A y 52B); las inflorescencias son mas compactas
y pequefias y, ademas, en ocasiones, el carpelo sobresale de la inflorescencia todavia cerrada
(Figura 52C y 52E). También se observan flores con peciolos mds cortos (Figura 52Cy 52E). Por
su parte, los frutos son mas cortos, mas aplanados y con las valvas mds anchas; ademas el estilo

resulta ser mas largo en comparacion en el silvestre Col-0 (Figura 52D y 52F).
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Figura 52. Fenotipos de la sobreexpresion de MpDVL en Arabidopsis thaliana. Se muestran los fenotipos
correspondientes a las plantas silvestres Col-0 (A, Cy D) y a las plantas sobreexpresoras MpDVL (B, Ey F),
en hojas de roseta de 15 dias (A y B), en inflorescencias y flores en antesis (Cy E) y en frutos formados (D
y F). Escala 5 mm.
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Estas plantas que sobreexpresan el gen MpDVL tenian fenotipos similares a los ya
descritos para la sobreexpresién de otros péptidos DVL en lo referente a las hojas de roseta y
las flores e inflorescencias (Narita et al., 2004; Wen et al., 2004; lkeuchi et al., 2011) y ademas,
la morfologia del fruto recuerda completamente a la descrita para la sobreexpresion del gen

DVL11 de Arabidopsis por Primo, 2013 (ANEXO XIV. Figura S2).

Estos resultados apoyan la idea de que la funcion de los péptidos DVL/RTFL estaria
conservada entre las diferentes especies de plantas. Por tanto, el siguiente paso fue llevar a cabo

la caracterizacion del gen MpDVL en Marchanta polymorpha.

3.3. Caracterizacion de los fenotipos asociados a la pérdida y ganancia de funcion

MpDVL en Marchantia polymorpha.

3.3.1 Generacién de lineas mutantes de pérdida de funcion MpDVL en Marchantia

polymorpha

Con el fin de determinar el efecto producido por la pérdida de funcién del gen MpDVL en
Marchantia polymorpha y asi intentar determinar su funcién, se decidié generar mutantes
mediante el sistema CRISPR/Cas9 de edicidn dirigida del genoma. Para ello se empled un sistema
simple y altamente eficiente de edicion genémica en Marchantia polymorpha que usa una
endonucleasa Cas9 con una secuencia optimizada de codones predominantes en Arabidopsis y
que permite obtener plantas con el genoma editado tras secuenciar un bajo nimero de

transformantes (Sugano et al., 2018).

En primer lugar, se disefid la guia (sgRNA) que reconoceria la endonucleasa Cas9,
realizando un corte en el gen diana para dar lugar a una posible mutacién. El pequefio tamafo
del gen MpDVL limitaba el proceso de seleccidn de sgRNAs que cumpliesen las condiciones
necesarias, de tal manera que solo se obtuvo una secuencia candidata, que se encontraba en el
inicio de la secuencia de nucledtidos del gen. Esta sgRNA se clond en un vector final (pMpGE010)
que contenia, ademds, un promotor constitutivo de Marchantia correspondiente al gen
ELONGATION FACTOR 1 alpha (MpEFlap.,) dirigiendo la expresion de la Cas9 optimizada de

Arabidopsis (Figura 53).

MpDVL
MpEFlapro Atco-Cas9  NLSter MpU6pro sgRNA ter HPT

PMpGE010 — i) SN _—— —

Figura 53. Vector pMpGE010 empleado para la edicion dirigida de MpDVL en Marchantia polymorpha.
Vector binario que contiene un casete de expresion de la Cas9 con codones predominantes de Arabidopsis
(Atco-Cas9) fusionada a una secuencia de localizacién nuclear (NLS) bajo el control de un promotor
MpEFlaproy un terminador (ter), un casete de expresion de la sgRNA disefiada para MpDVL dirigida por
un fragmento de 500 pb de MpU6pro y un casete de expresion de una higromicina fosfotransferasa (HPT)
que confiere resistencia a higromicina.
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Con esta construccion se transformaron gemas de Marchantia polymorpha, ecotipo
silvestre TAK-1, mediante agroinfiltracidon tal y como se especifica en el apartado 2.6.4 de
Materiales y Métodos. Los explantes transformados se crecieron en medio de seleccidn con el
antibiético higromicina y, de aquellos callos que formaron copas con gemas, estas Ultimas se
pasaron a nuevas placas con antibiético para ya seleccionar, de aquellas resistentes, las
transformantes en las que se hubiese producido la edicion del gen MpDVL. Para este ultimo fin
se recogid material vegetal del cual se extrajo el DNA genédmico y se secuencié de manera directa
gran parte del gen MpDVL tras amplificarlo con oligonucledtidos especificos que se encontraban
por fuera del gen MpDVL y que permitian amplificarlo en su totalidad debido a su pequeiio

tamafio de tan solo 207 pb.

De 25 plantas resistentes a higromicina, se identificaron 5 que contenian una mutacion
en torno a la secuencia donde apareaba la sgRNA. Dos de las lineas, CRISPR MpDVL 10 y CRISPR
MpDVL 11, tenian la misma mutacién, una insercion de un nucledtido en la regién donde aparea
la sgRNA y por tanto de corte de la endonucleasa, que producia un codén de parada prematuro
y, por ende, una proteina truncada de 26 aminoacidos en lugar de los 68 aminoacidos de la
proteina funcional MpDVL (Figura 54). Por otra parte, las lineas CRISPR MpDVL 16 y CRISPR
MpDVL 23 tenian una deleccién de 5 nucledtidos a la altura de reconocimiento de la sgRNA y
que provocaban un cambio en el marco de lectura y un coddn de parada prematuro,

produciéndose una proteina de 24 aminoacidos en lugar de la funcional de 68.
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Figura 54. Representacion esquematica de las secuencias de los genes mutados por edicion gendmica
dirigida CRISPR/Cas9. En |a parte superior se indica la secuencia de nucledtidos del gen silvestre (MpDVL),
seguida de la secuencia de aminoacidos, las anotaciones correspondientes a la sgRNA y los aminoacidos
de la proteina MpDVL. A continuacion, aparecen las secuencias alineadas del gen MpDVL en los mutantes
CRISPR MpDVL 10y 11, y a continuacidn las secuencias alineadas del gen MpDVL en los mutantes CRISPR
MpDVL 16 y 23. Las regiones sefialadas en rojo indican las regiones discordantes con la secuencia guia y
el asterisco rojo indica el coddn de parada de la proteina.
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En otra de las lineas, sin embargo, parecia haber ocurrido un evento de poliploidia o que
se tratase de una quimera, puesto que tras secuenciar la regién amplificada se encontraban dos
secuencias, una con una insercion de un nucleétido en el sitio predicho de corte que daba lugar
a un coddn de parada prematuro tras 26 aminodcidos, y otra en la que se habia delecionado un
coddn completo sin cambiar la pauta de lectura. Por este motivo, y puesto que se disponian de

otras lineas mutantes claras, se descartd ésta en posteriores analisis.

De estas lineas, se seleccionaron la CRISPR MpDVL 10y la CRISPR MpDVL 16 para seguir
trabajando puesto que tenian mutaciones diferentes en la secuencia del gen produciendo ambas
una proteina truncada. Estas lineas se propagaron asexualmente de manera clonal en su fase
vegetativa mediante gemas para mantenerlas y llevar a cabo su caracterizacion fenotipica y otra

serie de analisis.

3.3.2. Generacién de lineas de sobreexpresion MpDVL en Marchantia polymorpha.

A su vez, y con el objetivo de ver qué efecto producia la sobreexpresion de MpDVL en
Marchantia, se generd una construccion en la en la que la expresién de MpDVL estaba dirigida
por un promotor constitutivo especifico de Marchantia, MpEFlay,r, ademds de tener fusionada
la proteina reportera fluorescente citrina. Este vector final, pMpGWB108, con el inserto MpDVL

se introdujo en gemas de Marchantia TAK-1 mediante agroinfiltracion.

Tras esto se seleccionaron como transformantes aquellos explantes que habian crecido
en placa en presencia del antibidtico higromicina. Ademas, las plantas resistentes al antibidtico
se genotiparon para comprobar que portaban el transgén para lo cual se llevé a cabo una
extraccién de DNA gendmico y una posterior PCR para amplificar parte del transgén que iba

desde el propio gen MpDVL hasta el gen reportero citrina.

El siguiente paso para acotar el nimero de lineas para caracterizar, fue medir los niveles
de expresion relativos del gen MpDVL en las lineas sobreeexpresoras con respecto a la linea
silvestre TAK-1. Para ello se disefiaron oligonucleétidos dentro de la secuencia del gen y se llevé
a cabo una RT-gqPCR con cDNA obtenido de gemas de 14 dias de las diferentes lineas. Como se
observa en la Figura 55, todas las lineas aumentaban la expresion de MpDVL notablemente, asi
que con el fin de reducir el nUmero de lineas a caracterizar se descartaron aquellas que tenian
un nivel de expresidn similar a otras y su fenotipo era mas similar. Por ello se seleccionaron para

continuar el analisis las lineas EF1:MpDVL 2, EF1:MpDVL 14, EF1:MpDVL 15 y EF1:MpDVL 19.
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Figura 55. Niveles de expresion de las lineas sobreexpresoras MpDVL de Marchantia polymorpha. Se
muestran los niveles de expresion del gen MpDVL en la linea silvestre TAK-1 (azul) y en las diferentes
lineas sobreexpresoras MpDVL generadas (EF1:MpDVL - naranja). Los niveles de expresidn son relativos
con respecto a la expresion del gen en el silvestre TAK-1, que tiene un valor de 1, y al gen constitutivo
MpEF1a. Las barras de error indican limite superior e inferior de las tres réplicas técnicas.

De todos los transformantes positivos para el transgén, se propagaron mediante gemas
en la fase vegetativa aquellos que tenian un fenotipo morfolégico evidente que los diferenciaba
de la linea silvestre TAK-1 y que ademas tenian un nivel de expresion relativo de MpDVL mayor

que el silvestre para su posterior analisis y caracterizacion.

3.3.3. Caracterizacién fenotipica de las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL.

Caracterizacion fenotipica del desarrollo vegetativo

Una vez seleccionadas las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL, se procedié a su
caracterizacién fenotipica, centrada en la morfologia del talo, el cuerpo vegetativo de la planta,

en lineas procedentes de gemas a los 7, 14 y 28 dias de edad.

Tras 7 dias de crecimiento, ya se podian observar diferencias en el tamano del talo de las
lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL con respecto al silvestre TAK-1 (Figura 56 — Tabla 8).
Las lineas CRISPR MpDVL tenian un mayor tamafio que el silvestre, si bien es cierto que solo la
linea CRISPR MpDVL 10 tenia un area de proyeccidén de talo significativamente mayor al silvestre,
mientras que la linea CRISPR MpDVL 16 tenia un valor medio mayor que el TAK-1, pero no
significativo (Figura 56A — Tabla 8). Por otro lado, las lineas sobreexpresoras tenian un tamafio
menor que la silvestre, a excepcién de la linea EF1:MpDVL 19 que tenia un tamano medio mayor
en este punto, existiendo una gran variabilidad en los valores individuales de las areas de los
talos (Figura 56A — Tabla 8). También cabe destacar la amplia dispersion de los datos en las

lineas mutantes CRISPR MpDVL comparado con la linea silvestre (Figura 56A).
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Con respecto a la morfologia del talo a los 7 dias (Figura 56B), la linea mutante CRISPR
MpDVL 16 era muy similar a la silvestre, mientras que en la linea CRISPR MpDVL 10 si se
observaban diferencias tanto en la longitud y densidad del rizoide en la parte ventral, siendo
estos mayores en la linea mutante que en la TAK-1, como en el crecimiento del talo en la vertical,
siendo mas aplanado en el silvestre y alargandose ligeramente en direccidn vertical contra la
superficie de la placa en el mutante. Las lineas sobreexpresoras, por su parte, tenian un tamafio
de talo visiblemente menor (a excepcién de EF1:MpDVL 19), ademas de un rizoide mas largo y
denso que el silvestre, siendo algo menos acusado en el caso de la linea EF1:MpDVL 15. También
se producia un crecimiento mas vertical del talo con respecto al aplanado del silvestre en las

lineas sobreexpresoras.
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Figura 56. Morfologia y tamanio del talo de las lineas mutantes y sobreeexpresoras MpDVL a los 7 dias
de edad. Linea silvestre (TAK1), lineas mutantes generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL) y lineas
sobreexpresoras MpDVL (EF1IMpDVL). A) Tamafio de plantas de 7 dias de edad medida como el area de
proyeccidn del talo en mm?, n > 20, excepto EFIMpDVL 19 con n = 15. Las diferencias significativas se han
calculado usando el test de Tukey post-hoc conjuntamente con ANOVA comparando las lineas
mutantes/sobreexpresoras MpDVL con el silvestre TAK-1. p-values **, p <0,01; *, p <0,05; ns, no
significativo. B) Morfologia del talo de gemas de 7 dias de edad. Escala 2 mm.

Tras 14 dias de crecimiento y en lo referente al tamafio del talo, se observaba como las
lineas mutantes MpDVL tenian un tamafio de drea de talo muy similar al silvestre (Figura 57A —
Tabla 8) pudiendo estar su crecimiento algo mas ralentizado en este punto. Por su parte, todas
las lineas sobreexpresoras EF1:MpDVL tenian un area de talo significativamente menor que TAK-
1 (Figura 57A — Tabla 8), manteniéndose asi la tendencia que ya se observaba a los 7 dias de

edad.

En el caso de la morfologia de los talos a los 14 dias (Figura 57B), las lineas mutantes
CRISPR presentaban una forma muy similar al silvestre. Por su parte, las lineas sobreexpresoras,

presentaban unos talos no tan aplanados como el silvestre TAK-1, con rizoides en la parte ventral
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aparentemente mas largos y abundantes (Figura 57B) aunque de una manera no tan evidente

como ocurria a los 7 dias (Figura 56B).
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Figura 57. Morfologia y tamaio del talo de las lineas mutantes y sobreeexpresoras MpDVL a los 14 dias
de edad. Linea silvestre (TAK1), lineas mutantes generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL) y lineas
sobreexpresoras MpDVL (EFIMpDVL). A) Tamafio de plantas de 14 dias de edad medida como el 4rea de
proyeccion del talo en mm?, n > 20. Las diferencias significativas se han calculado usando el test de Tukey
post-hoc conjuntamente con ANOVA comparando las lineas mutantes/sobreexpresores MpDVL con el
silvestre TAK-1. p-values **, p <0,01; *, p <0,05; ns, no significativo. B) Morfologia del talo de gemas de
14 dias de edad. Escala 5 mm.

Tabla 8. Tamaiio del talo de las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL. Linea silvestre (TAK1), lineas
mutantes generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL) y lineas sobreexpresoras MpDVL (EF1IMpDVL).
Valor medio y desviacién estandar del drea de proyeccion de talo de plantas de 7, 14 y 28 dias de edad en
mm2, n > 20, excepto EFIMpDVL 19 a dia 7 con n = 15.

LINEA MEDIA 7 dias (mm?) MEDIA 14 dias (mm?) MEDIA 28 dias (mm?)
TAK1 4,62 £0,77 62,02 £9,16 213,55 £ 30,01
CRISPR MpDVL 10 7,81 +1,86 69,39+12,0 278,45 £ 47,50
CRISPR MpDVL 16 529+1,14 64,84 £12,2 189,98 + 42,66
EF1IMpDVL 2 3,12+0,61 39,04 £4,83 170,70 £ 23,15
EF1IMpDVL 14 3,57+£1,03 44,02 £ 6,97 158,36 + 30,04
EF1MpDVL 15 2,99+0,77 32,01 +£6,36 133,21 +£20,18
EF1MpDVL 19 5,13+1,44 29,14 £ 8,78 91,40 £ 19,47

A los 28 dias de crecimiento, ultimo punto en el que caracterizamos la morfologia y drea
del talo de las diferentes lineas se puede observar en la Figura 58 como las areas se mantenian
con un tamafio significativamente menor en las lineas sobreexpresoras MpDVL (Tabla 8),

mientras que en el caso de las mutantes CRISPR existia una diferencia inesperada entre ambas
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lineas. La linea CRISPR MpDVL 16 tenia un drea similar al silvestre, como ya ocurria en los puntos
de tiempo anteriores, mientras que la linea CRISPR MpDVL 10 destacaba por tener un tamano

notablemente mayor, tendencia que se observaba a los 7 dias (Tabla 8).
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Figura 58. Morfologia y tamano del talo de las lineas mutantes y sobreeexpresoras MpDVL a los 28 dias
de edad. Linea silvestre (TAK1), lineas mutantes generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL) y lineas
sobreexpresoras MpDVL (EFIMpDVL). A) Tamario de plantas de 28 dias de edad medida como el 4rea de
proyeccion del talo en mm?, n = 20. Las diferencias significativas se han calculado usando el test de Tukey
post-hoc conjuntamente con ANOVA comparando las lineas mutantes/sobreexpresores MpDVL con el
silvestre TAK-1. p-values **, p <0,01; *, p <0,05; ns, no significativo. B) Morfologia del talo de gemas de
28 dias de edad. Escala 5 mm.

En lo que a la morfologia de los talos se refiere, tras 28 dias de crecimiento y como puede
observarse en la Figura 58B, las lineas mutantes CRISPR MpDVL 10 y CRISPR MpDVL 16,
presentaban una forma muy similar a la de TAK-1, notando Unicamente el mayor tamafio de la
linea CRISPR MpDVL 10. Sin embargo, los cambios que se observaban en las lineas
sobreexpresoras eran mas evidentes, presentando un area de talo significativamente menor
(Figura 58A) que se mantenia a lo largo del tiempo y con una morfologia alterada (Figura 58B).

Las lineas EF1:MpDVL 2 y EF1:MpDVL 14, con niveles de sobreexpresién de MpDVL muy similares
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(Figura 55), presentaban una morfologia muy parecida, con un talo mds bifurcado en el que
parece que se han producido mds divisiones presentando mds lébulos a partir de los nichos
apicales. La linea EF1:MpDVL 15, sin embargo, no presentaba cambios morfolégicos muy
evidentes aparte del tamafio del talo, lo que se podria corresponderse con los menores niveles
de expresiéon de MpDVL con respecto a dos lineas anteriores (Figura 55). Por ultimo y mas
sorprendentemente, la linea sobreexpresora EF1:MpDVL 19 tenia una morfologia muy alterada,
donde los extremos del talo crecian curvados hacia arriba, con un crecimiento desorganizado
gue no seguia la ramificacién dicotdmica o bifurcacion desde los nichos apicales tan claramente
como se observaba en el silvestre. En ocasiones presentaban una forma superpuesta y ondulada
alrededor de la parte basal del talo y ademas tenian el rizoide mas elongado y desorganizado,
como ya se observaba en puntos anteriores (Figura 56B y Figura 57B). Estos fenotipos mas

extremos se corresponderian con la mayor expresion del gen MpDVL en esta linea (Figura 55).

En este punto temporal de 28 dias también caracterizamos otros aspectos del desarrollo
vegetativo como eran el nimero nichos apicales y el nimero de copas con gemas puesto que
estas ultimas ya estaban formadas en los talos silvestres de esta edad y no asi en los puntos
anteriores. Con respecto a las copas, a excepcion de la linea mutante CRISPR MpDVL 16, que
mostraba una morfologia muy similar al silvestre (Figura 58A), todas presentaban un niumero de
copas menor que el silvestre, con el extremo de la linea EF1:MpDVL 19 que todavia no tenia

copas formadas (Figura 59).
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Figura 59. Fenotipo de las lineas mutantes y sobreeexpresoras MpDVL a los 28 dias de edad. Linea
silvestre (TAK1), lineas mutantes generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL) y lineas sobreexpresoras
MpDVL (EFIMpDVL). A) Numero de copas con gemas. B) Numero de nichos apicales de células
meristematicas. n > 20. Los datos representan la media + la desviacidon estandar. Las diferencias
significativas se han calculado usando el test de Tukey post-hoc conjuntamente con ANOVA comparando
las lineas mutantes/sobreexpresores MpDVL con el silvestre TAK-1. p-values **, p <0,01; *, p <0,05; ns,
no significativo. nc, no cuantificable.
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Los fenotipos anteriormente descritos para las lineas EF1:MpDVL 2 y EF1:MpDVL 14, en
los que aparecian talos con mds Iébulos se debia a un mayor nimero de nichos apicales por
linea, tal y como puede observarse en la Figura 59B. El crecimiento desorganizado del talo de la
linea EF1:MpDVL 19 impedia identificar los nichos apicales con claridad y por tanto
cuantificarlos. En el caso de las lineas mutantes CRISPR, en las que la forma del talo era mas
similar a TAK-1 (Figura 58B), no se observaron diferencias en el nimero de nichos apicales

(Figura 59B).

Hasta ahora, la caracterizacion fenotipica de las diferentes lineas generadas se habia
centrado sobre todo en la parte dorsal del talo, sin tener muy en cuenta las escalas y rizoides
ventrales. Cabe recordar que en Arabidopsis thaliana los mutantes multiples de los genes
DVL/RTFL tenian defectos en el crecimiento de los pelos radiculares, estructuras unicelulares y
tubulares con crecimiento unidimensional (apartado 1.8 de Resultados). Asi, se considerd
preciso el andlisis de los rizoides de las lineas con actividad MpDVL alterada por tratarse de
protuberancias unicelulares con un crecimiento distal y polarizado de la célula que da lugar a su
forma tubular caracteristica, pudiendo asemejarse tanto por forma como por funcién a los pelos

radiculares de Arabidopsis thaliana.

Por tanto, se analizé el crecimiento de los rizoides de la linea mutante CRISPR MpDVL 10,
que hasta ahora habia demostrado mas diferencias con respecto a la silvestre TAK-1, y de dos
lineas sobreeexpresoras: EF1:MpDVL 14 y EF1:MpDVL 15. Como puede observase en la Figura
60, en gemas de dos dias de edad podian observarse diferencias en el crecimiento de los rizoides.
Mientras que en la linea silvestre TAK-1 los rizoides tenian un crecimiento distal caracterizado
por una proyeccién recta de la punta de la célula (Figura 60B, recuadro naranja), en la linea
CRISPR MpDVL 10 podia observarse un crecimiento menos uniforme, con una proyeccion
ondulada de la punta de los rizoides (Figura 60B, recuadro verde). Por su parte, las lineas
sobreexpresoras no presentaban diferencias en lo que a la ondulacidn de los rizoides se refiere
con respecto al silvestre TAK-1. Podemos especular que el crecimiento alterado de la punta de
las células rizoides en el mutante CRISPR MpDVL 10 podria estar relacionado con un defecto en

la estabilizacidn o desestabilizacion de los microtibulos (Champion et al., 2021).

La caracterizacidn fenotipica de la parte vegetativa mostré que tanto las lineas mutantes
como las lineas sobreexpresoras MpDVL presentaban diferencias con respecto a la linea silvestre
TAK-1, pudiendo tener alterados ciertos aspectos del crecimiento, la proliferacion o la
diferenciacidn celular que se evidencia en procesos alterados de desarrollo. Asi, por ejemplo, el

mayor tamafio de la linea mutante CRISPR MpDVL 10 y el menor tamafio generalizado de las
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lineas sobreexpresoras EF1:MpDVL, podria estar asociado a una menor proliferacion celular que

se refleja en una mayor densidad de nichos apicales en estas lineas.

CRISPR MpDVL 10

EF1MpDVL 14 EF1MpDVL 15

Figura 60. Morfologia de los rizoides de linea mutante y sobreeexpresoras MpDVL a los 2 dias de edad.
A) Imagenes de gemas representativas de 2 dias de edad por la parte ventral del talo. Linea silvestre
(TAK1), linea mutante generada por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL 10) y lineas sobreexpresoras MpDVL
(EFAMpDVL). B) Ampliacion de detalle de punta de rizoide de la linea silvestre (TAK1) (recuadrada en
naranja) y linea CRISPR MpDVL 10 (recuadrada en verde). Escala 500 um.

Ademas, y tal como ocurria en el caso de Arabidopsis thaliana, los fenotipos de
sobreexpresion de MpDVL en Marchantia polymorpha, en la mayoria de los casos, eran mas

evidentes que los de pérdida de funcién de los genes DVL/RTFL.

Caracterizacion fenotipica del érgano reproductor sexual

Ademads de la caracterizacion fenotipica en la fase vegetativa haploide de la planta,
también se quiso prestar atencién a la formacién de los drganos reproductores de Marchantia
polymorpha. Estos Organos sexuales y en concreto el anterididforo, drgano sexual
correspondiente a la accesidon masculina TAK-1 empleada en este trabajo, se inducen facilmente

bajo condiciones de luz de dia largo suplementada con luz roja lejana (Far Red — FR).

En este caso se caracterizaron aquellas lineas que habian presentado diferencias mas
significativas en el desarrollo del talo en fase vegetativa, siendo éstas la linea mutante CRISPR

MpDVL 10y las lineas sobrexpresoras EF1:MpDVL 14 y EF1:MpDVL 19.

Tras 28 dias creciendo en estas condiciones de luz FR, ya se podian observar diferencias
entre las lineas silvestre TAK-1, la mutante CRISPR y las sobreexpresoras, en lo que a la formacidn
de los anteridiéforos se refiere. Como puede observarse en la Figura 61, la linea silvestre TAK-1

estaba empezando a desarrollar y formar los anteridiéforos en los nichos apicales del talo
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distinguiéndose los botones que daran lugar a los anteridioforos (cabezas de flechas amarillas).
Por su parte, la linea mutante CRISPR MpDVL 10, aparte de presentar un talo con los Iébulos
mas engrosados y por ende una mayor area de talo, no presentaba ningun anteridiéforo, ni

formado, ni empezandose a desarrollar en los nichos apicales.

CRISPR MpDVL 10 EF1IMpDVL 14 EF1IMpDVL 19

Figura 61. Caracterizacion de los anteridiéforos en las lineas mutantes y sobreeexpresoras MpDVL a los
28 dias de crecimiento. Linea silvestre (TAK1), linea mutante generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL
10) y linea sobreexpresoras MpDVL (EFIMpDVL 14 y EF1IMpDVL 19) crecidas durante 28 dias en luz
continua suplementada con luz roja lejana (Far Red, FR). En la parte superior se muestra la vista frontal
del talo completo, seguida de la vista lateral y en la parte inferior dos vistas frontales aumentadas. Los
anteridiéforos formados se indican con una cabeza de flecha roja, los anteridiéforos en desarrollo se
indican con una cabeza de flecha amarilla. Escala 5mm.

Por el contrario, la linea sobreexpresora EF1:MpDVL 14, tenia los anterididforos ya
formados y elongados a partir de los nichos de células meristematicas (Figura 61 - cabeza de
flechas rojas). En el caso de la linea EF1:MpDVL 19, también encontrabamos anteridiéforos ya
formados y elongados (Figura 61 - cabeza de flechas rojas), aunque en este caso con un tamafio
menor que los de EF1:MpDVL 14 pero acordes al menor tamafio del area del talo. Asi, la
formacién de los drganos sexuales masculinos parecia estar adelantada en las lineas que

sobreexpresan MpDVL.

A los 42 dias de crecimiento, tal como puede observarse en la Figura 62, en la linea
silvestre TAK-1 ya se habian formado y elongado los anteridiéforos en las regiones

meristematicas de los nichos del talo (cabeza de flecha roja), mientras que en la linea mutante

107



Vista frontal

Vista aumentada Vista lateral

RESULTADOS: CAPITULO 3

CRISPR MpDVL 10 seguia sin apreciarse ningun anteridiéforo ni botén que fuera a dar lugar a
estos érganos. Las lineas sobreexpresoras mantenian los anteridiéforos que ya se encontraban

formados y elongados con anterioridad (Figura 61 y Figura 62).

TAK1 CRISPR MpDVL 10 EF1MpDVL 14 EF1MpDVL 19
4

Figura 62. Caracterizacion de los anteridiéforos en las lineas mutantes y sobreeexpresoras MpDVL a los
42 dias de crecimiento. Linea silvestre (TAK1), linea mutante generada por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL
10) y lineas sobreexpresoras MpDVL (EFIMpDVL 14 y EF1IMpDVL 19) crecidas durante 42 dias en luz
continua suplementada con luz roja lejana (Far Red, FR). En la parte superior se muestra la vista frontal
del talo completo, seguida de la vista lateral y en la parte inferior una vista frontal aumentada. Los
anteridiéforos formados se indican con una cabeza de flecha roja. Escala 5mm.

Para cuantificar lo observado (Figura 61 y Figura 62) se anoté el momento en el que
aparecia el primer anteridiéforo visiblemente formado en cada linea. Asi, en la linea silvestre los
anteridiéforos se formaban tras 30 dias de crecimiento en condiciones de luz continua
suplementada con luz roja lejana. En las lineas sobreexpresoras, como ya se observaba (Figura
61), se producian los anteridiéros con anterioridad al silvestre, apareciendo a los 24 dias en
ambas lineas (Figura 63). Por su parte, en la linea mutante CRISPR MpDVL 10, el proceso de
formacién de anteridiéforos se encontraba retrasado, puesto que tras 28 y 42 dias de
crecimiento (Figura 61 y Figura 62) no se observaba ningun érgano sexual formado, pero si

llegaban a aparecer tras 65 o 70 dias de crecimiento (Figura 63).
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Figura 63. Dia de aparicion de los anteridiéforos completamente formados en las lineas mutantes y
sobreeexpresoras MpDVL. Linea silvestre (TAK1), linea mutante generada por CRISPR/Cas9 (CRISPR
MpDVL 10) y lineas sobreexpresoras MpDVL (EF1MpDVL 14 y EF1MpDVL 19) crecidas en luz continua
suplementada con luz roja lejana (Far Red, FR), n > 12. Las diferencias significativas se han calculado
usando el test de Tukey post-hoc conjuntamente con ANOVA comparando las lineas
mutantes/sobreexpresores MpDVL con el silvestre TAK-1. p-values **, p <0,01.

Ademas de la formacidn de los anterididforos, el andlisis de las plantas en estas fases de
crecimiento permitié observar los aspectos ya destacados con anterioridad referentes al tamafo
del drea del talo o la formacion de copas y gemas. Asi, se confirmé que los talos en la linea
mutante eran mas grandes en superficie que los silvestres, mientras que en las lineas
sobreexpresoras el area era menor (Figura 58). Por otra parte, las lineas sobreexpresoras, a
diferencia de la silvestre y las mutantes, cuyo crecimiento era mas aplanado, se alargaron en
direccion vertical contra la superficie de la placa con un margen de talo mas ondulado e irregular
que el de TAK-1 (Figura 61 y Figura 62 - vista lateral). Por ultimo, cabe destacar las diferencias
existentes en la formacién de copas y gemas entre las diferentes lineas. Mientras que, en la linea
silvestre TAK-1, tras 28 dias creciendo con luz continua suplementada con FR, las copas de gemas
aparecian tipicamente una vez en cada bifurcacion del talo (Figura 61 - vista frontal), la linea
CRISPR MpDVL 10 presentaba menos copas y con menos gemas ya formadas saliendo por fuera
de la cavidad de la copa como si ocurria con la silvestre. En el caso de la linea EF1:MpDVL 14,
también aparecian copas de tamafio reducido y en la linea EF1:MpDVL 19, ni siquiera se llegaban

a observar copas formadas (Figura 62 - vista frontal).
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3.4. Caracterizacion del papel de MpDVL en el crecimiento de Marchantia via

division celular.

La caracterizacion fenotipica de las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL llevé a
plantearse la posibilidad de que este gen, MpDVL, estuviera afectando a la proliferacion celular
y asi a la morfogénesis de la planta. Las gemas de Marchantia polymorpha poseen dos nichos
apicales en los cuales tienen lugar procesos de proliferacién celular y crece por bifurcacion de

los nichos apicales (Solly et al., 2017).

Para determinar, por tanto, si la divisién celular esta afectada en las lineas mutantes y
sobreexpresoras MpDVL, marcamos las células en fase S de ciclo celular con tincidn 5- ethynyl-
20-deoxyuridine (EdU) (Nishihama et al.,, 2015; Furuya et al.,, 2018; Busch et al., 2019;
Hernandez-Garcia et al., 2021) y se observaron las sefiales nucleares en las regiones apicales de

gemas de 7 dias de edad.

Como ocurria en la caracterizacion fenotipica de la fase vegetativa de las diferentes lineas,
los margenes ondulados e irregulares de la linea sobreexpresora EF1:MpDVL 19 impidieron
observar los nichos apicales marcados con claridad, por lo que no se muestra el andlisis de la
division celular de esta linea. Por su parte, los nichos apicales de la linea silvestre TAK-1, las
lineas mutantes CRISPR MpDVL 10 y 16, y las sobreexpresoras EF1:MpDVL 14 y 15, no
presentaban diferencias aparentes en lo que a nucleos en fase S se refiere (Figura 64A). Para
analizar este aspecto mas detalladamente, se cuantificd el nimero de nichos apicales en estas
gemas de 7 dias sin encontrase diferencias significativas (Figura 64B), asi como el nimero de
nucleos marcados con EdU por nicho apical que tampoco presentaba diferencias entre lineas

(Figura 64C).

Con estos datos podia decirse que la proliferacidon celular via divisiéon celular no se
encontraba alterada en las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL con respecto a la silvestre

TAK-1, al menos en los estadios analizados.

Sin embargo, al medir el drea de los nucleos marcados con EdU, si que parecia verse una
diferencia entre la linea silvestre y la linea mutantes CRISPR MpDVL 10, siendo los nucleos

marcados de esta ultima de un mayor tamafio (Figura 64D).

Este ultimo aspecto llevo a preguntarnos si las células de esta linea mutante tenian un
mayor tamafio que las de la linea silvestre o resto de lineas analizadas. Para intentar determinar
esto, se observaron gemas de las diferentes lineas mediante microscopio electrénico de barrido

(SEM) para ver en detalle la superficie celular de gemas de 7 dias de edad.
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Figura 64. Visualizacion de los nicleos en fase S de division celular en lineas mutantes y
sobreeexpresoras MpDVL a los 7 dias de edad. Linea silvestre (TAK1), lineas mutantes generadas por
CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL) y lineas sobreexpresoras MpDVL (EFIMpDVL). A) Ndcleos marcados con
tincién EdU en nichos apicales de gemas de 7 dias. A la izquierda se encuentra la imagen obtenida por
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microscopia confocal en la que los nucleos marcados tienen sefial de fluorescencia verde. A la derecha
aparece la proyeccién del nicho apical con los nucleos que han sido contabilizados en negro y el perimetro
del nicho apical marcado. Escala 200 um. B) Numero de nichos apicales de células meristematicas. C)
Numero de ntcleos EdU-positivos por nicho apical. D) Area de los ntcleos EdU-positivos por nicho apical.
n > 18. Los datos representan la media de las dreas de cada uno de los nichos apicales + la desviacion
estandar de las medias.

Aparte de la notable diferencia de tamafo de talo ya descrita con anterioridad (Figura
56), por la cual nos encontrabamos ante un talo de mayor tamario en las lineas mutantes CRISPR
MpDVL y un talo con una superficie menor en las lineas que sobreexpresan MpDVL, también
notamos a simple vista una diferencia en lo referente a la formacion de poros aeriferos en la

parte dorsal del talo (Figura 65).

El nimero de poros aeriferos en las lineas mutantes CRISPR MpDVL 10 y CRISPR MpDVL
16 era significativamente mayor en comparacién con la linea silvestre (Figura 65 y Figura 66A).
Ademas, las lineas sobreexpresoras EF1:MpDVL 14 y EF1:MpDVL 15 tenian un menor nimero
de poros aeriferos en comparacién con TAK-1, aunque esta diferencia solo era estadisticamente
significativa en el caso de la linea EF1:MpDVL 14 (Figura 65 y Figura 66A). Al igual que en las
caracterizaciones anteriores, la cuantificacion de la linea EF1:MpDVL 19 no fue posible debido a
la morfologia tan irregular de su talo, en el que el dngulo entre el talo y el medio es muy acusado

y los margenes son muy curvados y se superponen y pliegan entre si (Figura 65).

Los poros aeriferos se asocian a una de las dos zonas diferenciadas de desarrollo de la
region dorsal de la gema de Marchantia polymorpha. Por un lado nos encontramos la zona de
diferenciacidon que consiste en células dorsales diferenciadas derivadas de los nichos apicales,
como aquellas que dan lugar a los poros aeriferos; y por el otro estaria la zona central
conformada por tipos celulares que son inactivos desde el punto de vista del desarrollo donde

las células no se dividen (Briginshaw et al., 2022).

Un mayor numero de poros aeriferos podia significar, por tanto, un aumento o adelanto
de la actividad apical en las lineas mutantes CRISPR MpDVL. Para caracterizar en profundidad
este defecto de diferenciacion en las lineas con la actividad MpDVL alterada, se decidid
cuantificar la extension de la zona de diferenciacion dorsal. Asi, teniendo en cuenta el limite
discernible entre la zona de diferenciacidn y la regidn central del talo, se evalué el indice de area
de diferenciacién como el valor del area de diferenciacién, donde se encuentran los poros
aeriferos, dividido entre el area total del talo (Briginshaw et al., 2022) en gemas de 7 dias de

edad (Figura 66B y 66C).
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Figura 65. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las lineas mutantes y sobreeexpresoras
MpDVL a los 7 dias de edad. Linea silvestre (TAK1), lineas mutantes generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR
MpDVL) y lineas sobreexpresoras MpDVL (EFIMpDVL). Escala 500 um.

Las lineas mutantes CRISPR MpDVL tenian un indice de area de diferenciacién mayor que
la linea silvestre, lo que se correlaciona con el mayor nimero de poros aeriferos y una mayor
capacidad de diferenciacion del tejido dorsal. Esto nos da una idea del papel de MpDVL como
un regulador negativo de la diferenciacidon celular en Marchantia polymorpha en su fase
vegetativa. Por el contrario, en las lineas sobreexpresoras EF1:MpDVL 14 y EF1:MpDVL 15, no se
observaba una correlacién entre el menor nimero de poros (Figura 66A) y el indice de area de

diferenciacion mayor comparado con el silvestre (Figura 66B) pareciendo por tanto que existiera
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una menor densidad de poros en esta zona, encontrando un menor nimero de poros por area

pero ddndose un proceso de diferenciacién mayor que en el silvestre.
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Figura 66. Zona de diferenciacion en talos de las lineas mutantes y sobreeexpresoras MpDVL a los 7 dias
de edad. Linea silvestre (TAK1), lineas mutantes generadas por CRISPR/Cas9 (CRISPR MpDVL) y lineas
sobreexpresoras MpDVL (EFIMpDVL). A) Nimero de poros por talo. B) indice de area de diferenciacién
calculado como el area de la zona diferenciacion (zd) dividido por el area total del talo (zona de
diferenciacion-zd + zona central-zc). (A, B) n 2 12. Los datos representan la media + la desviacion estandar.
Las diferencias significativas se han calculado usando el test de Tukey post-hoc conjuntamente con
ANOVA comparando las lineas mutantes/sobreexpresores MpDVL con el silvestre TAK-1. p-values **, p
<0,01; *, p <0,05; ns, no significativo. nc, no cuantificable. C) Esquema representativo de las zonas
consideradas para el calculo del indice de area de diferenciacion calculado como el area de diferenciacion
(zd, en naranja) dividido por el area total del talo (zd+zc) (zc, en azul).

En lo que a la morfologia de las células de la parte dorsal del talo se refiere, no parecia
haber diferencias entre las diferentes lineas aunque si que parecian ser mas grandes en el caso
de las lineas CRISPR MpDVL. La forma de las células en la zona central ya madura y las células de
diferenciacidn entre las que se encuentran aquellas que forman el poro aérifero, no presentaban
diferencias aparentes entre la linea silvestre y las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL.
Ademads, no parecian existir defectos en la polaridad de las diferentes lineas, con los tipos

celulares de la zona dorsal correctamente posicionados (Figura 65).

3.5. Caracterizacion de la localizacion de MpDVL en Marchantia polymorpha.

Otro aspecto a estudiar fue determinar donde se localizaba el péptido MpDVL en
Marchantia polymorpha a lo largo del desarrollo de la parte vegetativa. Para ello se generé una
construcciéon en la que la secuencia codificante del gen MpDVL se encontraba dirigida bajo la
expresion de su propio promotor (MpDVL,,) y, ademas, estaba fusionada al gen reportero GUS
(Figura 67). Asi, se obtuvieron fusiones traduccionales que podrian permitir determinar la

localizacidn tisular del péptido MpDVL.
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Figura 67. Representacion esquematica de la construccion generada para el estudio del patrén de
localizacion de MpDVL. Las construcciones se generaron fusionando el promotor del gen MpDVL
(MpDVLpro) de 2811 pb, a la CDS del gen MpDVL sin el codén de parada y el gen reportero GUS contenido
en el vector final pMPGWB304.

Con esta construccion se agroinfiltraron cortes de Marchantia polymorpha, ecotipo TAK-
1y, de los explantes que crecieron y formaron copas con gemas en medio de seleccidn con el
antibidtico clorsulfuron, se propagaron asexualmente de manera clonal mediante gemas. Para
conocer la localizacion de MpDVL a lo largo del desarrollo de la parte vegetativa, se analizd la

actividad B-glucuronidasa de las lineas propagadas a los 7, 14 y 28 dias de crecimiento del talo.

Como puede observarse en la Figura 68, en la que vimos el patron de localizacién de
MpDVL en dos lineas independientes MpDVLyro:MpDVL:GUS, a los 7 dias de crecimiento del talo,
la sefal GUS se localizaba en la zona central del talo y en los nichos apicales de células
meristematicas, correspondientes a las zonas de diferenciacién, asi como en la region entre
estas dos zonas, correspondiente a la zona de elongacién. Esta localizacidén se puede relacionar
con los fenotipos diferenciados de las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL en lo que a la

formacién de poros se refiere (Figura 65).

Tras 14 dias de crecimiento de talo, la sefial parecia mas leve pero también se encontraba
en la zona central y la zona expandida de los dos primeros Iébulos bifurcados, sin embargo, no
se concentraba en los nichos de células madre (Figura 68). La zona y momento temporal donde
encontrabamos sefial GUS podia relacionarse con el momento de formacion de las copas que
contienen las gemas, aspecto de la caracterizacién en el que también encontramos diferencias

entre las lineas mutantes y sobrexpresoras MpDVL con respecto a la linea silvestre (Figura 59A).

A los 28 dias de crecimiento, se pudo observar una localizacion muy generalizada de
MpDVL en todo el talo, encontrandose claramente en los nichos apicales (Figura 68) hecho que
puede relacionarse tanto con las diferencias en el nimero de nichos apicales en las lineas
sobreexpresoras EF1:MpDVL (Figura 59B) como con el inicio de la formacién de los
anteridiéforos en estas zonas meristematicas punto en el que se encontraban claras diferencias
entre las linea silvestre TAK-1, la mutante CRISPR MpDVL 10 y las sobreexpresoras EF1:MpDVL
14y 19 (Figura 61).
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Figura 68. Patron de localizacion de MpDVL en Marchantia polymorpha. Deteccion histoquimica de
actividad B-glucuronidasa en la linea reportera MpDVLpro:MpDVL:GUS #3 (A) y de la linea reportera
MpDVLpro:MpDVL:GUS #3 (B) en fondo TAK-1. Aparece una imagen correspondiente a cada punto de
crecimiento de talos de 7, 14 y 21 dias. Escala 2 mm.

Para conocer si MpDVL se expresa mas en un momento u otro de crecimiento del talo, se
decidid cuantificar los niveles de expresion de MpDVL en talos silvestres TAK-1 alos 7, 14y 21
dias de crecimiento, mismos puntos en los que se habia analizado la actividad GUS. Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas, siendo muy similar el nivel de expresion de MpDVL

en los talos de 7, 14 y 28 dias (Figura 69).

2.5

1.083

2.0+

Expresion relativa

0.0-

TAK17d TAK114d TAK121d
Figura 69. Niveles de expresion de MpDVL en Marchantia polymorpha silvestre a los 7, 14 y 21 dias de
crecimiento. Se muestran los niveles de expresién del gen MpDVL en la linea silvestre TAK1 en talos tras
7 dias, 14 dias y 21 dias de crecimiento. Los niveles de expresion son relativos con respecto a la expresion
del gen en el silvestre TAK1 tras 7 dias de crecimiento, que tiene un valor de 1, y al gen constitutivo
MpEF1a. Se indica el valor medio entre las tres réplicas técnicas en la base de la columna. Las barras de
error indican limite superior e inferior de las tres réplicas técnicas.

116



RESULTADOS: CAPITULO 3

Esta localizacién y expresion del péptido MpDVL junto con la caracterizacidon previa de las
lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL, nos indica el papel generalizado de MpDVL en los

diferentes procesos a lo largo del desarrollo en Marchantia polymorpha.

3.6. Estudio de la capacidad de MpDVL de Marchantia polymorpha para formar

homodimeros.

Por ultimo, para completar la caracterizacion del homdélogo MpDVL en Marchantia
polymorpha y puesto que se habia visto la capacidad de los péptidos DVL1 y DVL11 de
Arabidopsis thaliana de formar homodimeros en ensayos de topologia de proteinas de
membrana en células de rifidn humano (apartado 2.1 de Resultados), y formar heterodimeros
en ensayos de BIFC en Nicotiana benthamina (apartado 2.2 de Resultados), se decidid estudiar

la capacidad del péptido MpDVL de Marchantia polymorpha para formar homodimeros.

Para este fin se cloné la region codificante del gen MpDVL y se fusiond tanto a la region
C-terminal como N-terminal de la proteina fluorescente YFP utilizando los plasmidos pYFC43 y
pYFN43, respectivamente, como ya se habia hecho con anterioridad para comprobar las
interacciones entre los péptidos DVL1 y DVL11 de Arabidopsis y sus proteinas interactoras
candidatas. Tras esto se agroinfiltraron hojas de Nicotiana benthamina con la combinacion
pYFPN-MpDVL + pYFP*-MpDVL vy, tres dias después de la infiltracién, se analizé la fluorescencia
de las hojas agroinfiltradas en el microscopio confocal. Para este ensayo se emplearon los
mismos controles positivo y negativo empleados para las interacciones de Arabidopsis,
PISTILATA (PI) y APETALA (AP3), y AGAMOUS (AG) y SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1), respectivamente. También se infiltr6 el vector pYFP*-MpDVL solo como

control negativo.

Como puede observarse en la Figura 70, si se detecté complementacién de la
fluorescencia en todos los cortes de las hojas agroinfiltradas con la combinacién pYFPN-MpDVL
+ pYFPS-MpDVL. La fluorescencia se observa clara y mayoritariamente en la membrana
plasmatica, tal y como era de esperar, y en algunos casos puede detectarse en los nucleos de las

células de la epidermis de Nicotiana (ultimo panel de la Figura 70).
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Figura 70. Formacion de homodimeros de MpDVL. Ensayo de BIFC in vivo en hojas de Nicotiana
benthamiana probando la interaccion de MpDVL-MpDVL. Imagenes de microscopia confocal de la
epidermis de hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con las construcciones indicadas a la
izquierda de la figura. Aparece una imagen de la fluorescencia de la proteina YFP (izquierda) y una de la
superposicién de la sefial fluorescente y la imagen en campo claro de la epidermis de las hojas (derecha).
Se incluyen las imagenes correspondientes del el control positivo pYFPN-AP3 + pYFPS-Pl y los controles
negativos pYFPN-AG + pYFPS-SOC1 y pYFPS-MpDVL. Se muestran tres imagenes de tres cortes diferentes
de la interaccién pYFPN-MpDVL + pYFPS-MpDVL.

Estos resultados confirmaron la capacidad de MpDVL de formar dimeros, tal y como ya
ocurre con sus homoélogos de Arabidopsis thaliana. Ademds de seguir apoyando la idea de que
la funcion de los péptidos DVL esta conservada entre las especies Marchantia polymorpha y

Arabidopsis thaliana, y probablemente entre las diferentes especies de plantas.
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Las mutaciones de DVL/RTFL reducen la robustez de los patrones de crecimiento celular

Los genes DVL/RTFL fueron identificados en Arabidopsis por los fenotipos que confiere su
sobreexpresidn, que causa cambios morfoldgicos pronunciados a lo largo del desarrollo (Wen et
al., 2004). Sin embargo, la pérdida de funcién de uno o varios miembros de la familia génica no
ha mostrado provocar cambios evidentes en el desarrollo, siendo practicamente invisibles en
una caracterizacion macroscépica de la morfologia de Arabidopsis thaliana. Los fenotipos tan
caracteristicos de las hojas de roseta, inflorescencias y frutos de las lineas sobreexpresoras
DVL/RTFL nos llevaron a buscar, en primera instancia, cambios morfoldgicos en estos 6rganos
en las lineas con actividad reducida DVL/RTFL, sin éxito (Figura 19). Hay que tener en cuenta que
durante el desarrollo de esta tesis solo ha sido posible llegar a mutar de manera estable 10 de
los 24 miembros de la familia DVL/RTFL, por lo que 14 de ellos conservan su funcién. La falta de
cambios morfoldgicos visibles en el décuple mutante obtenido es compatible con la hipétesis de
la existencia de una elevada redundancia génica entre los miembros de la familia (Narita et al.,
2004; Guo et al., 2015) y asi seria necesario mutar mas genes para observar las consecuencias

de la pérdida de funcion completa DVL/RTFL.

Es posible que los péptidos DVL/RTFL desempefien papeles ocultos que solo bajo
determinadas condiciones sean relevantes para los procesos de desarrollo o la respuesta al
estrés, por ejemplo. Ademas, quiza podria existir una cierta especificidad funcional dentro de
los subclados de la familia, como de algin modo sugiere los fenotipos morfolégicos no
totalmente idénticos de la sobrexpresion de distintos miembros de la familia. Esta ha sido la
razon de la estrategia mutacional llevada a cabo, en la que primeramente se mutaron los genes
pertenecientes a un mismo clado (Figura 13), asumiendo que los genes mas cercanos
filogenéticamente también eran mas probablemente redundantes y que la pérdida de funcién
de todos los genes de un clado podria tener efectos observables que no se manifestarian si se
mutaban genes de clados distintos donde otros pardlogos cercanos podrian asumir la funcion
del gen DVL/RTFL mutado mas cercano. Sin embargo, el quintuple mutante rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11
dv/19 no presenta ningun fenotipo evidente (Figura 16), lo cual de nuevo puede explicarse por
la posible redundancia funcional general de todos los miembros de la familia, aunque también
es compatible con que los genes de este clado compartan roles ocultos en procesos especificos,
o bien que el resto de genes que no estén mutados alteren su expresion para suplir la funcion

de los que si lo estan.

Uno de los aspectos que nos permitid estudiar el analisis transcriptémico de los quintuples
mutantes rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 y dvi1 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 llevado a cabo fue éste de la

redundancia génica. Los resultados determinaron que no existia ninguna compensacidn activa
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por parte del resto de miembros no mutados, pues éstos no cambiaban su expresién ante la
falta de los genes que si estaban mutados (Tabla 2). Por tanto, se puede decir que,
probablemente, entre los miembros de la familia DVL/RTFL existe una compensacion pasiva o
verdadera redundancia génica, y que ésta probablemente sea extrema pues no se observa
ningun efecto evidente tras mutar 10 de los 24 miembros. Aunque asi, sigue existiendo la
posibilidad de que los péptidos DVL/RTFL desempefien papeles ocultos que solo sean
destacables en otras condiciones o procesos que no hemos explorado en este estudio, y que los

efectos de su pérdida de funcidn solo sean notables en estas condiciones.

El hecho de que la posible compensacidn funcional o redundancia dentro de la familia
DVL/RTFL se haya mantenido a lo largo de la evolucién podria relacionarse con que, en muchas
ocasiones, la compensacién funcional de genes duplicados se preserva para tamponar posibles
fallos en funciones esenciales de los genes implicados (Hanada et al., 2009). Por tanto, estos
genes redundantes contribuyen a la solidez o robustez genética, entendida como la capacidad
de un sistema para mantener su funcién a pesar de variaciones genéticas o ambientales (Hanada
et al., 2009; Diss et al., 2014; El-Brolosy and Stainier, 2017). Es probable que la compensacion
pasiva entre genes paralogos sea la base de muchos casos de solidez o robustez genética de las
funciones celulares, de manera que la pérdida de un gen puede ser compensada por otro con
funciones superpuestas (Diss et al., 2014). Asi, los genes DVL/RTFL podrian estar dando robustez
al sistema de desarrollo de la planta a través de la redundancia génica que existiria entre los

diferentes miembros de la familia.

El andlisis transcriptémico llevado a cabo también ha permitido identificar procesos,
morfoldgicamente no muy evidentes, en los que los genes DVL/RTFL podrian estar actuando. El
estudio de términos GO relacionados con procesos bioldgicos significativamente alterados en
ambos quintuples mutantes destacd la morfogénesis como categoria general, asi como el
crecimiento y desarrollo del tubo polinico o el crecimiento distal de la célula, procesos de
crecimiento celular mds concretos que podrian incluirse dentro de la morfogénesis (Figura 21y

Anexo Il).

Asi, y para intentar determinar en qué medida estaban afectados dichos procesos, se
llevaron a cabo experimentos de germinacién de polen y crecimiento del tubo polinico, sin
encontrarse diferencias significativas en la formacidn del tubo polinico (Figura 28, Figura 29 y
Figura 30). Sin embargo, si se observd una mayor dispersion de los datos en las longitudes de
los tubos polinicos en el mutante (Figura 31). Esta mayor distribucidn en los datos también se
evidencio en el caso de la produccion de semillas por silicua de las plantas mutantes (Figura 33).

Ademas, la variacién en los datos por la cual nos encontrabamos silicuas con un nimero mucho
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menor de semillas, asi como con un nimero mayor que la media de las plantas silvestres era
independiente de la planta, excluyendo que se debiera a la posible segregacién de
modificadores genéticos no identificados (Figura 34), asi como independiente de la posicién de
la silicua que se analizase dentro de la misma planta (Figura 35). Por tanto, el incremento en la
distribucidn de los datos en el ndnuple mutante dvi/rtfl se observaba en todos los individuos,

sugiriendo un efecto generalizado de la pérdida de funcién DVL/RTFL.

Seguidamente, y para investigar si el papel de los péptidos DVL/RTFL era exclusivo del
crecimiento del tubo polinico o era mas general de otros procesos de elongacién celular,
también se analizé el crecimiento de los pelos radiculares, puesto que tanto los tubos polinicos
como los pelos radiculares se caracterizan por un crecimiento distal o unidimensional de la célula
(Schiefelbein et al., 1993; Hepler et al., 2001; Samaj et al., 2006). En este caso si aparecieron
diferencias significativas en cuanto a la longitud de los pelos radiculares y, ademas, también una
mayor dispersidén o variacion en los datos en el caso de las plantas mutantes (Figura 36). Estos
datos sugirieren que los péptidos DVL/RTFL tienen un papel generalizado aportando robustez al

proceso de elongacién celular.

Nuestros resultados muestran la importancia de analizar las distribuciones fenotipicas
para estudiar la genética de la robustez. Asi, es importante no fijarse solo en los valores
promedios a la hora de cuantificar los diferentes aspectos fenotipicos de una poblacidn, sino
que resulta fundamental analizar la varianza para estudiar la robustez y por tanto la capacidad
de un sistema para mantenerse estable a pesar de las perturbaciones (Boukhibar and Barkoulas,
2016). Ademas, las distribuciones fenotipicas proporcionan informacion valiosa sobre los
individuos de la poblacidn. De hecho, la heterogeneidad fenotipica es abundante incluso en
individuos genéticamente idénticos y en muchos casos esta heterogeneidad puede ser critica
para multiples procesos (Boukhibar and Barkoulas, 2016). Asi en plantas, se han visto ejemplos
de una variabilidad considerable en el crecimiento en el caso de la epidermis de las hojas o del

meristemo (Elsner et al., 2012; Kierzkowski et al., 2012; Uyttewaal et al., 2012).

También hay que tener en cuenta que para cualquier fenotipo cuantificable, los mutantes
clasicos del desarrollo se han definido como aquellos que son capaces de modificar la media de
los valores, mientras que los mutantes de robustez serian aquellos que aumentan la varianza
fenotipica sin mucho efecto en la media, aunque en la practica los casos mas comunes son
aquellos en los que se dan ambas cosas (Waddington, 1942). Los resultados obtenidos en los
diferentes andlisis realizados han permitido ver como la pérdida de varios genes DVL/RTFL

provoca cambios no solo en la distribucién de los datos, sino que también modifica en algunas
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ocasiones el valor medio de dichos datos con respecto a la poblacidn de plantas silvestres (Figura

36).

Existen sistemas capaces de amortiguar cambios sin que tenga lugar una modificacion
fenotipica como es el caso de la variacidn de expresion de CLAVATA3 (CLV3), que el meristemo
puede amortiguar sin llegar a cambiar su tamario, tal y como observaron Miiller et al., (2006)
tras emplear promotores modificados de CLV3 para modular sus niveles de expresidon y ver como
el meristemo apical e inflorescente es capaz de soportar cambios de hasta 10 veces de expresién
sin que cambie el tamafo del meristemo. En términos de la genética del desarrollo, comprender
los mecanismos que aportan robustez al sistema implica identificar genes que influyen en la
variacién fenotipica y que son capaces de amortiguar perturbaciones genéticas y ambientales
sin que se lleguen a observar cambios. Asi, la familia de genes DVL/RTFL puede ser responsable
de mantener la robustez de ciertos procesos celulares, como puede ser la elongacién celular, sin
descartar otros. Sin embargo, el mecanismo por el cual podrian estar aportando estabilidad al

sistema sigue siendo desconocido.

Asi, cabe preguntarse cdmo se consigue la robustez mecanisticamente hablando. La
robustez en los procesos de desarrollo se relaciona con la redundancia funcional entre genes,
tal y como se ha mencionado anteriormente, asegurando la estabilidad de los rasgos frente a las
perturbaciones (Wagner, 2007; Boukhibar and Barkoulas, 2016). Sin embargo, las bases de la
estabilidad no solo dependen de la redundancia funcional, sino que también de la distribucion
y conexidn entre las diferentes partes del sistema. De esta manera, varios componentes de un
sistema contribuyen al flujo de informacién y por tanto al funcionamiento del sistema, tal y
como ocurre en rutas metabdlicas o de desarrollo en las que existen bucles de retroalimentacion
o interconexién entre rutas de sefializacién. Asi mismo, la distribucién fenotipica también puede
explicarse por la variacién en la expresion génica entre individuos, expresion génica variable que

puede surgir de muchas perturbaciones diferentes (Boukhibar and Barkoulas, 2016).

Por tanto, sera interesante seguir estudiando a la familia DVL/RTFL y las rutas en las que
puedan estar participando para asi conocer el mecanismo por el cual aportan robustez al sistema
de desarrollo de la planta y si solo se basa en la redundancia funcional entre los diferentes
miembros de la familia para dar estabilidad al sistema o si pudiesen ser nodos conectados en

otras rutas celulares.
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Los péptidos DVL/RTFL participan en el crecimiento y desarrollo del tubo polinico, el

crecimiento distal de la célula, la dindmica de la pared celular o la morfogénesis via elongacion

celular

El andlisis transcriptdmico de los quintuples mutantes rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19 y dvii
dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19 llevado a cabo ha permitido conocer procesos en los que los genes
DVL/RTFL estaban actuando, quizd no de una manera evidente, pero si aportando robustez al
sistema. Entre todos estos procesos destacan la morfogénesis, como una categoria funcional
mas generalizada en la que se pueden incluir procesos como el crecimiento y desarrollo del tubo

polinico o el crecimiento distal de la célula (Figura 21 y Anexo Il).

La morfogénesis o desarrollo de la forma y estructura de las células vegetales depende en
gran medida del control adecuado de la direccion y extension de la expansion celular. Un modo
bien caracterizado de expansiéon celular en la planta es el crecimiento distal, en el que el
crecimiento de las células se limita a un solo punto de crecimiento y conduce a la formacién de
una célula de forma tubular. Tanto los tubos polinicos como los pelos radiculares presentan este
tipo de crecimiento unidimensional muy especializado, siendo este crecimiento polarizado en
ambos tipos celulares similar en varios aspectos. La organizacidon citoplasmatica es
caracteristica, con vesiculas de Golgi exocitéticas y elementos del reticulo endoplasmatico en el
apice, organulos mas grandes (cuerpos de Golgi, reticulo endoplasmatico y mitocondrias) en la
zona subapical y una vacuola central en crecimiento en la parte proximal de la célula. Existe
también un trafico acelerado de vesiculas de membrana que llevan material de membrana y
pared celular a la punta en crecimiento para la remodelacién continua de la pared. Por otro lado,
la morfogénesis normal del pelo radicular y del tubo polinico requiere de un citoesqueleto
funcional de microfilamentos de actina y microtubulos que aportan estabilidad estructural
controlando la direccion del crecimiento. Ademas, el crecimiento de cada célula estd asociado y
depende de una entrada continua en el dpice y un gradiente interno de iones reguladores entre
los que destaca el Ca?* por su participacién en la regulacién del citoesqueleto de actina y el
tréfico vesicular necesario para el crecimiento del apice de la célula (Figura 71A) (Schiefelbein

et al., 1993; Foreman and Dolan, 2001; Campanoni and Blatt, 2007; Qin and Yang, 2011).

Son muchos los genes que han demostrado participar en estos procesos de crecimiento
distal de la célula. Sin embargo, es improbable que los péptidos DVL/RTFL tengan un impacto
directo sobre la regulacién de la transcripcién de estos genes. Aun asi, si que podrian estar
actuando de alguna manera en las rutas génicas o procesos en los que participan estos genes

por lo que es interesante pararse a analizar los genes diferencialmente expresados en los
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quintuples mutantes dvl/rtfl analizados en el RNA-seq, y que destacaron por ser comunes a

varias de las categorias GO mas significativas (Tabla 3).
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Figura 71. Morfologia y representacion esquematica del crecimiento distal y polarizado de un tubo
polinico o un pelo radicular. A) Diagrama esquematico de la zona interna y elementos estructurales de
un tubo polinico o un pelo radicular en crecimiento. La célula en crecimiento muestra un gradiente
citoplasmatico de Ca?* centrado en la punta y una entrada continua Ca?*. La zona apical se caracteriza por
una acumulacion de vesiculas secretoras, la zona subapical rica en organulos esta seguida de la zona
nuclear y vacuolar. Los microtubulos y filamentos largos de actina se alinean a lo largo de la zona de
elongacién y se excluyen de la zona subapical y apical donde se acumulan microfilamentos cortos de
actina. B) DEGs del andlisis transcriptémico que participan en la remodelacion y estabilidad de la pared
celular (ANX2: ANXUR2, PICALM5A: PHOSPHATIDYLINOSITOL BINDING CLATHRIN ASSEMBLY PROTEIN 5A,
RALF4/19: RAPID ALKALINIZATION FACTOR 4/19, COBL10: COBRA-LIKE 10, AGP11: ARABINOGALACTAN
PROTEIN 11, SYP124: SYNTAXIN OF PLANTS 124. PMEIL1: PECTIN METHYLESTERASE INHIBITOR 1 y PME:
PECTIN METHYLESTERASE en una ampliacion de la pared celular). C) DEGs del analisis transcriptomico y
otros genes relacionados con la organizacidn del citoesqueleto de actina (recuadrados en azul) o con la
sefializacién de Ca?*(recuadrados en naranja) (PRK: POLLEN RECEPTOR-LIKE KINASES, RopGEF12: ROP
GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTOR 12, RIC1: ROP-INTERACTIVE CRIB MOTIF-CONTAINING
PROTEIN 1, CPK: CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASES ).

Estos DEGs participan en procesos de morfogénesis, crecimiento y desarrollo celular y

mas concretamente en el crecimiento unidireccional de la célula caracteristico del desarrollo y
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crecimiento del tubo polinico (Tabla 3), teniendo un papel concreto en alguno de los aspectos

que regulan el crecimiento polarizado de la célula descritos anteriormente (Figura 71).

En primer lugar, y relacionado con la estabilidad e integridad de la pared celular durante
el crecimiento unidireccional del tubo polinico, nos encontramos varios DEGs que participan en
esta dindmica de la pared (Figura 71B) como es PICALM5A (PHOSPHATIDYLINOSITOL BINDING
CLATHRIN ASSEMBLY PROTEIN 5A) que en combinacién con PICALM5B, muy cercano
filogenéticamente, es responsable de la localizacidn en el apice en crecimiento de la célula de
ANXUR2 (AT5G28680), una kinasa tipo receptor, que también aparece como diferencialmente
expresado en nuestro andlisis transcriptémico. Estas proteinas mantienen la integridad del tubo
polinico en Arabidopsis thaliana al actuar como adaptadores especificos durante la endocitosis
mediada por clatrina que tiene lugar en la region subapical de la membrana plasmatica del tubo
polinico para su rapida elongacidn (Muro et al., 2018). PICALM5A también puede relacionarse
con los resultados obtenidos en los mutantes dvi/rtfl en lo que la produccion de semillas se
refiere puesto que el doble mutante picalm5a picalm5b muestra una fertilidad reducida con una
produccién de semillas por silicua menor causada por la sobreacumulacién de las proteinas

ANXUR en la parte apical del tubo polinico (Muro et al., 2018).

Otros DEGs que aparecen en varias categorias GO en los quintuples mutantes y que
también tienen relacion con ANXUR2 controlando la composicién de la pared son RALF4 y
RALF19 (RAPID ALKALINIZATION FACTOR 4 y 19). Se ha demostrado como, en Arabidopsis
thaliana, el complejo receptor quinasa ANXUR/BUPS controla y mantiene el crecimiento del
tubo polinico en respuesta a la sefializacion de RALF4/19. Ademas, se ha demostrado que RALF4
induce la produccién de especies reactivas de oxigeno que estimulan el crecimiento del tubo
polinico, manteniendo su viabilidad. RALF4 tiene un papel generalizado en el desarrollo de la
pared celular en células con crecimiento distal que incluyen a los pelos radiculares al interactuar

con las proteinas LRX (Mecchia et al., 2017; Feng et al., 2019).

También encontramos a PMEI1 (PECTIN METHYLESTERASE INHIBITOR 1) que ha sido
identificado como un inhibidor de la actividad de pectina metilesterasas (PME) siendo la pectina
uno de los principales componentes estructurales de la pared celular vegetal que es secretada
en una forma metilesterificada y por consiguiente desesterificada por parte de las PME. En el
caso del tubo polinico, las pectinas esterificadas prevalecen en el vértice de los tubos polinicos
en crecimiento, donde la pared celular debe expandirse. Por el contrario, las regiones laterales
de la pared celular contienen principalmente pectinas desesterificadas. Asi, varias PME se
coexpresan con diferentes PMEI para regular la estabilidad de la pared celular en la punta del

tubo polinico (Raiola et al., 2004; Réckel et al., 2008).
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Por su lado, COBL10 (COBRA-LIKE PROTEIN 10 PRECURSOR) codifica una proteina
glicosilfosfatidilinositol (GPl)-anclada localizada en la membrana plasmatica apical del tubo
polinico afectando a la cubierta de pectina y las microfibrillas de celulosa claves para la
estructura de la pared celular, desempefiando también un papel fundamental en las
comunicaciones célula-célula en las plantas (Li et al., 2013). AGP11 (ARABINOGALACTAN
PROTEIN 11), un proteoglicano de la pared celular que junto con AGP6, participa en multiples
rutas de sefalizacion involucradas en la remodelacidn de la membrana plasmatica mediada por
endocitosis durante el desarrollo del polen, mostrando asi la importancia del trafico endosomal

en la regulacion de la fisiologia de la pared (Costa et al., 2013).

Por dltimo, encontramos en este apartado de dinamica de pared celular a SYP124
(SYNTAXIN OF PLANTS 124), concentrada en la membrana plasmatica de las regiones apicales y
subapicales del tubo polinico, participando en el transporte y trafico de materiales de membrana
a la zona apical de elongacidn, donde su polaridad se establece cuando se forma el gradiente de
Ca?" en la germinacién del polen tras la polinizacién. Mientras que SYP124 se localiza en la regidn
apical del tubo polinico, se ha visto como otro miembro de su familia, SYP123, se localiza en la
misma regién apical pero de los pelos radiculares, permitiendo la elongacion de los mismos

(Ichikawa et al., 2015).

Por otro lado, y mas relacionados con los gradientes y entrada de Ca?* necesarios para la
elongacion unidimensional del tubo polinico, encontramos a varios miembros de una misma
familia génica, los CPK (CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASES) capaces de activar y regular
proteinas diana de manera directa cuando reciben sefiales de Ca®* (Shi et al., 2018).
Concretamente, CPK17 y CPK34, localizados en la membrana plasmatica, transducen las sefiales
de Ca% para mantener la tasa de crecimiento del tubo polinico y facilitar la respuesta a las
sefiales de tropismo con el fin de alcanzar el évulo. Asi podrian estar promoviendo algin aspecto
del crecimiento de la punta, como el trdfico de membranas o cambios dindmicos en el
citoesqueleto (Myers et al., 2009). Por su parte, CPK24, también localizado en la membrana, estd
involucrado en la regulacién de los canales de K* dependiente de Ca?* actuando como regulador

negativo de la elongacién del tubo polinico (Zhao et al., 2013) (Figura 71C).

Por ultimo, destacamos los DEGs mas relacionados con la organizacién del citoesqueleto
de actina donde encontramos diferencialmente expresados 3 genes pertenecientes a la misma
familia: PRK2, PRK4 y PRK5 (POLLEN RECEPTOR-LIKE KINASES), que codifican proteinas
transmembrana. Asi, PRK4 y PRK5 interaccionan con NET2A y dicha conexién actua como
plataforma para la transduccién de sefiales extracelulares al citoesqueleto de actina en el apice

del tubo, logrando asi un crecimiento polarizado de esta célula durante la fertilizacidn (Duckney
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et al., 2017). Por su parte, PRK2 ha demostrado actuar como regulador positivo de la ruta de
sefializacion ROP1 (Rho-like small GTPase from plant) activando RopGEF1 y promoviendo el
crecimiento polarizado del tubo polinico a través de rutas dependientes de la actina y del Ca?*.
Las proteinas ROP controlan el crecimiento polarizado de la célula y juegan un papel en muchos
procesos del desarrollo como son el crecimiento del tubo polinico y los pelos radiculares, asi
como la morfogénesis de células de pavimento o respuestas de la planta a ABA y auxinas.(Chang

et al., 2013).

Relacionado con estos DEGs anteriores, también apareci6 como diferencialmente
expresado RopGEF12 (ROP GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTOR 12). Se ha demostrado
gue RopGEF12 interacciona con PRK2 y que, junto con otra PRK, PRK6, juegan un papel crucial
en el crecimiento polarizado de los tubos polinicos (Yu et al., 2018). Asi mismo encontramos a
RIC1 (ROP-INTERACTIVE CRIB MOTIF-CONTAINING PROTEIN 1) que contribuye en la dindmica y
abundancia de la F-actina del citoesqueleto de los apices y subapices del tubo polinico (Zhou et
al., 2015). Ademas, RIC1 ha demostrado, junto con ROP6, regular la asociacion de la clatrina con
la membrana plasmdatica mediando la endocitosis durante el desarrollo de las raices (Chen et al.,

2012).

Con estos ejemplos vemos que los procesos relacionados con la estabilidad de la pared
celular, la sefializacién mediada por Ca®* o la organizacidn del citoesqueleto de actina estdn
altamente interconectados, por lo que no es de extrafiar que alguno de estos genes esté
relacionado con varios de estos procesos en su funcién de regulacion del crecimiento
unidireccional de la célula. Aunque muchos de estos genes sean especificos del polen, se ha
denotado como otros miembros de sus familias génicas o del resto de elementos que participan
en sus rutas de actuacion también regulan otros procesos de crecimiento polarizado de la célula

como es el que tiene lugar en los pelos radiculares.

En todos los casos, se ha visto como los genes DVL/RTFL estarian promoviendo la
actuacién de estos genes puesto que el analisis transcriptémico mostré como en los quintuples
mutantes rtfl9 dvl8 dvill rtfl11 dvi19 y dvi1 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 estos genes estaban
diferencialmente expresados a la baja (Anexo Il). Sin embargo, estos datos transcriptémicos no
nos dan una idea del mecanismo molecular por el cual los genes DVL/RTFL estarian participando
en estas rutas, pero si que la pérdida parcial de su funcién implica la desregulacién de muchos
actores importantes en los procesos de elongacién polarizada del tubo polinico y, dado que
parecen afectar a varios componentes funcionales del proceso, podrian estar aguas arriba de
todo ello, promoviendo el crecimiento. Ademas, los genes DVL/RTFL probablemente no estén

directamente implicados en las rutas génicas que regulan el crecimiento del tubo polinico
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exclusivamente, si no que estén participando en otros procesos de crecimiento distal de la célula
y por tanto en muchos procesos de elongacién celular polarizada generales necesarios para la

morfogénesis de la planta, aportando probablemente robustez al sistema.

Puesto que no hemos llegado a conocer el mecanismo exacto por el que estarian
actuando los genes DVL/RTFL, ademas de que resulta llamativo el efecto tan generalizado de los
genes DVL/RTFL en el proceso de elongacién del tubo polinico a nivel transcriptémico en
comparacién con los efectos tan sutiles en los fenotipos, seria muy interesante estudiar en
detalle y con técnicas avanzadas de biologia celular el comportamiento de las membranas
plasmaticas o la organizacién del citoesqueleto en los tubos polinicos o pelos radiculares y su
dinamica, asi como el posible mecanismo por el cual podrian aportar estabilidad o robustez al

sistema en estos procesos de elongacidn polarizada de la célula.

Los datos transcriptémicos han resultado ser muy sélidos a la hora de proponer la
participacion de los genes DVL/RTFL en los procesos de elongacion del tubo polinico y los pelos
radiculares a pesar de que las muestras con las que se hizo el RNA-seq eran de inflorescencias y
flores en antesis y no de tubos polinicos en si. Esto puede dar idea de que estos procesos de
crecimiento y desarrollo del tubo polinico podrian estar ya preprogramados en los granos de
polen para que una vez germinados, el tubo polinico se desarrolle correctamente. O bien, y mas
acorde a nuestra hipodtesis, que los genes DVL/RTFL no solo participen en los procesos de
desarrollo del tubo polinico, si no en procesos mas generales de elongacion. Asi, llevar a cabo
analisis de tamafio de otras células como las que conforman los pétalos o los sépalos, nos podria
dar idea de la implicacion de los genes DVL/RTFL en muchos procesos de elongacion que tienen

lugar en las células vegetales y que permiten un correcto desarrollo de la planta.

Paralelamente al analisis transcriptémico de los quintuples mutantes rtfl9 dvi8 dvi11
rtfli1 dvl19 y dvil dvil8 dvi1l rtfl11 dvi19, se llevd a cabo un RNA-seq con dos lineas
sobreexpresoras, dvl1-1D y 355:DVL8. Puesto que las lineas sobreexpresoras tenian un fenotipo
mucho mas evidente morfoldégicamente, esperariamos un efecto mayor en el transcriptoma
aportandonos informacién adicional acerca de la funcién de la familia DVL/RTFL. Ademas,
esperariamos que los procesos que se encontraban regulados al alza en los mutantes avi/rtfl

tendrian un comportamiento contrario en las lineas sobreexpresoras.

Los resultados fueron un poco sorprendentes por varias razones: 1) los DEGs en la linea
dv/1-1D eran muchos mas que en el caso de la linea 355:DVL8, 2) hay muy pocos DEGs comunes
a ambas lineas sobreeexpresoras (Figura 22) y 3) los DEGs no estaban desregulados en direccion

opuesta a la causada por la pérdida de funcidn, si no en la misma (Anexo IV).
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El hecho de encontrar mas DEGs en el caso de la linea dv/1-1D podria estar reflejando los
diferentes efectos de aumentar la expresidon de DVL1 mediante la insercién de un elemento
potenciador (4x35S) en la regidon del promotor endégeno de DVL1 a diferencia de estar
expresando DVL8 de manera mds generalizada o amplia con un promotor 35S como ocurre en
la linea 35S:DVL8. Ademas, también podria relacionarse con el posible grado de especificidad
funcional de estos dos péptidos DVL pertenecientes a diferentes clados de la familia génica. Por
otro lado, mientras que los resultados de las tres réplicas de dvl1-1D se agrupan muy bien, las
réplicas de 35S:DVL8 no son tan consistentes y una de ellas tiene una cierta desviacién con
respecto a las otras, lo que podria explicar que no aparezcan tantos DEGs en esta linea

simplemente por motivos estadisticos.

Ademas, dentro de los DEGs en la linea dvl/1-1D con respecto a la silvestre encontramos
muy pocos DEGs comunes al quintuple mutante dvi1 dvi8 dvlll rtfl11 dvi19, clasificados
mayoritariamente en categorias GO relacionadas con respuesta a diferentes estimulos y con
pocas coincidencias con las enriquecidas en los mutantes, mientras que en la sobreexpresion de
DVL8 si que encontramos genes comunes a ambos quintuples mutantes dvi/rtfl y que ademas
tenian un efecto sobre la regulacidon de genes relacionados con el desarrollo y crecimiento del
tubo polinico, el crecimiento distal de la célula y la diferenciacidn celular, que era lo esperable
teniendo en cuenta los resultados del analisis de los mutantes (Anexo IV, Anexo V y Anexo VI).
Esto vuelve a apoyar la idea que, aunque puedan estar trabajando de una manera altamente
redundante en ciertos procesos, los diferentes péptidos DVL/RTFL podrian estar participando en

procesos biolégicos especificos.

Dentro de los DEGs comunes a ambas lineas sobreexpresoras solo se encontraron 33
términos (Figura 22 y Anexo lll). Estos DEGs comunes estaban enriquecidos en categorias GO
relacionadas con respuestas a estrés oxidativo, aunque en primera instancia no pareciesen estar
relacionados con los procesos de desarrollo del tubo polinico, crecimiento distal de la célula o
morfogénesis anteriormente descritos. Sin embargo, si nos fijamos en los genes de manera
individualizada, si se encuentra una cierta relacion. Asi aparecen tres factores de transcripcion:
dos miembros de la familia TCP (TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA Y PCF), TCP1y TCP4; y ZAT7.
Los miembros de la familia TCP juegan papeles esenciales en el crecimiento y desarrollo de la
planta al influir en la proliferacion, expansion y crecimiento celular (Li et al., 2019). Diferentes
estudios han sugerido que TCP1 esta involucrado en la regulacidn de la simetria de los érganos
florales y que se trata de un regulador positivo en el mecanismo de biosintesis de
brasinoesteroides que permiten un crecimiento y desarrollo normal de la planta (Guo et al.,

2012). Por su parte, TCP4 integra la respuesta de las auxinas al circuito molecular dependiente
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de brasinoesteroides que promueve la elongacidn celular en los hipocdtilos de Arabidopsis
thaliana. Asi la funcién de los TCP estd conectada a la respuesta hormonal durante la
morfogénesis celular para promover la elongacidn celular (Challa et al., 2016). Por su parte,
ZAT7, miembro de la familia de factores de transcripcidn Zinc-Finger tipo C2H2, regula
negativamente el crecimiento en respuesta al estrés abiético (Xie et al., 2019). Otros de los DEGs
comunes a las dos lineas sobreexpresoras estan involucrados en la morfogénesis celular con

funciones de desarrollo y remodelacion de la pared celular como son LRX3, TCH4 o BFRUCT1.

El ultimo aspecto sorprendente del analisis transcriptémico es que la sobreexpresion de
los genes DVL en las lineas dv/1-1D y 355:DVL8 cambia la respuesta transcripcional de muchos
de los DEGs en el mismo sentido que lo hace la pérdida de funcidn en los quintuples mutantes
(Anexo IV y Anexo V), algo completamente diferente a lo esperado, que era que la
sobreexpresién y la pérdida de funcidon de un gen causaran fenotipos opuestos, siendo comun
encontrar ejemplos de este fendmeno. Sin embargo, es posible encontrar casos en los que la
sobreexpresion de un gen silvestre cause fenotipos idénticos o similares a los de la pérdida de
funcién, aunque con mucha menor frecuencia. Asi encontramos ejemplos, normalmente con
proteinas que forman parte de complejos multiproteicos, en los que el exceso de alguno de los
componentes altera la estequiometria o interfiere de alguna manera con el correcto
funcionamiento de la proteina o de su complejo (Prelich, 2012). Un ejemplo de esto es el caso
de la sobreexpresién de los pares de histonas de levaduras SPT5, SPT6 o SPT16, en el que cada
uno provoca los mismos fenotipos relacionados con la transcripcién que los provocados por las

mutaciones de pérdida de funcién de esos genes (Clark-Adams et al., 1988; Prelich, 2012).

Asi, el efecto de la sobreexpresiéon de los genes DVL/RTFL podria ser similar al de un
dominante negativo, quiza por producir una saturacion o alteracién de la estequiometria de
algunos complejos moleculares que median su actividad, por lo que al menos una parte de los
defectos fenotipicos observados en las lineas sobreexpresoras podrian ser debidos a su
interferencia en parte de los procesos en los que participan los péptidos DVL/RTFL. Por tanto,
para explorar esta posibilidad y obtener mas informacion sobre los mecanismos moleculares
que subyacen a la funcién DVL/RTFL, la identificacidn de las proteinas que interactian con estos

péptidos en la membrana u otras ubicaciones subcelulares cobra una especial relevancia.

Por otro lado, si la traduccion de los mRNA fuera uniforme, un analisis protedmico deberia
ser muy similar a la transcriptomica, pero esto no es asi normalmente. Un analisis
proteotranscriptémico permitiria estudiar los mecanismos que pudiese haber detras de la
funcion de los péptidos DVL/RTFL, proporcionando informacion sobre un nuevo posible nivel de

regulacién al encontrar diferencias o similitudes entre ambos perfiles.
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Tras llevar a cabo el analisis diferencial de proteinas en el décuple mutante dvi3 dvi5 dvl6
dvil dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19, destaca, en primer lugar, el hecho de no encontrar
coincidencias entre los perfiles transcriptémico y protedémico del décuple mutante dvi/rtfl y los
quintuples mutantes analizados en el RNA-seq (Anexo VII). En el caso de la linea sobreexpresora
dvl1-1D solo se encuentran 13 elementos diferencialmente expresados y anotados en ambos
analisis (Anexo IX) y para la linea 355:DVL8 solo 4 proteinas o genes comunes anotados (Anexo
Xl). Esta falta de correlacidn entre los datos transcriptomicos y protedmicos nos dice que pueden
existir diferencias bioldgicas entre los procesos de transcripcion y traduccidon como pueden ser
modificaciones postraduccionales, interacciones con proteinas alostéricas o eventos de
procesamiento protedliticos. Sin embargo, también puede explicarse desde el punto de vista
experimental por fallos en el disefio e interpretacion de los datos, asi como limitaciones
tecnolégicas que hacen que los niveles de sensibilidad no sean perfectamente comparables

contribuyendo a las diferencias observadas (Hegde et al., 2003).

Tal y como ocurre en el RNA-seq, la sobreexpresiéon de los genes DVL en las lineas dv/1-1D
y 355:DVL8 cambia la respuesta de la mayoria de las proteinas diferencialmente expresadas en
el mismo sentido que lo hace la pérdida de funcidn en el multiple mutante (Anexo XllI). Asi
mismo, al comparar las 3 listas de proteinas diferencialmente expresadas obtenidas en el analisis

del décuple mutante y las lineas sobreepresoras dv/1-1D y 355:DVL8 comparadas con la linea

silvestre, son muy pocos los términos comunes a las tres listas (Figura 27).

Tras analizar las categorias GO relacionadas con procesos bioldgicos si que se pueden
destacar procesos significativamente alterados en el analisis protedmico como son el
ensamblaje de la pared del polen, morfogénesis de componentes celulares, ensamblaje de
componentes celulares involucrados en morfogénesis, proceso metabdlico de pequenas
moléculas y otros procesos catabdlicos y metabdlicos (Anexo Xlll). Aunque puede parecer que
la pared del polen no esté directamente relacionada con los procesos del elongacién del tubo
polinico que se destacaron en los procesos transcriptémicos, si que podria ocurrir que, si los
granos de polen no se forman correctamente, esto esté afectando a su germinacién y la

elongacion del tubo.

Aun asi, si se puede destacar alguno de los genes pertenecientes a las categorias GO
anteriormente destacadas en el analisis diferencial de proteinas y que tendria una relacién mas
directa con el andlisis transcriptomico como es el caso de CEL1 (CELLULASE 1), con un papel
importante en la expansién y elongacidn celular necesaria para el desarrollo de los diferentes
tejidos de la planta. Asi se ha demostrado como CEL1 se localiza en las paredes celulares de los

tejidos jovenes en expansion participando en el proceso de biosintesis de la celulosa (Shani et
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al., 2006). Durante la expansion celular, la pared estd metabdlicamente activa, explicando asi
como muchos procesos de biosintesis, metabdlicos, catabdlicos y de transporte de diferentes

compuestos estdn significativamente alterados en este analisis protedmico.

También encontramos otra proteina comun a las tres comparaciones llevadas a cabo en
el analisis protedmico, DCP1 (DECAPPING 1), que aunque participa en procesos de renovacion
del mRNA y quizas no parezca tan relacionado con los procesos anteriormente descritos, se ha
visto que tiene un papel en el desarrollo post-embridnico de Arabidopsis y, mas concretamente,
en la correcta formacion de los pelos radiculares o la morfologia de las células epidérmicas
(lwasaki et al., 2007). Ademas, resultados previos obtenidos en el laboratorio que muestran una
expresion de los genes DVL8 y DVL11 en dominios espaciales muy diferentes de donde tiene
lugar la acumulacién de los péptidos, dan una idea de que o bien el mMRNA o el péptido puede
estar experimentando un transporte intercelular activo (Primo, 2013), para el cual procesos
como el procesamiento del RNA o el transporte de proteinas, que si aparecen como

significativamente alterados en el décuple mutante (Figura 24), serian importantes.

En nuestro caso, el analisis proteotranscriptomico llevado a cabo no ha permitido tener
una nocién mas clara del papel de los péptidos DVL/RTFL y todavia estamos lejos de comprender
los mecanismos moleculares, el modo de accién y los procesos precisos en los que los péptidos
DVL/RTFL pueden tener una funcidn relevante, si bien es cierto que se ha visto como los péptidos
DVL/RTFL pueden estar aportando robustez a los procesos de elongacidn celular al prevenir,
quiza, un crecimiento descoordinado o la falta de uniformidad en las respuestas que provocan
las modificaciones en la pared celular. En este punto, sigue siendo completamente desconocido
cdmo los péptidos DVL/RTFL pueden participar en estos procesos e incluso si son biolégicamente
relevantes. Asi, seria crucial encontrar moléculas que interactien y que puedan arrojar algo de

luz sobre estas supuestas funciones y los mecanismos involucrados.

Los péptidos DVL/RTFL se asocian a la membrana plasmatica, localizacidn celular donde

interaccionan con otras proteinas

Estudios previos han mostrado que los péptidos DVL/RTFL se encuentran en el interior
celular asociados a la membrana plasmatica y que su localizacion aqui resulta ser esencial para
su funcion molecular. Ademas, no poseen ni un dominio transmembrana ni sefializador
facilmente identificable, por lo que es probable que estos péptidos necesiten interactuar con
otros componentes de membrana para ejercer su funcion (Narita et al., 2004; Wen and Walker,
2006; Yamaguchi and Tsukaya, 2006; lkeuchi et al., 2011). En el laboratorio ya se habian

realizado experimentos para determinar qué tipo de asociacion presentaban los péptidos DVL
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(en concreto DVL11) con la membrana plasmatica, concluyendo que el péptido DVL11 no se
trata de una proteina claramente integral de membrana ni estd unida covalentemente a ésta.
Sin embargo, no se pudo determinar si DVL11 se encontraba parcialmente unido a la membrana

plasmatica o tenia afinidad hacia algin elemento de ésta (Figura 37) (Primo, 2013).

En este trabajo, hemos realizado estudios de topologia de membrana para intentar
completar y actualizar los descritos anteriormente. Asi, hemos corroborado en un sistema
experimental nuevo y mas cercano a la situacidn in vivo (células de rifidn) que tanto los péptidos
DVL1y DVL11 completos como sus dominios conservados no se insertan en la membrana (Figura
40). Ademas, un ensayo complementario en el que se anadid un sitio de glicosilacién muy
cercano a la secuencia a testear nos ha permitido confirmar que, aunque los péptidos DVL no se
integran en la membrana plasmatica, si que estan asociados a la misma a través de su interfase
(Figura 42). Por tanto, descartamos que los péptidos DVL/RTFL sean proteinas integrales de
membrana, aunque si que podrian estar unidos a proteinas transmembrana o unidos
directamente a la bicapa lipidica electrostaticamente. Asi mismo, no descartamos que se trate
de proteinas periféricas de membrana, asocidndose a ésta mediante secuencias aminoacidicas
cortas o lipidos (Figura 72). Todas estas posibilidades concuerdan con los resultados obtenidos
y con su asociacion intima con la membrana plasmatica. Sin embargo, el mecanismo preciso de

asociacion de los péptidos DVL/RTFL con la membrana plasmatica sigue siendo desconocido.

Proteina GPI-anclada

Proteina periférica de membrana

y /

%
‘ Proteinas integrales
de membrana

Protefnas periféricas /
de membrana

Figura 72. Interacciones de las proteinas de membrana con la bicapa lipidica. A) Proteinas integrales de
membrana con una o mas hélices transmembrana. B) Proteinas periféricas de membrana unidas no
covalentemente a las cabezas de los grupos polares de la bicapa lipidica y/o a una proteina integral de
membrana. C) Proteinas ancladas a lipidos unidas covalentemente a un grupo lipidico con residuos en la
membrana o a una secuencia terminal corta de aminodcidos hidrofébicos. Imagen adaptada de Karp,
2010.

Volviendo a la participacion de los péptidos DVL/RTFL en los procesos de expansion y
elongacion celular direccional en los que tan importantes resultan los microtubulos y filamentos

de actina que componen el citoesqueleto (Figura 71A), cabe destacar la importancia de
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proteinas que permitan la unién entre los microtibulos y microfilamentos con la membrana
plasmatica para su correcta organizacién (Gardiner et al., 2001; Wasteneys and Galway, 2003).
Ademas, se cree que este mecanismo de unién entre microtdbulos y membrana plasmatica
involucra a mds de una proteina y aunque se han descrito ejemplos de proteinas transmembrana
qgue se unen a los microtubulos como es el caso de las fosfolipasas D (Gardiner et al., 2001) o
proteinas glicosilfosfatidilinositol (GPl)-ancladas como son las COBRA (Wasteneys and Galway,
2003; Li et al., 2013), puede que los péptidos DVL/RTFL, a través de su asociacidn con la
membrana plasmadtica y otras proteinas, participen en la organizacidn del citoesqueleto que
permite el crecimiento unidireccional de la célula. Por ello, validar las posibles interacciones de
estos péptidos DVL/RTFL con algunas de las proteinas identificadas en el escrutinio de doble

hibrido es crucial para comprender su mecanismo de accién.

Por otro lado, y como ya se comenté en la introduccidn, los péptidos pequefios tienen un
papel importante en el desarrollo de la planta a través de la comunicacion célula a célula. Asi,
en esta sefializacién serdn importantes proteinas que estén asociadas a la cara intracelular de la
membrana plasmatica que reciban la informacién transmitida por otras que se encuentren en
la superficie de la membrana (Casey, 1995). Ademas, estudios llevados a cabo previamente en
el laboratorio sugieren que los péptidos DVL/RTFL (o sus mRNA) podrian estar experimentando
un transporte intercelular activo, indicando su posible funcidon como péptidos o moléculas senal
(Primo, 2013). Por tanto, la capacidad de los péptidos DVL/RTFL para atravesar la membranay
asociarse a la interfase de ésta podria permitir que llevasen a cabo esta funcion como factores
de sefializacién o sefiales posicionales, aunque el mecanismo molecular mediante el cual lo

hacen sigue sin conocerse con exactitud.

Puesto que los péptidos DVL/RTFL no tienen caracteristicas de secuencia que permitan
deducir su funcién molecular, asi como su mecanismo de asociacién con la membrana, lo mas
probable es que necesiten interactuar de algin modo con otras proteinas, tanto para llevar a
cabo su funcién como para asociarse con la membrana plasmatica. A partir del ensayo de doble
hibrido de levadura llevado a cabo con anterioridad ya se habian identificado posibles
interactores de DVL1 y DVL11, seleccionando aquellas proteinas candidatas prometedoras
(Tabla 6 y Tabla 7) cuya interaccién con DVL1 o DVL11 confirmariamos in planta (Figura 43 y
Figura 44). Teniendo en cuenta que los péptidos DVL/RTFL estarian asociados a la interfase de
la membrana plasmatica, ademas de estar relacionados con procesos de elongacion celular
como son los que tienen lugar en los tubos polinicos o pelos radiculares, es interesante discutir

la funcién de alguno de estos interactores confirmados.
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De estas proteinas, algunas se pueden relacionar directamente con los mecanismos de
elongacion celular como es el caso de la KIN13A (KINESIN 13 A) (AT3G16630), que ha
demostrado limitar la expansion y el tamafio celular en Arabidopsis thaliana, ademds de influir
en la depolimerizaciéon de microtibulos y la movilidad y distribuciéon del aparato de Golgi, asi

como en la estructura de la pared celular (Fujikura et al., 2014).

Por otro lado, la elongacién celular en las plantas esta regulada por reguladores internos
del crecimiento como son los brasinoesteroides. Asi, podemos destacar a BSK6
(BRASSINOSTEROID SIGNALING KINASE 6) (AT3G54030), asociado a la membrana plasmatica,
que participa de manera redundante junto con otros miembros de su familia en la ruta de
sefalizacion de los brasinoesteroides, hormonas claves en la regulacion de multiples procesos
fisiolégicos y del desarrollo de la planta como son la proliferacidon celular o la fertilidad
masculina. Asi, multiples mutantes bsk presentan un crecimiento y desarrollo de la planta
alterado con un tamafio de hojas de roseta mds reducido y hojas con mayor curvatura
(Sreeramulu et al., 2013), fenotipos similares en algunos aspectos a los de la sobreexpresion
DVL/RTFL. Ademas, y relacionado con el andlisis transcriptémico llevado a cabo, se ha visto como
los miembros de la familia TCP desarrollan su funcién en los procesos de morfogénesis y

elongacion celular a través de rutas dependientes de brasinoesteroides (Challa et al., 2016).

Por otra parte, algunas de estas proteinas interactoras han demostrado tener relacion con
el proceso de desarrollo del tubo polinico tras analisis transcriptomicos realizados, como es el
caso de AT3G07820, significativamente alterado durante la germinacion del polen y el
crecimiento del tubo polinico (Wang et al., 2008) y relacionado con en el desarrollo de la intina
de la pared del polen, similar a la pared celular primaria en plantas (Huang et al., 2008; Jiang et
al., 2013). También, estudios de interaccion mediante un ensayo de doble hibrido de levadura
con AGP11 (Costa et al., 2013), desatacado en nuestro RNA-seq por su papel como proteoglicano
de la pared celular, ha destacado como posibles interactores de éste a VDAC3 (VOLTAGE
DEPENDENT ANION CHANNEL 3) (AT5G15090), que regula el transporte de metabolitos entre la
mitocondria y el citoplasma y ha demostrado tener relacién con la respuesta a estrés oxidativo
(Kanwar et al., 2022) ademas de participar en el crecimiento de la raiz en respuesta a déficit de
nutrientes (Bouain et al, 2019), o a UBQ10 (POLYUBIQUITIN 10) (AT4G05320),
constitutivamente expresado en Arabidopsis, que modifica postraduccionalmente las proteinas

para su degradacion (Callis, 2014).

Otro de los interactores de DVL1 y que podriamos relacionar con la posible funcion
sefializadora de los péptidos DVL/RTFL es SRC2 (SOYBEAN GENE REGULATED BY COLD-2)

(AT1G09070) que participa en la producciéon de especies reactivas del oxigeno en una via
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dependiente de Ca?* en respuesta a estrés por frio (Kawarazaki et al., 2013), ademas de estar
implicado en procesos de comunicacién célula a célula. SRC2 es una proteina localizada en el
reticulo endoplasmatico del interior celular que se asocia con elementos de la membrana
plasmatica en contacto con el exterior celular, entre ellos SYT1 (Ho et al., 2016), que aunque no

confirmé in planta su interaccion con DVL11, era uno de los candidatos a testear.

A su vez, encontramos otros interactores mas relacionados con el ciclo celular como es el
caso de PROLIFERA (AT4G02060), miembro del complejo de mantenimiento de
minicromosomas (MCM) que se expresa coordinadamente durante el desarrollo y abunda en
tejidos proliferativos, con un papel en la replicacién del DNA dependiente del ciclo celular, y con
una localizacién mayoritariamente nuclear que solo se dispersa en células mitéticas (Shultz et
al.,, 2009), lo que puede explicar los resultados obtenidos en nuestra BiFC en los cuales
encontamos sefal en la interaccién DVL11-PROLIFERA tanto en la membrana plasmatica como
en el nucleo (Figura 44). Su papel en la replicaciéon del DNA también ha demostrado ser

importante en el desarrollo del polen (Long et al., 2019).

Dentro de los interactores de ciclo celular cabe destacar, por ultimo, a CDC48 (CELL
DIVISION CYCLE 48) (AT3G09840), que ha mostrado tener un especial interés en este trabajo por
su implicacién en la divisién, expansién y diferenciacion celular en plantas, con efectos en
multiples procesos de desarrollo de la planta como era la expansion celular de la raiz o el
crecimiento de los pelos radiculares y el desarrollo y elongacidn del tubo polinico (Figura 45 y
Figura 46, Park et al., 2008). Todo esto hace que correlacionar las funciones de CDC48 con las
de los péptidos DVL/RTFL, asi como determinar si su modo de actuacion podria estar

interconectado, sea un objetivo importante.

CDC48 es una proteina altamente conservada perteneciente a la familia AAA-ATPasas y
dependiente de ubiquitina que juega un papel central en la ruta de degradacién de proteinas
intracelular via 26S proteasoma o ubiquitin-proteasoma, regulando la homeostasis proteica.
CDC48 interactua con una red de cofactores especificos para formar un complejo hexdmero
siendo necesaria para numerosos procesos celulares independientes como son la degradacién
asociada al reticulo endoplasmico, a las mitocondrias, a la cromatina y de proteinas nucleares.
Para ello, reconoce y segrega sustratos ubiquitinados mal plegados de cada estructura celulary
los transloca al citoplasma o al nucleo para su posterior degradacién proteosomal (Li et al.,

2022).

Visto que DVL1 interacciona con CDC48 en el nucleo y en la membrana plasmatica y que

las funciones de CDC48 podrian estar relacionadas con las de los péptidos DVL/RTFL, seria
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interesante llegar a conocer el modo de actuacion de los DVL/RTFL y si éstos podrian estar
participando en las vias de degradacidon de proteinas en las que participa CDC48, quiz3,
degradando o protegiendo de la degradacién a aquellas proteinas que habiamos destacado en
el analisis transcriptomico y que estaban relacionadas con los procesos de elongacion celular via
reorganizacion del citoesqueleto, remodelacién de la pared celular, trafico vesicular o la
sefializacién mediada por Ca%. De esta manera, si los péptidos DVL/RTFL estuviesen evitando la
degradacion de estas proteinas por parte de CDC48, estaria favoreciendo los procesos de
elongacion celular, quiza no directamente, pero si aportando estabilidad al sistema, de manera
qgue cuando los péptidos DVL/RTFL no estan en la ecuacién, hay una mayor dispersién en las
respuestas. Puesto que CDC48 tiene una localizacién muy generalizada tanto en la planta como
en la célula, no es de extrafiar que los péptidos DVL/RTFL puedan estar controlando varios

procesos en varias localizaciones de la planta.

Sin embargo, los analisis preliminares realizados para intentar caracterizar la interaccién
DVL1-CDC48, tanto a nivel funcional como a nivel de localizacidn, no arrojaron pistas acerca de
la posible relacion, mas alla de la interaccidn, existente entre los péptidos DVL/RTFL y CDC48.
No obstante, conseguir generar unas lineas inducibles que nos permitan interrumpir la actividad
de CDC48 en diferentes etapas del desarrollo en plantas mutantes dvi/rtfl asi como en plantas
sobreexpresoras parece un objetivo muy interesante que nos daria pistas acerca relacién

funcional existente entre DVL1 y CDC48, asi como el mecanismo de accién entre ellos.

Estudiar la relacién que existe entre los mecanismos de accién de todos estos interactores
y los péptidos DVL/RTFL puede ayudarnos a tener una idea mas clara del papel concreto de los
péptidos DVL/RTFL en estos procesos de elongacién celular y asi determinar su mecanismo de
accion y si éste tiene lugar a través de estas proteinas. Aun asi, si que hemos conseguido
relacionar a los interactores de DVL1 y DVL11 con los procesos de crecimiento y desarrollo del
tubo polinico, crecimiento distal de la célula, dinamica de la pared celular o la morfogénesis

destacados en los analisis transcriptomico y protedmico llevados a cabo en este trabajo.

¢Qué importancia puede tener la capacidad de dimerizacién de los péptidos DVL para su

funcion?

Los ensayos de topologia de membrana llevados a cabo (Figura 40 y Figura 42), asi como
el ensayo de BiFC realizado para comprobar la posible interaccion entre DVL1-DVL11 (Figura 44),
ha permitido determinar que los péptidos DVL son capaces de formar homodimeros vy
heterodimeros entre si. Ademas, esta capacidad de dimerizacion parece residir en el dominio

funcional DVL/RTFL.
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La dimerizacidon y oligomerizacién de proteinas es una propiedad fisica comun entre las
proteinas y contribuye a numerosos procesos celulares, aportando estabilidad, incrementando
la actividad funcional al aumentar la concentracidn de sitios activos, facilitando un aumento de
la concentracion local de moléculas, transmitiendo sefiales o canalizando reactivos a través de
las membranas, ampliando, ademas, las oportunidades de regulacién (Marianayagam et al.,
2004). Asi, los péptidos DVL/RTFL podrian formar parte de estas proteinas que forman dimeros

para desarrollar su funcion.

La dimerizacién puede, ademas, aportar un mecanismo por el cual agrupar componentes
de sefializacién aguas abajo y por tanto aumentar la sefalizacidon o por el cual permitir la
comunicacion cruzada con el receptor (Marianayagam et al., 2004). Parece que los péptidos
DVL/RTFL estan influyendo, aguas arriba, en multiples genes que participan en el crecimiento
unidimensional de la célula, en procesos como son la organizacién del citoesqueleto y el
citoplasma, la sefializacién por calcio o el transporte de materiales para la remodelacién
continua de la pared celular; procesos que, a su vez, estan interconectados entre si. Por tanto,
los péptidos DVL/RTFL podrian formar dimeros para agrupar a varios de componentes

involucrados en el proceso de elongacidn celular en el que parecen estar funcionado.

El estudio del homdlogo DVL en Marchantia polymorpha permite confirmar su

conservacion funcional en procesos de morfogénesis aportando robustez al sistema

Marchantia polymorpha es en principio un sistema ideal para el estudio funcional y
evolutivo de los péptidos DVL/RTFL debido a que presenta un Unico paralogo DVL/RTFL, MpDVL,

en contraposicion a los 24 miembros presentes en Arabidopsis thaliana (Guo et al., 2015).

Tras confirmar que la sobreexpresidon de MpDVL en Arabidopsis thaliana daba lugar a los
fenotipos de sobreexpresion tan caracteristicos de los genes enddgenos en esta especie en lo
que a la morfologia de las hojas de roseta, inflorescencias, y flores, asi como de las silicuas se
refiere (Figura 52), nos parecio interesante continuar con la caracterizacién funcional del gen
MpDVL en Marchantia polymorpha puesto que se apoya laidea de que la funcién de los péptidos

DVL/RTFL estaria conservada entre las diferentes especies de plantas.

Tras generar y caracterizar tanto lineas mutantes de pérdida de funcion MpDVL como
lineas de sobreexpresion MpDVL en Marchantia polymorpha, se encontraron diferencias
morfoldgicas con respecto a la linea silvestre, tanto en la fase vegetativa relativa al cuerpo
taloide, como en su fase reproductiva, caracterizando la formacién de los anteridiéforos. Con

estos resultados, se puede destacar, en primer lugar, que el gen MpDVL no es indispensable,
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puesto que eliminar su funcién provoca cambios morfolégicos en Marchantia polymorpha, pero

no resulta ser una mutacion letal, al menos en su fase gametofitica.

En lo referente al desarrollo vegetativo, se encuentran diferencias en lo que al tamafio del
talo se refiere, siendo generalmente mayor en el caso de las lineas CRISPR MpDVL y menor en
las lineas sobreexpresoras EF1:MpDVL (Tabla 8 y Figura 56 — Figura 58). Ademas, las lineas
sobreexpresoras también presentan un mayor nimero de nichos apicales (Figura 59), siendo
estos los puntos donde se encuentran las células meristematicas apicales en continua divisidn y
a partir de los cuales, mediante bifurcaciones periddicas, los talos van desarrollandose vy
creciendo. Estas diferencias permitirian relacionar al gen MpDVL con el proceso de morfogénesis
del talo en el punto de ser este proceso el responsable del desarrollo de la forma del talo y
estructura de los drganos que se desarrollardn a partir de él a través de la division, diferenciacién
y crecimiento celular. Esto concuerda con lo ya dicho en el caso de Arabidopsis thaliana de que
los genes DVL/RTFL estan participando en procesos de morfogénesis por los datos obtenidos en

los analisis transcriptdmicos y posteriores caracterizaciones morfoldgicas.

Asi, y relacionado mas concretamente con el proceso de morfogénesis via elongacion
celular, papel con el que ya habiamos asociado a los péptidos DVL/RTFL en Arabidopsis por su
implicacion en el crecimiento y desarrollo del tubo polinico y de los pelos radiculares, se estudié
la relacion de MpDVL con el desarrollo de los rizoides en Marchantia. Los rizoides son estructuras
unicelulares y tubulares con un crecimiento unidimensional igual que el que tiene lugar en los
pelos radiculares de las plantas vasculares (Jones and Dolan, 2012; Honkanen et al., 2016;
Champion et al., 2021; Kohchi et al., 2021). A rasgos generales, se observan diferencias en los
rizoides en las lineas mutantes y sobreexpresoras MpDVL con respecto a la silvestre, pareciendo
ser mas abundantes y alargados en las lineas sobreexpresoras (Figura 56 — Figura 58). Ademas,
y tras estudiar los rizoides con mds detalle, observamos que los de la linea CRISPR MpDVL tienen
una proyeccion ondulada de la punta a diferencia de los rizoides de la linea silvestre,
caracterizados por una proyeccion recta de la misma (Figura 60). Estos resultados muestran un
posible defecto en la estabilizacién de los microtibulos y por tanto en el crecimiento polarizado
de las células, sugiriendo que la regién de crecimiento es inestable y no tiene lugar en una region

apical concreta (Champion et al., 2021).

Asi, el crecimiento distal de la célula que tiene lugar en los rizoides es el mismo tipo de
expansion celular polarizado que ocurre en los pelos radiculares de la raiz donde no solo la
organizacion de los microtubulos del citoesqueleto resulta esencial, sino también otros procesos
como son el trafico vesicular para la incorporaciéon de nueva membrana y pared que se restringe

de manera estable a un solo dominio de la superficie celular (Champion et al., 2021; Kohchi et
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al.,, 2021; Naramoto et al.,, 2022). Ademas, estos mecanismos subyacentes al crecimiento
polarizado de la célula resultan estar conservados en las plantas terrestres y la mayoria de genes
necesarios para el crecimiento distal de los rizoides en Marchantia han demostrado ser
ortdlogos de aquellos genes responsables del crecimiento de los pelos radiculares y tubos
polinicos de las angiospermas, lo que sugiere que estan controlados por mecanismos comunes

(Honkanen et al., 2016; Kohchi et al., 2021; Naramoto et al., 2022).

Estudios como el llevado a cabo por Honkanen et al., 2016, han identificado genes
involucrados en el crecimiento de los rizoides que incluyen algunos que codifican proteinas
involucradas en la biosintesis de la pared (celulosas sintasas clase D, por ejemplo), en la
deteccion de la integridad de la pared celular (receptores quinasas de la familia CrRLK1L o
serina/treonina quinasas) o en el transporte de vesiculas y organizacion del citoesqueleto
(proteinas de unidn a microttbulos, proteinas tipo unién a Ca?* o miosinas). Un ejemplo
concreto, y relacionado con los genes destacados en el analisis transcriptémico, puede ser el de
la proteina RopGEF1, presente en Marchantia polymorpha, que ha demostrado tener un papel
en la iniciacidn de las gemas. Aunque en Arabidopsis thaliana la sefializacion de ROP mediada
por RopGEF esta involucrada en el crecimiento polarizado de los tubos polinicos y pelos
radiculares, en Marchantia si se puede asociar esta via de sefializacién con el crecimiento
polarizado de la célula que permite las divisiones celulares asimétricas que dan lugar a las gemas

(Kohchi et al., 2021).

Por tanto, los resultados obtenidos por los cuales si se observan diferencias en los rizoides
de las plantas mutantes MpDVL apoyan la idea de la participacién del péptido MpDVL en los
procesos de morfogénesis asociados a la elongacién celular, al igual que sus homdlogos

DVL/RTFL en Arabidopsis.

Otros resultados obtenidos en este trabajo tras caracterizar lineas de perdida de funcién
y sobreexpresoras MpDVL han destacado defectos generalizados en el desarrollo de Marchantia
polymorpha, con un desfase temporal en la formacién de los anterididforos (Figura 63). La
iniciacion del desarrollo reproductivo esta controlada por mdultiples factores como son la
percepciéon de la luz roja lejana y la duracién del dia o el reloj circadiano que da lugar a una
division y diferenciacion celular que permite la formacién del anteridiéforo en el caso de la
accesion masculina (Kohchi et al., 2021). Al igual que ocurre en nuestros mutantes de pérdida
de funcidon MpDVL, los mutantes de pérdida de funcion MpBNB (MpBONOBO) tienen un retraso
en la formacion de los gametangioforos (Yamaoka et al., 2018). MpBNB juega un papel
primordial en el desarrollo de los gametangidforos al promover los cambios morfolégicos de los

tejidos apicales del talo que comienzan con la diferenciacion de la célula inicial del anteridio y
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arquegonio, siendo este proceso dependiente la luz roja lejana. Ademas, esta funcién parece
estar conservada filogenéticamente, puesto que en Arabidopsis thaliana, los homdlogos BNB1
y BNB2, son necesarios para la especificacion de la célula generativa precursora de los
espermatozoides durante la formacidon del polen (Yamaoka et al., 2018). Aunque no esté
directamente vinculados con el desarrollo del tubo polinico, su relacién con el desarrollo del
polen en el caso de Arabidopsis y la formacidn de los anteridiéforos en Marchantia, nos permite
relacionar directamente a los genes DVL/RTFL y su paralogo MpDVL con los genes BNB, quiza
participando en las mismas rutas que controlan dichos procesos. Con esto podemos decir que
MpDVL parece ser un regulador positivo de la diferenciacién celular en Marchantia polymorpha

en su fase reproductiva.

Por otro lado, también se observaron defectos en el nimero de poros aeriferos
cuantificados en nuestras lineas transgénicas MpDVL, con un mayor numero en las lineas
mutantes y menor en las sobreexpresoras (Figura 65 y Figura 66). Este aspecto se relaciona
directamente con los procesos de diferenciaciéon celular necesarios para una correcta
morfogénesis del talo en el cual encontramos dos zonas de desarrollo diferenciadas: una zona
de diferenciacion con células dorsales diferenciadas derivadas de los nichos apicales como son
las que dan lugar a los poros aeriferos, y otra zona central formada por células inactivas desde

el punto de vista de desarrollo al no dividirse (Briginshaw et al., 2022). Las lineas mutantes

CRISPR MpDVL tienen un indice de area de diferenciacion mayor que la linea silvestre, reflejando
una mayor capacidad de diferenciacion del tejido dorsal, pudiendo indicar un posible papel de
MpDVL como un regulador negativo de la diferenciacidn celular en Marchantia polymorpha en

su fase vegetativa.

Sin embargo, en las lineas sobreexpresoras EF1:MpDVL no se observa un menor indice de
area de diferenciacién como era de esperar por el menor numero de poros aeriferos
contabilizados (Figura 66). Sin embargo, y a pesar de poder parecer una contradiccién, este
hecho podria relacionarse con lo ya visto en Arabidopsis, en el que la sobreexpresion y deleccion
de los genes DVL/RTFL provoca fenotipos similares, de tal manera que los defectos fenotipicos
observados en lo referente al area de diferenciacion en las lineas sobreexpresoras son similares
a los de pérdida de funcién MpDVL, al menos en esta parte de los procesos, pudiendo ser
parecidos a un dominante negativo o estar alterando la estequiometria de algunas rutas en las

que participan.

También se ha notado el posible papel de MpDVL aportando robustez y estabilidad al
sistema de desarrollo de la planta, tal y como ocurria en Arabidopsis. Esto se ha visto con la

mayor distribucion de los datos existente en el caso de los mutantes CRISPR MpDVL con respecto
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al silvestre tras analizar ciertos aspectos como eran el tamafio del drea del talo (Figura 56 y

Figura 57) o el numero de poros aeriferos por talo (Figura 66).

Tras analizar todos los resultados observados en Marchantia polymorpha, podemos
proponer que MpDVL tenga un papel generalizado en el desarrollo. Asi no ubicariamos
concretamente a MpDVL en las rutas génicas que regulan el crecimiento en los nichos apicales
como son aquellas en las que participan los genes MpCLE2, MpCLE1, MpCLV1 o MpTDR al
controlar el tamafio de la region proliferativa del meristemo; o las que regulan la formacién de
los poros aeriferos en cuya iniciacién y desarrollo participan genes como MpNOP1 o MpWIP; o
las que controlan la transicién del desarrollo reproductivo mediada por luz necesarias para la
formacidn de los anteridiéforos en las que si se ha visto la implicaciéon de genes como son
MpARF3, MpPIFy MpBNB, o aquellas que participan en el crecimiento polarizado de los rizoides
(Kohchi et al., 2021).

De este modo MpDVL estaria teniendo un papel generalizado en la morfogénesis por su
implicacién en procesos de diferenciacidn y elongacion celular, al igual que ocurria en el caso de
Arabidopsis y la implicacion de los genes DVL/RTFL en la morfogénesis. Este rol generalizado
también se apoya, aparte de con los defectos morfolégicos ya comentados con anterioridad,
con la localizacién extendida de MpDVL a lo largo del desarrollo del talo en Marchantia (Figura

68).

Con todo lo dicho anteriormente, podemos decir que los genes DVL/RTFL no son
esenciales para el desarrollo de la planta y que su funcién esta mas relacionada con la regulacion
general de procesos de morfogénesis a lo largo del desarrollo, aportando robustez o estabilidad

al sistema.

Encontrar procesos relacionados con la morfogénesis como es la elongacién celular
conservados entre Arabidopsis thaliana y Marchantia polymorpha da idea de una conservacion
funcional entre los ortélogos DVL/RTFL de las dos especies estudiadas en este trabajo lo que

puede dar evidencia de la conservacion funcional generalizada de los genes DVL/RTFL.

Asi, esta conservacién sugiere que los mecanismos involucrados en el crecimiento
polarizado de las estructuras radiculares, en los que estarian participando los genes DVL/RTFL,
se establecieron en las primeras fases de la evolucion de los organismos vegetales y que quiza
algunos de estos genes se cooptaron para otros procesos relacionados con innovaciones
evolutivas. Por ejemplo, es posible especular que adquirieran un papel relacionado con la
evolucidn del polen y los tubos polinicos. Es interesante destacar cdmo, después de la aparicion

de las plantas con flor, que acompanfia a la expansion de la familia DVL/RTFL, los procesos de
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elongacion del tubo polinico adquieren una mucha mayor velocidad de crecimiento y mayor
direccionalidad que en las gimnospermas. Se apoya por tanto la hipétesis de Guo et al., 2015,
segun la cual la familia DVL/RTFL podria haberse originado a partir de secuencias ancestrales
presentes en bridfitas tempranas y habria experimentado una expansion amplia durante la
transiciéon a las plantas con flores, existiendo un cierto grado de diversificacidn funcional, que
podria depender de motivos adquiridos, asi como la relevancia bioldgica de estos péptidos, que

podrian estar adquiriendo nuevas funciones en distintos taxones.

Ademas, muchas familias de genes de Arabidopsis thaliana que contienen genes
implicados en el crecimiento de los pelos radiculares han demostrado estar presentes como un
gen de una sola copia en Marchantia polymorpha (Honkanen et al., 2016). Por lo tanto, puede
ocurrir que los homdlogos de Marchantia de algunos genes implicados en el crecimiento del
pelo radicular tengan funciones de desarrollo mas generales que sus homélogos de Arabidopsis
Y, en consecuencia, puedan producir defectos de crecimiento mds graves , tal y como parece

ocurrir con el gen MpDVL en Marchantia y sus homadlogos DVL/RTFL en Arabidopsis.

Por tanto, continuar el estudio y la caracterizacion de la familia DVL/RTFL en estas
especies modelo, asi como en otras especies representativas de distintos taxones en las plantas
terrestres resulta imprescindible para conocer con exactitud el mecanismo de accién que da

lugar a su funcidn bioldgica, asi como la importancia de su conservacién a nivel evolutivo.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral nos han permitido extraer las siguientes

conclusiones:

1. Los genes DVL/RTFL podrian estar aportando robustez a procesos de desarrollo a través de

la redundancia génica que existiria entre los diferentes miembros de la familia.

2. Los péptidos DVL/RTFL actuan en el crecimiento distal de la célula, y en particular el
crecimiento y desarrollo del tubo polinico, pudiendo tener un papel general manteniendo

la robustez del proceso de elongacidn celular.

3. El efecto de la sobreexpresion de los genes DVL/RTFL podria ser similar al de un dominante
negativo, quiza por producir una saturacion o alteracidn de la estequiometria de algunos

complejos moleculares que median su actividad.

4. Los péptidos DVL/RTFL no se integran en la membrana plasmatica, aunque si que estan
asociados a la misma a través de su interfase descartdndose que se traten de proteinas
integrales de membrana, pero pudiendo estar unidos a proteinas transmembrana o unidos

directamente a la bicapa lipidica electrostaticamente.

5. Los péptidos DVL/RTFL interaccionan in planta con proteinas relacionadas con la elongacion
celular como son KIN13A o BSK6, con la sefializacion celular como es SRC2, con la
proliferacién celular como es PROLIFERA o con la divisidn, expansion y diferenciacién

celular como es CDC48.

6. Los péptidos DVL/RTFL son capaces de formar homodimeros y heterodimeros entre siy

esta capacidad de dimerizacién parece residir en el dominio funcional DVL/RTFL.

7. El estudio en Marchantia polymorpha confirma que MpDVL no se trata de un gen esencial
y que la funcion de los péptidos DVL/RTFL estaria conservada entre las diferentes especies
de plantas, participando de manera generalizada en procesos de morfogénesis asociados a

la diferenciacidon y elongacion celular aportando robustez al sistema.

8. El gen MpDVL parece ser un regulador positivo de la diferenciacién celular en Marchantia
polymorpha en su fase reproductiva y un regulador negativo de la diferenciaciéon celular en

su fase vegetativa.
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1.  Material bioldgico

1.1. Material vegetal

En este trabajo se han empelado como modelos experimentales las especies Arabidopsis
thaliana y Marchantia polymorpha. Ademas, para la expresion transitoria in planta, en los
ensayos de BIFC y para el andlisis de colocalizacién celular, se ha utilizado Nicotiana
benthamiana. Como parental silvestre de Arabidopsis se ha empleado el ecotipo Col-0 y en
Marchantia el parental masculino TAK-1. Los mutantes de pérdida de funcidn dvi/rtfl de
Arabidopsis provienen de la coleccidn de lineas mutantes de insercidn de T-DNA del instituto

SALK (http://signal.salk.edu), de la coleccidn de mutantes de la universidad de Bielefels GABI-

KAT (https://www.gabi-kat.de/) y de la coleccion de mutantes de insercién de T-DNA de

Syngenta, SAIL.

1.1.1. Lineas mutantes

Las lineas mutantes de Arabidopsis empleadas en este trabajo se detallan en la Tabla

MM1.

Tabla MML1. Lineas mutantes de Arabidopsis empleadas en este trabajo.

COLECCION / cODIGO/

LINEA MUTAGENO ECOTIPO SELECCION REFERENCIA

dvl8 T-DNA Col-0 Kanamicina SALK_093633C

dviii T-DNA Col-0 Kanamicina SALK_204467

rtfll1 T-DNA Col-0 Sulfadiazina GK_321A11

dvi19 T-DNA Col-0 BASTA SAIL_691_GO09

dvii CRISPR/Cas9 Col-0 Higromicina (T1, T2) Este trabajo
— Sin resistencia (2T3)

dvi4 CRISPR/Cas9 Col-0 Higromicina (T1, T2) Este trabajo
— Sin resistencia (2T3)

rtfl9 CRISPR/Cas9 Col-0 Higromicina (T1, T2) Este trabajo
— Sin resistencia (>T3)

dvi3 CRISPR/Cas9 Col-0 Higromicina (T1, T2) Este trabajo
— Sin resistencia (>T3)

dvl5 CRISPR/Cas9 Col-0 Higromicina (T1, T2) Este trabajo
— Sin resistencia (>T3)

dvlé CRISPR/Cas9 Col-0 Higromicina (T1, T2) Este trabajo

— Sin resistencia (2T3)

* A partir de los simples mutantes descritos se generaron multiples mutantes por cruzamiento o
transformacién sobre un fondo mutantes

Por otra parte, en la Tabla MM2 se indican las lineas mutantes de Marchantia generadas

en este trabajo.
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Tabla MM2. Lineas mutantes de Marchantia generadas en este trabajo.

LINEA MUTAGENO ECOTIPO SELECCION
CRISPR MpDVL 10 CRISPR/Cas9 TAK1 Higromicina
CRISPR MpDVL 11 CRISPR/Cas9 TAK1 Higromicina
CRISPR MpDVL 16 CRISPR/Cas9 TAK1 Higromicina
CRISPR MpDVL 23 CRISPR/Cas9 TAK1 Higromicina

1.1.2. Lineas transgénicas

En cuanto a lineas transgénicas de Arabidopsis, en este trabajo se han empleado las

detalladas a continuacion en la Tabla MM3.

Tabla MM3. Lineas transgénicas de Arabidopsis empleadas en este trabajo.

LINEA CONSTRUCCION  FONDO GENETICO  SELECCION PROCEDENCIA
dvli-1D T-DNA Col-0 BASTA (Valdivia et al.,
2012)
35S::DVL8 pBIB Col-0 Kanamicina (Valdivia et al.,
2012)
AtCDC48pr0:YFP:AtCDC48 pPZP211 Atcdc48AT-PNA Kanamicina  (Park et al., 2008)
Etanol inducible (Park et al., Col-0 Kanamicina  (Park et al., 2008)
Atcdc4s®™ 2008) y este trabajo
Etanol inducible (Park et al., dvl1-1D Kanamicina  (Park et al., 2008)
Atcdc4s®™N 2008) y este trabajo
Etanol inducible (Park et al., dvi3 dvl5 dvl6 dvi4 Kanamicina  (Park et al., 2008)
Atcdc4ag®™N 2008) avl1 rtfl9 dvi8 dvii1i y este trabajo
rtfl1 dvi19
35S::MpDVL pMDC32 Col-0 Higromicina Este trabajo

Para Marchantia, se han utilizado las lineas transgénicas indicadas en la Tabla MMA4.

Tabla MMA. Lineas transgénicas de Marchantia generadas en este trabajo.

LINEA VECTOR G:ﬁll\;'ll')lgo SELECCION PROCEDENCIA
EF1:MpDVL:Citrine 1 pMpGWB108 TAK1 Higromicina Este trabajo
EF1:MpDVL:Citrine 2 pMpGWB108 TAK1 Higromicina Este trabajo

EF1:MpDVL:Citrine 14 pMpGWB108 TAK1 Higromicina Este trabajo
EF1:MpDVL:Citrine 15 pMpGWB108 TAK1 Higromicina Este trabajo
EF1:MpDVL:Citrine 17 pMpGWB108 TAK1 Higromicina Este trabajo
EF1:MpDVL:Citrine 19 pMpGWB108 TAK1 Higromicina Este trabajo
MpDVLpro:MpDVL:GUS pMpGWB304 TAK1 Clorsulfuron Este trabajo
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1.1.3. Cultivo de Arabidopsis thaliana en el invernadero

Las plantas de Arabidopsis se crecieron en una mezcla de turba negra:perlita:vermiculita
en proporcion 2:1:1, en alveolos de 6,5 x 6,5 x5 cm o de 4,1 x 4,5 x 5 cm, o macetas de pldstico
de 12 cm de didmetro. Una vez sembradas en tierra, y con el fin de sincronizar la germinacion,
las semillas de estratificaron durante 3 dias en oscuridad y a una temperatura de 42C. Las plantas
se crecieron en cabinas de invernadero con luz natural combinada con luz blanca fria (4600Im)
para completar un fotoperiodo de 16h de luz y 8h de oscuridad. La temperatura se mantuvo
constante entre los 21°C y 23°C y una humedad del 50%. El riego se realizé por inmersién de
manera periddica con una combinacién de agua y solucién Hoagland n21 suplementada con

oligoelementos (Hewitt, 1966).

1.1.4. Cultivo de Nicotiana benthamiana en el invernadero

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron en macetas de 12 cm de didmetro con
una mezcla 2:1:1 de turba negra:perlita:vermiculita en fitotrones de cultivo en el invernadero
con iluminaciéon procedente de tubos fluorescentes de luz blanca fria (4600Im), bajo un
fotoperiodo de dia largo de 16 h luz y 8 h oscuridad a 21°C. El riego se realizdé por inmersion de
manera periddica con una combinacion de agua y solucién Hoagland n21 suplementada con

oligoelementos (Hewitt, 1966).

1.1.5. Cultivo de Arabidopsis thaliana in vitro

Para el cultivo in vitro, las semillas de Arabidopsis thaliana se esterilizaron con una
solucion acuosa de etanol al 70% (v/v) y Tritdn-X-100 al 0.005% (v/v) durante 3 minutos con
agitacion, seguido de un lavado con etanol al 96% (v/v) durante 1 minuto con agitacién y se
dejaron secar. Las plantas se cultivaron en placas de Petri de 90 cm o 140 cm de diametro,
selladas con cinta MicroporeTM 3M Surgical Tape para facilitar el intercambio de gases, en un
medio de cultivo sdlido compuesto por 2.2 g/L de sales MS (Duchefa), 20 g/L de sacarosa, 0.1
g/L MES, y 6.0 g/L de agar; ajustando el pH a 5.9. Como agentes selectivos se utilizaron
Higromicina (40 pg/ml), Glufosinato de amonio (BASTA, 15 pg/ml), Kanamicina (50 pg/ml) o
Timentina (300 mg/ml) dependiendo de la linea cultivada. Tras sembrar las semillas en las placas
Petri, se estratificaron durante 3 dias a 4°C en oscuridad para después ser crecidas en una cabina
de cultivo in vitro con fotoperiodo de dia largo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a temperatura
constante de 24°C. La luz blanca fria fue emitida por tubos fluorescentes Sylvania Gro Lux 36W

(850 Im).

1.1.6. Cultivo de Marchantia polymorpha in vitro

Las plantas de Marchantia polymorpha se cultivaron en medio % Gamborg’s B5 (Gamborg

et al., 1968) (medio Gamborg B5 con vitaminas — Duchefa) con 1% de phyto agar (Duchefa), en
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placas de 90 cm de diametro en cabinas de cultivo in vitro con fotoperiodo de dia largo de 16 h
de luz (90-100 pmol m2 s1) y 8 h de oscuridad a temperatura constante de 24°C. La luz blanca
fria fue emitida por tubos fluorescentes Sylvania Gro Lux 36W con una intensidad de 50-60 pmol
m?2s?.

La induccién de los 6rganos sexuales reproductores o anteridiéros se llevd a cabo en
condiciones de luz blanca continua suplementada con luz rojo lejana (FR, Far Red) (20 pmol m=

s!) en proporcidn R:FR = 0.5 en comparacién a la luz blanca continua con una proporcién R:FR =

6. La presencia de anteridiéforos se detectd a simple vista.

1.1.7. Fertilizacidon cruzada en Arabidopsis thaliana

Para obtener plantas combinando dos genotipos como era el caso de la obtencién de
multiples mutantes dvi/rtfl, se emascularon las flores receptoras, empleadas como parental
femenino, con ayuda de unas pinzas de diseccién eliminando sépalos, pétalos y estambres hasta
dejar unicamente el pistilo. A continuacién, se recogieron los estambres de la planta donante,
empleada como parental masculino, y se depositd el polen sobre el estigma de la planta
receptora. Los pistilos polinizados se recogieron una vez elongados en el momento en el que

empezaban a tornar el color de verde a amarillo.

1.2. Material bacteriano

Para este trabajo se han utilizado las cepas bacterianas indicadas en la Tabla MM5.

Tabla MMB5. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo.

CEPA BACTERIANA uso ORIGEN/REFERENCIA
Escherichia coli DH5a Transformacion de (Hanahan, 1983)
bacterias
Escherichia coli Supercharge EZ10 Transformacion de Clontech
bacterias
Escherichia coli one Shot® TOP10 Transformacion de Cat n2 C4040 Invitrogen
Chemically Competent bacterias
Agrobacterium tumefaciens C58 Transformacion de plantas (Koncz and Schell, 1986)
pMP90

1.2.1. Cultivo de bacterias in vitro

Las bacterias se cultivaron en medio LB (Luria-Bertani), cuya composicion es: triptona 10
g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 1 g/L, pH 7.0. El medio sdlido se obtuvo afiadiendo 15 g/L
de agar. Los cultivos liquidos de E. coli se incubaron toda la noche a 37°C con agitacion de 200
rom vy los de A. tumefaciens a 28°C también con agitacion. Los cultivos en medio sélido de E. coli

se incubaron durante una noche a 379Cy los de A. tumefaciens a 28°C durante 2 dias.

156



MATERIALES Y METODOS

Para la seleccién de bacterias transformadas, los medios de cultivo se suplementaron con
los correspondientes antibidticos segun fuese necesario: Espectinomicina (100 pg/ml),
Cloramfenicol (33 pg/ml), Gentamicina (100 pg/ml), Ampicilina (100 pg/ml), Kanamicina (50
pg/ml) y Rifampicina (100 pg/ml).

1.2.2. Conservacion de los microorganismos en glicerol

Con el fin de conservar los cultivos de bacteria por un largo periodo de tiempo, se
prepararon glicerinados en crioviales con 900 ul de cultivo de E. Coli o A. tumefaciens a los que
se les afiadid la misma cantidad de glicerol al 50%. Estos glicerinados se congelaron rapidamente

en nitrégeno liquido y se almacenaron en cajas de congelacion a -80°C.

1.3. Lineas celulares de mamifero

Las construcciones para los estudios de insercion de membrana se transfectaron y
expresaron en células HEK293-T de rifidn humano obtenidas de ATCC (http://www.atcc.org) y
mantenidas en medio Eagle modificado Dulbecco (DMEM) (Gibco,
http://www.lifetechnologies.com) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Gibco). El
cultivo de células se llevé a cabo en monocapa con las células creciendo adheridas sobre un
soporte soélido plastico a 37°C en horizontal y se dispersaron por métodos enzimaticos con

tripsina y pasaron a un nuevo frasco con medio de cultivo nuevo cada dos dias.

1.3.1. Expresion en células de mamifero para estudios de topologia de membrana

Las construcciones generadas en el plasmido C,TM (facilitado por Ismael Mingarro del
grupo de proteinas de membrana, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Universidad de Valencia, Duart et al., 2022) y cuya construccidn se detalla mas adelante en el
apartado 2.4.4, se transfectaron en células HEK293-T usando polietilenamina (PEl). Para ello se
cultivaron las células en placas de 6 pocillos y cuando estas tenian una confluencia de entre el
70% - 90% (un dia de crecimiento) y se afiadieron 4 pg de PEI por cada ug de DNA ademas de
100 pl de DMEM/ug de DNA. Aproximadamente 24 horas tras la transfeccion las células fueron
colectadas y lavadas con tampdn PBS. Tras una centrifugacion de 5 minutos a 200 g las células
se lisaron afiadiendo 200 pl de tampédn de lisis (0.3% SDS en PBS 1X) y sonicando en un bioruptor
(Diagenode) en un bafio de hielo durante 15 minutos y centrifugando. 35 pl del lisado de
proteinas se trataron con Endoglicosidasa H (EndoH) (Roche Molecular Biochemicals) para
usarlo como control siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras, tanto tratadas
como no tratadas con EndoH, se suplementaron con tampdn de carga (Tris-HCI 625 mM pH 6.8,
glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), B- mercaptoetanol 4% (v/v) y azul de bromofenol 0.025% (p/v))

y sometidas a desnaturalizaciéon durante 5 minutos a 95°C.

157


http://www.atcc.org/
http://www.lifetechnologies.com/

MATERIALES Y METODOS

Seguidamente se llevd a cabo un anadlisis SDS-PAGE (gel a 14% de poliacrilamida, amperaje
constante de 20 mA y voltaje maximo de 200 V) y transferido a una membrana PVDF de
transferencia (ThermoFisher Scientific) mediante una transferencia himeda a 100 V durante 50
min. El estado de glicosilacion de la proteina se analizé por Western Blot usando un anticuerpo
primario anti-c-myc (Sigma), un anticuerpo secundario anti-rabbit IgG-peroxidasa conjugada
(Sigma), y con un reactivo de revelado ECL (GE Healthcare), siguiendo las indicaciones de los
fabricantes. La quimioluminiscencia se visualizé empleando un ImageQuantTMLAS 4000mini

Biomolecular Imager (GE Healthcare).

2.  Métodos de biologia molecular

2.1. Aislamiento de acidos nucleicos

2.1.1. Extraccion de DNA plasmidico de E. Coli

Para las extracciones de DNA plasmidico de E. coli se utilizaron kits comerciales. Partiendo
de 5 ml de un cultivo liquido de E. coli crecido en medio LB suplementado con los antibidticos
de seleccién correspondientes durante unas 16 horas aproximadamente, en agitacién y a 37°C;

se empleé el kit NZYMiniprep (nzytech) segun las indicaciones del fabricante.

2.1.2. Extraccion de DNA plasmidico de A. tumefaciens

Para el aislamiento del DNA plasmidico de A. tumefaciens se empled el protocolo descrito
por Sambrook et al., 1989. Se partié de un cultivo liquido de 5 ml de A. tumefaciens crecido
durante 24 horas a 28°C en agitacién en medio LB suplementado con Rifampicina y los
antibidticos de seleccidon correspondientes. Debido a la baja calidad y cantidad de DNA
plasmidico obtenido mediante este protocolo, este material se empled, exclusivamente, para la
transformacion de células de E. coli, de las cuales se volvid a extraer DNA plasmidico para el

posterior analisis y comprobacién del mismo.

2.1.3. Extraccion de DNA gendmico de Arabidopsis thaliana y Marchantia polymorpha

La extraccion de DNA gendmico de planta se llevd a cabo a partir de hojas de roseta de
aproximadamente 1 cm de longitud, en el caso de Arabidopsis; y de un corte de talo de alrededor
de 1 cm? para Marchantia, recolectado en frio y machacado en nitrégeno liquido, bien con un
pistilo o con ayuda mecdnica de bolas de cristal. EIl DNA gendmico se extrajo siguiendo el
protocolo descrito por Weigel y Glazebrook, 2009, Quick DNA prep for PCR. El DNA obtenido se

resuspendio en 100 ul de agua Milli-Q y se almacend a -20°C para su posterior uso.
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2.1.4. Extraccion de RNA total de Arabidopsis thaliana

Para la extraccién de RNA de Arabidopsis se recolectaron las muestras directamente en
nitrégeno liquido evitando su descongelacién en la medida de los posible. Las muestras
congeladas se machacaron con la ayuda de un mortero hasta obtener un polvo muy fino que se

dividid en tubos eppendorf de 1,5 ml con aproximadamente 10 mg de polvo en cada uno.

La extraccion de RNA de Arabidopsis para la realizacion de RT-gPCR se llevd a cabo
utilizando el kit E.Z.N.A. Plant RNA kit (Omega) siguiendo las instrucciones del protocolo de la
casa comercial. EIl RNA obtenido se cuantificé mediante un Nanodrop ND1000 (Applied) y su
integridad se determiné mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Por ultimo, el RNA
obtenido se traté con DNasa utilizando el sistema DNA free kit (Fermentas) para eliminar los

posibles restos de DNA gendmico.

Por su parte, para el analisis de expresion mediante RNA-seq que requiere de RNA de alta
calidad, pureza e integridad, |la extraccién de RNA se realizé empleando el sistema RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) con las indicaciones del fabricante por las que se llevaba a cabo el tratamiento
con DNasa directamente sobre la columna con el sistema RNase-Free DNase Set (Qiagen). EI RNA
obtenido se cuantificd en primer lugar con el NanoDrop ND1000 y después, su calidad se
determind en un Bioanalyzer 2100 (Agilent), empleando Unicamente aquellas muestras que

presentaron un valor RIN igual o superior a 7.

2.1.5. Extraccion de RNA total de Marchantia polymorpha

Para la extraccion de RNA de Marchantia se obtuvo el polvo del material vegetal
moliéndolo en un mortero tras haberlo congelado con nitrégeno liquido. La extraccion de RNA
total para el andlisis de los niveles de expresion mediante RT-gPCR se llevd a cabo empleando
TRIzol™ Reagent (Invitrogen) siguiendo el protocolo y especificaciones del fabricante. El RNA
obtenido se cuantific6 mediante un Nanodrop ND1000 (Applied) y su integridad se determind
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Por ultimo, el RNA obtenido se tratd con
DNasa utilizando el sistema DNA free kit (Fermentas) para eliminar los posibles restos de DNA

gendmico.

2.2.  Manipulacién de acidos nucleicos

2.2.1. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se partio de entre 2 y 3 ug de RNA previamente aislado y tratado
con DNasa segun se describe en los apartados anteriores. El RNA se transcribié empleando el

sistema SuperScript IV y Oligo dT12-1s (Thermofisher), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se empled para amplificar fragmentos de DNA con varias finalidades, como el
genotipado de lineas mutantes, la clonacién o la cuantificacidn de la expresién génica. En cada
uno de los casos se emplearon diferentes combinaciones de oligonucleétidos especificos (Tabla
MM11), moldes de DNA diferentes como cDNA, DNA gendmico, DNA plasmidico o fragmentos
de PCR, asi como diferentes tipos de DNA polimerasas comerciales. Para la amplificacién de
fragmentos de DNA para su posterior clonaje se emplearon la polimerasa de alta fidelidad HF
Phusion (Thermofisher) en el caso de Arabidopsis y la polimerasa Ex Taqg (TaKaRa) para
Marchantia mientras que, para el genotipado de lineas mutantes en ambas especies de plantas,
se empled la polimerasa GoTaqg (Promega). El uso de estas enzimas se llevé a cabo siguiendo los
protocolos descritos por el fabricante. Las condiciones generales se muestran las Tablas MM6,
MM7 y MMS8.

Tabla MM6. Condiciones generales empleadas para la amplificacion de DNA mediante PCR con la

polimerasa de alta fidelidad HF Phusion (Thermofisher). Se indica la mezcla de reaccién estandar (mix) y
el programa empleado. Tm, temperatura éptima de hibridacién de los oligonucledtidos.

MIX PCR PROGRAMA PCR
Tampodn 1X Paso ciclo Temperatura Tiempo Ciclos
MgCl> 1.5mM Desnaturalizacién inicial 982C 30s 1
dNTPs 400 uM Desnaturalizacién 982C 10s

Oligo directo 0.5 uM Hibridacion Tm +32C 30s 35

Oligo reverso 0.5 uM Extension 72°C 15-30 s/kb
H.0 Vol. final 50 pl Extension final 72°C 10 min 1
Polimerasa 1U Almacenaje 40 oo 1

DNA molde lpg—-10ng

Tabla MM7. Condiciones generales empleadas para la amplificacion de DNA mediante PCR con la
polimerasa Ex Taq (TaKaRa). Se indica la mezcla de reaccién estandar (mix) y el programa empleado.

MIX PCR PROGRAMA PCR
Tampodn 1X Paso ciclo Temperatura Tiempo Ciclos
MgCl> 2mM Desnaturalizacion inicial 949eC 30s 1
dNTPs 200 uM Desnaturalizacion 989C 20s
Oligo directo 0.4 uM Hibridacion 35
72°C 1 min/kb
Oligo reverso 0.4 uM Extension
H20 Vol. final 50 pl Extension final 72°C 5 min 1
Polimerasa 1.25U Almacenaje 4°C oo 1
DNA molde <500 ng

160



MATERIALES Y METODOS

Tabla MM8. Condiciones generales empleadas para la amplificacion de DNA mediante PCR con la
polimerasa GoTaq (Promega). Se indica la mezcla de reaccion estandar (mix) y el programa empleado.
Tm, temperatura 6ptima de hibridacién de los oligonucledtidos.

MIX PCR PROGRAMA PCR
Tampodn 1X Paso ciclo Temperatura Tiempo Ciclos
MgCl> 2mM Desnaturalizacidn inicial 949C 2 min 1
dNTPs 200 pM Desnaturalizacién 94°C 30s
Oligo directo 0.8 uM Hibridacion Tm - 52C 40s 30
Oligo reverso 0.8 uM Extension 72°C 1 min/kb
H20 Vol. final 25 pl Extension final 729C 5 min 1
Polimerasa 05U Almacenaje 49 oo 1
DNA molde <0.25pg

2.2.3. Purificacién de fragmentos de DNA

Tras la PCR, en algunos procesos como son la clonacion o la secuenciacién, se requiere
utilizar productos amplificados de alta calidad y pureza, es por ello por lo que en esas ocasiones

se llevé a cabo un paso de purificacidn extra tras la reaccion de amplificacion.

En los casos en los que tras la PCR se amplificaban, ademas del amplicdn de interés, algin
otro fragmento adicional de diferentes tamafios se procedid a separarlos mediante
electroforesis en gel de agarosa entre el 1% y 2%. El fragmento de interés se cortd, con ayuda
de una cuchilla, y separé del gel y el DNA contenido en ese fragmento se extrajo empleando el

kit comercial Mi-Gel Extraction Kit (Metabion) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Mientras que, tras la amplificacién se obtenia Unicamente el producto deseado, se
empled el kit comercial Mi-PCR Purification Kit (Metabion) con las instrucciones del fabricante

como guia.

2.2.4. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

La PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) se utilizé para la cuantificacién relativa de la
expresion génica. Para ello se disefiaron oligonucleétidos especificos para el gen a cuantificar
(Tabla MM11) intentando ajustarlos a los siguientes parametros: T2 de hibridacion entre 58-
62°C, contenido de GC entre el 40-60% y amplicones generados entre 100-300 pb. En primer
lugar, se probaron las diferentes parejas de oligonucledtidos disefiadas en una RT-gPCR con
diluciones seriadas de cDNA (1, 1/10, 1/100 y 1/1000) para determinar tanto su eficiencia de
amplificacion, como analizar otros posibles problemas de amplificacién como son la generacion
de amplicones inespecificos o de dimeros de oligonucledtidos, descartando asi aquellas parejas

gue mostraban valores de eficiencia superiores a 110 o inferiores a 90.
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Tanto para el calculo de la eficiencia como para la cuantificacidn en si, las reacciones de
RT-gPCR se realizaron en un volumen final de 10 pl, incluyendo 2 ul de Premix PyroTaq Eva Green
gPCR Mix Plus, 0.5 pl de cada uno de los oligonucleétidos a una concentracién de 5 uM y 2 ul de
cDNA. Todas las reacciones se realizaron con tres réplicas técnicas y se incluyeron controles
negativos de la reaccidn para descartar contaminaciones. Las reacciones se llevaron a cabo en
un termociclador QuantStudio™ (Thermofisher) y se utilizé el programa de amplificacion
recomendado por la casa comercial (2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 sa 95°Cy 1 min
a 60°C). El cDNA del gen de interés se cuantificd, durante la fase exponencial, segin el nimero
de ciclos necesarios para superar el umbral determinado de fluorescencia (Ct). A partir de ese
valor, se calculé la expresidon relativa del gen de interés respecto al gen constitutivo TAP42
INTERACTING PROTEIN OF 41 KDA (TIP41), en el caso de Arabidopsis, o MpELONGATION FACTOR

1a (MpEF1a) en el caso de Marchantia, con el método 222" (Livak and Schmittgen, 2001).

2.2.5. Andlisis de DNA mediante digestidon con enzimas de restriccion

La digestion de DNA con enzimas de restriccion se llevd a cabo siguiendo los protocolos
estandar (Maniatis et al., 1982), empleando el tampdn y las condiciones recomendadas por el
fabricante para cada enzima. Los fragmentos de DNA generados tras la digestion se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa entre el 0.8 y el 2% de concentraciéon en tampdn
TBE 1X (Tris 44.5mM (pH 8.0), 4cido bdrico 44.5mM, EDTA 1.25mM). En caso de ser necesaria,
la purificacidn de los fragmentos de DNA a partir del gel de agarosa se llevd a cabo siguiendo el

protocolo descrito en el apartado 2.2.3.

2.3. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas de Arabidopsis se recolectaron las muestras directamente
en nitrégeno liquido para evitar su descongelacion. Las muestras congeladas se machacaron con
la ayuda de un mortero hasta obtener un polvo muy fino que se dividié en tubos eppendorf de

2 ml con aproximadamente 500 mg de polvo en cada uno.

A continuacion, se extrajeron las proteinas afiadiendo 2 ml/g de tejido, de buffer de
extraccién de proteinas (BEP: 4 M Urea, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.2%
B-mercaptoetanol, 0.1% SDS, Inhibidor de proteasa en pastilla). Se homogenizaron muy bien las
muestras y con el buffer con ayuda del vortex y en frio para después centrifugarlas a maxima
velocidad durante 30 minutos a 4°C. En el sobrenadante era donde se encontraban las proteinas

que se cuantificaron para su posterior analisis mediante el método de Bradford (Kruger, 2009).
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2.4.

Construcciones

2.4.1.

Vectores plasmidicos empleados

MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se han utilizado los siguientes vectores que aparecen en la Tabla MM9.

Tabla MM9. Vectores plasmidicos empleados en este trabajo.

NOMBRE

pCBC_DT1DT2

pCBC_DT2DT3

pHEE401_E

PCR8/GW/TOPO

pYFC43

PYFN43

pMDC43

pMDC32

C.TM

pMpGE_En03

pMpGEO10

pDONR207

pMpGWB108

pMpGWB304

USO - CARACTERISTICAS

Clonaje del médulo inicial con multiples
sitios sgRNA para la edicion gendmica
CRISPR/Cas9 en Arabidopsis.

Clonaje del médulo inicial con multiples
sitios sgRNA para la edicidon gendmica
CRISPR/Cas9 en Arabidopsis.

Clonaje y transformacion de Arabidopsis
para edicion gendmica CRISPR/Cas9 -
promotor célula huevo, Cas9.

Clonaje de productos de PCR, vector de
entrada sistema Gateway.

Vector de expresion para la generacion de
fusiones traduccionales a la mitad C-
terminal de la proteina fluorescente YFP

Vector de expresion para la generacion de
fusiones traduccionales a la mitad N-
terminal de la proteina fluorescente YFP

Clonaje y transformaciéon de Nicotiana.
Contiene el promotor 35S y la proteina de
fusion GFP.

Clonaje y transformacion de Arabidopsis y
Nicotiana. Contiene un promotor 2x35S.

Estudio de topologia de proteina de
membrana. Contiene una cadena ligera
del del anticuerpo A con una secuencia
transmembrana, dos sitios de glicosilacién
y una etiqueta c-myc.

Clonaje de un mddulo de expresion de
gRNA para edicién genémica CRISPR/Cas9
en Marchantia. Sitios de restriccién Bsal.

Clonaje y transformacién de Marchantia
para edicién gendmica CRISPR/Cas9.

Clonaje de productos de PCR, vector de
entrada Gateway

Vector binario Gateway para clonaje y
transformacion de Marchantia. Contiene
el promotor MpEFla y el reportero
Citrina.

Vector binario Gateway para clonaje vy
transformacién de Marchantia. Contiene y
el reportero GUS.

RESISTENCIA
(bacteria/planta)

Cloramfenicol

Cloramfenicol

Kanamicina/
Higromicina

Espectinomicina

Kanamicina/
Higromicina

Kanamicina/
Higromicina

Kanamicina/
Higromicina

Kanamicina/
Higromicina

Ampicilina

Kanamicina

Espectinomicina/
Higromicina

Gentamicina

Espectinomicina/
Higromicina

Espectinomicina/
Clorsulfuron

PROCEDENCIA

Addgene (Wang
et al.,, 2015)

Addgene (Wang
et al., 2015)

Addgene (Wang
et al.,, 2015)

Invitrogen

A. Ferrando -
IBMCP

A. Ferrando -
IBMCP

Invitrogen

Invitrogen

I. Mingarro (UV)

Addgene (Sugano
et al, 2018)

Addgene (Sugano
et al., 2018)

Invitrogen

Addgene (Ishizaki
et al., 2015)

Addgene (Ishizaki
et al.,, 2015)
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2.4.2. Construcciones plasmidicas empleadas

En este trabajo se han utilizado las construcciones plasmidicas detalladas en |la Tabla

MM10.

Tabla MM10. Construcciones plasmidicas empleadas en este trabajo.

NOMBRE

RTFL9_2sgRNA_
pHEE401e

DVL1_2sgRNA_
pHEE401e

DVL4_2sgRNA_
pHEE401e

DVL3_DVL5_DVL6_
sgRNA_pHEE401e

DVL1_pCR8/GW/TOPO

DVL11_pCR8/GW/TOPO

BSK6_pCR8/GW/TOPO

AT3G07820_pCR8/GW/

TOPO

SRC2_pCR8/GW/TOPO

AT2G20550_pCR8/GW/

TOPO

COBL8_pCR8/GW/TOPO

CDC48_pCR8/GW/TOPO
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USO — CARACTERISTICAS - INSERTO

CRISPR

Obtencién de lineas mutantes mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9 para el gen RTFL9 con dos guias. Obtenido
mediante clonaje Golden Gate siguiendo el protocolo
descrito por Wang et al. 2015.

Obtencién de lineas mutantes mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9 para el gen DVL1 con dos guias. Obtenido
mediante clonaje Golden Gate siguiendo el protocolo
descrito por Wang et al. 2015.

Obtencion de lineas mutantes mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9 para el gen DVL4 con dos guias. Obtenido
mediante clonaje Golden Gate siguiendo el protocolo
descrito por Wang et al. 2015.

Obtencién de lineas mutantes mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9 para los genes DVL3, DVL5 y DVL6 con tres
guias. Obtenido mediante clonaje Golden Gate siguiendo el
protocolo descrito por Wang et al. 2015.

Vectores tipo Entry

Plasmido intermediario para recombinacidn mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
DVL1.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
DVL11.

Plasmido intermediario para recombinacidn mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
BSK6.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
AT3G07820.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
SRC2.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
AT2G20550.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
COBLS.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
CD(C48.

PROCEDENCIA

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo



AT3G06980_pCR8/GW/
TOPO

AT3G16630_pCR8/GW/
TOPO

VDCA3_pCR8/GW/
TOPO

UBQ10_pCR8/GW/
TOPO

SYT1_pCR8/GW/TOPO

PROLIFERA_pCR8/GW/
TOPO

AP3_pYFN43

PI_pYFC43

AG_pYFN43

SOC1_pYFC43

DVL1_pYFN43

DVL11_pYFC43

BSK6_pYFC43

AT3G07820_pYFC43

SRC2_pYFC43

AT2G20550_pYFC43

MATERIALES Y METODOS

Plasmido intermediario para recombinacidn mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
AT3G06980.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
AT3G16630.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
VDCA3.

Plasmido intermediario para recombinacidn mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
uBQio.

Plasmido intermediario para recombinacion mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
SYT1.

Plasmido intermediario para recombinacidn mediante
tecnologia Gateway. Inserto: CDS de ATG a STOP del gen
PROLIFERA.

BiFC

Construccién de fusion a la mitad N-terminal de la proteina
YFP para ensayo BiFC. APETALA 3 como control positivo.

Construccion de fusién a la mitad C-terminal de la proteina
YFP para ensayo BiFC. PISTILLATA como control positivo.

Construccién de fusién a la mitad N-terminal de la proteina
YFP para ensayo BiFC. AGAMOUS como control negativo.

Construccion de fusién a la mitad C-terminal de la proteina
YFP para ensayo BiFC. SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CO 1 como control negativo.

Generacién de construcciones de fusiéon a la mitad N-
terminal de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido
mediante  recombinacion  Gateway del plasmido
DVL1_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFN43.

Generacioén de construcciones de fusion a la mitad C-terminal
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
DVL11_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

Generacion de construcciones de fusidn a la mitad C-terminal
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
BSK6_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

Generacion de construcciones de fusion a la mitad C-terminal
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
AT3G07820_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

Generacion de construcciones de fusidn a la mitad C-terminal
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
SRC2_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

Generacion de construcciones de fusion a la mitad C-terminal
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

V. Balanza
(1IBMCP)

V. Balanza
(1IBMCP)

V. Balanza
(IBMCP)

V. Balanza
(IBMCP)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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recombinacidn Gateway del plasmido
AT2G20550_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

COBL8_pYFC43 Generacién de construcciones de fusion a la mitad C-terminal Este trabajo
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
COBL8_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

CDC48_pYFC43 Generacion de construcciones de fusion a la mitad C-terminal Este trabajo
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacidn Gateway del plasmido
CDC48 pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

AT3G06980_pYFC43 Generacién de construcciones de fusion a la mitad C-terminal Este trabajo
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
AT3G06980_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

AT3G16630_pYFC43 Generacion de construcciones de fusion a la mitad C-terminal Este trabajo
de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
AT3G16630_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

VDCA3_pYFN43 Generacién de construcciones de fusién a la mitad N-  Este trabajo
terminal de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido
mediante  recombinacion  Gateway del plasmido
VDCA3_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFN43.

UBQ10_pYFN43 Generacién de construcciones de fusion a la mitad N- Este trabajo
terminal de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido
mediante  recombinacion  Gateway del plasmido
UBQ10_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFN43.

SYT1_pYFN43 Generacidén de construcciones de fusion a la mitad N- Este trabajo
terminal de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido
mediante  recombinacion  Gateway del plasmido
SYT1_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFN43.

PROLIFERA_pYFN43 Generacidon de construcciones de fusiéon a la mitad N-  Este trabajo
terminal de la proteina YFP para ensayo BiFC. Obtenido
mediante  recombinacion  Gateway del plasmido
PROLIFERA_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFN43.

DVL1_pMDC32 Generacién de construcciéon 35S::DVL1 para obtencién de Este trabajo
lineas transgénicas sobreexpresoras en Arabidopsis.
Obtenido mediante recombinacién Gateway del plasmido
DVL1_pCR8/GW/TOPO con el vector pMDC32.

DVL1_pMDCA43 Generacién de construccion 35S::GFP-DVL1 para obtencidon Este trabajo
de lineas transgénicas sobreexpresoras en Arabidopsis.
Obtenido mediante recombinacién Gateway del plasmido
DVL1_pCR8/GW/TOPO con el vector pMDC43.

CDC48_pMDC32 Generacidn de construccidén 35S::CDC48 para obtencién de Este trabajo
lineas transgénicas sobreexpresoras en Arabidopsis.
Obtenido mediante recombinacién Gateway del plasmido
CDC48_pCR8/GW/TOPO con el vector pMDC32.

CDC48_pMDC43 Generacién de construccion 35S::GFP-CDC48 para obtencion Este trabajo
de lineas transgénicas sobreexpresoras en Arabidopsis.
Obtenido mediante recombinacién Gateway del plasmido
CDC48_pCR8/GW/TOPO con el vector pMDC43.
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Etanol inducible
Atcdc48®™

DVL1_FL_CG.TM

DVL1_CD_C.TM

DVL11_FL_C,TM

DVL11_CD_C.TM

DVL1_FL_C.TM+N

DVL1_CD_C.TM+N

DVL11_FL_C,TM+N

DVL11_CD_C.TM+N

MpDVL_pMpGE010

MpDVL_pDONOR207

MpDVL_pMpGWB108

MpDVLpro:MpDVL_
PCR8/GW/TOPO

MpDVLpro:MpDVL:GUS_
pMpGWB304

MpDVL_PCR8/GW/TOP
o

MpDVL_pMDC32

MATERIALES Y METODOS

Construccién con un promotor inducible por etanol de
Aspergillus nidulans que dirige la expresidon de una proteina
mutante dominante negativa Atcdc48A (etiqueta de 6 His y
T7 en parte N-terminal - H6T7 y subunidad D1 y D2 de ATP
binding)

Topologia de membrana

Plasmido final para el estudio de la topologia del péptido
completo DVL1 en membranas de células mamiferas in vivo.

Plasmido final para el estudio de la topologia del dominio
conservado del péptido DVL1 en membranas de células
mamiferas in vivo.

Plasmido final para el estudio de la topologia del péptido
completo DVL11 en membranas de células mamiferas in vivo.

Plasmido final para el estudio de la topologia del dominio
conservado del péptido DVL11 en membranas de células
mamiferas in vivo.

Plasmido final para el estudio de la topologia del péptido
completo DVL1 en membranas de células mamiferas in vivo
con un sitio de glicosilacion adicional.

Plasmido final para el estudio de la topologia del dominio
conservado del péptido DVL1 en membranas de células
mamiferas in vivo con un sitio de glicosilacion adicional.

Plasmido final para el estudio de la topologia del péptido
completo DVL11 en membranas de células mamiferas in vivo
con un sitio de glicosilacion adicional.

Plasmido final para el estudio de la topologia del dominio
conservado del péptido DVL11 en membranas de células
mamiferas in vivo con un sitio de glicosilacion adicional.

Marchantia polymorpha

Obtencion de lineas mutantes mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9 para el gen MpDVL con una guia en Marchantia.
Obtenido mediante clonaje Gateway siguiendo el protocolo
descrito por Sugano et al. 2018.

Plasmido intermediario para la recombinacién mediante
tecnologia Gateway. Inserto: MpDVL de ATG a STOP (sin
STOP).

Generacién de construccion EF1:MpDVL:Citrina para
obtencion de lineas transgénicas sobreexpresoras en
Marchantia.

Plasmido intermediario para la recombinacién mediante
tecnologia Gateway. Inserto MpDVLpro:MpDVL

Generacién de construccion MpDVLpro:MpDVL:GUS para
obtencion de lineas transgénicas reporteras en Marchantia.

Plasmido intermediario para la recombinacién mediante
tecnologia Gateway. Inserto CDS de ATG a STOP del gen
MpDVL

Generacién de construccion 35S::MpDVL para obtencion de
lineas transgénicas sobreexpresoras en Arabidopsis.

(Park et al.,
2008)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Obtenido mediante recombinacidon Gateway del plasmido
MpDVL_pCR8/GW/TOPO con el vector pMDC32.

MpDVL_pYFC43 Generacién de construcciones de fusion a la mitad C-terminal Este trabajo
de la proteina YFp para ensayo BiFC. Obtenido mediante
recombinacion Gateway del plasmido
MpDVL_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFC43.

MpDVL_pYFN43 Generacion de construcciones de fusion a la mitad N- Este trabajo
terminal de la proteina YFp para ensayo BiFC. Obtenido
mediante  recombinacion  Gateway del plasmido
MpDVL_pCR8/GW/TOPO con el vector pYFN43.

2.4.3. Obtencién de construcciones

Para la obtencién de las diferentes construcciones empleadas en este trabajo, los
fragmentos amplificados se clonaron en los plasmidos intermediarios adecuados segun el vector
final que se fuera a emplear en cada caso. Asi, en este trabajo se han utilizado los sistemas de
clonacion comerciales Gateway: TOPO TA Cloning y reaccion LR y reaccion BP (Invitrogen); y el
sistema In-Fusion cloning kit (TaKaRa), siguiendo en todos los casos las recomendaciones del
fabricante. Ademas, se empled el sistema de clonaciéon Golden Gate siguiendo el protocolo

descrito por Engler and Marillonnet, 2014.

2.4.4. Generacion de construcciones para estudios de topologia de membrana

Para generar las construcciones de los estudios de topologia de membrana, las secuencias
de interés (CDS completa de DVL1 y DVL11 o dominio conservado de ambos) se amplificaron e
introdujeron en el plasmido C,TM (facilitado por Ismael Mingarro, Universidad de Valencia,
Duart et al., 2022) entre los sitios de corte de las enzimas de restriccion Spel y Sacl empleando
el sistema In-Fusion cloning kit (Takara) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se comprobd
por secuenciacién de Sanger que el inserto estuviese correctamente integrado en el plasmido

CTM.

2.4.5. Mutagénesis dirigida de plasmidos

Con el fin de afiadir un sitio de glicosilacion adicional a las construcciones generadas en el
plasmido C,TM, se empled el método descrito por Fisher and Pei, 1997, para provocar lesiones
dirigidas a un sitio especifico de un pldsmido sin llevar a cabo un clonaje adicional. Para ello se
realizé una PCR empleando la enzima PfuPlus! DNA Plymerase (EURXx), siguiendo las
recomendaciones del fabricante y con oligonucledtidos especificos y complementarios entre si
que incluian las bases adicionales que se querian afadir al plasmido ademas de regiones
solapantes con este mismo (Tabla MM11). Posteriormente se llevd a cabo una degradacion del

plasmido parental empleando la enzima de restriccion Dpnl (Thermo Fisher Scientific).
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2.5. Secuenciacion

2.5.1. Secuenciacién Sanger

Los fragmentos de DNA amplificados mediante PCR fueron secuenciados para su posterior
clonaje. Esta secuenciacion se llevd a cabo en el servicio de secuenciacidén del Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP, Valencia) con el secuenciador capilar ABI 3130

XL (Applied).

2.5.2. Andlisis bioinformatico de secuencias

Tanto el andlisis de las secuencias obtenidas tras la secuenciacién Sanger, asi como para
el disefio de cebadores para PCR o el analisis de sitios de restriccion se empled la plataforma

virtual Benchling (https://www.benchling.com/). En el caso del analisis de las secuencias

obtenidas en la secuenciacién de los mutantes multiples de CRISPR, se empled la herramienta

ICE CRISPR Analysis de Synthego (https://www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-

analysis).

2.6. Generacion de organismos transgénicos

2.6.1. Transformacién de bacterias

Las bacterias se transformaron, en la mayoria de las ocasiones, mediante electroporacion.
Para ello se empled un aparato GenePulserTM (Bio-Rad), siguiendo las indicaciones del
fabricante, aplicando un pulso eléctrico de 200 Q, 25 pF, 1.8 kV para E. coliy para A. tumefaciens
de 400 Q, 25 pF,1.8 kV. Se utilizaron células electrocompetentes obtenidas mediante un
protocolo descrito en Pulse controller, operation instructions and applications guide, accessory
for bacterial and fungal electro-transformation” (Bio-Rad Laboratories, 1992) para el caso de E.

coli, y segun Wen-Jun y Forde (1989) para el caso de A. tumefaciens.

En aquellas ocasiones en las que se esperaba una baja eficiencia de transformaciéon debido
a la calidad de la construcciéon empleada, se utilizaron células de E. Coli comerciales One Shot®

TOP10 Chemically Competent (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.6.2. Transformacion de Arabidopsis thaliana

Para transformar Arabidopsis con las diferentes construcciones generadas en este trabajo
(Tabla MM10) se siguio el protocolo de agroinfiltracion descrito por Clough y Bent (1998). Las
semillas transformadas se seleccionaron mediante cultivo in vitro en placas con medio de cultivo

solido y suplementado con el antibidtico de resistencia correspondiente a cada construccion.
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2.6.3. Transformacion transitoria de Nicotiana benthamiana

La agroinfiltracién en hojas de Nicotiana benthamiana se empled para la expresion
transitoria de proteinas en los ensayos de Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia
(BiFC) y los analisis de co-localizacién subcelular de proteinas. Para estos ensayos, se infiltraron
hojas jovenes de Nicotiana benthamia con suspensiones de diferentes cepas de Agrobacterium
tumefaciens transformadas con las construcciones descritas en la Tabla MM10, siguiendo el

protocolo descrito por Belda-Palazoén et al. (2012).

2.6.4. Transformacién de Marchantia polymorpha

Todas las lineas transgénicas detallas en la Tabla MM4 se obtuvieron mediante
transformacién via Agrobacterium tumefaciens por regeneracion de talos. Para ello, gemas TAK-
1 se crecieron en condiciones estandar durante 14 dias y cortadas en cuatro piezas eliminando
ademas los nichos apicales, después se crecieron durante 3 dias en medio estdndar
suplementado con un 1% de sucrosa para inducir la regeneracion. Los fragmentos regenerados
se co-cultivaron con Agrobacterium en medio liquido con 100 mM de acetosiringona en
agitacién. Tras 3 dias las plantas fueron lavadas de 3 a 5 veces con agua estéril, incubadas
durante 30 minutos en 1 mg/ml de cefotaxima y plagueadas en medio de seleccidon
suplementado con 0.5 puM de Clorosulfuron o 10 mg/L de Higromicina ademas de 100 mg/L de
cefotaxima. Las plantas regeneradas se comprobaron genotipando para usar las gemas

formadas de estas plantas regeneradas para los diferentes analisis.

3.  Analisis transcriptomico mediante RNA-seq

Para el anadlisis transcriptdmico se recogieron un total de tres réplicas bioldgicas de un
conjunto de inflorescencias y flores en antesis de unos 10-15 individuos por réplica de cada una
de las condiciones a comparar. La extraccidon de RNA y el tratamiento con DNAsa para el analisis
de secuenciacion de RNA (RNA-seq) se llevd a cabo usando el kit comercial RNeasy Plant Mini
Kit y RNase-Free DNase Set (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA extraido
se cuantificé empleando un Nanodrop ND1000 (Applied) y su cualidad fue determinada en un
Bioanalyzer 2100 (Agilent). La preparacion de librerias de cDNA, secuenciacion y analisis de las
mismas se llevd a cabo a través del servicio externo de secuenciacién masiva de Novogene (UK)
Company Ltd. mediante un sistema Illlumina Novaseq6000 con una estrategia PE150 (pair end —

extremos sencillos de 150 pb).
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3.1. Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron procesadas y analizadas por el servicio de Bioinformatica
del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP). El procesado de las secuencias
por el cual se eliminan adaptadores y extremos de baja calidad se realizé con el software

cutadapt (http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html). Las secuencias procesadas

fueron alineadas con el transcriptoma de referencia TAIR10 de Arabidopsis thaliana, disponible
en la base de datos TAIR (http://arabidopsis.org; Lamesch et al., 2012) usando hisat2
(https://ccb.jhu.edu/software/hisat2/index.shtml) identificando asi las lecturas que habian

mapeado inequivocamente en un solo lugar del genoma de Arabidopsis.

La estimacidn de la expresidon se realizdé mediante el software con htseqg-count
(https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.11.1/count.html) como numero de lecturas por
gen, y el posterior andlisis de expresion diferencial de transcritos con el paquete DESeq2

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/DESeq2/inst/doc/DESeq2.html).

Para identificar los genes diferencialmente expresados se calculd la tasa de cambio (fold
change), dividiendo los valores de lecturas por millon de kilobases (RPKMs) de la muestra
problema entre las lecturas de la muestra control. Para poder interpretar con mayor facilidad la
expresion diferencial de los genes, los valores de fold change se transformaron a una escala log2,
donde un fold change de +1 equivale al doble de expresion de un gen en una muestra frente a
otra. Con el fin de seleccionar los datos significativos, se aplicaron las pruebas estadisticas

correspondientes al p-value y al False Discovery Rate (FDR).

La seleccién de genes diferencialmente expresados se hizo aplicando como pardmetros

de seleccién un RPKM >0.5, un log. 2-fold change >0.5 o0 <-0.5 y un p-value ajustado < 0.05.

3.2. Andlisis de enriquecimiento de categorias de ontologia génica

El analisis de enriquecimiento de categorias de ontologia génica o términos GO se realizd

usando la base de datos y herramienta web ShinyGO (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/; Ge

et al., 2020) y comparando frente a la base de datos de Arabidopsis (TAIR10).

4.  Analisis diferencial de proteinas

4.1. Preparacion de las muestras

Para el andlisis diferencial de proteinas se recogieron un total de tres réplicas bioldgicas

de un conjunto de inflorescencias y flores en antesis de unos 10-15 individuos por réplica de
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cada una de las condiciones a comparar. La extraccién y cuantificacién de proteinas se llevé a

cabo tal y como se describe en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos.

Los analisis proteédmicos al completo se llevaron a cabo en las facilidades de protedmica
del Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad de

Valencia, miembro de Proteored.

Para ello llevaron a cabo una limpieza inicial del extracto de proteinas y una posterior
digestidén con tripsina para después preparar las muestras para el siguiente andlisis como en

Mikulasek et al., 2021.

4.2.  Andlisis LC-MS/MS

La biblioteca del espectro de péptidos se obtuvo por andlisis de cromatografia liquida
seguida de espectrometria de masas (LC-MS/MS), operando el instrumento en un modo de
adquisicion independiente de datos (DIA). Las mezclas de péptidos se diluyeron en 0.1% de 4cido
férmico y se cargaron en puntas Evotip pure tips (EvoSep) segun las instrucciones del fabricante.
La espectrometria de masas en tdndem se llevd a cabo en el sistema Evosep One conectado un
espectrometro de masas Tims TOF fleX (Bruker). Las muestras cargadas en Evotip pure se
eluyeron en una columna analitica (resistencia 8 cm x 100 um, 3 um; Evosep) mediante el
sistema Evosep One y resulto con el método cromatografico 60 SPD definido por el fabricante.
Los péptidos eluidos se ionizaron (1600 V y 180°C) y analizaron en un modo diaPASEF. Se

identificaron 4005 proteinas con el gradiente 60 SPD.

4.3. Cuantificacion de proteinas y analisis de datos

El analisis cuantitativo de las muestras individuales se llevd a cabo mediante el sistema
PASER  (Bruker) para enviar los datos a cuantificar con DIAnn v 1.8

(https://github.com/vdemichev/DiaNN). Primero se cred una biblioteca de espectros predichos

in silico a partir de una base de datos de secuencias
(Uniprot_humanAndSarsCOVs_221206.fasta) por DIA-NN. Posteriormente, los archivos de datos
brutos de dia PASEF se analizaron con ciertos parametros y se identificaron genes Unicos y

grupos de proteinas con un FDR <1%.

Los datos cuantitativos o areas de proteinas obtenidos con DIAnn se analizaron con
Marker View (Sciex). Se llevaron a cabo pruebas estadisticas de reduccién de la dimensionalidad,
PCA (Analisis de Componentes Principales) y DA (Analisis Discriminativos) (ambos con la escala
de Pareto). Las proteinas diferencialmente expresadas se seleccionaron empleando un Student

t-test con un p-value de 0.05
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5. Estudios de interaccion proteina-proteina

5.1. Ensayo de Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC)

El objetivo del ensayo de Complementacién Bimolecular de Fluorescencia (BiFC) era
comprobar si dos proteinas de interés interaccionaban entre si. Para ello se utilizaron los
pldasmidos de Gateway pYFN43 y pYFC43 descritos en la Tabla MM9 y que contienen un
promotor doble 35S, la regiéon N-terminal o C-terminal de la proteina YFP, un nexo flexible de
unidén entre la secuencia del gen YFP y la secuencia del gen de interés (que permite la movilidad

de la proteina de fusion), el casete Gateway (donde se clona el gen de interés) y un terminador.

Una vez clonadas las regiones codificantes de los genes de estudio en los vectores pYFN43
y pYFC43, todas las construcciones se transformaron en Agrobacterium tumefaciens. Tres dias
antes de la infiltracidon de plantas de Nicotiana benthamina se inocularon cultivos de 3 ml de
medio LB suplementado con los antibidticos que correspondan a partir de un glicerinado o de

una estria en placay se crecié a 28°C o/n.

Para el ensayo se inocularon, ademas de las construcciones con los genes a estudiar, los
controles positivo y negativo. Como control positivo del ensayo se empled la interaccion
AP3_pYFPN y PI_pYFP®y como control negativo la interaccidon entre AG_pYFP" y SOC1_pYFPS,

construcciones cedidas por el Doctor Vicente Balanza (IBMCP).

El dia antes de la infiltracion se inocularon cultivos de 50 ml de medio LB suplementado
con los antibidticos que correspondan a partir del cultivo fresco de 3 ml o de la estria en placay
se crecieron a 28°C o/n. El dia de la infiltracidn se transfirieron los cultivos de Agrobacterium a
botes falcon de 50 ml y se centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras la centrifugacion, se elimind el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 10 ml
de solucidn de infiltracién (10 mM MgCl,, 10 mM MES pH 5.6, 200 puM acetosiringona). A

continuacién, se incubaron los cultivos en oscuridad y agitacidon durante 1 hora y media a 282C.

Transcurrido un primer paso de incubacién, se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 600 nm y se diluyeron los cultivos de tal forma que se ajustasen a una OD de 0.8 en un
volumen final de 20 ml de solucién de infiltracién. Asi, se llevd a cabo un segundo paso de

incubacién de 1 hora y media a 28°C en oscuridad y agitacion.

Tras este tiempo, se prepararon las mezclas de cultivos a testear para la infiltracion
afadiendo 5 ml del cultivo con la parte N-terminal y 5 ml del cultivo con la parte C-terminal

correspondiente.
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El siguiente paso fue la infiltracidn de hojas de Nicotiana benthamiana que habian crecido
unas 3 semanas en condiciones de dia largo. Para ello se emplearon jeringuillas de 5 ml y se
realizd la infiltracidon En el envés de hojas jovenes, sanas y poco rugosas, y en una zona alejada

de las venas principales.

A los tres dias de la infiltracidn se observaron secciones de las hojas agroinfiltradas en un
microscopio confocal, exponiendo el envés de la hoja montada en un portaobjetos y cubierto

por un cubreobjetos.
6.  Analisis fenotipico de las lineas mutantes y transgénicas

6.1. Observacion y fotografia de bajo aumento

Para obtener imagenes de los fenotipos de las diferentes lineas transgénicas y mutantes,
tanto de Arabidopsis thaliana como de Marchantia polymorpha, se utilizé entre otros métodos,
la fotografia de bajo aumento, empleando una camara digital Leica V-LUX1. Para la obtencidn
de imagenes con un mayor aumento, se empled un macroscopio DMS 1000 (Leica) con base de
iluminacion diascdpica (BF, RC y DF) y una lupa binocular de fluorescencia MacroFluo MZ16F
(Leica) conectados ambos a un ordenador con el software de andlisis de imagen Leica

Application Suite (Leica).

6.2. Técnicas de microscopia

6.2.1. Microscopia éptica

Para el anadlisis de muestras vegetales mediante técnicas de microscopia 6ptica, las
muestras se colocaron sobre un portaobjetos de vidrio en glicerol 50% y se observaron y
fotografiaron con un microscopio Leica DM5000 utilizando una iluminaciéon de campo claro,
campo oscuro, iluminacién de contraste diferencial (DIC) o fluorescencia con condiciones de

irradiacién UV en funcidon del tipo de muestra que se pretendia visualizar.

6.2.2. Microscopia confocal

Para el andlisis de muestras que requerian esta técnica se empled un microscopio confocal
AxioObserver 780 (Zeiss) con 7 lineas de laser (405 nm, 458 nm, 488 nm, 514 nm, 561nm, 594nm
y 633nm) acoplado a un microscopio éptico invertido con contraste de fases (Nikon Diaphot-
TMD). Para su observacidn, las muestras vegetales frescas, como hojas de Nicotiana
benthamiana, fragmentos de raiz de Arabidopsis thaliana o gemas de Marchantia polymorpha,
se montaron sobre portaobjetos de vidrio y se cubrieron con un cubreobjetos selldndolo con
cinta adhesiva en los laterales. Como medio de montaje e inclusién se empled agua destilada.

La GFP se excitd con un laser de 488nm y su emisidn se recogié entre 500 nm y 520nm, la YFP
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se excité con un laser de 488nm y su emision se recogié entre 520 nm y 540 nm. La clorofila se
excitd con el mismo laser, y su emisién se recogié entre 660 nm y 690 nm. La identidad de la
sefial se confirmd en todos los casos mediante un barrido de longitudes de onda (A-scan), para
visualizar la intensidad de la emisidn a las diferentes longitudes de onda. Las imagenes tomadas
se analizaron y montaron con la ayuda de los softwares ZEN (Zeiss) y Fiji/Imagel

(https://imagej.nih.gov/ij/).

6.2.3. Microscopia electrdnica de barrido (FESEM)

El andlisis de muestras vegetales por Microscopio Electrénico de Barrido de Emisidn de
Campo (FESEM) se llevd a cabo en el Servicio de Microscopia electrénica de la UPV. Para su
fijacion, las muestras se sumergieron en FAA [etanol 50%, acido acético glacial 5%, formaldehido
5% (v/v)] y se sometieron a 1 pulso de vacio de 15 minutos, y se incubaron en FAA toda la noche
a 4°C tras la cual, el FAA fue sustituido por etanol al 70%. Una vez fijado, se procedid a
deshidratar el tejido mediante lavados con etanol a concentraciones crecientes hasta llegar a
etanol absoluto. Con las muestras deshidratadas, en el siguiente paso de preparacion, las
muestras se trataron en un secador por punto critico Leica CPD300 y se montaron en tiras de
carbono activado y se recubrieron con particulas de oro en un recubridor BAL-TEC SCD 005
(LEICA MICROSYSTEMS). Las imagenes se obtuvieron mediante el programa SmartSEM (Zeiss),
con una velocidad de barrido de 200s por imagen, en un microscopio electrénico Zeiss, modelo
ULTRAS5 operando bajo condiciones de microandlisis de entre 2.0 kV y una distancia de trabajo

de entre 5.6 - 6.5 mm.

6.3. Andlisis de germinacion de polen vy crecimiento de tubo polinico en

Arabidopsis

6.3.1. Andlisis de la frecuencia de germinacidon de polen vy longitud del tubo polinico in vitro

Para los estudios de germinacion de polen in vitro se siguid el protocolo descrito por Smith
and Wallace, 2020 con algunas modificaciones. El medio de germinacién de polen se componia
de: 5 mM de CaCl;, 0.01% de 4cido bérico, 5 mM de KCI, 1 mM de MgSO, y 10% de sacarosa a
un pH 7.5y en el caso del medio sélido se afiadié 1.5 % de agarosa de bajo punto de fusion. La
frecuencia de germinacidn se calculé como el porcentaje de granos de polen germinados a las
0, 2, 4, 6 y 8 horas después de la incubacidn. Los portaobjetos donde se llevd a cabo la
germinacion de polen in vitro se observaron y fotografiaron en el microscopio dptico Leica
DM5000 con iluminacién de campo claro. Las imagenes se analizaron con el software Fiji/Imagel,

con el cudl se midié la longitud del tubo polinico.
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6.3.2. Anadlisis del crecimiento del tubo polinico in vivo

Para los experimentos de crecimiento del tubo polinico in vivo dentro del pistilo se
llevaron a cabo experimentos de fertilizacién y tincidn de azul de anilina de los tubos polinicos,
tal y como describen Balanza et al., 2014. Se evalud el crecimiento en diferentes tiempos, a las
6, 12 y 24 horas tras la polinizacidn. Los pistilos fecundados y tefiidos se montaron en
portaobjetos con glicerol 50 % y se observaron en el microscopio éptico Leica DM5000 con

iluminacion fluorescente, condiciones de irradiacién UV y filtro DAPI.

6.3.3. Cuantificacidon del numero de semillas por silicua

Para contar el nimero de semillas por fruto se recogieron silicuas maduras, pero todavia
verdes del apice principal en diferentes posiciones segln el objetivo final. Las silicuas se
recogieron y fijaron en una solucion de etanol absoluto:acido acético en proporcién 3:1 durante
la noche. Al dia siguiente o el dia previo a la observacién de las silicuas, éstas se aclararon con
una disolucion de hidrato de cloral (8 g de hidrato de cloral, 1 ml de glicerol y 2 ml de agua) o/n.

Las silicuas se observaron en el macroscopio DMS1000 con campo claro.

6.4. Andlisis de crecimiento de raiz v pelos radiculares

Para analizar el crecimiento de las raices y pelos radiculares, asi como determinar el
numero y longitud de estos Ultimos, se esterilizaron y sembraron las plantas de los diferentes
genotipos tal y como se describe en el apartado 1.1.5 de Materiales y Métodos de Cultivo de
Arabidopsis thaliana in vitro, pero con algunos cambios. El medio de cultivo sélido estaba
compuesto por 2.2 g/L de sales MS (Duchefa), sin sacarosa y 6.0 g/L de phyto agar (Duchefa);
ajustando el pH a 5.9 con KOH. Las semillas esterilizadas se colocaron en linea, en placas
cuadradas de cm y tras una estratificacion de 3 dias a 4°C en oscuridad, se sacaron a la cabina
de cultivo in vitro y se colocaron en vertical. Se observaron raices de plantulas de 5 dias de edad
gue se montaron en portaobjetos y fotografiaron en el microscopio éptico Leica DM5000 con
iluminacidn de campo claro. Las imagenes se analizaron con el software Fiji/Imagel, con el cudl
se midieron las longitudes de la parte apical de la raiz y de los pelos radiculares de una seccién

de 2mm desde el primer pelo radicular en formacidn desde la punta de la raiz.

6.5. Analisis fenotipico de las lineas etanol-inducibles Atcdc48APN

Para determinar el posible efecto fenotipico de las lineas etanol-inducibles Atcdc48APN,
se esterilizaron y sembraron en placa tal y como se indica en el apartado semillas T2 1.1.5 de
Materiales y Métodos. Las placas se crecieron en la cdmara de cultivo in vitro en vertical y tras

4 dias tras la germinacion se trataron con etanol 2% (v/v) afiadiendo 1 ml del tratamiento o solo
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1 ml de agua en el caso del control Mock, en la base de la placa y se dejaron en horizontal 30
min. Tras esto, las placas se volvieron a colocar en vertical y se crecieron durante 2 a 4 dias mas

para observar el fenotipo.

6.6. Andlisis de la morfologia del talo de Marchantia

Para medir el tamafio de las plantas de Marchantia polymorpha, se tomaron fotografias
empleando la lupa binocular MacroFluo MZ16F (Leica). Las areas de proyeccion del talo se
analizaron y calcularon empleando el software de analisis de imagen Fiji/Imagel, ajustando la
escala y dibujando el area del talo como un poligono. Por su parte, las imagenes realizadas en la

caracterizacién de los anteridiéforos se tomaron con el macroscopio DMS1000 con campo claro.

6.7. Deteccidon de células en fase S de ciclo celular en Marchantia (tincion EdU)

Para la detecciéon de células en divisidn celular en Marchantia polymorpha, se crecieron
gemas de las diferentes lineas silvestres y transgénicas durante 7 dias en condiciones in vitroy
se empled el kit Click-it EdU Imaging con Alexa Flour 488 (Invitrogen). Las gemas se embebieron
en medio % Gamborg’s B5 liquido con 10 uM de 5-ethynyl-20-deoxyuridine (EdU) durante 3 h a
22°C y bajo luz blanca continua. Después fueron fijadas con 3.7% de formaldehido en tampdén
fosfato salino (PBS) durante 30 min a temperatura ambiente, lavadas con PBS durante 5 min 2
veces y permeabilizadas con 0.5% de Triton X-100 en PBS durante 20 min. Tras 2 lavados de 5
min con 3% de albumina de suero bovino (BSA) en PBS, las muestras se incubaron con el mix de
reaccién Click-iT EJU Imaging Kit con Alexa Fluor 488 durante 1 h en oscuridad que se lavo
posteriormente dos veces con 3% de BSA en PBS durante 5 min. Después de la tincién y lavado,
las gemas se montaron en PBS y se observaron con el microscopio confocal de fluorescencia
AxioObserver 780 (Zeiss) empleando un objetivo 20X y unas longitudes de onda de excitaciény
deteccion de 488 y 519 respectivamente. Se tomaron imagenes de fluorescencia cada 2 um para

realizar un Z stack.
7.  Técnicas de histologia vegetal

7.1. Andlisis de la actividad B-glucuronidasa (GUS)

Para el analisis de la actividad B-glucuronidasa en las lineas reporteras de Marchantia de
fusidn al gen GUS, las gemas de 7, 14 y 21 dias de edad se sumergieron directamente en la
solucidn de tinciéon GUS (50 mM de tampdn fosfato sddico pH 7.2, 0.5 de ferrocianuro de potasio,
0.5 de ferricianuro de potasio, 10 mM de EDTA, 0.01% de Tritdn X-100, y 1 mM de X-Gluc), se

aplicd un pulso de vacio de 15 minutos para facilitar la penetracién y se incubaron las muestras
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a 3723C, toda la noche y en oscuridad. Al dia siguiente las muestras se destifieron sometiéndolas
a multiples lavados con etanol 70% y las muestras se observaron mediante un macroscopio

DMS1000 con campo claro.
8.  Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos de significatividad de los diferentes experimentos llevados a cabo

se realizaron mayoritariamente empleando la herramienta en linea Astatsa

(https://astatsa.com/OneWay Anova with TukeyHSD/). También se empledé la propia

herramienta de analisis del software Prism (https://www.graphpad.com/) empleado para

representar graficamente los datos de los diferentes analisis.

Tabla MM11. Oligonucledtidos empleados en este trabajo. Tras el nombre del oligonucleétido se indica
el sentido: _F = sentido directo o Forward, _R= sentido reverso o Reverse.

NOMBRE SECUENCIA 5’-3’ GEN PROPOSITO
CRISPR
DT1BsF_RTFL9_F QXQZQL?AZE%TEE_ATTGATGTACCAG RTFL9 CRISPR Target 1 (guia 3) de RTFL9
DT1FO_RTFL9_F LE,ZLGC:_:’:%CA:’:\AC;(_:FAAAC;%AAAGCAGTTTT RTFL9 CRISPR Target 1 (guia 3) de RTFL9
DT1RO_RTFL9_R _?é_g;g?égf?; (STTIEATTTTTCAATC RTFL9 CRISPR Target 2 (guia 9) de RTFL9
DT1BsR_RTFL9_R /g_rTéEf_rGTTTC(:T:f AAACTTCAAAGAT RTFL9 CRISPR Target 2 (guia 9) de RTFL9
DT1BsF_DVL1_F élg;Agfif;gffTTGAGCTCTGCA DVL1 CRISPR Target 1 (guia 2) de DVL1
DT1FO_DVL1_F LE:ZCCZCCTFCALC;('Z:AC_EI:ZC;@GATCAAGTTTT DVL1 CRISPR Target 1 (guia 2) de DVL1
DT1RO_DVL1_R ?é%jg?g;ii;iiiTCATACTTCAATC DVL1 CRISPR Target 2 (guia 6) de DVL1
DT1BsR_DVL1_R é;ﬁ';‘;igg:iGAAACTTTGTTCCTT DVL1 CRISPR Target 2 (guia 6) de DVL1
DT1BsF_DVL4_F 22:1;21:;%1-:; é:TGTATTGATATATCAA DVL4 CRISPR Target 1 (guia 2) de DVL4
DT1FO_DVL4_F ;2&221’:?:::&21? AAGATGTTTT DVL4 CRISPR Target 1 (guia 2) de DVL4
DT1RO_DVL4 R ¢?1EFA:GCTAJ GC:CCTGCAT(;\TCCTTCTCCCAATC DVL4 CRISPR Target 2 (guia 6) de DVL4

ATTATTGGTCTCGAAACAACATCACG

DT1BsR_DVL4_R ACTCTTCTCCCAA DVL4 CRISPR Target 2 (guia 6) de DVL4
DT1-BsF_DVL3_F QLQLAGT(? AGATACATéG_f TTGGATACTTGA DVL3 CRISPR 3 sgRNA para DVL3/5/6
DT1-FO_DVL3_F ZgiggingAAﬁi%?CAAAAGTW DVL3 CRISPR 3 sgRNA para DVL3/5/6
DTO0-BsR2_R 22?322?&1CTCAATCTCTTAGTCG CRISPR 3 sgRNA para DVL3/5/6
DT2-BsF2_DVL5_F g-_ll-_ég: ;ggg; g;(;,’;\sﬁéi,_ArTTGAAGAT DVL5 CRISPR 3 sgRNA para DVL3/5/6
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TGAAGATGTGGAGCCGTGGAGGTTT

DT2-FO_DVLS_F TAGAGCTAGAAATAGC DVL5 CRISPR 3 sgRNA para DVL3/5/6
DT3-RO_DVL6_R é:gﬁfgffgg;gngGAifggAﬁTACAAT DVL6 CRISPR 3 sgRNA para DVL3/5/6
DT3-BsR_DVL6_R é\gﬁ:l’é%iiiECGAAACAGTCCTCTG DVL6 CRISPR 3 sgRNA para DVL3/5/6
U6-1p-R TATGCAAGTCTCACTCACACTCACG Colony PCR (Wang et al., 2015)
U6-29p-R AGCCCTCTTCTTTCGATCCATCAAC Secuenciar (Wang et al., 2015)
U6-29t-F CGTGTTTCAGCTCTCATGATCCTTG Secuenciar (Wang et al., 2015)
Cas9_F CGCAAGTCAGAGGAGACGATCA Cas9 Genotipar Cas9
Cas9_R CCATCGCTCTTCAGGAAGTCGA Cas9 Genotipar Cas9
htpll_F GCCTGAACTCACCGCGACGTC htpll ﬁggi‘i’;;ie” de resistencia a
htpll_R GCACTGACGGTGTCGTCCAT htpll ﬁé’:giﬁ’;;ge" COMGHBENERIE
RTFL9genCRISPR_F CAGACCATGTTCATCTGTTTCTCC RTFL9 Genotipar RTFL9 para CRISPR
RTFL9genCRISPR_R GGATTACGCAAACTATCATCTGTAGG RTFL9 Genotipar RTFL9 para CRISPR
DVL1genCRISPR_F ATGCATGCATGCCACTAGTTCT DVL1 Genotipar DVL1 para CRISPR
DVL1genCRISPR_R GAAAAACAACCATCGATCGACCGG DVL1 Genotipar DVL1 para CRISPR
DVL4genCRISPR_F  GTGCCATGATACATACCAACAACG DVL4 Genotipar DVL4 para CRISPR
DVL4genCRISPR_R TGAGCACTAAGGGCATCTTCATTC DVL4 Genotipar DVL4 para CRISPR
BIFC
DVL1_F ATGGAAATGAAGAGGGTCATGATG DVL1 Amplificar CDS desde ATG a STOP
DVL1_R TCAATCATGCGAACAAAGGAGC DVL1 Amplificar CDS desde ATG a STOP
CDC48_F ATGTCTACCCCAGCTGAATC CDC48 Amplificar CDS desde ATG a STOP
CDC48_R ETAATTGTAGAGATCATCATCGTCCC CDhC48 Amplificar CDS desde ATG a STOP
CDC48noSTOP_R ATTGTAGAGATCATCATCGTCCCCAG CDC48 Amplificar CDC48 sin STOP codon
AT3G06980_F ATGTTGGCGAGAGCTCCACC AT3G06980 Amplificar CDS desde ATG a STOP
AT3G06980_R TTAGGTTGTGAACTCGTAAGCG AT3G06980 Amplificar CDS desde ATG a STOP
COBL8_F ?ggGGTTTAACTCGAAATTTCATTTTA COBL8 Amplificar CDS desde ATG a STOP
COBL8_R TTAAATCCGAAGAAACAGTAGAGCC COBL8 Amplificar CDS desde ATG a STOP
BSK6_F ATGGGAGCTCGTTGCTCAAAGT BSK6 Amplificar CDS desde ATG a STOP
BSK6_R TCAGCGCTTGTTACTCTTCTTAGC BSK6 Amplificar CDS desde ATG a STOP
AT3G07820_F ATGGGTGGATATTTTGGAGTTTCTAC AT3G07820 Amplificar CDS desde ATG a STOP
AT3G07820_R TTAGGCTGCTGGAGCGCTGCAT AT3G07820 Amplificar CDS desde ATG a STOP
SRC2_F ATGGAGTGTAGATCATTGGATCTGAC SRC2 Amplificar CDS desde ATG a STOP
SRC2_R TCAGAAATCGAAACCACCCATGTC SRC2 Amplificar CDS desde ATG a STOP
AT2G20550_F ATGAGTCACCCGAGAAATGCAG AT2G20550 Amplificar CDS desde ATG a STOP
AT2G20550_R TCATCCGAGAAGTTTCTTCAATCCTG AT2G20550 Amplificar CDS desde ATG a STOP
AT3G16630_F ATGGGCGGCCAAATGCAGCAAAAC AT3G16630 Amplificar CDS desde ATG a STOP
AT3G16630_R CTACCGAGGAACTCTCTTACGGCT AT3G16630 Amplificar CDS desde ATG a STOP
DVL11_F ATGGCGTCATCGTCTAGCCTGA DVL11 Amplificar CDS desde ATG a STOP
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DVL11_R
VDCA3_F
VDCA3_R
UBQ10_F

UBQ10_R

SYT1_F
SYT1_R

PROLIFERA_F

PROLIFERA_R

Atcdc48_qPCR_F

Atcdc48_gPCR_R

DVL1_CLTM_F

DVL1_CLTM_R
DVL11_CLTM_F
DVL11_CLTM_R

D1CD_CLTM_IF_F

D1CD_CLTM_IF_R

D11CD_CLTM_IF_F

D11CD_CLTM_IF_R

CLTMseq_F
CLTMseq_R

D1_N_CLTM_F
D1_N_CLTM_R
D11_N_CLTM_F
D11_N_CLTM_R

D11C_N_CLTM_F
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TTAAGAATCAGAGTAATTATCTCTCC
AGC

ATGGTTAAAGGTCCAGGACTCTACAC

TCAGGGCTTGAGAGCGAGAGCA

ATGCAGATCTTTGTTAAGACTCTCAC
CGG

TAGAAACCACCACGAAGACGCAGG

ATGGGCTTTTTCAGTACGATACTAGG
TCAAGAGGCAGTTCGCCACTCGA

ATGAAAGACCACGATTTCGACGGC

TCAGATAAAACGGATGTCAAAGGTG
TGAGG

GGGTGAGCCTGTGAAGAGAG

ACCCGTTTCATTAGCCACAG

GT™M

ATCTGGCTCTGGGTCCACTAGTATGG
AAATGAAGAGGGTC
TACCGCTGCCGCTGCCGAGCTCATCA
TGCGAACAAAGGAG
ATCTGGCTCTGGGTCCACTAGTATGG
CGTCATCGTCTAGC
TACCGCTGCCGCTGCCGAGCTCAGAA
TCAGAGTAATTATCT
CTCTGGGTCCACTAGTAGAAGATTGG
GGAAGTATATGAAGG

CCGCTGCCGCTGCCGAGCTCATCATG
CGAACAAAGGAGC

CTCTGGGTCCACTAGTAGAAAGTGTG
CAAGATTGGTTAAAG

CCGCTGCCGCTGCCGAGCTCATCTCT
CCAGCAAATAAGCATG

AGACAACCCAGCCTTCCAAACAGA

CCCCCTGAACCTGAAACATAAA

TTCGCATGATGAGCTCAACGGCAGC
GGCAGCGGTA
TACCGCTGCCGCTGCCGTTGAGCTCA
TCATGCGAA
TACTCTGATTCTGAGCTCAACGGCAG
CGGCAGCGGT
ACCGCTGCCGCTGCCGTTGAGCTCAG
AATCAGAGTA
TGCTGGAGAGATGAGCTCAACGGCA
GCGGCAGCGGT

DVL11

VDC3

VDC3

uBQio0

uBQ10

SYT1
SYT1

PROLIFERA

PROLIFERA

CDC48

CDC48

DvL1

DvL1

DVL11

DVL11

DvL1

DVL1

DVL11

DVL11

Amplificar CDS desde ATG a STOP

Amplificar VDAC3 desde ATG a
STOP

Amplificar VDAC3 desde ATG a
STOP

Amplificar UBQ10 desde ATG a
STOP

Amplificar UBQ10 desde ATG a
STOP

Amplificar SYT1 desde ATG a STOP

Amplificar SYT1 desde ATG a STOP
Amplificar PROLIFERA desde ATG a
STOP

Amplificar PROLIFERA desde ATG a
STOP

Medir niveles expresion de CDC48
en lineas transgénicas etanol-
inducibles Atcdc48APN

Medir niveles expresion de CDC48
en lineas transgénicas etanol-
inducibles Atcdc48APN

Amplificar CDS sin STOP y ligar en
vector CLTM con In-Fusion
Amplificar CDS sin STOP y ligar en
vector CLTM con In-Fusion
Amplificar CDS sin STOP y ligar en
vector CL.TM con In-Fusion
Amplificar CDS sin STOP y ligar en
vector CL.TM con In-Fusion
Amplificar dominio conservado y
ligar en vector CL.TM con In-Fusion
Amplificar dominio conservado
DVL1y ligar en vector CL.TM con In-
Fusion

Amplificar dominio conservado
DVL11y ligar en vector CLTM con
In-Fusion

Amplificar dominio conservado
DVL11y ligar en vector CL.TM con
In-Fusion

Secuenciar inserto en CLTM

Secuenciar inserto en CLTM

Mutagénesis DVL1 y CD_C.TM para
afiadir N en posicién 3 tras inserto
Mutagénesis DVL1 y CD_C.TM para
afiadir N en posicién 3 tras inserto
Mutagénesis DVL11_ C.TM para
afiadir N en posicién 3 tras inserto
Mutagénesis DVL11_C.TM para
afiadir N en posicién 3 tras inserto
Mutagénesis DVL11CD_ C.TM para
afadir N en posicién 3 tras inserto



D11C_N_CLTM_R

MpDVLCRISPR_F
MpDVLCRISPR_R
MpGenotDVL_F
MpGenotDVL_R
MpDVL+8_F
MpDVLQRT_F

MpDVLGRT_R

MpDVLInfus_F

MpDVLInfus_R

MpDVLProm_F

MpDVLnoSTOP_R

pMpDVL-2268_F
pMpDVL-1590_F
pMpDVL-857_F

MpEFla_F

MpEFla_R

MpDVLqPCR_F
MpDVLqPCR_R

ACCGCTGCCGCTGCCGTTGAGCTCAT
CTCTCCAGCA

Marchantia polymorpha

AAACCACAGCAGAAGCCGCGGGAG

CTCGCTCCCGCGGCTTCTGCTGTG

GTGCATTGTTATATGCGTCCGGAG

CAATTCGATGCCTCTGAGACGA

AGTGTTACACCGCACAGCAGAA

AGTGTTACACCGCACAGCAG

GCACCGCCGAATTATGTAGA

AGCAGGCTCCGAATTCATGGGGCAG
TGTTACACCG

AAGCTGGGTCGAATTCTTATCACGAA
CCGCCATACTTGTGCCA

AGCAGGCTCCGAATTCGGAAAACATT
CTCTCGAGCGTCCGTGCACGTCATTC
T

AAGCTGGGTCGAATTCCGAACCGCC
ATACTTGTGCCA

CGAAACCTAGTGAATGTGTAG
TCTGCGGAACCTCTCGAAACA
TAAGAAGAAGCGCCGCGGTAA

AAGCCGTCGAAAAGAAGGAG

TTCAGGATCGTCCGTTATCC

AGTGTTACACCGCACAGCAG
GCACGGAATTATGTAGA

MpDVL
MpDVL
MpDVL
MpDVL
MpDVL
MpDVL

MpDVL

MpDVL

MpDVL

M pDVLpro

MpDVL

M pDVLpro
M pDVLpro
M pDVLpro

MpEFla

MpEFla

MpDVL
MpDVL
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Mutagénesis DVL11CD_ C.TM para
afiadir N en posicién 3 tras inserto

Guia en MpDVL para CRISPR
Marchantia

Guia en MpDVL para CRISPR
Marchantia

Genotipar MpDVL (CRISPR) en
gendmico

Genotipar MpDVL (CRISPR) en
gendmico

Amplificar MpDVL posicion+8 de la
CDS

Medir niveles expresion MpDVL en
lineas sobreexpresoras

Medir niveles expresion MpDVL en
lineas sobreexpresoras

Amplificar CDS para clonar con In-
Fusion en PCR8 y mantener sitio
EcoRI

Amplificar CDS hasta STOP para
clonar con In-Fusion en PCRS, con
un doble STOP TAA y sitio EcoRI
Amplificar promotor MpDVL (2811
pb) para clonar con In-fusion en
PCR8 y manter sitio EcoRl
Amplificar CDS sin STOP para
clonar con In-fusion en PCR8
manteniendo sitio EcoRI

Secuenciar promotor pMpDVL
Secuenciar promotor pMpDVL

Secuenciar promotor pMpDVL
RT-gPCR de MpELONGATION
FACTOR 1a (Mp3g23400) como
gen constitutivo

RT-gPCR de MpELONGATION
FACTOR 1a (Mp3g23400) como
gen constitutivo

RT-qPCR de MpDVL
RT-gqPCR de MpDVL
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ANEXO I. Secuencia de aminodcidos predicha de los mutantes generados por CRISPR.

Secuencia de aminoacidos predicha de las proteinas RTFL9 y RTFL9-crispr

RTFL9:
MAEFKSKLNKGHAFTSKCASLVKEQRARLYITLRRCATMLCCWYIQGDDSPLAAWQNPEFTR
NLTLSSDIFWCKTLLQAYKTERERTRDLSAKRAGVFTVSETETVEMLIL*

RTFL9-crispr:
MAEFKSKLNKGHAFTSKCASLVKEQRARLYILRRCATMLEGFLMIGFTLDRRRLFWFHQ*

Secuencia de aminoacidos predicha de las proteinas DVL1 y DVL1-crispr

DVL1:
MEMKRVMMSSAERSKEKKRSISRRLGKYMKEQKGRIYIIRRCMVMLLCSHD*
DVL1-crispr:

MEMKRVMMSSAEKYMKEQKGRIYIIRRCMVMLLCSHD*

Secuencia de aminoacidos predicha de las proteinas DVL4 y DVL4-crispr

DVL4:
MKMGGSKRRVSSKGLGAVLKEQRAKLYITRRCVVMLLCWHD*

DVL4a-crispr:
MKFGA*

Secuencia de aminoacidos predicha de las proteinas DVL3 y DVL3-crispr

DVL3:
MKGTKKKTPCNKKLGGYLKEQKGRLYITIRRCVVMLICWHD*

DVL3-crispr:
MKGTKKKTPCNKKLGGYLKEKREGEFTSSEDVWSCSFVGMTNLQLICVIYTCICTCIL*

Secuencia de aminoacidos predicha de las proteinas DVL5 y DVL5-crispr

DVL5:
MKTTGSSVGGTKRKMWSRGVGGVVREQKAKLYTIITRRCVVMLLCWHD*

DVL5-crispr:
MKTTGSSVGGTKRKMWSRVSGRSG*

Secuencia de aminoacidos predicha de las proteinas DVL6 y DVL6-crispr

DVL6:
MGVLKRRVSSSRGLGGVLREQRAKLYIIKRCVVMLLCWQD*

DVL6-crispr:

MGVLKRRVSSSRGTWWCS*
En azul se muestra la regidn conservada tras el CRISPR. En gris se muestra la region delecionada
tras el CRISPR. En las versiones de las proteinas crispr se incluye secuencia predicha hasta

encontrar primer codon de parada, aunque corresponda con la region 3’'UTR de la secuencia

original.
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ANEXO II. Términos GO representativos de los DEGs en los multiples mutantes dvl1/rtfl9 dvI8

dviil rtfl9 rtfl11.

TERMINOS GO DE LOS DEGs REGULADOS AL ALZA EN LOS MULTIPLES MUTANTES dvi/rtfl

GENES ID
AT4G01440 G0:0055085 Transporte transmembrana
AT5G40230
AT5G40260
AT5G43340

DESCRIPCION GO

AT5G40260 G0:0010208 Ensamblaje de la pared del polen

G0:0010584 Formacion de la exina del polen

G0:0010927 Ensamblaje de componentes celulares involucrados en morfogénesis
G0:0032989 Morfogénesis de componentes celulares
G0:0033037 Localizacién de polisacaridos
G0:0034219 Transporte transmembrana de carbohidratos
G0:0051260 Homo-oligomerizacion de proteinas
G0:0052386 Espesamiento de la pared celular
G0:0052543 Depdsito de callosa en pared celular
G0:0052545 Localizacion de callosa
G0:0051259 Oligomerizacién de complejos proteicos
AT5G45150 G0:0016246 Interferencia de RNA
G0:0030422 Produccidn de siRNA involucrada en la interferencia de RNA
G0:0031050 Procesamiento de dsRNA
G0:0070918 Produccidn de pequefios RNA involucrada en el silenciamiento génico por

RNA

AT5G43340 G0:0006817 Transporte de i6n fosfato

TERMINOS GO DE LOS DEGs REGULADOS A LA BAJA EN LOS MULTIPLES MUTANTES dvi/rtfl

GENES

AT1G03050 AT1G05580 AT1G10770 AT1G11765
AT1G24520 AT1G28270 AT1G48020 AT1G50610
AT1G51250 AT1G61290 AT1G68610 AT1G79860
AT2G07040 AT2G21480 AT2G31500 AT2G33100
AT2G33420 AT2G33460 AT2G33775 AT3G01700
AT3G02810 AT3G20190 AT3G20580 AT3G26860
AT4G02650 AT4G33970 AT4G35700 AT4G38190
AT4G39110 AT5G12180 AT5G16500 AT5G19360
AT1G03050 AT1G05580 AT1G10770 AT1G11765
AT1G28270 AT1G48020 AT1G50610 AT1G51250
AT1G61290 AT1G79860 AT2G07040 AT2G21480
AT2G31500 AT2G33100 AT2G33420 AT2G33460
AT2G33775 AT3G01700 AT3G02810 AT3G20190
AT3G20580 AT3G26860 AT4G02650 AT4G33970
ATAG38190 AT4AG39110 AT5G12180 AT5G16500
AT5G19360

AT1G03050 AT1G05580 AT1G10770 AT1G28270
AT1G48020 AT1G50610 AT1G61290 AT1G79860
AT2G07040 AT2G21480 AT2G31500 AT2G33420
AT2G33460 AT2G33775 AT3G01700 AT3G02810
AT3G20190 AT3G20580 AT4G02650 AT4G33970
AT4G39110 AT5G12180 AT5G16500 AT5G19360
AT1G03050 AT1G10770 AT1G24520 AT1G28270
AT1G48020 AT1G50610 AT1G52240 AT1G61290
AT1G68610 AT1G79860 AT2G07040 AT2G21480
AT2G31500 AT2G33460 AT2G33775 AT3G01700
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ID
G0:0051704

G0:0009856
G0:0044706

G0:0048868

G0:0030154
G0:0048869

DESCRIPCION GO
Proceso de multi-organismo

Polinizacién
Proceso de organismo multi-multicelular

Desarrollo del tubo polinico

Diferenciacion celular
Procesos de desarrollo celulares



AT3G20190 AT3G20580 AT4G02650 AT4G33970
AT4G35700 AT4G39110 AT5G12180 AT5G19360

AT1G03050 AT1G10770 AT1G28270 AT1G48020
AT1G50610 AT1G61290 AT1G79860 AT2G07040
AT2G21480 AT2G31500 AT2G33460 AT2G33775
AT3G01700 AT3G20190 AT3G20580 AT4G02650
AT4G33970 AT4G39110 AT5G12180 AT5G19360

AT1G28270 AT1G50610 AT1G79860 AT2G07040
AT2G21480 AT2G31500 AT2G33775 AT3G20190
AT4G39110 AT5G12180 AT5G19360

AT1G03050 AT1G10770 AT1G28270 AT1G48020
AT1G50610 AT1G52240 AT1G61290 AT1G79860
AT2G07040 AT2G21480 AT2G31500 AT2G33460
AT2G33775 AT3G01700 AT3G20190 AT3G20580
AT4G02650 AT4G33970 AT4G39110 AT5G12180
AT5G19360

AT1G14420 AT2G02720 AT2G26450 AT2G44560
AT2G47030 AT3G05610 AT3G17060 AT3G43860
AT3G62710 AT4G33230 AT5G15110 AT5G61680
AT1G14420 AT2G02720 AT2G16730 AT2G23900
AT2G26450 AT2G33100 AT2G44560 AT2G47030
AT3G05610 AT3G06260 AT3G17060 AT3G43860
AT3G52600 AT3G57240 AT3G62710 AT4G26260
ATAG33230 ATAG33860 AT4G38190 AT5G12960
AT5G15110 AT5G20390 AT5G43300 AT5G48140
AT5G56640 AT5G58050 AT5G58170 AT5G61680
AT1G14420 AT2G02720 AT2G26450 AT2G44560
AT2G47030 AT3G05610 AT3G17060 AT3G43860
AT3G62710 AT4G26260 AT4G33230 AT5G15110
AT5G56640 AT5G61680

AT1G10770 AT1G23350 AT1G48020 AT2G26450
AT2G47030 AT3G05610 AT3G36659 AT3G62180
ATA4G02250 AT4G24640 AT4G33230 AT5G50030
AT5G50040

AT1G14420 AT2G02720 AT2G26450 AT2G47030
AT3G05610 AT3G17060 AT4G33230 AT5G15110
AT5G61680

AT1G03050 AT1G05580 AT1G10770 AT1G11765
AT1G24520 AT1G28270 AT1G48020 AT1G50610
AT1G51250 AT1G53490 AT1G61290 AT1G68610

G0:0009860
G0:0009932
G0:0048588
G0:0000904

G0:0009826
G0:0060560

G0:0000902
G0:0016049
G0:0048589
G0:0040007
G0:0080092
G0:0010769
G0:0051510
G0:0001558
G0:0022604
G0:0048638
G0:0022603
G0:0051128

G0:2000241
G0:0051239

G0:0048468

G0:0009653

G0:0000272

G0:0005975

G0:0016052

G0:0043086
G0:0044092

G0:0045490

G0:0022414
G0:0000003

ANEXOS

Crecimiento del tubo polinico
Crecimiento distal de la célula
Crecimiento de células en desarrollo
Morfogénesis celular involucrada en
diferenciacion

Crecimiento celular unidimensional
Crecimiento del desarrollo involucrado en
morfogénesis

Morfogénesis celular

Crecimiento celular

Crecimiento del desarrollo

Crecimiento

Regulacidn del crecimiento del tubo polinico
Regulacidn de la morfogénesis celular
involucrada en diferenciacion

Regulacion del crecimiento celular
unidimensional

Regulacion del crecimiento celular
Regulacion de la morfogénesis celular
Regulacion del crecimiento del desarrollo
Regulacion de la morfogénesis de
estructuras anatémicas

Regulacidn de la organizacién de
componentes celulares

Regulacidn de procesos reproductivos
Regulacidn de procesos de organismos
multicelulares

Desarrollo celular

Morfogénesis de estructuras anatomicas

Procesos catabolicos de polisacaridos

Procesos metabdlicos de carbohidratos

Procesos catabdlicos de carbohidratos

Regulacion negativa de la actividad catalitica
Regulacion negativa de la funcién molecular

Proceso catabdlico de pectina

Proceso reproductivo
Reproduccién
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AT1G79860 AT2G07040 AT2G21480 AT2G31500

AT2G33100 AT2G33420 AT2G33460 AT2G33775

AT3G01700 AT3G02810 AT3G20190 AT3G20580

AT3G26860 AT3G52600 AT4G02650 AT4G33970

AT4G35700 AT4G38190 AT4G39110 AT5G02110

AT5G12180 AT5G16500 AT5G19360

AT2G17890 AT2G21480 AT2G31500 AT2G41860 G0:0046777  Autofosforilacidn de proteinas
AT3G61160 AT4G10010 AT4G39110 AT5G12180

AT5G18910 AT5G19360 AT5G28680

AT1G17540 AT1G23540 AT1G49270 AT1G50610 G0:0006468  Fosforilacion de proteinas
AT1G61860 AT1G76370 AT2G07040 AT2G17890

AT2G21480 AT2G31500 AT2G41860 AT2G43230

AT3G01085 AT3G02810 AT3G18810 AT3G20190

AT3G20530 AT3G61160 AT4G10010 AT4G39110

AT5G02110 AT5G12000 AT5G12180 AT5G16500

AT5G18910 AT5G19360 AT5G28680

AT1G14420 AT2G02720 AT2G26450 AT2G47030 G0:0045488  Procesos metabdlicos de pectina
AT3G05610 AT3G06260 AT3G17060 AT4G33230  G0:0010393  Procesos metabdlicos de galacturonano
AT5G15110 AT5G61680

AT1G01460 AT1G17540 AT1G23540 AT1G49270 G0:0016310  Fosforilacidon

AT1G50610 AT1G61860 AT1G76370 AT2G07040

AT2G17890 AT2G21480 AT2G31500 AT2G40850

AT2G41860 AT2G43230 AT3G01085 AT3G02810

AT3G18810 AT3G19310 AT3G20190 AT3G20530

AT3G56600 AT3G61160 AT4G10010 ATAG39110

AT5G02110 AT5G12000 AT5G12180 AT5G16500

AT5G18910 AT5G19360 AT5G28680

AT1G03050 AT1G05580 AT1G10770 AT1G24520 G0:0003006  Procesos de Desarrollo involucrados en
AT1G28270 AT1G48020 AT1G50610 AT1G61290 reproduccion

AT1G68610 AT1G79860 AT2G07040 AT2G21480

AT2G31500 AT2G33420 AT2G33460 AT2G33775

AT3G01700 AT3G02810 AT3G20190 AT3G20580

AT3G52600 AT4G02650 AT4G33970 AT4G35700

AT4G39110 AT5G02110 AT5G12180 AT5G16500

AT5G19360

AT1G10770 AT1G23350 AT1G48020 AT1G52240  GO:0065009  Regulacién de la funcion molecular
AT1G79860 AT2G26450 AT2G31500 AT2G47030

AT3G05610 AT3G17980 AT3G36659 AT3G62180

AT4G02250 AT4G24640 AT4G33230 AT5G02110

AT5G50030 AT5G50040

AT1G14420 AT2G02720 AT2G26450 AT2G33100 G0:0005976  Procesos metabdlicos de polisacaridos
AT2G44560 AT2G47030 AT3G05610 AT3G06260

AT3G17060 AT3G43860 AT3G62710 AT4G33230

AT4G38190 AT5G15110 AT5G61680

AT1G10770 AT1G23350 AT1G48020 AT1G52240  GO:0050790  Regulacién de la actividad catalitica
AT1G79860 AT2G26450 AT2G47030 AT3G05610

AT3G17980 AT3G36659 AT3G62180 AT4G02250

AT4G24640 AT4G33230 AT5G02110 AT5G50030

AT5G50040

G0:0071555  Organizacidn de la pared celular

G0:0045229  Organizacidn de la estructura de
AT2G44560 AT2G47030 AT3G05610 AT3G06260

AT3G17060 AT3G20580 AT3GA43860 AT4G33230 SR IS o
AT4G33970 AT4G38190 AT5G61680 GO0:0071554  Organizacién o biogénesis de la pared

celular
AT1G28270 AT1G50610 AT1G79860 AT2G07040 G0:0040008 Regulacién del crecimiento
AT2G21480 AT2G31500 AT2G33460 AT2G33775
AT3G20190 AT4G39110 AT5G12180 AT5G19360

AT1G14420 AT2G26450 AT2G33100 AT2G33460

G0:0048268 Ensamblaje de la capa de clatrina
G0:0072583  Endocitosis dependiente de clatrina
G0:0006898  Endocitosis mediada por receptor
GO:0006900  Escision de vesiculas de membrana

AT1G03050 AT1G25240 AT1G68110 AT4G02650
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AT1G05580 AT1G08140 AT1G08150 AT2G25600
AT2G28180 AT2G31500

AT1G05580 AT1G08140 AT1G08150 AT2G25600
AT2G28180 AT2G31500

AT1G03050 AT1G25240 AT1G61290 AT1G68110
AT3G03800 AT4G02650

AT1G28270 AT2G22055 AT2G33775 AT3G25165
AT3G25170

AT4G26260 AT5G56640

AT4G26260 AT5G43300 AT5G56640 AT5G58050
AT5G58170

AT2G26450 AT2G47030 AT3G05610 AT3G17060
AT4G33230 AT5G61680

AT1G05580 AT1G08140 AT1G08150 AT2G28180

AT2G17890 AT2G31500 AT2G41860 AT5G12180
AT5G19360

AT5G43300 AT5G58050 AT5G58170

AT1G61290 AT2G28640 AT3G03800 AT3G09530

AT2G44560 AT3G43860 AT4G26260 AT5G56640

AT1G24520 AT1G68610 AT4G35700

AT1G01460 AT2G40850 AT3G56600

AT1G01460 AT2G40850 AT3G56600 AT5G39400

AT1G01460 AT2G40850 AT3G56600 AT5G39400
AT5G43300

AT2G21990 ATAG39610

AT2G33100 AT2G44560 AT3G43860 AT4G38190

AT2G33460 AT3G20580

AT1G28270 AT2G17890 AT2G22055 AT2G31500
AT2G33775 AT2G40116 AT2G41860 AT3G25165
AT3G25170 AT5G12180 AT5G19360

AT1G03050 AT4G02650

G0:0006897
G0:0006813

G0:0010183
G0:0042330
G0:0050918
G0:0006935
G0:0040011
G0:0016050

G0:0007267
G0:0019722
G0:0019932

G0:0019310
G0:0019751
G0:0006066
G0:0042545

G0:0006885
G0:0055067

G0:0018105
G0:0018209
G0:0019400
G0:0006071
G0:0006887
G0:0032940
G0:0046903
G0:0140352
G0:0044275

G0:0048235

G0:0055046
G0:0048232
G0:0046854

G0:0046488
G0:0006650

G0:0010274
G0:0030243
G0:0051273
G0:0010215
G0:0070726
G0:0071668

G0:0030198

G0:0043062
G0:0035556

G0:0072659

G0:1990778

ANEXOS

Endocitosis
Transporte del idén potasio

Guia del tubo polinico
Taxis

Quimiotaxis positiva
Quimiotaxis

Locomocién
Organizacién de vesiculas

Seializacion célula a célula
Sefializacion mediada por calcio
Sefalizacion mediada por mensajeros
secundarios

Procesos catabdlicos de inositol
Procesos metabdlicos de polioles
Proceso metabdlico del alcohol
Modificacidn de la pared celular

Regulacion del pH

Homeostasis de cationes inorgdnicos
monovalentes

Fosforilacion de peptidil-serina
Modificacidn de peptidil-serina

Proceso metabdlico del alditol

Proceso metabdlico del glicerol

Exocitosis

Secrecion por célula

Secrecion

Exportacion desde la célula

Proceso catabélico de carbohidratos
celulares

Diferenciacion de la célula espermatica del
polen

Micro gametogénesis

Generacién del gameto masculino
Proceso de biosintesis del fosfatidilinositol
fosfato

Proceso metabdlico del fosfatidilinositol
Proceso metabdlico de glicerofosfolipidos

Hidrotropismo

Proceso metabdlico de la celulosa
Proceso metabdlico del meta-glucano
Organizacién de microfibrillas de celulosa
Ensamblaje de la pared celular
Ensamblaje de la pared celular por tipo de
planta

Organizacién de la matriz extracelular
Organizacién de la estructura extracelular
Transduccién de la sefial intracelular

Localizacidn proteica a la membrana
plasmatica
Localizacidn proteica a la periferia celular
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AT2G44560 AT3G43860 AT3G62710
AT1G28270 AT1G50610 AT1G79860 AT2G07040
AT2G21480 AT2G31500 AT2G33775 AT3G20190
AT4G39110 AT5G12180 AT5G19360 AT5G26700
AT2G33100 AT2G44560 AT3G43860 AT4G26260
AT4G38190 AT5G43300 AT5G56640 AT5G58050
AT5G58170

AT2G07040 AT2G33100 AT4G38190
AT1G05580 AT2G25600 AT2G31500

AT1G11765 AT1G51250 AT3G26860 AT5G16500
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G0:0009251
G0:0050793

G0:0044262

G0:0009846
G0:0071805
G0:0048544
G0:0008037

Proceso catabdlico del glucano
Regulacion del proceso de desarrollo

Proceso metabdlico del carbohidrato celular

Germinacidén de polen

Transporte transmembrana del ion potasio
Reconocimiento del polen

Reconocimiento celular
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ANEXO Illl. Genes diferencialmente expresados y comunes a ambas lineas sobreexpresoras

dvi1-1D y 35S5:DVL8 con respecto al silvestre analizados mediante RNA-seq.

Regulado a la ALZA/BAJA

ID Nombre dvli-1D 35S:DVLS8 Quintuples mutantes
AT1G21525 ALZA ALZA
AT1G36150 ALZA ALZA
AT1G56660 ALZA ALZA
AT1G74820 ALZA ALZA
AT2G15040 RLP18 ALZA ALZA
AT2G15042 ALZA ALZA
AT2G17000 ALZA ALZA
AT2G26750 ALZA ALZA
AT2G34655 ALZA ALZA
AT2G39060 SWEET9 ALZA ALZA
AT3G13790 BFRUCT1 ALZA ALZA
AT3G24420 ALZA ALZA
AT3G25810 ALZA ALZA
AT3G29644 SORF29 ALZA ALZA ALZA
AT3G46090 ZAT7 ALZA ALZA
AT4G11290 ALZA ALZA
AT4G13340 LRX3 ALZA ALZA
AT4G13900 RLP49 ALZA ALZA
AT5G06720 PA2 ALZA ALZA
AT5G19880 ALZA ALZA
AT5G57560 TCH4 ALZA ALZA
AT5G59080 ALZA ALZA
AT3G06355 ALZA BAJA ALZA
AT3G15450 ALZA BAJA
AT1G30795 BAJA ALZA
AT1G53490 HEI10 BAJA ALZA BAJA
AT1G67260 TCP1 BAJA ALZA
AT3G15030 TCP4 BAJA ALZA
AT2G19050 BAJA ALZA BAJA
AT4G09455 BAJA ALZA BAJA
AT5G35390 PRK1 BAJA ALZA
AT5G04950 NAS1 BAJA ALZA
AT5G28030 DES1 BAJA ALZA
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ANEXO IV. Figura suplementaria S1. Genes diferencialmente expresados entre los quintuples
mutantes rtfl9 dvi8 dvii1 rtfl11 dvi19 y dvi1 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19 y el silvestre, y entre las

lineas sobreexpresoras dvi1-1D y 355:DVL8 y el silvestre analizados mediante RNA-seq.

Expresados ala BAJA en Expresados al ALZA en
dvi1-1D dvil dvi8 dvi11 rtfi11 dvi19
Expresados al ALZA en 378 18 Expresados a la BAJA en
dvil-1D dvil dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19
802 0 190
6 10
0
Expresados a la BAJA en Expresados al ALZA en
355:DVL8 dvl1/rtfl9 dvi8 dvi11 rtfi11 dvi19
Expresados al ALZA en 47 8 Expresados a la BAJA en
35S:DVL8 avi1/rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvi19
43 1 150
1 39
0

Figura S1. Genes diferencialmente expresados entre los quintuples mutantes rtfl9 dvi8 dvi11 rtfi11
dvli9y dvil dvi8 dvii1 rtfl11 dvi19 y el silvestre, y entre las lineas sobreexpresoras dv/1-1D y 35S:DVL8
y el silvestre analizados mediante RNA-Seq. A) Diagrama de Venn que muestra el nimero de genes
comunes en el quintuple mutante dv/1 dvi8 dvl11 rtfl11 dvi19 con respecto al genotipo silvestre y en la
linea sobreexpresora dv/1-1D con respecto al silvestre. B) Diagrama de Venn que muestra el nimero de
genes comunes ambos quintuples mutantes dvi1/rtfl9 dvi8 dvii1 rtfl11 dvi19 con respecto al genotipo
silvestre y en la linea sobreexpresora 35S:DVL8 con respecto al silvestre. Se muestran los genes
sobreexpresados (al ALZA) y cuya expresion esta reducida (a la BAJA) en las diferentes comparaciones.
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ANEXO V. Genes diferencialmente expresados comunes a quintuples mutantes dv/1/rtfl9 dvI8

dvi11 rtfi11 dvi19y la linea sobreexpresoras 355:DVL8 analizados mediante RNA-Seq.

log2. fold change

ID Gen Nombre dvl/rtfl mutante 35S:DVLS
AT3G29644 SORF29 1,27603 0,86869
AT3G06355 1,14462 -0,75162
AT3G62180 -0,50680 -0,58935
AT4G35700 DAZ3 -0,51399 -0,81762
AT5G02110 CYCD7;1 -0,51495 -0,78777
AT3G62640 -0,52652 -0,68607
AT1G74010 -0,53615 -0,64460
AT3G36659 -0,56364 -0,67973
AT4G26260 MIOX4 -0,57082 -0,84736
AT2G25600 SPIK -0,58449 -0,62569
AT2G40116 -0,58957 -0,60364
AT1G75870 -0,59151 -0,77274
AT2G13350 -0,60768 -0,72335
AT1G01460 PIPK11 -0,60920 -0,76905
AT2G33460 RIC1 -0,61494 -0,76781
AT3G56600 -0,61956 -0,55964
AT5G56640 MIOX5 -0,62043 -0,72296
AT2G43230 -0,63515 -0,55219
AT3G19310 -0,63632 -0,75203
AT2G33270 ACHT3 -0,63847 -0,71019
AT5G25340 -0,64284 -0,77477
AT1G17540 -0,64313 -0,94289
AT4G10010 -0,64322 -0,59151
AT5G43300 GDPD3 -0,65624 -0,82671
AT2G22055 RALFL15 -0,66184 -0,91057
AT5G42490 -0,66274 -0,77570
AT5G27980 -0,66306 -0,83077
AT1G08150 CHX5 -0,66689 -0,69626
AT5G19360 CPK34 -0,68184 -0,77050
AT2G44560 GH9B11 -0,68792 -0,97649
AT2G19050 -0,68859 -1,14397
AT2G02720 -0,68944 -0,82530
AT4G04980 -0,69457 -0,84384
AT2G40990 -0,70583 -0,92084
AT1G44160 -0,70918 -0,69222
AT1G50610 PRKS -0,71124 -0,72412
AT2G16586 -0,75688 -0,93415
AT1G68610 PCR11 -0,78175 -0,89198
AT2G46360 -0,79593 -0,87720
AT1G53490 HEI10 -1,35355 -1,40303
AT4G09455 -8,67912 -7,70723
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ANEXO VI. Términos GO representativos de los DEGs comunes en los multiples mutantes

dvi1/rtfl9 dvi8 dvli1 rtfl9 rtfl11 y la linea sobreexpresora 35S:DVLS.

TERMINOS GO DE LOS DEGs REGULADOS A LA BAJA COMUNES EN LOS MUTANTES dvi/rtfl Y 355:DVL8

GENES

AT1G01460 AT1G17540 AT1G50610
AT2G43230 AT3G19310 AT3G56600
AT4G10010 AT5G02110 AT5G19360
AT2G02720 AT2G44560 AT4G26260
AT5G56640

AT4G26260 AT5G56640

AT2G44560 AT4G26260 AT5G43300
AT5G56640

AT4G26260 AT5G43300 AT5G56640

AT2G44560 AT4G26260 AT5G56640

AT1G68610 AT4G35700

AT4G26260 AT5G56640

AT1G50610 AT2G33460 AT5G19360

AT1G50610 AT5G19360

AT1G50610 AT1G68610 AT2G33460
ATA4G35700 AT5G19360

AT1G01460 AT3G56600

AT4G26260 AT5G56640

AT1G01460 AT2G19050 AT2G40116
AT3G19310 AT3G56600 AT5G43300

AT1G01460 AT3G56600 AT5G43300
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ID
G0:0016310

G0:0016052

G0:0019310
G0:0019852
G0:0019853
G0:0006020
G0:0046164
G0:0046174
G0:0044262

G0:0006066
G0:0019751
G0:0044275
G0:0048235
G0:0055046
G0:0048232
G0:0022412

G0:0007276
G0:1901334
G0:1901336
G0:0009860
G0:0009932
G0:0048588
G0:0048868
G0:0000904
G0:0080092
G0:0010769

G0:0051510
G0:0051704
G0:0030154
G0:0048869
G0:0046854
G0:1901616
G0:0046364
G0:0042364
G0:0006629

G0:0006650
G0:0046486

DESCRIPCION GO
Fosforilacion

Proceso catabdlico de carbohidratos

Proceso catabdlico de inositol

Proceso metabdlico del acido L-ascérbico
Proceso de biosintesis del acido L-ascérbico
Proceso metabdlico de inositol

Proceso catabdlico de alcohol

Proceso catabdlico de polioles

Proceso metabdlico de carbohidratos celulares

Proceso metabdlico del alcohol

Proceso metabdlico de polioles

Proceso catabdlico de carbohidratos celulares
Diferenciacion de la célula espermatica del polen
Micro gametogénesis

Generacién del gameto masculino

Proceso celular implicado en la reproduccién en
organismos pluricelulares
Generacion del gameto

Proceso metabdlico de la lactona

Proceso de biosintesis de la lactona

Crecimiento del tubo polinico

Crecimiento distal de la célula

Crecimiento de células en desarrollo

Desarrollo de tubo polinico

Morfogénesis celular involucrada en diferenciacion
Regulacion del crecimiento del tubo polinico

Regulacion de la morfogénesis celular involucrada
en diferenciacidn
Regulacion del crecimiento celular unidimensional

Proceso multi-organismo

Diferenciacidn celular

Proceso de desarrollo

Proceso de biosintesis del fosfatidilinositol fosfato
Proceso catabdlico de compuesto organico hidroxi
Proceso de biosintesis de monosacaridos

Proceso biosintético de vitaminas solubles en agua
Proceso metabdlico de lipidos

Proceso metabdlico de glicerofosfolipidos
Proceso metabdlico de glicolipidos



ANEXOS

G0:0006644  Proceso metabdlico de fosfolipidos
AT1G01460 AT3G56600 G0:0006661  Proceso biosintético de fosfatidilinositol
AT5G43300 G0:0046475  Proceso catabdlico de glicerofosfolipidos
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ANEXOS

ANEXO VII. Proteinas diferencialmente expresadas en el décuple mutante dvi3 dvi5 dvlé6 dvii
dvl4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl9 rtfl11 con respecto al silvestre Col-0.
Se indica el ID de la proteina con su correspondiente ID del gen y nombre. Si no existe una equivalencia

entre los ID de proteina obtenidos en la base de datos Uniprot_Swissprot y los ID de genes de la base de
datos del TAIR, no aparece ID del gen. También se indica los valores de p-value y Log. Fold Change.

ID Proteina ID Gen Nombre p-value Log. Fold
Change

Q9CAC1 AT1G70710 CEL1 0,01879 °o
BI9DFS6 AT5G07120 SNX2B 0,01569 0,80591
AOA8T1ZRC2 0,01684 0,79284
Q9osuD4 AT4G28050 TET7 0,04272 0,68269
P55231 AT4G39210 APL3 0,02246 0,58898
Q93z00 AT3G47620 TCP14 0,02925 0,53329
QISNY3 AT5G66280 GMD1 0,0473 0,49123
Q84LG4 AT3G09800 0,03197 0,36995
065220 AT5G35100 0,04744 0,34476
Q8LG89 AT2G02850 ARPN 0,02969 0,25166
Q9FGFO AT5G64460 0,02394 0,23244
Q9FJX2 AT5G67510 RPL26B 0,02082 0,22240
Q8LGC6 AT1G33040 NACA5S 0,04817 0,19784
Q8RXP6 AT5G20520 WAV2 0,04948 0,17086
QILXCO AT5G09550 0,03887 0,16611
Q56719 AT3G52930 FBA8 0,04351 0,16376
QILK36 AT3G23810 SAHH2 0,04636 0,15763
Q9sv73 AT4G12960 GILT 0,02295 0,12789
Q9SF85 AT3G09820 ADK1 0,03068 0,12498
Q9C648 AT1G58430 RXF26 0,0425 0,12069
Q38871 AT4G35310 CPK5 0,01922 0,11701
QowQ75 AT4G02030 0,04402 0,10896
P57750 AT5G18070 DRT101 0,04324 0,10715
Q9SJF3 AT1G08370 DCP1 0,03551 0,10303
Q9FFC7 AT5G22800 EMB86 0,02298 0,08548
QIFIX1 AT5G39730 AlG2LB 0,02745 0,08058
023247 AT4G26300 emb1027 0,03686 0,07369
Q43316 AT5G08280 HEMC 0,02599 0,07235
023523 AT4G16830 RGGA 0,04845 0,06681
P49063 AT3G07850 0,03473 0,05887
Q9FVE6 AT3G44750 HDT1 0,0324 0,05876
P24100 AT3G48750 CDKA-1 0,04544 0,05102
Q9SA73 AT1G30580 YchF1 0,02352 0,04872
Q56WK6 AT1G72150 PATL1 0,02035 0,03991
P16181 AT3G48930 RPS11A 0,04073 0,02273
Q9CAX6 AT3G11510 RPS14B 0,04877 0,01618
Q940M2 AT4G39660 AGT2 0,03425 -0,01820
P50318 AT1G56190 0,01907 -0,03415
Q94BT9 AT1G66240 ATX1 0,02092 -0,05760
Q9FF55 AT5G60640 PDIL1-4 0,02943 -0,06268
P38418 AT3G45140 LOX2 0,03452 -0,06364
F419)7 AT1G51510 Y14 0,02659 -0,07181
Q8LA13 AT3G58510 RH11 0,03677 -0,07797
F41CX9 AT1G52410 TSAl 0,02312 -0,08115
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080480
Q9C658
023647
Q8RXD9
QsuIXo
Q97ZUX4
Q94905
Q9Fz27
Q9CA28
Q9z2Qx4
QS9LZR5
Q9XEC4
023138
QOWPT7
022315
Q8H154
P31169
023674
AOA8T2A6J5
QSFMF7
Q949Q7
Q9zuU32
P46312
Q6NKS4
AOA8T1zQL2
064470
Q84WV2
082251
Q9FM19
Q9SH59
AOA8T1YZ98
Q9MO076
Q9LY09
Q9SR33
QSLHES
Q8GWR1
AOA8T2C5L4
Q2HIM5
Q6NKW9

AT1G09270
AT1G26110
AT2G36390
AT2G40840
AT3G28860
AT2G27730
AT1G08380
AT1G02335
AT1G68540
AT4G02620
AT5G03740
AT4G04460
AT1G22840
AT2G41040
AT1G02840
AT1G06650
AT5G15970
AT1G02050

AT5G64290
ATA4G30810
AT2G01350
AT4G30950
AT5G47110

AT2G19070
AT1G75940
AT2G47840
AT5G62740
AT1G64090

AT4G32840
AT5G07530
AT3G09300
AT3G20000
AT3G56900

AT5G03345
AT1G64760

IMPA4
DCP5
SBE2.1
DPE2
ABCB19

PSAO
GL22
TKPR2
VHA-F
HDT3
APA3
CYTC-1

SR34

KIN2
PKSA

DIT2-1
SCPL29
QPT
FAD6
LIL3.2

SHT
BGLU20
TIC20-11

HIR1
RTNLB3

PFK6
GRP17
ORP3B

TOM40-1

AAAS

0,05036
0,04619
0,0344
0,02622
0,03337
0,02673
0,01798
0,04706
0,04613
0,02758
0,03789
0,04875
0,04475
0,03931
0,046
0,04738
0,03989
0,02084
0,04008
0,04205
0,04925
0,01965
0,02431
0,02293
0,02929
0,01553
0,04182
0,02861
0,03495
0,03393
0,02222
0,04782
0,04583
0,04905
0,02604
0,02853
0,0153
0,03054
0,04703

-0,08254
-0,08493
-0,09474
-0,09670
-0,11328
-0,11334
-0,11841
-0,12422
-0,12543
-0,12970
-0,13401
-0,14512
-0,14573
-0,15428
-0,15526
-0,17614
-0,17818
-0,18031
-0,18458
-0,19531
-0,20067
-0,21602
-0,22207
-0,23009
-0,24032
-0,24509
-0,24663
-0,29583
-0,35204
-0,50743
-0,59595
-0,66304
-0,67584
-0,72289
-0,74708
-0,7747
-0,87337
-1,06381
-1,17753
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ANEXOS

ANEXO VIII. Términos GO representativos de las proteinas diferencialmente expresadas en el

décuple mutante dvi3 dvi5 dvl6 dvi1 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl9 rtfl11 con respecto al silvestre.

ID
G0:0044281

G0:1901566

G0:0033036

G0:0071702

G0:0071705

G0:0005975

G0:0006091

G0:0015031
G0:0045184

G0:0043604

G0:0055086

G0:0046686
G0:0015980

G0:0016052
G0:0046034
G0:0005977
G0:0006112

G0:0010584
G0:0010208
G0:0010927

G0:0032989
G0:0080110
G0:0006096
G0:0046031
G0:0006757
G0:0009135

G0:0009185

G0:0006165
G0:0006779

G0:0033014
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DESCRIPCION GO

Procesos metabdlicos de pequeias
moléculas

Procesos de biosintesis de compuestos
organonitrogenados

Localizacidon de macromoléculas
Transporte de sustancias organicas
Transporte de compuestos nitrogenados
Procesos metabdlicos de carbohidratos.

Generacién de metabolitos precursores y
energia

Transporte de proteinas

Establecimiento de localizacién de
proteinas

Proceso de biosintesis de amidas

Procesos metabdlicos de pequenias
moléculas que contienen nucleobases
Respuesta al ion cadmio

Derivacion de energia por oxidacién de
compuestos organicos

Procesos catabolicos de carbohidratos.
Procesos metabdlicos de ATP

Procesos metabdlicos de glicogeno
Procesos metabdlicos de reserva de
energia.

Formacion de la exina del polen
Ensamblaje de la pared del polen
Ensamblaje de components celulares
involucrados en morfogénesis
Morfogénesis de componentes celulares
Proceso biosintético de esporopolenina
Procesos glicoliticos

Proceso metabdlico del ADP.
Generacién de ATP a partir de ADP
Procesos metabdlicos de purina
nucledsido difosfato

Procesos metabdlicos de ribonucleosido
difosfato

Fosforilacion de ribonucleosido difosfato
Procesos de biosintesis de compuestos
que contienen porfirina

Proceso de biosintesis de tetrapirrol

PROTEINAS
BGLU20 QPT ADK1 SAHH2 LOX2 FBAS
emb1027 FAD6 PFK6 DRT101 EMBS86 LIL3.2
DIT2-1 GMD1
DCP1 DCP5 Y14 QPT SHT ADK1 RPS14B
RPS11A emb1027 HEMC EMBS86 LIL3.2
RPL26B
IMPA4 NACA5 Y14 TIC20-1l ORP3B TOMA40-
1 AAAS SNX2B GRP17
IMPA4 NACA5 Y14 TIC20-1l TOM40-1 AAAS
SNX2B DIT2-1
IMPA4 NACA5 Y14 TIC20-1l TOM40-1 AAAS
SNX2B DIT2-1
CEL1 BGLU20 SBE2.1 DPE2 FBA8 PFK6 APL3
DRT101
PSAO CYTC-1 ARPN SBE2.1 DPE2 FBAS
FAD6 PFK6 APL3

IMPA4 NACAS5 TIC20-Il TOM40-1 AAAS
SNX2B

DCP1 DCP5 Y14 SHT RPS14B RPS11A
emb1027 EMB86 RPL26B

QPT ADK1 FBA8 PFK6 DRT101 GMD1
YchF1 ADK1 FBA8 APA3 AGT2
CYTC-1 SBE2.1 DPE2 APL3

CEL1 DPE2 FBA8 PFK6
CYTC-1 FBA8 PFK6

SBE2.1 DPE2 APL3

PKSA TKPR2 SHT

PKSA TKPR2

FBA8 PFK6

HEMC LIL3.2



G0:0046501

G0:0005982
G0:0005978
G0:0031086

G0:0031087

G0:0110156

G0:0110154

Proceso metabdlico de la
protoporfininogeno IX.

Proceso metabdlico del almiddn
Proceso biosintético de glucégeno
Proceso catabdlico de mRNA de
transcripcion nuclear, descomposicion
independiente de la deadenilacidn
Decapado independiente de la
deadenilacion del mRNA transcrito
nuclearmente

Descapsulacion de la tapa de
metilguanosina

Decapado de RNA

ANEXOS

HEMC

SBE2.1 DPE2 APL3
SBE2.1 APL3

DCP1 DCP5
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ANEXOS

ANEXO IX. Proteinas diferencialmente expresadas en la linea sobreexpresora dvi/1-1D con

respecto al silvestre Col-0.

Se indica el ID de la proteina con su correspondiente ID del gen y nombre. Si no existe una equivalencia
entre los ID de proteina obtenidos en la base de datos Uniprot_Swissprot y los ID de genes de la base de
datos del TAIR, no aparece ID del gen. También se indica los valores de p-value y Log. Fold Change.
Resaltado en amarillo aparecen los términos comunes en el RNA-seq y el analisis protedmico.

ID Proteina ID Gen Nombre p-value Log. Fold
Change
Q9C620 AT1G30090 0,00026 oo
Q9Fz87 AT1G28130 GH3.17 0,0013 ©o
F41S91 AT2G03150 emb1579 0,00581 oo
Q8VYM6 AT4G26600 0,00789 oo
Q9CAC1 AT1G70710 CEL1 0,01397 oo
AOA8T2AN66 0,01728 oo
FAKHG6 AT5G46390 CTPAl1 0,03007 oo
Q9LPC7 AT1G01940 CYP18-1 0,03683 oo
Q97ZVH4 AT1G26830 CUL3A 0,04569 oo
P33157 AT3G57260 BGL2 0,02561 1,364729
Q9MA41 AT1G05850 CTL1 0,00112 1,154711
Q9LZM1 AT5G02100 ORP3A 0,04095 1,132541
Q42396 AT5G23580 CPK12 0,02979 1,073207
QILFP1 AT5G11150 ATVAMP713 0,01023 0,977673
Q8LAJ9 AT1G22520 0,00715 0,930282
Q9C857 AT1G31550 0,00733 0,915647
F4)zY1 AT5G41790 CIP1 0,03521 0,883383
Q38879 AT5G39950 TRX2 0,03273 0,850825
Q9SUR3 AT4G23630 RTNLB1 0,03777 0,842488
QoLVv48 AT3G24550 PERK1 0,01855 0,822299
Q9FKU8 AT5G44400 0,04447 0,787753
Q9SY60 AT1G10180 EXO84C 0,03106 0,774235
Q9SVES AT4G38400 EXLA2 0,03056 0,757049
P92533 ATMGO00990 NAD3 0,02393 0,756850
F41718 AT1G77460 CSI3 0,02341 0,751129
Q8LB02 AT5G40650 SDH2-2 0,02634 0,736872
Q8LLDO AT1G80680 NUP96 0,04473 0,722434
QILFH5 AT3G53430 RPL12B 0,03567 0,72040
P56754 ATCG00420 NDHJ 0,03367 0,70946
Q94B52 AT4G30690 IF3-4 0,02165 0,585613
Q84M24 AT2G41700 GRF9 0,02997 0,579622
Q8GWB7 AT5G18480 IPUT1 0,03671 0,52279
AOA8T1YB76 0,0266 0,514278
QO9FKS5 AT5G40810 CYC12 0,04516 0,51374
P52839 AT2G03760 SOT12 0,0358 0,510983
Q9C723 AT1G55090 0,03279 0,494249
AOA8T1zQD3 0,04629 0,464077
Q9zwW34 AT2G29560 ENO3 0,04635 0,450387
Q9C6Z3 AT1G30120 PDH-E1 BETA 0,01492 0,44135
023406 AT4G15550 UGT75D1 0,02115 0,427969
QOSIL6 AT2G20530 PHB6 0,02536 0,425119
P68209 AT5G08300 0,01682 0,354956
065220 AT5G35100 0,04732 0,350197
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Q9SK22
Q9FFN4
P46422
P25855
Q9SR73

Q8H170
QoLQLo
Q9FKBO
Q41963
Q8W0z6
Q9LPVS8
Q84175
Q02166
023193
Q8RXX5
Q8VZP1
Q8LFJ5
P92994
AOA1P8BOB7
Q9SUR6
Q9sCS3
P34789
Q8LG58
Q8LGC6
Q9FR44
AOA8T1ZIM7
QSFPJ4
Q9SR70
Q9FE6S
Q06327
Q9FVR6
048726
Q9SLKO
QS9LZF5
P93655
Q9M2V9
P25853
080852
B5X574
Q8RWH9
QoLu39
Q9sJI7
Q6NLQ7
049203
Q8L770
Q94AR8
F413M3
Q84K25
AOA7G2F762
Q9xJ36
Q8RV79
Q9LYR5
065686

AT2G09990
AT5G63800
AT4G02520
AT2G35370
AT3G10090;A
T5G03850
AT5G57800
AT1G32470
AT5G48870
AT3G26520
AT2G20790
AT1G12920
AT5G12210
AT5G17990
AT4G36910
AT5G47190
AT5G57440
AT1G22270
AT2G30490
AT2G02790
AT4G23600
AT3G50520
AT5G64140
AT3G23730
AT1G33040
AT3G18000

AT5G47200
AT3G10060
AT1G69620
AT1G55020
AT1G32220
AT2G26590
AT1G54340
AT5G03350
AT5G26860
AT3G55070
AT4G15210
AT2G30860
AT5G65690
AT4G37130
AT3G21200
AT2G42690
AT2G22450
AT4G11010
AT1G09130
AT4G13430
AT1G63500
AT5G11980

AT1G12410
AT2G03750
AT5G13410
AT4G34620

RPS16A
BGAL6
GSTF2
RS2733

RPS28A

CER3
GDH3
LSM5
TIP1-2
AP5M
ERF1-2
RGTB1

PAT1
CBSX1

GPP2
TRM112A
CYP73A5
IQD29
CORI3

RPS28C
XTH16

NACAS5
NMT1

RABD2B
FKBP16-4
RPL34B
LOX1

RPN13
ICDH
LLP
LON_ARA_ARA
MAEA
BAMS
GSTF9
PCK2
NUP58
GLUTRBP
ATHOL1
RIBA2
NDPK3

L1
BSK7

CLPR2

SOT11
FKBP19
RPS16-1

0,01412
0,02714
1,51E-05
0,01783
0,04987

0,04039
0,02194
0,01505
0,04258
0,00803
0,01143
0,00441
0,01039
0,04638
0,00077
0,04599
0,03394
0,03504
0,01051
0,0006
0,01798
0,02995
0,04193
0,02594
0,02298
0,04324
0,01292
0,0024
0,01435
0,00144
0,03785
0,04713
0,04874
0,0095
0,02547
0,04405
0,00917
0,03003
0,04224
0,02212
0,03348
0,0441
0,03869
0,00974
0,04727
0,03168
0,04551
0,0101
0,04832
0,02881
0,02619
0,02366
0,00885

0,349140
0,348190
0,341553
0,335855
0,333071

0,32700
0,325923
0,320024
0,317164
0,316633
0,310375
0,306566
0,297656

0,29165
0,288383
0,287541
0,286399

0,27300
0,271584
0,266873
0,266585
0,263651
0,258727
0,254015
0,249757
0,249162
0,249030
0,233903
0,229424
0,224977
0,213629
0,213491
0,207644
0,206399
0,194314
0,187314
0,186195
0,182416
0,181183
0,177627

0,17686
0,172372

0,17143
0,170744

0,16945
0,168602
0,162876

0,16248
0,162248
0,160937
0,160833
0,154503
0,153509
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Q9sV73
P93017
Q9M2E2
Q1JPL7
QS9LRZ6
Q8L4Y5
Q9FMNO
Q9LZH9
P38418
Q9FLW9
F4)6T7
FAK410
P28185
P29514
Q9SYTO
QOXFT3
QO9FFF4
Q9SXJ6
Q94JT5
050039
Q9STF2
P25697
080476
P93042
Q9M5J8
Q9SYB5
Q9SAB1
Q94BN2
P19366
Q9sYL9
P32961
QosLI2
023553
Q8LB10
Q9LYWS
P42793
Q8GUM?2
Q9sIDO
023523
P93008
P34791
P37107
Q9LY66
Q8L7NO
022886
QOLVT8
Q43291

QoMO084
P56801
P17597
Q8LAS8
081147

Q93wWL3

AT4G12960
AT2G33830
AT3G61220
AT1G11580
AT3G25810
AT3G60830
AT5G42890
AT3G62870
AT3G45140
AT5G52920
AT3G45940
AT5G13650
AT1G06400
AT5G12250
AT1G35720
AT4G21280
AT5G16290
AT1G66670
AT4G35220
AT1G75330
AT3G46780
AT1G32060
AT2G23600
AT3G13870
AT5G06870
AT1G61790
AT1G11660
AT5G53120
ATCG00480
AT1G78630
AT3G44310
AT1G54410
AT4G17090
AT4G17040
AT5G03160
ATMG00210
AT4G37910
AT2G31390
AT4G16830
AT2G33730
AT3G62030
AT5G03940
AT3G63490
AT5G16070
AT2G40490
AT5G47210
AT1G09590;A
T1G09690
AT4G31180
ATCGO00770
AT3G48560
AT2G41530
AT2G05840
AT4G25370

GILT
GDH2

ATPMEPCRA
TPS24
ARP7
ATSCP2
RPL7AB
LOX2
PKP2
XYL2

RABA1A
TUBB6
ANN1
PSBQ1
VAT1
CLPP3
CYCLASE2
oTC
PTAC16
PRK
ACL
RHD3
PGIP2
OST3B
HSP70-16
SPDS3
ATPB
RPL13
NIT1
HIRD11
BAM3
CLPR4
P58IPK
RPS8
HSP70-9
RH21
RGGA
DRMH1
ROC4
FFC
RPL1
CCT6B
SFGH
RGGC
RPL21A

I1BI1
RPS8
ALS
ABCA1
PAA2
CLPT1

0,01092
0,03504
0,04579
0,0317
0,0447
0,00846
0,02188
0,02386
0,00367
0,02445
0,01333
0,02608
0,03853
0,04277
0,00882
0,03586
0,00114
0,01279
0,02403
0,01926
0,01173
0,03368
0,0227
0,03302
0,03119
0,03201
0,02267
0,01591
0,01925
0,0305
0,02999
0,04707
0,02386
0,00468
0,04403
0,03735
0,04547
0,03997
0,01172
0,00516
0,0016
0,01878
0,03401
0,01928
0,02337
0,03063
0,04797

0,04995
0,03862
0,04683
0,01975
0,04328
0,03815

0,153013
0,150114
0,149788
0,149424
0,148298
0,147915
0,14731
0,145719
0,138754
0,137216
0,135649
0,135496
0,132082
0,131585
0,122480
0,120825
0,120822
0,12050
0,120292
0,120052
0,119139
0,118437
0,118400
0,118044
0,117348
0,114529
0,113466
0,112047
0,111969
0,11104
0,110237
0,109565
0,108977
0,108413
0,107897
0,106139
0,106010
0,10445
0,103782
0,103251
0,099934
0,098479
0,096704
0,096579
0,09573
0,094082
0,093038

0,090784
0,090331
0,089283
0,088227
0,088182
0,088142



Q9sI1Z2
Q9SJF3
Q8H7F6
Q949Y0
Q8GXR9
Q9FWR4
Q8vzM1
P55228
Q9FNF2
Q9M1X0
Q9sIB9
Q43316
P56799
Q9FIU6
FAIMJ1
023715
P55230
Q38799
QsoLv33
QOWP12
Q42601
QSLT75
P39207
Q9s7J5
Q9FHO5
Q9sSSD2
Q940pP8
004130
P94078
Q9FF86
Q940M2
QOWQF7
Q38931
Q9FY49
Q9XIB5
Q9FUPO
Q42384
Q9FF55
Q9FKK7
Q97ZR12
QSLEY9
Q975K1
P53780
QOLFS8
Q940X9
Q9CA28
Q9XEC4
Q9LXVO
Q8VYAS
Q8L716
Q9LH85
QS9LRZ0
F4)8K6
QS9Fl4

AT2G40290
AT1G08370
AT2G38270
AT1G51710
AT5G08740
AT1G19570
AT1G80410
AT5G48300
AT5G24300
AT3G63190
AT2G05710
AT5G08280
ATCGO00380
AT5G54580
AT4G16660
AT2G27020
AT1G27680
AT5G50850
AT3G18080
AT2G43910
AT1G29900
AT3G19420
AT4G09320
AT4G37930
AT5G42240
AT1G80070
AT5G20890
AT1G17745
AT3G26720
AT5G23940
ATA4G39660
AT3G52200
AT3G25230
AT5G13520
AT1G49480
AT2G06050
AT4G15900
AT5G60640
AT5G57655
AT4G03190
AT5G08180
AT1G64970
AT3G57050
AT5G15920
AT5G21160
AT1G68540
AT4G04460
AT5G12890
AT2G37340
AT1G60900
AT3G28500
AT3G16830
AT3G11964
AT5G47870

HEME2
DCP1

UBP6
NDC1
DHAR1
EMB2753
APS1
Ss1
RRF
ACO3
HEMC
RPS4
ORRM2

PAG1
APL2
PDH2
BGLU44
ATHOL1
CARB
PTEN2A
NDK1
SHM1
SCPL42
PRP8A
CCT2
PGDH

DCR
AGT2
LTA3
ROF1
LKHA4
REM19
OPR3
PRL1
PDIL1-4
XYLA
GRH1

VTE4
CBL
SMC5

TKPR2
APA3
UGT92A1
GRXS16
U2AF65B
RPP2C
TPR2
RRP5
RAD52-2

0,03309
0,04555
0,04652
0,03999
0,04823
0,02776
0,02716
0,0485
0,03777
0,01076
0,02687
0,03598
0,01128
0,02136
0,00643
0,0182
0,01668
0,01076
0,00553
0,03192
0,04258
0,01623
0,00724
0,03849
0,00302
0,04812
0,03683
0,03754
0,02226
0,00566
0,02241
0,00845
0,02582
0,04968
0,04292
0,02143
0,03526
0,02623
0,04941
0,04619
0,04603
0,04977
0,01782
0,01912
0,01669
0,0091
0,02345
0,02608
0,02587
0,0309
0,03702
0,02568
0,02656
0,02606

0,088120
0,087947
0,086388
0,083396
0,083357
0,083106
0,080660
0,07640
0,076139
0,075036
0,074935
0,073666
0,071019
0,069936
0,06920
0,068421
0,062103
0,061054
0,055734
0,055579
0,047733
0,046511
0,045788
0,04415
0,043328
0,038284
0,033593
0,032404
0,027680
-0,03085
-0,04021
-0,04128
-0,04318
-0,05285
-0,06020
-0,06048
-0,06249
-0,06590
-0,06776
-0,07984
-0,08456
-0,09225
-0,09237
-0,09364
-0,09374
-0,09870
-0,10062
-0,10460
-0,10547
-0,10748
-0,10764
-0,10851
-0,10878
-0,11049
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Q9SXZ2
Q9STX2
Q9SCV5
Qo9sMQ6
QOLLR6
Q9SYM4
064481
080786
Q949P3
Q9C5C2
Q9FK35
QoMO0I2
Q9CAI3
Q3E8E5
Q1H583
Q9SH76
064470
Q9zZuU32
Q9Cow4
QoLQi12
Q97PY1
QOSTT2
082179
Q9CoC4a
AOA8T2A6J5
Q9ZUMO
AOAS8T2BO0IO
Q1PF50
Q9SK74
P21276
023674
Q9LD90
PODKJ6
Q96299
FAKS5J1
Q9FX93
Q8RWV3
Q9MO076
Q9FKP8

AT1G65480
AT4G24220
AT5G20710
AT4G39990
AT5G59310
AT1G78580
AT2G19170
AT2G07690
AT2G17340
AT5G25980
AT5G50370
AT4G28250
AT1G72680
AT5G48375
AT1G54000
AT2G07560
AT2G19070
AT2G01350
AT1G67990
AT1G62940
AT2G46580
AT3G47810
AT2G35120
AT1G74030

AT2G02160

AT2G18080
AT2G20280
AT4G25100
AT1G02050
AT3G57150
AT1G20120
AT2G42590
AT5G20490
AT1G49650
AT2G26430
AT4G32840
AT5G65410

FT
VEP1
BGAL7
RABA4B
LTP4
TPS1
SBT2.5
MCM5

TGG2
ADK2
EXPB3
CAD1
TGG3
GLL22
AHA6
SHT
QPT
TSM1
4CLL1
PPOX2
VPS29
GDH1
ENO1

EDA2

FSD1
PKSA
CBF5

XI-K
CXE4
CYCL1-1
PFK6
ZHD1

0,00963
0,00116
0,00702
0,01785
0,00521
0,00358
0,03986
0,03493
0,00175
0,00096
0,0446
0,00083
0,04632
0,00358
0,01316
0,02409
0,01206
0,01812
6,74E-05
0,01811
0,04165
0,04416
0,02
0,00517
0,02039
0,00215
0,01546
0,03797
0,02994
0,02115
0,00723
0,024
0,02864
0,01115
0,03289
0,01609
0,03836
0,01113
0,00259

-0,11599
-0,11732
-0,11804
-0,12445
-0,12814
-0,13385
-0,13659
-0,13889
-0,14550
-0,14833
-0,15508
-0,15965
-0,16455
-0,16471
-0,16844
-0,16867
-0,17478
-0,18358
-0,18686
-0,20108
-0,20910
-0,21552
-0,21787
-0,21858
-0,22463
-0,23676
-0,23901
-0,25240
-0,25346
-0,25506
-0,26738
-0,26951
-0,28427
-0,49433
-0,52432
-0,56863

-0,7005
-1,34279

-0
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ANEXO X. Términos GO representativos de las proteinas diferencialmente expresadas el

sobreexpresor dv/1-1D con respecto al silvestre Col-0.

ID
G0:0044281

G0:1901566

G0:0009056

G0:1901575

G0:0043603

G0:0019752

G0:0006082

G0:0043436

G0:0043604

G0:0044283

G0:0006165
G0:0046939
G0:0009069

G0:0009132

G0:0009152

G0:0046390

G0:0009260

G0:0009165

DESCRIPCION GO

Proceso metabdlico de pequefas
moléculas

Proceso de biosintesis de compuestos
organonitrogenados

Procesos catabodlicos

Procesos catabdlicos de sustancias
organicas

Proceso metabdlico de la amida
celular

Proceso metabdlico del acido
carboxilico

Proceso metabdlico de acidos
organicos
Proceso metabdlico de oxoacidos

Proceso de biosintesis de la amida

Proceso de biosintesis de pequefias
moléculas

Fosforilacion del nucleésido difosfato
Fosforilacion de nucledtidos

Proceso metabdlico de aminoacidos
de la familia de serina

Proceso metabdlico de nucledsido
difosfato

Proceso biosintético de
ribonucledtido de purina

Proceso biosintético de la ribosa
fosfato

Proceso biosintético de
ribonucledtidos

Proceso biosintético de nucledtidos

PROTEINAS

CTL1 PGDH CARB PDH-E1 BETA GDH3 ICDH
LOX1 4CLL1 VTE4 ENO1 OTC QPT ACO3 OPR3
RIBA2 ACL ENO3 CYP73A5 GDH2 GDH1 SFGH
ATHOL1 PPOX2 NIT1 LOX2 ALS LTA3 MAEA
DCP1 RPL21A ATPMEPCRA ERF1-2 PGDH CARB
PDH-E1 BETA OST3B 4CLL1 TSM1 RPL34B OTC
RPL13 QPT RPS16A SHT RIBA2 HEME2 PPOX2
RPS28A NMT1 GLUTRBP RPP2C

CTL1 DCP1 ATPMEPCRA CLPR2 CUL3A PDH-E1
BETA GDH3 UBP6 GLL22 CLPP3 CEL1 ENO1
QPT PAA2 RPN13 PAG1 ENO3 GSTF9 GDH2
GDH1 SFGH ATHOL1 XYL2 LTA3 MAEA GSTF2
GRH1 BAMS5 CLPR4

CTL1 DCP1 ATPMEPCRA CLPR2 CUL3A PDH-E1
BETA GDH3 UBP6 GLL22 CLPP3 CEL1 ENO1
QPT PAA2 RPN13 PAG1 ENO3 GDH2 GDH1
SFGH ATHOL1 XYL2 LTA3 MAEA GRH1 BAMS
DCP1 RPL21A ATPMEPCRA ERF1-2 DHAR1 PDH-
E1 BETA 4CLL1 TSM1 RPL34B RPL13 RPS16A
SHT GSTF9 RPS28A RPP2C LTA3 RPL12B RRF
RPL1 GSTF2 IF3-4 IBI1 RPS16-1 SHM1 I[P

CTL1 PGDH CARB PDH-E1 BETA GDH3 ICDH
LOX1 4CLL1 ENO1 OTC QPT ACO3 OPR3 ACL
ENO3 GDH2 GDH1 NIT1 LOX2 ALS LTA3 CBL
ROC4 1IL1 CORI3 IBI1 PFK6 CYCLASE2 SHM1
CTL1 PGDH CARB PDH-E1 BETA GDH3 ICDH
LOX1 4CLL1 ENO1 OTC QPT ACO3 OPR3 ACL
ENO3 GDH2 GDH1 ATHOL1 NIT1 LOX2 ALS
LTA3 CBL ROC4 IIL1 CORI3 IBI1 PFK6 CYCLASE2
DCP1 RPL21A ATPMEPCRA ERF1-2 PDH-E1 BETA
4CLL1 TSM1 RPL34B RPL13 RPS16A SHT
RPS28A RPP2C LTA3 RPL12B RRF RPL1 IF3-4
IBI1 RPS16-1 IPUT1 PDH2 RPS28C RPS4 RPS8
RPL

PGDH CARB PDH-E1 BETA LOX1 VTE4 OTC
OPR3 RIBA2 CYP73A5 PPOX2 NIT1 LOX2 ALS
MAEA CBL ROC4 IIL1 SHM1 NDC1 LKHA4 VAT1
PAT1 PKP2 GPP2 ZHD1 PCK2

PDH-E1 BETA ENO1 ENO3 LTA3 NDK1 NDPK3
PFK6 PDH2 PKP2

PGDH GDH3 GDH2 GDH1 CBL ROC4 SHM1

PDH-E1 BETA ENO1 ENO3 LTA3 NDK1 NDPK3
PFK6 ADK2 PDH2 PKP2

PDH-E1 BETA 4CLL1 LTA3 NDK1 NDPK3 CYC12
PDH2 ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 LTA3 NDK1 NDPK3
CYC12 PDH2 ATPB
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G0:1901293

G0:0046034

G0:0009150

G0:0009259

G0:0019693

G0:0009117
G0:0006753

G0:0055086

G0:0006163

G0:0072521

G0:0046686

G0:0016052

G0:1901605

G0:0010038

G0:0006091

G0:0019637

G0:0016053

G0:0006412

G0:0043043

G0:0006518

G0:0005975
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Proceso biosintético de
ribonucledsidos fosfato
Proceso metabdlico del ATP

Proceso metabdlico del
ribonucledtido purina

Proceso metabdlico del
ribonucledtido

Proceso metabdlico de la ribosa
fosfato

Proceso metabdlico del nucleétido
Proceso metabdlico de nucledsido
fosfato

Proceso metabdlico de pequefas
moléculas con nucleobases
Proceso metabdlico del nucleétido
purina

Proceso metabdlico de compuestos
gue contienen purina

Respuesta al ion cadmio

Proceso catabdlico de carbohidratos

Proceso metabdlico de alfa
aminoacidos
Respuesta a iones metales

Generacién de metabolitos
precursores y energia

Proceso metabdlico de
organofosfatos

Proceso de biosintesis de acidos
organicos

Traduccién
Proceso de biosintesis de péptidos

Procesos metabdlicos de péptidos

Procesos metabdlicos de
carbohidratos

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 QPT LTA3 NDK1

NDPK3 CYC12 ADK2 PDH2 ATPB

PDH-E1 BETA ENO1 ENO3 LTA3 PFK6 NDC1
SDH2-2 CYC12 PDH2 PKP2 ATPB

PDH-E1 BETA 4CLL1 ENO1 ENO3 LTA3 NDK1
NDPK3 PFK6 CYC12 PDH2 PKP2 ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 ENO1 ENO3 LTA3
NDK1 NDPK3 PFK6 CYC12 PDH2 PKP2 ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 ENO1 QPT ENO3
LTA3 NDK1 NDPK3 PFK6 CYC12 ADK2 PDH2
PKP2 ATPB

PDH-E1 BETA 4CLL1 ENO1 ENO3 LTA3 NDK1
NDPK3 PFK6 CYC12 ADK2 PDH2 PKP2 ATPB

ANN1 ACO3 PAG1 GSTF9 SFGH ROF1 GSTF2
APA3 [IL1 FSD1 IBI1 HSP70-9 SHM1 AGT2
PKP2

ATPMEPCRA PDH-E1 BETA CEL1 ENO1 ENO3
XYL2 LTA3 BAMS5 BAM3 PFK6 PDH2 PKP2 XYLA
PGDH CARB GDH3 OTC GDH2 GDH1 ALS CBL
ROC4 CYCLASE2 SHM1 VAT1 PAT1

DHAR1 ANN1 ACO3 PAG1 GSTF9 SFGH ROF1
GSTF2 APA3 IIL1 FSD1 IBI1 HSP70-9 SHM1
AGT2 PKP2

APL2 PDH-E1 BETA ICDH ENO1 ACO3 ENO3
GLUTRBP LTA3 PSBQ1 PFK6 NDC1 SDH2-2
CYC12 APS1 PDH2 PKP2 NDHJ ATPB NAD3
CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 ENO1 QPT ENO3
PPOX2 NMT1 PTEN2A LTA3 NDK1 NDPK3 PFK6
IPUT1 CYC12 ADK2 PDH2 PKP2 ATPB

PGDH CARB PDH-E1 BETA LOX1 OTC OPR3
NIT1 LOX2 ALS CBL ROC4 |IL1 SHM1 LKHA4
VAT1 PAT1 PKP2 ZHD1

DCP1 RPL21A ATPMEPCRA ERF1-2 RPL34B
RPL13 RPS16A RPS28A RPP2C RPL12B RRF
RPL1 IF3-4 IBI1 RPS16-1 RPS28C RPS4 RPS8
RPL5

DCP1 RPL21A ATPMEPCRA ERF1-2 DHAR1
RPL34B RPL13 RPS16A GSTF9 RPS28A RPP2C
RPL12B RRF RPL1 GSTF2 IF3-4 IBI1 RPS16-1
RPS28C RPS4 RPS8 RPLS

CTL1 ATPMEPCRA APL2 PDH-E1 BETA PRK CEL1
ENO1 CSI3 TPS1 ACO3 ENO3 BGLU44 XTH16
XYL2 LTA3 MAEA BGL2 BAMS5 BAM3 PFK6
BGAL7 SS1 TGG2 APS1 TGG3 PDH2 PKP2 GPP2
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ANEXO XI. Proteinas diferencialmente expresadas en la linea sobreexpresora 355:DVL8 con

respecto al silvestre Col-0.

Se indica el ID de la proteina con su correspondiente ID del gen y nombre. Si no existe una equivalencia
entre los ID de proteina obtenidos en la base de datos Uniprot_Swissprot y los ID de genes de la base de
datos del TAIR, no aparece ID del gen. También se indica los valores de p-value y Log. Fold Change.
Resaltado en amarillo aparecen los términos comunes en el RNA-seq y el analisis protedmico.

ID Proteina ID Gen Nombre p-value Log. Fold
Change
Q9CAC1 AT1G70710 CEL1 0,00382 oo
F41S91 AT2G03150 emb1579 0,00611 oo
Q9ZRZ8 ATAG16630 RH28 0,00674 oo
Q9FLL1 AT5G41190 0,00781 oo
Q6IMT1 AT1G58250 SAB 0,01295 oo
Q39080 AT1G32210 DAD1 0,01887 oo
Q66GPO AT5G67385 SR1IP1 0,02027 L)
QILXGO AT5G15210 ZHD8 0,0249 oo
QILIP2 AT3G26340 PBE2 0,02537 °o
Q8LEQO AT5G47700 RPP1C 0,02314 1,20550
Q9LZM1 AT5G02100 ORP3A 0,00286 1,13169
P33157 AT3G57260 BGL2 0,00581 1,12121
Q9FJU9 AT5G56590 0,00995 0,98553
QILRP6 AT3G15590 0,03143 0,94424
Q9suD4 AT4G28050 TET7 0,00857 0,88535
Q9FQ09 AT1G48050 KU80 0,024 0,86802
F41718 AT1G77460 CSI3 0,02298 0,86270
QoLVv48 AT3G24550 PERK1 0,01312 0,82285
F4)zY1 AT5G41790 CIP1 0,01949 0,8201
P38389 AT2G45070 SEC61 BETA 0,01375 0,81524
Q8L4A7 AT1G79210 PAB2 0,01498 0,80450
QILSX7 AT3G21865 PEX22 0,02608 0,75490
QIoLY84 AT5G14450 0,03272 0,74250
Q8GYX8 AT1G76700 ATJ10 0,03065 0,73949
Q9FI78 AT5G48930 HST 0,01826 0,70228
Q9M376 AT3G54300 VAMP727 0,04295 0,68976
Q9FV53 AT1G15390 PDF1A 0,00691 0,67804
P55231 AT4G39210 APL3 0,01099 0,65966
Q8GWB7 AT5G18480 IPUT1 0,03803 0,61836
QOSHL7 AT2G17510 EMB2763 0,01098 0,60522
Q8RWS4 AT1G31660 0,02244 0,58916
Q9ZNV8 AT3G29350 AHP2 0,02078 0,57937
AOA8T1YB76 0,01992 0,55166
Q84WU9 AT5G56900 0,04219 0,54662
F4ISJ6 AT2G25510 0,0386 0,51196
QO9LR33 AT1G23290 RPL27AB 0,03474 0,50598
Q8GXX7 AT3G02830 ZFN1 0,04099 0,38272
QILPV8 AT1G12920 ERF1-2 0,04513 0,38246
Q9C6Z3 AT1G30120 PDH-E1 BETA 0,01379 0,3479
QOLER7 AT3G56910 PSRP5 0,01907 0,34309
Q8wW4l6 AT3G57180 BPG2 0,00405 0,33120
QOFEE2 AT5G18580 TON2 0,01111 0,31842
P34789 AT5G64140 RPS28C 0,02359 0,31185
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P21276
Q9FGFO
P56755
Q8LFJ5
Q02166
Q8RX79
QI9SUT2
Q9FKBO
Q9S9N6
Q9FY64
Q84175
AOA8T2BHV4
Q1JPL7
Q8LGC6
023264
Q95712
P42804
082533
Q96291
Q94860
048529
Q39189
Q9SX79
P40940
Q8L770
AOA8T2AQUS5S
P38666
Q39161
P29514
QS9M2E2
FAKEY9
Q9SR70
QS9LRZ6
Q06327
082514
Q9XxJ36
QO9LJE4
P42762
022886
P51418
Q9SMV6
Q9SF40
Q8GXR9
Q9LPK6
Q9SF85
P24636
Q9FGT8
P56801
Q84QC1
Q9C865
Q9LYWS
082462
Q9LY66
P49691

AT4G25100
AT5G64460
ATCGO01090
AT1G22270
AT5G17990
AT3G62910
AT4G11290
AT5G48870
AT1G15980
AT5G09510
AT5G12210

AT1G11580
AT1G33040
AT4G14030
AT4G26110
AT1G58290
AT2G36250
AT3G11630
AT5G45390
AT2G42220
AT5G62190
AT1G47490
AT2G24765
AT1G09130

AT3G53020
AT2G15620
AT5G12250
AT3G61220
AT5G58450
AT3G10060
AT3G25810
AT1G55020
AT5G63400
AT1G12410
AT3G13470
AT5G51070
AT2G40490
AT2G34480
AT5G17020
AT3G09630
AT5G08740
AT1G21540
AT3G09820
AT5G44340
AT5G58070
ATCGO00770
AT1G44790
AT1G31440
AT5G03160
AT5G26710
AT3G63490
AT5G02870

FSD1

NDHI
TRM112A
PAT1
APG3
PER39
LSM5
PNSB1
RPS15D
RGTB1

ATPMEPCRA
NACA5
SBP1
NAP1
HEMA1
FTSZ2-1
BAS1
CLPP4
STR9
RH7
RBP47C
ARF3

RPL24B
NIR1
TUBB6

NAA25
FKBP16-4
TPS24
LOX1
ADK1
CLPR2
CPN60B2
CLPD
HEME?2

XPO1
RPL4A
NDC1
AEE9
ADK1
TUBB4
TIL
RPS8
GGCT2
SH3P1
P58IPK

RPL1
RPL4D

0,00574
0,03539
0,0368
0,01282
0,00682
0,04896
0,02614
0,03653
0,04398
0,04996
0,04055
0,03455
0,00743
0,03778
0,01627
0,02761
0,02628
0,01088
0,04716
0,04791
0,0208
0,01915
0,01262
0,03256
0,01041
0,04717
0,04834
0,00201
0,01618
0,04672
0,01156
0,01241
0,02499
0,01278
0,04106
0,03144
0,02784
0,01807
0,00571
0,0385
0,0319
0,02208
0,01459
0,04545
0,018
0,00246
0,03866
0,01662
0,00616
0,03615
0,03316
0,01789
0,04317
0,03471

0,29348
0,29136
0,29080
0,27915
0,27883
0,26738
0,25919
0,25787
0,23883
0,22980
0,22794
0,21993
0,21559
0,20934
0,20721
0,19240
0,19018
0,18977
0,18898
0,18762
0,18271
0,18133
0,18105
0,18083
0,17923
0,17874
0,16304
0,16138
0,16093
0,16062
0,16036
0,15911
0,15799
0,15770
0,15602
0,15365
0,15255
0,14833
0,13880
0,13015
0,12869
0,12754
0,12448
0,12407
0,12352
0,12207
0,11708
0,11654
0,11643
0,11458
0,11345
0,11149
0,10876
0,10858



P41127
P19366
Q9LVT8
Q96330
Q8GUM2
P56799
Q93zv7
Q9SJF3
023593
QS9LNV5
065390
Q93W34
Q9SFU1
Q9FVT2
Q977191
QO9LRSO
Q93ZN9
Q9zuc1
P60039
Q9M1X0
QOWP12
QOLTF2
Q38893
Q9C5R8
Q9LD55
Q42601
023627
P38418
Q5GM68
P55230
Q8LAS8
P29517
Q957X3
023715
Q8RWD5
Q9LR30
Q9LYG3
P28769
Q9LDZ0
Q9ZNZ7
Q9FFCO
049160
Q95818
Q9SDS7
Q9FGRO
004905
QOWuUVv7
Q9C713
Q84wWv2
Q84WM7
Q9FNA3
022941
P49572
QoM8S8

AT3G49010
ATCG00480
AT5G47210
AT5G08640
AT4G37910
ATCGO00380
AT4G32720
AT1G08370
AT4G17520
AT1G07360
AT1G11910
AT4G27000
AT3G07110
AT1G57720
AT4G02930
AT3G14415
AT4G33680
AT1G23740
AT2G44120
AT3G63190
AT2G43910
AT5G52650
AT3G04870
AT5G06290
AT4G11420
AT1G29900
AT1G29880
AT3G45140
AT2G42600
AT1G27680
AT2G41530
AT4G20890
ATA4G24830
AT2G27020
AT3G48860
AT1G23310
AT5G11670
AT3G20050
AT5G09590
AT5G04140
AT5G22880
AT3G56150
AT3G51240
AT1G12840
AT5G51660
AT5G26667
AT1G75910
AT1G66530
AT1G75940
AT1G69940
AT5G13690
AT2G41790
AT2G04400
AT3G02870

RPL13B
ATPB
RGGC
FLS1
HSP70-9
RPS4
LA1
DCP1
RGGB

APA1
RBP45C

TUFA

DAP
AOR

RRF
ATHOL1
RPS10C
ZDS1
2-Cys Prx B
TIF3A1
CARB

LOX2
PPC2
APL2
SFGH
TUBB9

PAG1
SCD2
GGAT1
NADP-ME2
CCT1
HSP70-10
GLU1
H2B
TIF3C1
F3H
VHA-C
CPSF160
PYR6
EXL4

BGLU20
PPME1
NAGLU
PXM16
IGPS
VTC4

0,0328
0,03327
0,01485
0,02258
0,03939
0,00877
0,00923

0,0369
0,02397
0,04336

0,0416

0,0451
0,01025
0,03894
0,02458
0,01005
0,02876
0,03198
0,01592
0,03675
0,01217
0,03444

0,0348
0,01169
0,01214
0,04344
0,02489
0,02204
0,04703
0,00594
0,01408
0,04301
0,02758
0,04757
0,00211
0,01878
0,01549
0,04122
0,00937
0,03025
0,04004
0,03391
0,01175
0,03737
0,01123
0,04632
0,01449
0,02361
0,03165
0,00704
0,02667
0,02283
0,04259
0,01043

0,10708
0,10580
0,10476
0,10391
0,10277
0,10132
0,09902
0,09342
0,09332
0,08999
0,08718
0,08705
0,08512
0,08096
0,08046
0,07801
0,07689
0,07664
0,07565
0,07513
0,07502
0,07310
0,07262
0,07181
0,06227
0,06197
0,06036
0,05966
0,05840
0,05809
0,05340
0,05327
0,05275
0,04919
0,04916
0,04758
0,04591
0,04451
0,04313
0,04012
0,03785
0,03622
0,02780
-0,03161
-0,03699
-0,04761
-0,05967
-0,06089
-0,06096
-0,06475
-0,06750
-0,07211
-0,07761
-0,07905
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QsL831
Q8L7C9
Q9FFD2
P32826
Q9ZRWS
QoMO0I12
081416
081644
Q949P3
004922
Q8RY11
Q9C5C2
P48491
Q9LXK7
Q67XZ3
Q9FKPO
Q9Cow4
Q9CA28
Q1H583
QOLLR6
065398
Q8VYAS
Q93YWS8
FAJTE7
Q9FX93
Q9sSB42
Q9FYG4
Q9FUS6
049432
QSFX94
082122
Q95G7Z8
Q9LQi2
Q94K01
PODKJ6
Q9ZVI5
023674
P18612
Q1PF50
Q9zZU32
Q9C7S6
064470
AOA8T2AB90
P43255
Q9LXVO
AOA8T2A6J5
Q9LK22
Q97pPY1
AOA8T1YZ98
Q9SR33
Q9FH82

AT1G79690
AT1G78370
AT5G16510
AT3G10410
AT1G78380
AT4G28250
AT4G02290
AT2G41740
AT2G17340
AT2G31570
AT3G05350
AT5G25980
AT3G55440
AT3G43270
AT1G55120
AT5G17870
AT1G67990
AT1G68540
AT1G54000
AT5G59310
AT1G11840
AT2G37340
AT4G18970
AT4G25840
AT1G49650
AT4G25210
AT1G67290
AT1G27130
AT4G20050
AT1G49660
AT5G24770
AT1G78020
AT1G62940
AT4G31770
AT1G20120
AT2G38740
AT1G02050
AT5G15960
AT2G18080
AT2G01350
AT1G72290
AT2G19070

AT4G14110
AT5G12890

AT3G27310
AT2G46580

AT3G09300
AT5G45280

NUDT3
GSTU20
RGP5
SCPL49
GSTU19
EXPB3
AtGH9B13
VLN2

GPX2
APP2
TGG2
CTIMC
PME32
CWINV3
PSRP6
TSM1
TKPR2
GLL22
LTP4
ATGLX1
RS2733

GPP1
CXE4
GEBPL
GLOX1
GSTU13
QRT3
CXES
VSP2
FLZ6
4CLL1
DBR1

SGPP
PKSA
KIN1
EDA2
QPT
WSCP
SHT

CSN8
UGT92A1

PUX1
PPOX2

ORP3B
PAE11

0,03026
0,02082
0,02081
0,04802
0,0456
0,04097
0,03159
0,00584
0,03308
0,04899
0,03978
0,02892
0,01533
0,00804
0,01327
0,03456
0,00832
0,01702
0,04908
0,00594
0,00775
0,03956
0,01696
0,04645
0,03687
0,03931
0,00602
0,00133
0,03607
0,0234
0,04852
0,00972
0,00055
0,04574
0,04795
0,04651
0,01137
0,0008
0,01305
0,0169
0,04899
0,0123
0,02318
0,04218
0,01495
0,01639
0,03236
0,00626
0,02068
0,03677
0,01263

-0,07919
-0,08012
-0,08063
-0,08533
-0,08891
-0,09284
-0,09647
-0,09707
-0,10379
-0,10642
-0,10859
-0,11185
-0,11721
-0,11732
-0,12313
-0,12974
-0,12996
-0,13031
-0,13117
-0,13261
-0,13285
-0,13896
-0,15324
-0,15799
-0,16675
-0,16729
-0,16770
-0,17567
-0,17577
-0,17661
-0,18474
-0,19020
-0,19690
-0,20434
-0,21816
-0,22063
-0,22391
-0,23139
-0,25932
-0,26776
-0,26955
-0,28245
-0,29326
-0,32226
-0,32992
-0,46332
-0,46442
-0,50731
-0,75895
-1,01259
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ANEXO XIl. Términos GO representativos de las proteinas diferencialmente expresadas el

sobreexpresor 355:DVL8 con respecto al silvestre Col-0.

ID
G0:1901566

G0:0043603

G0:0043604

G0:0006518

G0:0006412
G0:0043043

G0:0009056
G0:1901575

G0:0044248
G0:0046686

G0:0010038

G0:0044283

G0:0010035

G0:0043436

G0:0006082

G0:0044281

DESCRIPCION GO

Proceso biosintético de compuestos
organonitrogenados

Proceso metabdlico de la amida celular

Proceso biosintético de la amida

Proceso metabdlico de péptidos
Traduccién

Proceso biosintético de péptidos

Procesos catabdlicos

Proceso catabdlico de sustancias
organicas

Procesos catabdlicos celulares
respuesta al ion cadmio

Respuesta al ion metal

Proceso biosintético de pequefias

moléculas

Respuesta a sustancias inorganicas

Proceso metabdlico del oxoacido

Proceso metabdlico de acidos organicos

Proceso metabdlico de de pequeiias
moléculas

PROTEINAS

DCP1 ATPMEPCRA ERF1-2 PDF1A RPL27AB
GGAT1 CARB PDH-E1 BETA DAD1 HEMA1
4CLL1 TSM1 QPT IGPS SHT HEME2 PPOX2
ZFN1 RPLAA ADK1 RPL13B RPL24B TIF3C1
PSRP5 APG3 RRF RPL1 TUFA TIF3A1 GPP1
DAP RPLAD GLU1 RPS15D PSRP6 PAT1
IPUT1 PYR6 RPP1C RPS28C RPS4 ATPB
RPS8

DCP1 ATPMEPCRA ERF1-2 PDF1A RPL27AB
GSTU13 PDH-E1 BETA GGCT2

DCP1 ATPMEPCRA ERF1-2 PDF1A RPL27AB
PDH-E1 BETA 4CLL1 TSM1 SHT ZFN1 RPL4A
RPL13B RPL24B TIF3C1 PSRP5 APG3 RRF
RPL1 TUFA TIF3A1 RPL4AD RPS15D PSRP6
IPUT1 RPP1C RPS28C RPS4 RPS8

DCP1 ATPMEPCRA ERF1-2 PDF1A RPL27AB
GSTU13 GGCT2

DCP1 ATPMEPCRA ERF1-2 PDF1A RPL27AB
ZFN1 RPLAA RPL13B RPL24B TIF3C1 PSRP5
APG3 RRF RPL1 TUFA TIF3A1 RPL4D
RPS15D PSRP6 RPP1C RPS28C RPS4 RPS8

DCP1 ATPMEPCRA ATGLX1 CLPR2 GGAT1
GSTU13 PDH-E1 BETA GGCT2

DCP1 ATGLX1 CLPR2 GGAT1 GSTU13 GGCT2

ATGLX1 GSTU13 GSTU19 ARF3 PAG1 SFGH
ADK1 CTIMC TUFA SBP1 TUBBY9 FSD1
HSP70-9 HSP70-10 NADP-ME2

ATGLX1 GSTU13 GSTU19 ARF3 PAG1 SFGH
ADK1 CTIMC TUFA SBP1 TUBBS FSD1
HSP70-9 HSP70-10 NADP-ME2 VSP2

GGAT1 CARB PDH-E1 BETA LOX1 IGPS
PPOX2 VTC4 ADK1 LOX2 CTIMC GPP1 DAP
GLU1 NDC1 PAT1

ATGLX1 GSTU13 GSTU19 NIR1 ARF3 PAG1
SFGH ADK1 CTIMC TUFA SBP1 TUBB9 FSD1
HSP70-9 HSP70-10 NADP-ME2 KIN1 VSP2
LSM5 TIL LTP4

ATGLX1 AEES GGAT1 GSTU13 CARB PDH-E1
BETA LOX1 4CLL1 BGLU20 QPT IGPS NIR1
ATHOL1 VTC4 LOX2 CTIMC DAP GLU1
NADP-ME2 ZHD8 PAT1 TGG2

ATGLX1 AEE9 GGAT1 GSTU13 CARB PDH-E1
BETA LOX1 4CLL1 BGLU20 QPT IGPS NIR1
ATHOL1 VTC4 LOX2 CTIMC DAP GLU1
NADP-ME2 ZHD8 PAT1 TGG2

ATGLX1 AEE9 GGAT1 GSTU13 CARB PDH-E1
BETA LOX1 4CLL1 BGLU20 QPT IGPS NIR1
SFGH ATHOL1 PPOX2 VTC4 ADK1 LOX2
CTIMC GPP1 DAP GLU1 NDC1 NADP-ME2
ZHD8 RGP5 PAT1 TGG2 PYR6 ATPB
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G0:0019752

G0:0019637

G0:0009117
G0:0006753

G0:0090407

G0:0055086

G0:0009165
G0:1901293

G0:0009260

G0:0044085

G0:0022607

G0:0045229

G0:0010584
G0:0010208
G0:0010927

G0:0032989
G0:0080110

G0:0098754

G0:0016145
G0:0019759
G0:0006790

G0:0044273

G0:0022613

G0:0042254
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Proceso metabdlico de acido carbosilico

Proceso metabdlico de organofosfatos

Proceso metabdlico de nucleétidos
Proceso metabdlico del nucledsido
fosfato

Proceso biosintético de organofosfatos

Proceso metabdlico de moléculas
pequenas que contiene nucleobase
Proceso biosintético de nucledtidos
Proceso biosintético de nucledsido
fosfato

Proceso biosintético de ribonucleétidos

Biogénesis de componentes celulares

Ensamblaje de componentes celulares

Organizacion de la estructura de
encapsulamiento externo

Formacion de la exina del polen
Ensamblaje de la pared del polen
Ensamblaje de componentes celulares
involucrados en morfogénesis
Morfogénesis de componentes celulares
Proceso de biosintesis de la
esporopolenina

Detoxificacion

Proceso catabdlico del S-glycoside
Proceso catabdlico del glicosinolato
Proceso metabdlico de compuestos
sulfurados

Proceso catabdlico de compuestos
sulfurados

Biogénesis de complejos
ribonucleoproteicos

Biogénesis de ribosomas

ATGLX1 AEES GGAT1 CARB PDH-E1 BETA
LOX1 4CLL1 QPT IGPS VTC4 LOX2 CTIMC
DAP GLU1 NADP-ME2 PAT1

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 QPT PPOX2 VTC4
ADK1 CTIMC NADP-ME2 IPUT1 PYR6 ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 QPT ADK1 CTIMC
PYR6 ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 QPT PPOX2 VTC4
ADK1 CTIMC PYR6 ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 QPT ADK1 CTIMC
RGP5 PYR6 ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 QPT ADK1 PYR6
ATPB

CARB PDH-E1 BETA 4CLL1 ADK1 PYR6
ATPB

PKSA TRM112A 4CLL1 TKPR2 CSI3 EMB2763
SHT RS2Z33 VLN2 RPL24B TIF3C1 PSRP5
RPL1 TIF3A1 CSN8 QRT3 NAP1

PKSA 4CLL1 TKPR2 SHT RS2733 VLN2
RPL24B TIF3C1 PSRP5 TIF3A1 CSN8 QRT3
NAP1

PKSA ATPMEPCRA 4CLL1 TKPR2 PPME1
CEL1 CSI3 SHT PME32 AtGH9B13 QRT3
EXPB3 RGP5 PAE11l HST

PKSA 4CLL1 TKPR2 SHT QRT3

PKSA 4CLL1 TKPR2

GSTU13 GSTU20 GSTU19 GPX2 SFGH BAS1
PER39 FSD1 2-Cys Prx B

GSTU13 BGLU20 ATHOL1 TGG2

GSTU13 PDH-E1 BETA GGCT2

GSTU13 GGCT2

TRM112A EMB2763 RS2733 RPL24B TIF3C1
RPL1 TIF3A1 LA1 RPS15D XPO1 RPS10C
RPS28C

TRM112A EMB2763 RPL24B RPL1 LAl
RPS15D XPO1l RPS10C RPS28C



ANEXOS

ANEXO XIlll. Proteinas diferencialmente expresadas y comunes al andlisis proteémico del

décuple mutante dvi3 dvi5 dvi6 dvi1 dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfi9 rtfli1, el sobreexpresor dvi1-1D

y 355:DVL8, todas ellas comparadas con el silvestre Col-0.

Se indica el ID de la proteina con su correspondiente ID del gen y nombre. Si no existe una equivalencia
entre los ID de proteina obtenidos en la base de datos Uniprot_Swissprot y los ID de genes de la base de
datos del TAIR, no aparece ID del gen. También se indica los valores del Log. Fold Change de los 3
experimentos y la categoria GO a la que pertenecen los genes comunes a los 3 experimentos. Décuple
mutante dvi3 dvl5 dvl6 dvll dvi4 rtfl9 dvi8 dvi11 rtfl11 dvl19 = x10 dvl. En rojo aparecen destacadas las
proteinas expresadas al alza y en verde las expresadas a la baja con respecto al silvestre (WT).

ID Proteina
AOAS8T2A6J5
023674

064470

P38418

Q8LGC6
Q9CA28

Q9CAC1

Q9SJF3

Q9zuU32

AOA8T1YZ98
P55231
Q84WV2
Q9FGFO
Q9SF85

ID Gen

AT1G02050

AT2G19070

AT3G45140

AT1G33040
AT1G68540

AT1G70710

AT1G08370

AT2G01350

AT4G39210
AT1G75940
AT5G64460
AT3G09820

Nombre

PKSA

SHT

LOX2

TKPR2

CEL1

DCP1

QPT

APL3
BGLU20

ADK1

Log. Fold Change

x10 dvl

-0,1846
-0,1803

-0,2451

-0,0636

0,1978
-0,1254

0,1030

-0,2160

-0,5960
0,5890
-0,2466
0,2324
0,1250

dvi1-1D

-0,2246
-0,2674

-0,1748

0,1388

0,2540
-0,0987

0,0879

-0,1836

35S:DVL8

-0,4633
-0,2239

-0,2825

0,0597

0,2093
-0,1303

0,0934

-0,2678

-0,7590
0,6597
-0,0610
0,2914
0,1235

Categoria GO

G0:0010584 GO:0010208
G0:0010927 GO:0032989
G0:0080110 GO:0044085
G0:0022607 GO:0045229
G0:1901566 GO:0043604
G0:0010584 GO:0010208
G0:0010927 GO:0032989
G0:0043603 GO:0044085
G0:0022607 GO:0045229
G0:0010584

G0:0044281 GO:0019752
G0:0006082 GO:0044283
G0:0016053 GO:0043436

G0:0010584 GO:0010208
G0:0010927 GO:0032989
G0:0080110 GO:0044085
G0:0022607 GO:0045229
G0:0005975 GO:0016052
G0:0009056 GO:1901575
G0:0045229

G0:1901566 GO:0043604
G0:0031086 GO:0031087
G0:0110156 GO:0110154
G0:0009056 GO:1901575
G0:0043603 GO:0043604
G0:0006412 GO:0043043
G0:0006518 GO:0043043
G0:0044248

G0:0044281 GO:1901566
G0:0055086 GO:0009056
G0:1901575 GO:0019752
G0:0006082 GO:0043436
G0:0009165 GO:0009117
G0:0006753 GO:0055086
G0:0019637 GO:0090407
G0:1901293
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Q9SR33
Q9suD4
023523
065220
Q43316
Q940M2
Q9FF55
Q9sVv73
Q9XEC4
Q9M076
AOAS8T1YB76
F41718
F41S91
FAJZY1
022886
023715
PODKIJ6
P19366
P21276
P29514
P33157
P34789
P55230
P56799
P56801
Q02166
Q06327
QOWP12
Q1H583
Q1JPL7

Q1PF50
Q42601
Q84J75
Q8GUM2
Q8GWB?7
Q8GXR9
Q8L770
Q8LAS8
Q8LFJ5
Q8VYAS5
Q949P3
Q9C5C2
Q9C673

Q9Cow4
Q9FKBO
Q9FX93
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AT3G09300
AT4G28050
AT4G16830
AT5G35100
AT5G08280
AT4G39660
AT5G60640
AT4G12960
AT4G04460
AT4G32840

AT1G77460
AT2G03150
AT5G41790
AT2G40490
AT2G27020
AT1G20120
ATCG00480
AT4G25100
AT5G12250
AT3G57260
AT5G64140
AT1G27680
ATCGO00380
ATCGO00770
AT5G17990
AT1G55020
AT2G43910
AT1G54000
AT1G11580

AT2G18080
AT1G29900
AT5G12210
AT4G37910
AT5G18480
AT5G08740
AT1G09130
AT2G41530
AT1G22270
AT2G37340
AT2G17340
AT5G25980
AT1G30120

AT1G67990
AT5G48870
AT1G49650

ORP3B -0,7229
TET7 0,6827
RGGA 0,0668 0,1038
0,3448 0,3502
HEMC 0,0724 0,0737
AGT2 -0,0182  -0,0402
PDIL1-4 -0,0627  -0,0659
GILT 0,1279 0,1530
APA3 -0,1451  -0,1006
PFK6 -0,6630  -1,3428
0,5143
csi3 0,7511
RSA1 oo
CIpP1 0,8834
SFGH 0,0957
PAG1 0,0684
-0,2843
ATPB 0,1120
FSD1 -0,2551
TUBB6 0,1316
BGL2 1,3647
RPS28C 0,2637
APL2 0,0621
RPS4 0,0710
RPS8 0,0903
PAT1 0,2977
LOX1 0,2250
ATHOL1 0,0556
GLL22 -0,1684
ATPMEPCR 0,1494
A
EDA2 -0,2524
CARB 0,0477
RGTB1 0,3066
HSP70-9 0,1060
IPUT1 0,5228
NDC1 0,0834
0,1695
SFGH 0,0882
TRM112A 0,2864
RS2733 -0,1055
-0,1455
TGG2 -0,1483
PDH-E1 0,4414
BETA
TSM1 -0,1869
LSM5 0,3200
CXE4 -0,5686

-1,0126
0,8854

0,5517
0,8627

0,8202
0,1388
0,0492
-0,2182
0,1058
0,2935
0,1609
1,1212
0,3119
0,0581
0,1013
0,1165
0,2788
0,1577
0,0750
-0,1312
0,2156

-0,2593
0,0620
0,2279
0,1028
0,6184
0,1245
0,1792
0,0534
0,2792

-0,1390

-0,1038

-0,1119
0,3480

-0,1300
0,2579
-0,1668



QSLLR6
Q9LPVS8
QoLQi12
Q9LRZ6
Q9Lv48
Q9LVT8
QS9LXVO
Q9LY66
Q9LYWS
Qs9Lzm1
Q9M0I2
Q9M1X0
Q9M2E2
Q9SR70
Q9XJ36
Q97ZPY1

AT5G59310
AT1G12920
AT1G62940
AT3G25810
AT3G24550
AT5G47210
AT5G12890
AT3G63490
AT5G03160
AT5G02100
AT4G28250
AT3G63190
AT3G61220
AT3G10060
AT1G12410
AT2G46580

LTP4
ERF1-2
4CLL1
TPS24
PERK1
RGGC
UGT92A1
RPL1
P58IPK
ORP3A
EXPB3
RRF

FKBP16-4
CLPR2
PPOX2

-0,1281
0,3104
-0,2011
0,1483
0,8223
0,0941
-0,1046
0,0967
0,1079
1,1325
-0,1597
0,0750
0,1498
0,2339
0,1609
-0,2091

-0,1326
0,3825
-0,1969
0,1580
0,8229
0,1048
-0,3299
0,1088
0,1135
1,1317
-0,0928
0,0751
0,1606
0,1591
0,1537
-0,5073
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ANEXO XIV. Figura suplementaria S2. Fenotipos de la sobreexpresién del gen DVL11 en

Arabidopsis thaliana.

Figura S2. Fenotipos de la sobreexpresion del gen DVL11 en Arabidopsis thaliana. Se muestran los
fenotipos correspondientes a las plantas silvestres Col-0 (A, B y E) y a las plantas sobreexpresoras
355S:DVL11 (C, Dy F), en hojas de roseta de 15 dias (A y C), en inflorescencias y flores en antesis (By D) y
en frutos formados (E y F). Modificado de Primo, 2013.
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ANEXO XV. ABREVIATURAS

%: por ciento

°C: grados centigrados

Hg: microgramos

ug/L: microgramos por litro
pg/ml: microgramos por mililitro
pl: microlitros

1M: micromolar

umol: micromol

Arabidopsis: Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens: Agrobacterium
tumefaciens

BASTA: glufosinato de amonio

BiFC: Complementacién Bimolecular de
Fluorescencia

BSA: albumina de suero bovino

Ca?*: calcio

cDNA: DNA complementario

CDS: secuencia codificante de un gen
cm: centimetros

Col-0: ecotipo Columbia

C-terminal: carboxilo terminal

Cys: cisteina

DEGs: genes diferencialmente expresados
(Differential Expressed Genes)

DIA: adquisicién independiente de datos
DMEM: medio Eagle modificado Dulbecco
DNA: acido desoxirribonucleico

DNasa: desoxirribonucleasa

dNTP: desoxinucledsidos trifosfato

DVL: DEVIL

ANEXOS

E. Coli: Escherichia Coli

EDTA: etilen-diamino-tetraacetato sédico
EdU: 5-ethynyl-20-deoxyuridine

EndoH: Endoglicosidasa H

et al.: y otros.

F: directo (Forward)

FAA: etanol, 4cido acético glacial,
formaldehido

FDR: False Discovery Rate

FESEM: microscopio electrénico de barrido
de emisién de campo

FR: rojo lejano (Far Red)

g: gramos

g/L: gramos por litro

GO: ontologia génica (Gene Ontology)

GFP: proteina verde fluorescente (Green
Fluorescent Protein)

GUS: B-glucuronidasa

h: horas

IncRNA: RNA largo no codificante
Kan: kanamicina

kDa: kilodalton

LB: medio Luria-Bertani

LC-MS/MS: cromatografia liquida seguida
de espectrometria de masas

m: metro

M: molar

mA: miliamperio

Marchantia: Marchantia polymorpha
MES: acido 4-morfolino-etano-sulfénico

mg: miligramos
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mg/ml: miligramos por mililitro
min: minutos

mMRNA: RNA mensajero

miRNA: micro RNA

ml: mililitros

mm: milimetros

mM: milimolar

MRNA: RNA mensajero

MS: medio de Murashige y Skoog
nc: no cuantificable

ng: nanogramos

Nicotiana: Nicotiana benthamiana
nM: nanomolar

nm: nanomoles

N-terminal: amino terminal

OD: densidad dptica

o/n: incubacidon 16h (over night)

ORF: marco abiertos de lectura (Open
Reading Frame)

OST: oligosacdrido transferasa
padj: p-value ajustado
pb: pares de bases

PBS: tampon fosfato salino (Phosphate-
Buffered Saline)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
(Polimerase Chain Reaction)

PEI: polietilenamina

pro: promotor

gRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real
R: reverso (Reverse)

RNA: 4cido ribonucleico

RNasa: ribonucleasa
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RNA-seq: secuenciacion de ARN

rpm: revoluciones por minuto

RPKM: lecturas por millén de kilobases
RTFL: ROTUNDIFOLIA

s: segundo

SDS: dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS

sgRNA: ARN de guia Unica

sORFs: pequefios marcos abiertos de
lectura (small Open Reading Frames)

TAK-1: parental masculino de Marchantia
TBE: Tris-borato-EDTA

T-DNA: DNA de transferencia

TE: Tris-EDTA

ter: terminador

T1: Generacién de transformante 1

T2: progenie de plantas T1

T3: progenie de plantas T2

UTR: region no traducida (untranslated
region)

V: voltio
v/v: volumen por volumen
WT: plantas silvestres (Wild Type)

YFP: proteina amarilla fluorescente (Yellow
Fluorescent Protein)

35S: promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor









