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Abreviaturas y simbolos

2. Abreviaturas y simbolos

35S: promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S CaMV
3C: captura de conformacion de cromatina (del inglés: chromatin conformation capture)
ABA: dcido absicico

AD: Dominio de Activacion

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNasa: Desoxiribonucleasa

ADNCc: Acido desoxirribonucleico copia

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ARN Inc: ARN largo no codificante

ARN: Acido ribonucleico

ARNasa: Ribonucleasa

ARNm: ARN mensajero

ARNs nc: ARNs no codificantes

ATP: adenosina trifosfato

ATPasa: enzima que hidroliza a adenosina trifosfato

BD: Dominio de union

BiFC: Complementacion de fluorescencia bimolecular (del inglés: Bimolecular Fluorescence
Complementation)

BR: brasinoeteroides

Bucle-R: hibrido ARN:ADN (del inglés: R-loop)

CaMV: Virus del mosaico de la coliflor

CG: células de la guarda

ChIP: Inmunoprecipitacion de la cromatina

ChIRP: aislamiento de la cromatina mediante purificacién del ARN (del inglés: Chromatin
Isolation by RNA Purification)

CI: anidn cloro

cm: Centimetros

CO;: didxido de carbono

Col-0: Ecotipo Columbia

CsVMV: virus del mosaico de las venas de la yuca

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

C-terminal: dominio Carboxilo terminal de una proteina.

dNTP: Desoxinucledtidos trifosfato (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP)



Abreviaturas y simbolos

DRIP: inmunoprecipitacion de ADN:ARN (del inglés: DNA-RNA Immunoprecipitation)
EDTA: Acido etilen diamino tetraacético

EMSA: ensayos de movilidad electroforética (del inglés EMSA: Electrophoretic Mobility Shift
Assay)

ETI: inmunidad asociada a efector (del inglés: effector-triggered immunity)

FT: factor de transcripcion

g/L: Gramos de soluto en un litro de solucion

g: Gravedad o gramos

GA: giberelinas

GFP: Proteina verde fluorescente (del inglés: green fluorescent protein)

gs: conductancia estomdtica

H*: hidrén

H.0,: perdxido de hidrogeno

HAC: acetiltransferasa de histonas (del inglés: histone acetyltransferase)

HDAC: deacetilasa de histonas (del inglés histone deacetylase)

JA: acido jasmoénico

K*: catidn potasio

kpb: kilopares de bases

L: Litro

LB: Luria-Bertani o Luz blanca

M: Molar

MEKK: MAP quinasa quinasa quinasa

mg: Miligramo

miARN: Micro ARN

miliQ: Agua calidad miliQ

MKK: MAP quinasa quinasa

ml: Mililitro

mM: Milimolar (milimoles/litro)

MP: membrana plasmatica

MPK: MAP quinasa

MS: Medio de cultivo Murashige-Skoog y espectrometria de masas (del inglés Mass
Spectrometry)

MTI: inmunidad asociada a patrones moleculares microbianos (del inglés: microbe-associated
molecular pattern-triggered immunity)

NAT: transcriptos naturales antisentido (del inglés: Natural Antisense Transcripts)



Abreviaturas y simbolos

ng: nanogramos

nm: Nandmetros

NO: 6xido nitrico

NO3*: nitrato

NR: nitrato reductasa

N-terminal: dominio Amino terminal de una proteina.

OD: Densidad optica

p/v: Gramos de soluto en 100 ml de solucién

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos

pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PRC1: complejo represivo polycomb 1 (del inglés: Polycomb Repressive Complex 1)

PRC2: complejo represivo polycomb 2 (del inglés: Polycomb Repressive Complex 2)

PTI: inmunidad asociada a patrones moleculares de patdgenos (del inglés: pathogen-associated
molecular pattern-triggered immunity)

PVP: polivinilpirrolidona

gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

RADM: Metilacién del ADN dependente de ARNs (del inglés RNA-directed DNA methylation).
RID-P: aislamiento de ARN mediante purificacion de ADN (del inglés: RNA Isolation by DNA
Purification)

R-loop: hibrido ARN:ADN

RNA Seq: secuenciacion del ARN

ROS: especies reactivas de oxigeno

RT: transcriptasa reversa (del inglés Reverse Transcriptase) o retrotranscripcién

RT-qPCR: RT seguida de PCR cuantitativa en tiempo real (del inglés RetroTranscripted
quantitative PCRs)

SA: acido salicilico

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante

TAE: Tris Acético EDTA

TCA: Acido tricloroacético

TE: solucién amortiguadora Tris-EDTA

TSS: sitio de inicio de la transcripcion (del inglés Transcriptional Start Site)

TTS: sitio de terminacién de la transcripcion (del inglés Transcriptional Termination Site)

UV: luz ultravioleta



Abreviaturas y simbolos

UV-B: luz ultravioleta-B

v/v: Militros de soluto en 100 ml de solucidn

V: Volts

W: watt

YFP: proteina amarilla fluorescente (del inglés YFP: yellow fluorescent protein).
ML: Microlitros

KM: Micromolar

pumoles: Micromoles
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Resumen

3. Resumen

La radiacién ultravioleta (UV) constituye aproximadamente el 8% de la radiacién solar total
que llega a la superficie de la Tierra, siendo el UV-B especialmente particular por su capacidad
de causar dafos en el ADN y afectar al crecimiento de las plantas. Arabidopsis thaliana percibe
la radiacidon UV-B a través del fotorreceptor UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVR8), el homdlogo
vegetal mas cercano a la proteina humana relacionada con la cromatina REGULATOR OF
CHROMOSOME CONDENSATION 1 (RCC1). UVR8 se monomeriza y transloca al nucleo tras la
exposicién a UV-B, interactuando con la E3 ubiquitina ligasa COP1. Esta interaccidn media la
fotomorfogénesis y la aclimatacion de la planta a través de la activacion transcripcional del
factor de transcripcion (FT) bZIP ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5). Ademas, la exposicion a UV-
B provoca un aumento de la acetilacién de la histona H3 en los loci génicos regulados por UVRS,
incluido HY5. En este estudio, demostramos que UVR8 interactia con el ARN largo no
codificante (ARN Inc) APOLO. Mediante un enfoque integrador multidmico, combinado con
ensayos genéticos y bioquimicos, demostramos que UVRS8 regula genes diana en respuesta a
UV-B a través de la interaccidon indirecta con el FT WRKY42 por medio de COP1. Tanto UVRS,
COP1 y WRKY42 interactuan con APOLO y la acumulacién nuclear de éste, modula la unién de
UVRS en el locus HY5. Ademas, APOLO se asocia con la HISTONE ACETILTRANSFERASE 5 (HAC5)
para modular la marca de activacion H3K9ac sobre el locus HY5 tras la exposicién a UV-B.
Curiosamente, el promotor de APOLO es activado directamente por HY5, creando un mecanismo
de retroalimentacion transcripcional. La induccién de APOLO resulta en la separaciéon del
complejo de activacion UVR8-COP1-WRKY42 de HY5 y modula la estabilidad de la proteina
HACS. Estos hallazgos revelan que UVRS8 es una proteina que interactia con el ARN y muestran
un nuevo mecanismo de adaptacion ambiental en Arabidopsis a través de la interaccion entre
ARNs asociados a R-loops, modificadores de histonas, factores de transcripcion y el

fotorreceptor UVRS.
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Abstract

4. Abstract

Ultraviolet (UV) radiation constitutes approximately 8% of the total solar radiation reaching
the Earth's surface, with UV-B being particularly impactful due to its ability to cause DNA damage
and affect plant growth. Arabidopsis thaliana perceives UV-B through the UV RESISTANCE
LOCUS 8 (UVR8) photoreceptor, the plant closest homolog of the human chromatin-related
protein REGULATOR OF CHROMOSOME CONDENSATION 1 (RCC1). UVR8 monomerizes and
translocates to the nucleus upon UV-B exposure, interacting with the E3 ubiquitin ligase COP1.
This interaction mediates photomorphogenesis and plant acclimation via the bZIP transcription
factor ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5). Additionally, UV-B exposure leads to increased
acetylation of histone H3 at UVR8-regulated gene loci, including HY5. In this study, we
demonstrate that UVRS interacts with the DNA-RNA duplex (R-loop) forming long noncoding
RNA (IncRNA) APOLO. Through a multi-omic integrative approach, combined with genetics and
biochemical assays, we show that UVR8 regulates target genes in response to UV-B due to an
indirect interaction with WRKY42 trough COP1. UVRS8, COP1 and WRKY42 interact with APOLO,
whose nuclear accumulation modulates UVR8 binding at the HY5 locus. Furthermore, APOLO
associates with HISTONE ACETYLTRANSFERASE 5 (HAC5) to modulate the activation mark
H3K9ac over the HY5 locus after UV-B exposure. Interestingly, the APOLO promoter is directly
activated by HY5, creating a transcriptional feedback mechanism. APOLO induction results in the
decoy of the UVR8-COP1-WRKY42 activation complex away from HY5 and modulates HAC5
protein stability. These findings reveal UVR8 as an RNA-interacting protein and uncover a novel
mechanism of environmental adaptation in Arabidopsis through the interaction between R-loop

associated IncRNAs, histone modifiers, transcription factors, and the UV-B photoreceptor UVRS.

12



Introduccién

5. Introduccion

5.1. ARNs largos no codificantes

Los genomas eucariotas muestran una gran variabilidad en su tamano (1) que no siempre
se correlaciona con el numero de genes que codifican proteinas (2). De hecho, sus
transcriptomas incluyen una gran cantidad de componentes no codificantes (3). Aunque se
estima que el 90% del genoma eucariota es transcripto durante el desarrollo, solo un 2% de los
ARNs codifican proteinas (4). El genoma no codificante, durante mucho tiempo considerado
como “ADN basura”, codifica una gran cantidad de ARNs no codificantes (ARNs nc) con funciones
bioldgicas indiscutibles (5). Estos comprenden ARNs ubicuos, ARNs pequefios (micro ARNs, ARNs
de interferencia pequefios) y ARNs largos no codificantes (ARNs Inc), que también incluyen ARNs
enhancers, ARNs derivados de transposones y ARNs circulares (6).

Los ARNs Inc exhiben una amplia gama de tamafios que varian desde los 200 pares de
bases (pb) hasta mas de 100 kpb de longitud. Se expresan en diversos tejidos, tipos y estadios
celulares, y se acumulan tanto en el nicleo como en el citoplasma (7). A su vez, los ARNs Inc se
clasifican de acuerdo a su ubicacidn y orientacidon en relacién a sus transcriptos vecinos que
codifican proteinas (Figura 1). Los ARNs largos intrénicos se transcriben exclusivamente de
regiones intrénicas, mientras que los ARNs intergénicos se encuentran fuera de los genes e
incluyen ARNs derivados de promotores, enhancers, elementos transponibles y ARNs de doble
cadena. Los ARNs Inc de doble cadena sentido y antisentido son transcriptos de las hebras
sentido y antisentido, respectivamente, mientras que los transcriptos naturales antisentido NAT
(del inglés: Natural Antisense Transcripts) se inician en la hebra antisentido de regiones
codificantes sentido (cis-NAT) o son complementarios a un transcripto sentido ubicado en un
locus distante (trans-NAT) (4,8). Los ARNSs circulares constituyen una clase de ARNs Inc que
consisten en moléculas simple cadena cerradas covalentemente, resultantes del back-splicing,
una forma no candnica de empalme alternativo (9). Alternativamente, los ARNs Inc se pueden
clasificar segun sus funciones moleculares e interacciones con moléculas reguladoras tales como

proteinas, ADN u otros ARNs (10,11).
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Clase Estructura Ejemplos
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Figura 1: Clasificacion de los ARN largos no codificantes (ARNs Inc). Los ARN antisentido se inician dentro o a 30
nucledtidos de un gen codificante de proteinas, se transcriben en direccidon opuesta y se superponen con al menos
un exén codificante. Los ARNs Inc intrénicos se inician dentro de un intrén en cualquier direccion y terminan sin
superponerse con un exon. Los ARNs Inc derivados de promotores son transcriptos de la regidon promotora de un gen
codificante de proteinas Los ARNs Inc intergénicos son unidades de transcripcion separadas a una distancia de al
menos lkpb de los genes codificantes de proteinas. Los exones se representan en verde y los intrones en negro. Las
lineas rojas representan genes no codificantes, que se muestran sin intrones para mayor claridad. Las referencias para
cada ejemplo son: COOLAIR (12), COLDAIR (13), Transcriptos de Pol V (14), APOLO (15), ASCO (16), ENOD40 (17), y.
Figura modificada de Ariel (4).

Los ARNs Inc participan en casi todos los aspectos de la expresidn génica. En plantas se
han descripto como reguladores de la transcripcidn génica, capaces de acondicionar el entorno
epigenético de sus targets génicos y de modular la actividad de los complejos transcripcionales
(18). Ademas, a nivel post-transcripcional, varios ARNs Inc se han asociado con la degradacion
del ARN diana complementario, el empalme alternativo, la promocion de la traduccién, la
localizacion subcelular de proteinas y diversas modificaciones post-traduccionales. En particular,
las modificaciones post-traduccionales de histonas mediadas por ARNs Inc estdn relacionadas

con la regulacidn transcripcional de los genes blanco (19).

5.1.1. EI ARN Inc APOLO

APOLO (AUXIN REGULATED PROMOTER LOOP RNA) es un ARN Inc intergénico sensible
a auxinas de Arabidopsis thaliana. Corriente arriba del locus de APOLO se encuentra otro gen
sensible a auxinas, PINOID (PID), necesario para el desarrollo de las raices. APOLO y PID estan
co-regulados. Normalmente, ambos estdn epigenéticamente reprimidos debido a la marca

represora de la transcripcion H3K27 mediada por Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), la

14
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unién de la proteina LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1) componente de Polycomb
Repressive Complex 1 (PRC1), la metilacién de ADN y un bucle en la cromatina que abarca al
locus de PID y APOLO (15). En presencia de auxinas, la metilaciéon del ADN disminuye, con lo cual
se inicia la transcripcion de APOLO vy el transcripto de APOLO se une fisicamente y desplaza a
LHP1; posteriormente, la trimetilacién de H3K27 también se pierde y el bucle se relaja en la
regién APOLO-PID. De forma paralela, las auxinas inducen la produccién de otros factores de
transcripcion (FTs), incluido el AUXIN RESPONSE FACTOR 7 (ARF7) que también se une al
promotor de APOLO para activar ain mas la transcripcién medida por la Polimerasa Il (20). En
resumen, APOLO regula positivamente su propia transcripcion y la del gen adyacente PID en cis
en respuesta a auxinas (Figura 2). Gradualmente, la Polimerasa IV es reclutada en el locus,
iniciando la metilacién del ADN dependiente de ARNs (RADM: RNA-directed DNA methylation)
(21) y la metilacion de histonas mediada por PRC2. La unién de LHP1 aumenta debido al
reclutamiento de APOLO. Estos eventos resultan en el cierre del bucle de la cromatina y en el
silenciamiento epigenético y transcripcional de los genes APOLO y PID (15). Por lo tanto, APOLO
también actia como regulador negativo de su propia transcripcién.

Mediante diversas técnicas de secuenciacién del ARN (RNA Seq), aislamiento de la
cromatina mediante purificacién del ARN (ChIRP: Chromatin Isolation by RNA Purification)(22),
la captura de conformacion de cromatina (3C) (23), la inmunoprecipitacién de ADN:ARN (DRIP:
DNA-RNA Immunoprecipitation) (24) y el aislamiento de ARN mediante purificacion de ADN (RID-
P: RNA Isolation by DNA Purification) (20) se demostré que APOLO reconoce multiples loci
independientes y sensibles a auxinas en trans para orquestar el desarrollo de las raices en
respuesta a esta hormona (20). APOLO se intercala en el ADN gendmico para formar una
estructura de bucle-R o R-loop (hibrido ARN:ADN) (24) y aleja a LHP1 para modular la

conformacion 3D de la cromatina y activar estos genes (Figura 2).
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Figura 2: Accion en trans de APOLO sobre multiples genes. En respuesta a las auxinas, el locus APOLO se desmetila
(15) y el bucle de la cromatina se abre. La transcripcion de APOLO y PID es activada directamente por ARF7. APOLO
se une a su gen vecino PID formando un bucle-R y alejando a LHP1. APOLO también reconoce WAG2, AZG2 y multiples
loci distantes formando bucles-R. Como resultado, APOLO también aleja a LHP1 modulando la conformacién local de
la cromatina. Alternativamente, la activacion transcripcional mediada por APOLO puede desencadenar cambios en la
conformacién de la cromatina. Se desconoce qué componentes adicionales del complejo ribonucleoproteico se
necesitan para la separacion de las hebras del ADN que permiten la formacidn de bucles-R. Figura modificada de Ariel

(20).

En resumen, los mecanismos descriptos de APOLO sugieren que es un integrador de
multiples sefiales y un coordinador de redes génicas. Tras su induccidn, APOLO se activa a si
mismo y, de manera simultdnea, desencadena la expresidn de cientos de genes distantes. El
papel principal de APOLO quizas sea aumentar la sensibilidad y la robustez del cambio

epigenético/transcripcional en multiples loci (25).

5.1.2. Proteinas asociadas a la cromatina interactian con APOLO

Un subconjunto de ARNSs Inc esta enriquecido en el nucleo y especialmente dentro de la
fraccién asociada a la cromatina. En consecuencia, muchos de ellos han sido implicados en
regulaciones epigenéticas, incluyendo la determinacion dinamica de la organizacion

tridimensional del nicleo (26). Curiosamente, las Unicas modificaciones post-traduccionales
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mediadas por ARNs Inc en plantas estdn relacionadas con histonas, afectando asi el perfil
epigenético y estado transcripcional de genes target (19).

Para indagar alin mas en los eventos celulares en los que participa APOLO formando
parte de uno o diversos complejos ribonucleoproteicos, en nuestro laboratorio se llevd a cabo
un ensayo de ChIRP (22,27), seguido de sucesivas precipitaciones y lavados con TCA y acetona,
para purificar proteinas potencialmente asociadas a este ARN Inc. Mediante un andlisis de
Espectrometria de Masas, se identificaron 16 proteinas potencialmente asociadas a APOLO.
Entre ellas, se identificaron FTs, proteinas de unién al ARN y proteinas relacionadas a la
cromatina.

Recientemente, hemos demostrado que APOLO interactua con la proteina de unidn a
metilcitosina VARIANT IN METHYLATION 1 (VIM1), un homdlogo conservado del regulador de
metilacion de ADN en mamiferos UBIQUITIN-LIKE CONTAINING PHD AND RING FINGER
DOMAINS 1 (UHRF1). El complejo APOLO-VIM1-LHP1 regula directamente la transcripcion del
gen involucrado en la biosintesis de auxina YUCCA2 coordinando dindmicamente la metilacién
del ADN y el depdsito de H3K27me3 sobre su promotor durante la respuesta termomorfogénica
de la planta. También, demostramos que el ARN Inc UHRF1 Protein Associated Transcript (UPAT),
un partner directo de UHRF1 en humanos, puede ser reconocido por VIM1 y LHP1 al ser
expresado en células vegetales, a pesar de la falta de homologia de secuencia entre UPAT y
APOLO. Ademas, los niveles aumentados de APOLO o UPAT dificultan la unién de VIM1 y LHP1
al promotor de YUCCA2 vy alteran globalmente el transcriptoma de Arabidopsis de manera
similar (25).

Por otro lado, APOLO se induce por el frio e interactia con el FT WRKY42 para ayudar a
su unidén al promotor de RHD6 (ROOT HAIR DEFECTIVE 6) y aumentar su activacién. RHD6
codifica un FT clave del desarrollo de pelos radiculares. El locus de RHD6 es un target tipico de
APOLO que muestra deposicién de H3K27me3, unién de LHP1 y un motivo de reconocimiento
de APOLO, que es capaz de formar bucles-R y un bucle de cromatina. El promotor de RHD6
contiene motivos W-box de unidn a WRKY. Sorprendentemente, la unién de WRKY42 al
promotor de RHD6 se vio afectada tanto en las lineas de APOLO-RNAi como en las lineas
sobreexpresantes; la formacién del bucle de cromatina de RHD6 también se vio afectada en
ambas lineas. Estas observaciones sugieren que, al igual que en el locus PID-APOLO, APOLO es
necesario tanto para la regulacidn positiva como negativa en trans de RHD6 a través de la unién
de FTs y la remodelaciéon de la estructura 3D de la cromatina en respuesta a cambios de
temperatura (28).

Entre las proteinas que potencialmente interactian con APOLO, también identificamos a

UVR8 (UV RESISTANCE LOCUS 8) y HAC5 (HISTONE ACETYLTRANSFERASE OF THE CBP FAMILY 5)
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por lo que decidimos comenzar a trabajar con éstas ya que se ha demostrado que la exposicién
a UV-B aumenta la acetilacién de las lisinas K9 y/o K14 de la histona H3 (H3K9,14diac) en los loci
de genes regulados por UVR8 (29). Si bien la interaccion de estas proteinas en particular con el
ARN no habia sido observada aun, nuestros datos preliminares sugerian que existe un

mecanismo molecular que involucra a este ARN Inc.

5.2. Los factores de transcripcion WRKY

Los FTs WRKY son una de las familias mas grandes de reguladores transcripcionales y
forman parte de redes de sefializacién que modulan muchos procesos en las plantas. Estos
pueden actuar como represores o activadores, y un mismo FT WRKY podria estar involucrado

en la regulacién de varios procesos diferentes (30).

5.2.1. Estrés bidtico

La mayoria de los trabajos sobre los FTs WRKY indican que numerosos miembros de la
familia desempefian funciones en la reprogramacién transcripcional asociada con la respuesta
inmune de las plantas. Estos factores son componentes centrales de muchos aspectos del
sistema inmunitario innato de la planta, incluyendo la inmunidad asociada a patrones
moleculares microbianos (del inglés: microbe-associated molecular pattern-triggered immunity,
MTI), inmunidad asociada a patrones moleculares de patdgenos (del inglés: pathogen-
associated molecular pattern-triggered immunity, PTl), la inmunidad asociada a efector (del
inglés: effector-triggered immunity, ETI), la defensa basal y la resistencia adquirida sistémica
(31). La sobreexpresidn o la represion de la expresion génica de diversos WRKY tienen efectos
en la defensa de la planta, lo que ha permitido desentrafiar algunos componentes de la red de
sefializacion (32). A su vez, un estudio reciente en arroz ha revelado que el par de genes alélicos
OsWRKY45-1 y OsWRKY45-2, que codifican proteinas que difieren en diez aminodcidos,
desempenan roles opuestos en la interaccién de la planta con bacterias (33). La sobreexpresién
de ambos alelos muestra que regulan positivamente la resistencia al patégeno fungico del arroz
Magnaporthe grisea, pero regulan diferencialmente la resistencia a Xanthomonas oryzae (tizén
bacteriano del arroz). OsWRKY45-1 parece ser un regulador negativo, mientras que OsWRKY45-
2 seria un regulador positivo de la respuesta de la planta a X. oryzae. Ademas, estos genes
actuarian a través de diferentes vias, ya que la expresion diferencial de OsWRKY45-1 modula los
niveles de acido salicilico (SA) y acido jasmodnico (JA), mientras que la expresion diferencial de

OsWRKYA45-2 parece modular significativamente solo los niveles de JA (34).
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5.2.2. Estrés abiodtico

Los Fts WRKY desempefian roles fundamentales en la regulacién de muchas reacciones
de estrés en las plantas. Por ejemplo, en el arroz, la sobreexpresion de OsWRKY11 inducida por
el promotor HSP101 condujo a una mayor tolerancia al calor y a la sequia. Del mismo modo, la
sobreexpresion de OsWRKY45 aumento la tolerancia a la sal y la sequia, ademas de la resistencia
a enfermedades (30) . En Arabidopsis, la sobreexpresién de AtWRKY25 o AtWRKY33 aumenta la
tolerancia a la sal y la sequia (30). Trabajos adicionales sobre AtWRKY25 utilizando tanto
mutantes nulos como lineas de sobreexpresidon demostraron que también esta implicado en la
respuesta al estrés térmico. Estos ejemplos ilustran que los factores WRKY forman parte de los
procesos de sefializacién asociados con la reprogramacion transcripcional cuando las plantas se
enfrentan a un alto nivel de sal, calor, estrés osmotico, altos niveles de CO,, altas

concentraciones de ozono, frio o sequia (30).

5.2.3. Mecanismos de activacion y represion de la transcripcidn por FTs de la familia
WRKY

Los FTs WRKY pueden activar y/o reprimir la transcripcidn, incluso, algunos factores
poseen ambas funciones. Por ejemplo, mediante ensayos en levaduras, se descubrié que
AtWRKY53 activa o reprime la transcripcion de un gen reportero seguin el contexto del promotor.
AtWRKY53 cotransformado con constructos reporteros en protoplastos de Arabidopsis regulé
negativamente su propio promotor mientras actuaba como activador en otros promotores, lo
gue es consistente con los resultados en levaduras (35). De manera similar, en Arabidopsis,
AtWRKY6 autorregula negativamente su propio promotor mientras activa la transcripcién de
SIRK/FRK1 (36). A través de estudios de expresion transitoria, se ha demostrado que OsWRKY72
y OsWRKY77 son activadores de la sefializacion de acido absicico (ABA), pero reprimen la
sefializacion de giberelinas (GA) en células de aleurona (37).

Las vias de las MAP quinasas estan implicadas en el control de la actividad de los factores
de transcripcién WRKY. En Arabiopsis, un informe ha demostrado que AtWRKY33 existe en
complejos nucleares con la MAP quinasa MPK4. La percepcion de PAMPs (patrones moleculares
asociados a patdgenos) activa un médulo MEKK1-MKK1/2-MPK4 formado por una MAP quinasa
(MPK), una MAP quinasa quinasa (MKK) y una MAP quinasa quinasa quinasa (MEKK). Esto
conduce a la disociacién nuclear de un complejo MPK4-MKS1-WRKY33 y a la liberacion de
AtWRKY33 y MKS1. AtWRKY33 activa entonces la expresion de PAD3 necesaria para la sintesis

del antimicrobiano camalexina (38)
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Las modificaciones de las histonas también pueden participar en estos procesos de
represion y des-represion. Los genes AtWRKY38, AtWRKY53, AtWRKY62 y AtWRKY70 han sido
involucrados en vias que implican modificaciones covalentes de histonas (38—40). AtWRKY70 es
un blanco primario para el homodlogo de Trithorax en Arabidopsis (ATX1). ATX1 activa la
expresion de AtWRKY70 estableciendo la marca de trimetilacién de histonas H3K4, y se ha
sugerido que los genes de defensa PR-1y THI2.1 estdn controlados a través de esta regulacion

epigenética del locus AtWRKY70 (39)

5.2.4. Elfactor de transcripcion WRKY42

En Arabidopsis, WRKY42 codifica un FT que alberga un solo dominio de unién a ADN
WRKY vy se localiza exclusivamente en el nucleo. Segln un ensayo de levadura de doble hibrido
y un ensayo de complementacién de fluorescencia bimolecular (BiFC), se determiné que
WRKY42 interactia consigo misma. Este FT regula positivamente la senescencia de las hojas al
activar directamente la transcripcion de genes relacionados a la sintesis de SA y especies
reactivas de oxigeno (ROS) (41).

La senescencia foliar representa la etapa final del crecimiento y desarrollo de las hojas,
y su inicio y progresion estdn estrictamente regulados. En un estudio, se encontré que WRKY42
se induce en gran medida durante la senescencia foliar. Los mutantes wrky42 mostraron una
senescencia foliar retrasada, mientras que la sobreexpresion de WRKY42 aceleré la senescencia.
Tanto los ensayos de movilidad electroforética (del inglés EMSA: Electrophoretic Mobility Shift
Assay) como los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina demostraron que WRKY42 se
une directamente a los promotores de ISOCHORISMATO SYNTHASE 1 (ICS1) y RESPIRATORY
BURST OXIDASE HOMOLOG F (RBOHF), asi como a algunos genes asociados a la senescencia para
activar su expresion regulando positivamente la senescencia foliar.

Como fue mencionado anteriormente, el complejo formado por WRKY42 y APOLO
modula el entorno epigenético del gen RHD6, activandolo y promoviendo asi la expansion
celular en las raices en condiciones de baja temperatura. Esta activacién de RHD6 a su vez
desencadena una cascada de eventos moleculares que regulan el programa transcripcional de
los pelos radiculares en respuesta al frio (28).

A su vez, cabe mencionar que el FT WRKY36 ha sido el inico miembro de la familia WRKY
en Arabidopsis involucrado en una via relacionada con la radiacién UV-B (6). Sin embargo, en
Mirabilis himalaica, una planta de uso medicinal, se ha observado que WRKY42 es uno de los

FTs involucrados en el aumento del contenido de flavonoides luego del tratamiento con UV-B
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(42). Hasta el presente trabajo de tesis doctoral, la relacién entre AtWRKY42 y la respuesta al

UV-B permanecia inexplorada.

5.3. Elfotorreceptor de UV-B: UVR8

De la luz solar, la luz ultravioleta-B (UV-B) comprende un rango de longitud de onda
comprendido entre los 280-315 nm. La exposicion al UV-B tiene efectos significativos en la vida
de las plantas. Este tipo de radiacién, no solo implica un potencial estrés, sino que también es
una sefial para regular su crecimiento y desarrollo (43). Esta sefial regula una respuesta de
fotomorfogénesis en las plantas, incluyendo la inhibiciéon de la elongacidn del hipocotilo, la
acumulacién de flavonoides y antocianinas, e induciendo la expresién de genes en respuesta al
UV-B. En Arabidopsis, UVR8 es el fotorreceptor UV-B responsable de activar la fotomorfogénesis
y la aclimatacion (44-49). El UV-B no afecta la abundancia de la proteina UVRS, pero si induce
su monomerizacién y su acumulacidon en el nucleo (46,50). En ausencia de UV-B, UVR8 forma un
homodimero, mientras que ante la percepcion de UV-B por la planta, UVR8 absorbe esta
radiacién, utilizando sus triptéfanos como cromdforos, sufriendo cambios estructurales para
inmediatamente resultar en mondmeros activos (46—48,51,52). En ausencia de UV-B, UVRS se
localiza tanto en el citosol como en el ndcleo, mientras que en respuesta a UV-B, se acumula
mayoritariamente en el nucleo (50,53,54) y tanto la monomerizacién como la acumulacién
nuclear de UVRS son criticas para el control de la fotomorfogénesis (46,50). La redimerizacion
de UVR8 es promovida por proteinas con repeticiones WD40 conocidas como REPRESSOR OF
UV-B PHOTOMORPHOGENESIS 1Y 2 (RUP1 y RUP2) (55,56). El UV-B induce la transcripcién de
los genes que codifican a las RUPs y a su vez, estas proteinas pueden interactuar fisicamente con
UVR8 y mediar su redimerizacion, regulando de forma negativa la transduccidn de sefiales UV-
B (56). La interaccién directa entre fotorreceptores y sus respectivos targets constituye un
mecanismo fundamental subyacente a la transduccidn de sefiales iniciada por estos receptores.
Ademas de COP1 y RUPs, UVR8 también puede interactuar con multiples FTs, como WRKY36,
BRI1-EMS-SUPPRESSOR1 (BES1) y BES1-INTERACTINGMYC-LIKE 1 (BIM1) para regular

directamente la expresion génica.

5.3.1. Lavia mediada por el complejo UVR8-COP1

La E3 ubiquitina ligasa CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), conocida por
reprimir la fotomorfogénesis, participa en multiples vias de sefializacion de la luz (57). COP1
interactia con SUPRESSOR OF PHYA (SPA1) y otros componentes de los complejos E3 ubiquitina
ligasa para promover la ubiquitinacion y degradacién del FT ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) y
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su homélogo, HOMOLOG HY5 (HYH) (58). Sin embargo, en la via de sefializacién UV-B, COP1
funciona para promover la expresion de HY5 y la estabilizacién de proteinas involucradas en la
respuesta a UV-B (59). El mondmero UVR8 interactua fisicamente con COP1, lo que es
indispensable para la transduccion de sefales de este receptor (60). Dicha interaccion
posiblemente induce la disociacién del complejo COP1-SPA del complejo ubiquitina ligasa E3 y
la formacion de un nuevo complejo que contiene UVR8-COP1-SPAl lo que reduce la
ubiquitinacién y degradacion de HY5 (61). Por otro lado, HY5 y su homélogo HYH se unen a la
caja T/G en el promotor de HY5 y actian de forma redundante para inducir su expresion luego
de la exposicién al UV-B (62). En resumen, la radiacion UV-B desencadena la interaccion entre
UVR8 y COP1 para promover la expresion de HY5 y la estabilizacién de la proteina, para luego
inducir la expresién génica sensible a UV-B y la fotomorfogénesis. Ademas de la transduccion de
sefiales, la interaccion UVR8-COP1 es requerida para la acumulacion nuclear de UVR8 (53,54).
UVRS8 nuclear es critico para induccidon de HY5, mientras que su versién citoplasmatica, no puede
hacerlo (50,52,53). La acumulacion nuclear de UVR8 depende de su monomerizacién y es
regulada por COP1 vy las RUPs. La misma se interrumpe en la mutante cop1-4 pero se ve inducida
en el mutante rupl rup2, indicando que la acumulacién de UVR8 es promovida por COP1 pero
reprimida por las RUPs (53,54). Cbmo COP1 facilita la acumulacion nuclear de UVR8 es una
cuestiéon por dilucidar. Se plantearon dos modelos que podrian explicar las observaciones
celulares y moleculares: el primero es el modelo de co-importacién nuclear, en el que el UV-B
desencadena la monomerizacidon de UVRS8 e interactia con COP1 en el citosol y la secuencia de
localizacién nuclear que contiene COP1 guia la importacidon nuclear de UVRS. El otro, es el
modelo de retencidn nuclear: el UV-B promueve la monomerizacion de UVR8 y su translocacion
al ndcleo por un mecanismo desconocido, mientras que COP1 nuclear actda para inhibir la

exportacién inmediata de UVRS al citoplasma (63).

5.3.2. Otros mecanismos de transduccion de sefnales que involucran a UVR8

Como fue mencionado anteriormente, ademas de asociarse con COP1, UVR8 también
interactia con el FT WRKY36. Dicha interaccion fue identificada a partir de un ensayo de doble
hibrido en levaduras independientemente si UVR8 se encuentra como dimero o mondmero.
Adicionalmente, se observo que los transcriptos de WRKY36 aumentan durante la primera hora
de exposicion al UV-By luego disminuyen en ausencia de UVRS8, lo que indica que posiblemente
otros fotorreceptores de UV-B estén involucrados en esta induccidn transcripcional. WRKY36
promueve la elongacion del hipocotilo inhibiendo la transcripcion de HY5. Se cree que podria

interactuar directamente con el promotor de HY5 y reprimir su expresion mientras que UVRS8
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nuclear inhibe la unién al ADN de WRKY36 para suprimir la represion de HY5. Sin UV-B, UVR8 se
localiza principalmente en el citosol, mientras que WRKY36 se localiza en el nucleo para inhibir
la transcripcion de HY5 y promover la elongacién del hipocotilo. Con UV-B, UVR8 monomerizay
se acumula en el nucleo para interactuar con el FT WRKY36 y asi inhibir su capacidad de unién
al ADN vy, por lo tanto, para promover la transcripcion de HY5 e inhibir el alargamiento del
hipocotilo (56).

UVR8 también interactua con FTs de la via de brasinoesteroides (BR) como BES1 y BIM1
(55). Los BR son hormonas esteroideas criticas en la regulacién del crecimiento y desarrollo de
las plantas como la escotomorfogénesis, fotomorfogénesis, y en la regulacién del estrés bidtico
y abidtico (64). Los BR son percibidos por el receptor de superficie quinasa BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1 (BRI1), que inicia una cascada de sefializacién para activar el FT corriente abajo
BES1 y BRASSINAZOLE RESISTANT 1 (BZR1) (65-67). En ausencia de BR, la quinasa BR-
INSENSITIVE 2 (BIN2) fosforila e inhibe la funcion de BES1 y BZR1 (68); en presencia de BR, la
actividad BIN2 es inhibida, lo que lleva a la acumulacién de BES1 y BZR1 desfosforilados en el
nucleo (69), lo que promueve la expresion de genes de respuesta a BR (70,71). BIM1 podria
interactuar con BES1 y actuar juntos para regular coordinadamente la expresidn génica inducida
por BR y la elongacidn del hipocotilo (72). Al mismo tiempo, BIM1 y BES1 también interactuan
con UVR8 independientemente del tratamiento UV-B (73) (Figura 3). Incluso, la interaccidn con
UVR8 es mayor cuando BES1 se encuentra defosforilado, es decir en su forma activa en la via de
BR y con unidn al ADN (74). Como FTs, BIM1 y BES1 desfosforilados se localizan en el nucleo,
mientras que UVR8 se acumula en el nucleo en respuesta a UV-B, por lo que la acumulacién
nuclear de UVR8 y también la formacién del complejo UVR8—BES1 en el nucleo es promovida
por el UV-B. BIM1 y BES1 promueven el alargamiento del hipocotilo y estan involucrados en la
fotomorfogenesis en respuesta al UV-B. La inhibicion de la elongacion del hipocotilo por UV-B
estd mediada por la inhibicién de la sefializaciéon de BR. UVR8 inhibe las respuestas de BR para
inhibir el alargamiento del hipocotilo y el crecimiento de las plantas. El analisis transcriptémico
revela que BR induce, pero el UV-B reprime, la expresion de genes relacionados con el
crecimiento. En el nicleo, UVR8 se asocia a BES1 para evitar su unién a los promotores de genes

relacionados con el crecimiento para disminuir su expresién (73).
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Figura 3: Modelo de transduccién de sefiales mediada por UVR8 en Arabidopsis. Cuando las plantas crecen en LB
(luz blanca) (panel izquierdo), el fotorreceptor UVRS8 se localiza principalmente en el citosol como dimero. Por otro
lado, los FTs HY5, WRKY36, BIM1 y BES1 se encuentran en el niicleo. HY5 se une a su propio promotor para activar su
transcripcidn mientras que WRKY36 también se une al promotor de HY5 pero para inhibirlo. BIM1 y BES1 actian
juntos para inducir la expresidn de genes de respuesta a brasinoesteroides (BR). Cuando las plantas se cultivan con
LB + UV-B (panel derecho), UVR8 percibe la luz UV-B y se monomeriza en un monémero activo. UVR8 monomérico
activo interactia con COP1, y COP1 promueve la acumulacién nuclear de UVRS. El complejo nuclear UVR8-COP1
facilita la estabilizacion de la proteina HY5 y mejora la unién de HY5 a su propio promotor, activando asi la
transcripcién de HY5. UVR8 nuclear también interactia con WRKY36 para inhibir la union de WRKY36 al promotor de
HY5. Como resultado, UVR8 emplea al menos dos mecanismos para activar la transcripcion de HY5. Ademas, UVR8
localizado en el nucleo interactia con BIM1y el BES1 para inhibir su unién a genes de respuesta a BR involucrados en
el alargamiento celular, reprimiendo asi la expresion de estos. Las RUPs interactiuan con UVR8 para facilitar su
redimerizacion, probablemente tanto en el citosol como en el nucleo (solo se muestra la parte del citosol por

simplicidad). De Liang (75).

UVR8 también puede controlar a PHYTOCHROME INTERACTING 4 (PIF4) en diferentes
grados para regular las respuestas en condiciones de sombra y termomorfogénesis (76,77).
Cuando se cultiva en un contexto de vegetacidn densa, las plantas intolerantes a la sombra
detectan la presencia de competidores y desencadenan respuestas para evitar la sombra como
un mayor crecimiento del tallo para competir por la luz (78). UVR8 activado por UV-B inhibe la
elongacion del hipocotilo a causa de la sombra mediante el control de la estabilidad y funcidon
de PIF4 y PIF5, las que juegan un papel central en la evitacion de la sombra (79). Las DELLA son
proteinas que reprimen el crecimiento y actlan para inactivar a las PIFs (80). En este sentido, el
UV-B podria promover la degradacion de las PIFs estabilizando a las DELLA (81). Este doble

mecanismo evita que las proteinas PIFs activen la expresion de genes de biosintesis de auxinas

24



Introduccién

y, por lo tanto, inhibe las respuestas de evitacidén de la sombra (77). Similar a las respuestas de
evitacién de la sombra, los aumentos en la temperatura provocan cambios morfolégicos en las
plantas como el alargamiento del hipocotilo y del peciolo. PIF4 es un regulador positivo critico
en termomorfogénesis y el UV-B podria inhibir la expresién transcripcional de PIF4 y su funcién
(76). El complejo UVR8—COP1 inhibe la transcripcién de PIF4 a bajas y altas temperaturas. En
conclusion, UVR8 activado por UV-B controla la actividad de PIF4 a través de multiples

mecanismos para suprimir el crecimiento en respuesta a la sombra y las altas temperaturas.

5.3.3. Regulacion de la transcripcion mediada por UVR8

Durante muchos afios la asociacion de UVR8 con la cromatina ha sido un enigma;
permanecia incierto si la deteccién de la presencia de UVR8 sobre algunos loci que regula,
revelada por inmunoprecipitacién de la cromatina seguida de PCR cuantitativa (ChIP-gPCR)
indicaba una funcién dada durante el reclutamiento y/o activacién de modificadores de
cromatina y/o FTs, procesos necesarios para la regulacién transcripcional, o, si la asociacién se
debe simplemente a la unién no especifica a la cromatina debido a cierta afinidad por las
histonas (45,82). Los cambios en la metilacion del ADN, los reordenamientos de los nucleosomas
y los cambios en las modificaciones covalentes de las colas de histonas, son fendmenos que
aseguran que el ADN permanezca en un estado eucromatico poco compactado, facilitando asi
el acceso de la maquinaria transcripcional a los distintos targets gendmicos (83—86)

En 2016 a través de un ensayo de ChlIP-Seq, Velanis y col. (29) identificaron diversos genes
con una acumulacién de la marca H3K9,14diac que, a su vez codifican proteinas involucradas en
las respuestas a UV-B. De estos targets, 133 loci mostraron que este aumento de la acetilacién
dependia de la presencia de UVR8. Para mencionar algunos ejemplos, se encontraron los genes
codificantes de FTs como LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED (HFR1), MYB DOMAIN PROTEIN 74
(MYB74) y SIGMA FACTOR E (SIG5); el gen que codifica a RUP2, regulador negativo de la
fotomorfogénesis en respuesta a UV-B; entre otros. Es interesante que para ciertos genes como
HY5, las diferencias en la acumulaciéon de H3K9/14diac fueron menos prominentes en las
regiones promotoras que abarcan el sitio de inicio de la transcripcion (del inglés TSS:
transcription start sites), en comparacidn con las regiones corriente abajo. En este locus, la union
de HY5 en su propia regién promotora aumenta con el UV-B (62), mientras que UVR8 ha sido
detectado tanto en la regidon promotora como en la regién transcripta (82). Si HY5 es el
reclutador fisico directo de la maquinaria de acetilacion, podria esperarse que la modificacion
ocurriera a cierta distancia del sitio de unién del FT debido a restricciones estéricas, lo cual

concuerda con el patrén observado. Por otro lado, la presencia de UVR8 en la cromatina en estos
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sitios distantes podria contribuir a la integridad estructural del complejo modificador de
histonas al proporcionar sitios de interaccidn para sus subunidades periféricas. Actualmente no
esta claro por qué solo algunos loci y no otros han mostrado la interaccién UVR8-cromatina en
experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (82), pero como sucede con muchas
pruebas, las inmunoprecipitaciones tienen ciertos limites de deteccién que pueden pasar por
alto algunas uniones a la cromatina débiles y/o transitorias. Por lo tanto, sigue sin estar claro si
la asociacion observada de UVR8 con la cromatina tiene un significado funcional.

Para comprender la naturaleza de la participacién de UVR8 en los procesos epigenéticos
que regula, Velanis y col. también investigaron la posibilidad de interacciones fisicas directas con
acetiltransferasas de histonas (del inglés: histone acetyltransferases, HACs) y las deacetilasas de
histonas (del inglés histone deacetylases, HDACs). En Arabidopsis, hay al menos 10 HACs
diferentes y se agrupan en cuatro (87) o cinco (88) familias. Como resultado, no se detectaron
interacciones fisicas directas en ensayos de doble hibrido en levaduras. De manera similar, no
se observaron interacciones con HY5. Estos resultados negativos podrian ser una consecuencia
del hecho de que la acetilacion y/o desacetilacién de histonas se lleva a cabo cominmente
mediante complejos proteicos grandes, donde las subunidades con la actividad catalitica real
estdn rodeadas por numerosas proteinas adaptadoras que contribuyen a la estabilidad

estructural del complejo.

5.4. Acetilacion de histonas en plantas

En las células eucariotas, el ADN gendmico se empaqueta con histonas para formar una
estructura compleja conocida como cromatina. La unidad estructural basica de la cromatina es
el nucleosoma, que consta aproximadamente de 146 pb de ADN enrollados alrededor de un
octamero de histonas que contiene dos moléculas de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y
H4. Las colas N-terminal de las histonas experimentan diversas modificaciones post-
traduccionales, incluyendo acetilacidn, metilacion, ubiquitinaciéon, fosforilacién y sumoilacién
(89). Entre los diferentes tipos de modificaciones de histonas, la acetilacion/desacetilaciéon
reversible de histonas es clave para la conversion entre estados permisivos y represivos de la
cromatina en un contexto de eucromatina-heterocromatina facultativa (90). Se ha observado
gue los residuos de lisina (K) N-terminales de las histonas H3 (K9, K14, K18, K23 y K27) y H4 (K5,
K8, K12, K16 y K20) son blanco de acetilacién y desacetilacién en plantas (91).

En general, la hiperacetilacion de histonas relaja la estructura de la cromatina y se asocia

con la activacion transcripcional, mientras que la hipoacetilacion de histonas induce la
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compactacion de la cromatina y la represion génica (92). La acetilacion y desacetilacion de

histonas son catalizadas por las ya mencionadas HACs y HDACs (Figura 4), respectivamente.

Cromatina j 7 } ‘/ j j
cerrada (Inactiva) * > y y . SL
' d
Expresion
Cromatina
abierta (Activa) y *  Grupo Acetil

Figura 4: La acetilacion y desacetilacion de histonas en la regulacidon génica. La acetilacion y desacetilacion

reversibles de las colas N-terminales de las histonas son catalizadas por las acetiltransferasas de histonas (HACs) y las
deacetilasas de histonas (HDACs), respectivamente. En general, la hiperacetilacion de histonas suele inducir una
estructura de cromatina "abierta" y se asocia con la activacion génica, mientras que la hipoacetilacién de histonas a

menudo se correlaciona con una cromatina "cerrada" y la represion génica. Figura modificada de Liu (89).

5.4.1. Acetiltransferasas de histonas

La acetilacién implica la transferencia de un grupo acetil desde el acetil-CoA al grupo &-
amino de una lisina. La adicion de grupos acetil a una cadena lateral de aminoacidos puede
neutralizar cargas positivas, cambiar el tamafio total del aminoacido y alterar la hidrofobicidad
local. La acetilacién de una lisina también genera sitios de unién para otras proteinas; por
ejemplo, las proteinas que contienen bromodominio se unen especificamente a lisinas
acetiladas (93).

Segun la caracterizacion de secuencias, las HACs de plantas pueden dividirse en cuatro
categorias: (1) HACs de la familia p300/CREB (proteina de unién al elemento de respuesta
AMPc), (2) HAF de la familia del factor asociado a la proteina de unién al TATA (TAF,;250), (3)
HAG para la familia de la acetiltransferasa N-terminal relacionada con el control general no

represible 5 (GNAT), y (4) HAM para la familia MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 y Tip60 (MYST) (87).

5.4.2. Elrol de la acetilacion de histonas en la fotomorfogénesis
La luz es una de las sefiales externas mds importantes que rige en el crecimiento y
desarrollo de las plantas a lo largo de todo su ciclo de vida, desde la germinacién hasta la

floracion (94). En la oscuridad, las plantulas experimentan la escomorfogénesis, un proceso
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caracterizado por hipocotilos alargados, cotiledones cerrados, ganchos apicales y cloroplastos
no diferenciados. Al ser irradiadas con luz, las plantulas experimentan el desarrollo
fotomorfogénico, un proceso que incluye la apertura de cotiledones, la represién del
alargamiento del hipocotilo y la biosintesis de cloroplastos maduros (95).

Las seifales de luz son percibidas por un conjunto de fotorreceptores para regular la
expresion génica y el crecimiento de las plantas. Evidencia emergente establece una relaciéon
entre modificaciones de acetilaciéon de histonas y la expresién génica sensible a la luz. Por
ejemplo, la expresion regulada por la luz del gen de la plastocianina PetE en arveja (Pisum
sativum) esta especificamente asociada con la acetilacion de las histonas H3 y H4 (96). En
Arabidopsis, 1a acetilacidn en la lisina 9 de la histona H3 (H3K9) de los genes sensibles a la luz
estd regulada de manera cooperativa por cambios en las condiciones de luz (97). A su vez, las
mutaciones en los genes que codifican a las HACs GCN5 y HAF2 conducen a una reduccién en la
expresion génica sensible a la luz, mientras que las mutaciones en la HDA19 inducen efectos
opuestos (98,99). La pérdida de la funciéon de HDA19 en plantulas de Arabidopsis resulta en un
fenotipo de hipocotilo corto, mientras que las mutaciones en GCN5 inducen un fenotipo opuesto
bajo condiciones de luz roja, roja- lejana y azul, lo que sugiere que las HDACy HAC pueden actuar
de manera antagodnica para regular el alargamiento del hipocotilo en la fotomorfogénesis (99).
Los analisis moleculares y genéticos mostraron que GCNS5 tiene un efecto epistatico hacia HY5
(99). Mas recientemente, se demostré que HDA19 es necesario para la represién de PHYA
durante el cambio luz-oscuridad al disminuir los niveles de acetilacién de histonas H3K9 y H3K14
(100), lo que sugiere que HDA19 puede regular el crecimiento del hipocotilo al reprimir

directamente la transcripcion de fitocromos.

5.4.3. Lafamilia de acetiltransferasas de histonas CBP/p300 de A. thaliana

El genoma de Arabidopsis codifica cinco proteinas HAC de la familia CBP/p300 (HAC1,
HAC2, HAC4, HAC5 y HAC12). Entre estas, se demostré que HAC2 y HAC4 no tienen actividad
acetiltransferasa. Por otro lado, se ha demostrado que el dominio catalitico de HAC1 se conserva
respecto al p300/CBP humano y muestra actividad acetiltransferasa in vitro, al igual que HAC5 y
HAC12 (101).

En concordancia con la participacion de las HACs en varios procesos de desarrollo de
plantas, se ha demostrado que la inactivacion del gen HAC1 afecta tanto al desarrollo vegetativo
como reproductivo en Arabidopsis. De hecho, las mutaciones en HAC1 conducen a un fenotipo
de floracién tardia y a defectos de desarrollo pleiotrépicos, como raices primarias cortas y

fertilidad reducida (102). Interesantemente, la triple mutante haclhac5hacl2, muestra
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fenotipos pleiotrépicos asociados con hipersensibilidad al etileno tanto en condiciones de
oscuridad como de luz. De manera consistente, el doble mutante haclhac5 muestra una mayor
expresion de los genes FACTOR DE RESPUESTA AL ETILENO (ERF), ERF1, ERF4, ERF6 y ERF11,
sugiriendo asi que las HACs estan involucradas en la via de sefializacién del etileno (27)(103). En
particular, HAC1 actua aditivamente con MED25, una subunidad del complejo Mediador, y
regula la transcripcion durante la sefializacion del JA (104). Mas recientemente, se ha
demostrado que tanto HAC1 como HACS5 son reclutados por las subunidades MED8 y 25 al
complejo Mediador, y estos factores HAC y MED cooperan en el control del represor de la
floracién, FLOWERING LOCUS C (FLC), a través de la regulacidn positiva del gen inductor de la
floracion, GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN 7 (GRP7) (105).

5.5. Apertura estomatica

Los estomas son estructuras epidérmicas de las hojas compuestas por dos células de la
guarda (CG) que rodean un poro. Los estomas actian como valvulas en la superficie de la hoja,
controlando simultdaneamente la captacion de diéxido de carbono (CO;) para la fotosintesis y la
pérdida de agua por transpiracion. La hinchazén (aumento de la turgencia debido a la entrada
de agua) de las CG resulta en la apertura estomatica, mientras que la contraccion (disminucion
de la turgencia debido a la salida de agua) de las CG provoca el cierre estomatico. Cambios en el
contenido de osmolitos de las CG y la apertura estomatica estan regulados por sefales internas
(por ejemplo, el reloj circadiano), sefiales bidticas (106), y diversos factores ambientales,
incluyendo la luz, la concentracion de CO,, la sequia y la temperatura (107).

La conductancia estomatica (gs) es una medida del grado de apertura estomatica,
reflejando la capacidad de los estomas para intercambiar CO, y vapor de agua con el entorno.
Estd bien establecido que una alta gs se correlaciona con tasas mas altas de fotosintesis, mientras
que una baja gs restringe la difusion de CO; lo que resulta en una biomasa y rendimiento
afectados (108). A su vez una gs alta puede conllevar un mayor riesgo de pérdida de agua a través
de la transpiracién, especialmente en escenarios de estrés hidrico.

Los cambios en el potencial osmético de las CG son controlados por varios
transportadores de iones y aniones localizados en la membrana plasmatica (MP) (109). Las
ATPasas de la MP bombean H* fuera de las CG y causan una hiperpolarizacion de la MP, lo que
resulta en la captacion de K* a través de canales sensibles al voltaje. A su vez, la acumulacidn de
K* dentro de las CG impulsa la entrada de agua, lo que resulta en un aumento de la turgencia y

en la apertura estomatica. En contraste, el canal de aniones de tipo S (SLAC1) media la salida de
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ClI" y NO*  a través de la MP de las CG, lo que resulta en una despolarizacion de la MP y en la
salida neta de K* desde las CG, y finalmente en el cierre estomatico (110).

Las plantas experimentan cambios diurnos en la calidad e intensidad de la luz que afectan
el movimiento estomatico (108). La apertura estomatica inducida por la luz se puede dividir en
dos vias diferentes, las que incluyen las respuestas a la luz roja y las respuestas a la luz azul. La
apertura estomatica es inducida principalmente por la luz azul monocromatica (400-500 nm), y
en menor medida por la luz roja (680 nm) o roja-lejana (730 nm) (111).

Diferentes longitudes de onda de la radiacion solar son detectadas por multiples
fotorreceptores de plantas, incluyendo los criptocromos (CRY1/2) que absorben luz
azul/ultravioleta-A y las fototropinas (PHOT1/2), los fitocromos que absorben luz roja/roja-
lejana (phyA-E), y el fotorreceptor que absorbe UV-B (UVR8) (107). Se ha demostrado que
PHOT1 y PHOT2 son los principales fotorreceptores especificos de luz azul en las células de la
guarda que modulan el movimiento estomatico. Los mutantes photlphot2 en Arabidopsis
muestran estomas cerrados y una respuesta atenuada a la luz azul (112). CRY1 y CRY2 también
desempenan funciones en la apertura estomatica inducida por la luz azul, actuando de manera
independiente de PHOT. El mutante doble crylcry2 tiene una apertura estomatica reducida; sin
embargo, sus estomas son sensibles a la luz azul a una tasa de fluencia muy baja en comparacion
con los mutantes dobles photiphot2 (111). Entre los cinco miembros de fitocromos (phyA—E) en
Arabidopsis, se demostrd que phyB media la apertura estomdtica bajo luz roja. Los mutantes de
phyB muestran una apertura estomatica disminuida al crecer bajo LB o roja en comparacién con
el tipo salvaje, mientras que la sobreexpresion de phyB confiere poros estomaticos mas abiertos

(113).

5.5.1. Laluz UV-B inhibe la apertura estomatica
Generalmente, el pico de intensidad de la luz UV-B estd estrechamente correlacionado
con el de la luz azul y roja, durante el cual los estomas tienden a estar abiertos y la fotosintesis
es mas activa. Se asume que la sefalizacion de la luz UV-B opera como un mecanismo de
vigilancia para prevenir una apertura estomatica excesiva y, por lo tanto, reducir la pérdida de
agua por transpiracion. El fotorreceptor UVR8 media una via de sefalizacidn especifica de UV-B
que regula diversos procesos de autoproteccion, como el enrollamiento hacia abajo de las hojas
y el cierre estomatico (114).
En primer lugar, la luz UV-B induce la produccién y acumulacién de ABA, perdxido de
hidrogeno (H,0,) y 6xido nitrico (NO), todos los cuales estan involucrados en la promocién del
cierre estomatico (115). De manera paralela, la percepciéon de UV-B por el dimero UVR8 induce

la interaccién del mondmero UVR8 con COP1 en el nlicleo, lo que resulta en la expresion
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aumentada de HY5y HYH (48). También se sabe que HY5 y HYH promueven la generacién de NO
mediante la modulacién positiva de la expresién y actividad de la NITRATO REDUCTASA (NR). El
NO juega un papel central en la regulacién del cierre estomatico al mejorar la actividad de los
canales de aniones (SLAC1) y al suprimir la actividad de los canales de K* (115). Cabe destacar
gue el NO es capaz de inhibir la apertura estomatica inducida por la luz azul (116), lo que indica

gue la luz UV-B es capaz de antagonizar la apertura estomatica inducida por la luz azul.
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6. Objetivos

Objetivo general

e Caracterizar lainteraccién de UVR8 y HACS con el ARNs largo no codificante APOLO y su
rol en la determinacién de la configuracién dindmica tridimensional de la cromatina en
plantas.

Objetivos Especificos

e Caracterizacion de la interaccidn entre las proteinas y el ARNInc APOLO de Arabidopsis
thaliana, en diferentes sistemas.

e Caracterizacion de los complejos ribonucleoproteicos a nivel bioquimico y celular.

e Determinacién del rol de UVR8 y HACS en la conformacién espacial de los /oci regulados
por estos complejos.

e Dilucidacién del impacto de UVR8 y HACS en la organizacién global del nicleo eucariota.
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7. Materiales y métodos

7.1. Plasmidos

PENTR™/D-TOPO®: se utilizd como vector de entrada (Life Technologies) que permite el
clonado direccional de productos de PCR con extremos romos. Para tal fin, es necesario agregar
la secuencia de 4 nucleétidos CACC, en el extremo 5’ del cebador sentido, complementario al
extremo sobresaliente GTGG del vector, permitiendo una Unica orientacién de clonado. El
mismo se provee lineal y contiene en cada extremo una enzima Topoisomerasa | unida
covalentemente que liga el fragmento de PCR al vector. Este vector también es compatible con
el sistema Gateway, permitiendo asi la recombinacion a diferentes vectores de destino. Como
marcador de seleccidn en Escherichia coli, posee el gen de resistencia a kanamicina.

pPGGZ193 y pGGZ194: son vectores derivados de la serie pGREEN (117) utilizados como
vectores de destino para fusionar el extremo 5’ o 3’ de un gen de interés a la proteina verde
fluorescente (conocida por su abreviatura en inglés GFP: green fluorescent protein). Poseen dos
origenes de replicacidn, siendo uno de ellos para E. coliy otro para Agrobacterium tumefaciens,
posibilitando la infeccidon de plantas. Ademads, poseen el promotor del virus del mosaico de la
coliflor 35S CaMV (35S), el cual dirige la expresion constitutiva y ectdpica del gen en estudio, el
gen de resistencia a espectinomicina para seleccionar en E. coli y el de kanamicina para aislar las
plantas que fueron transformadas eficientemente.

pPGGZ195-198: también son vectores derivados de la serie pGREEN (117) utilizados como
vectores de destino para fusionar el extremo 5’ 0 3’ de un gen de interés a la proteina amarilla
fluorescente (conocida por su abreviatura en inglés YFP: yellow fluorescent protein). Al igual que
los anteriores, poseen dos origenes de replicacidon para E. coli y para. Y tambien poseen el
promotor 35S y los genes de resistencia a espectinomicina para E. coli y el de kanamicina para

plantas.

7.2. Cepas bacterianas

Los clonados fueron realizados utilizando la cepa de E. coli DH5a [supE44 AlacU169
(p80lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 (Nalr) thi-1 relA1] (118). Para la transformacion de
Arabidopsis thaliana se empled la cepa de A. tumefaciens GV3101 [C58 (rif r) Ti pMP90
(pTiC58DT-DNA) (gentr) Nopaline]. Esta cepa contiene el pladsmido Ti tipo nopalina pMP90
(pTiC58DT-DNA) sin la funcion propia de transporte, pero el T-DNA del vector binario puede
transferirse correctamente. El plasmido pTiC58DT-DNA contiene los genes VIR y resistencia a

gentamicina. La cepa presenta resistencia cromosomal a rifampicina (119).
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7.3. Material vegetal, condiciones de crecimiento y tratamientos

Todas las lineas de Arabidopsis thaliana son del ecotipo Col-0. Las lineas OE APOLO 1y 2,
CRISPR APOLO 1y 2, proAPOLO:GUS:GFP y OFE WRKY42 (15,20,28,120) estaban disponibles en
nuestro laboratorio. Las semillas mutantes hy5-ks50 y Pro35S:HY5 (121) fueron proporcionadas
gentilmente por el Dr. Raul Cassia de la Universidad Nacional de Mar del Plata. Las mutantes
uvr8-6 (SALK 033468), uvr8-2 (SALK 072594), wrky42 (SALK_121674C), hac5-3 (SALK_152684),
hac-4 (SALK_122443) fueron solicitadas al Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) de la
Ohio State University, USA. Las plantas Pro35S:GFP:UVR8 y Pro35S:GFP:HAC5 se generaron a
través de la transformacion mediada por A. tumefaciens (cepa EHA105) (122) en fondos Col-0 y
CRISPR APOLO 1. Se seleccionaron dos lineas independientes de transformantes que albergaban
GFP:UVR8 o0 HAC5 en medio semisélido Murashige and Skoog (MS) (SigmaAldrich) 0,5X (pH 5,7)
y agar al 0,6% (p/v) complementado con kanamicina (40 pg/ml).

Para germinar las semillas de A. thaliana en placas, se las desinfecté con etanol 70% (v/v)
por 5 min, luego por 30 min con una mezcla de hipoclorito de sodio 10% (v/v) y SDS 0,1% (p/v),
y se las lavo 4 veces con agua destilada estéril. Finalmente, las semillas fueron resuspendidas en
una solucion de agar 0,1% (p/v) estéril, estratificadas en oscuridad a 42 C por 2-3 dias, y
sembradas en las placas de Petri conteniendo medio MS-Agar y antibidtico si correspondiese. El
proceso anteriormente descripto se realizd en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo
de aire laminar. Alternativamente, las plantas A. thaliana fueron cultivadas en macetas (837
cm?) con sustrato Klassman a 23°C en condiciones de dia largo (16 h de luz/8 h de oscuridad)
con una intensidad luminica aproximada de 100umol. m™2. s7%,

Para el estudio de la apertura de estomas, se incubaron tiras de epidérmis de hojas de 3
semanas de edad en un buffer de apertura (MES 10 mM y KCl 10 mM, pH 6,1) y luz blanca (LB)
durante 3 horas y luego se expusieron a LB suplementada con 1 Wm2de UV-B (311nm; [dmparas
Phillips de banda estrecha TL 100W/01) durante 3 horas. Los resultados se expresan como el
promedio de 100 estomas observados con el software Imagel.

Para ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP), ARN (RIP), duplex ADN-ARN
(DRIP) y aislamiento de cromatina mediante purificacion de ARN (ChIRP) las plantulas se

cultivaron durante 3 semanas a 23 °Cy se trataron con LB suplementada con UV-B.

7.4. Construcciones

Las regiones codificantes de UVR8 (AT5G63860) y HAC5 (AT3G12980) fueron aisladas de
plantas de Arabidopsis mediante PCR. Luego, estas fueron clonadas en el pldsmido pENTR™/D-

TOPOQO®. A su vez, estas secuencias se fusionaron a GFP y YFP mediante recombinacién con la
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serie de plasmidos pGGZ mencionados en el punto 6.1. Las construcciones generadas con sus
descripciones se alistan en la Tabla 1. Los cebadores utilizados para los clonados se alistan en la

Tabla 2.

7.5. Amplificacidon de fragmentos de ADN mediante PCR (Reaccién en

Cadena de la Polimerasa)

La amplificacion de fragmentos de ADN para clonados, analisis de mutantes insercionales,
lineas transgénicas, y chequeo de construcciones obtenidas ya sea directamente sobre colonias
de bacterias transformadas o sobre ADN plasmidico, se llevd a cabo mediante PCR. En cada
reaccién se utilizé solucion amortiguadora de reaccién provista por el fabricante de la enzima,
dNTPs 0,2 mM y 0,4 uM de cada oligonucleétido especifico. A esta mezcla de reaccidén se le
incorpord el ADN molde y luego se le agregd 0,3 ul de enzima Tag ADN polimerasa (Transgen
Biotech) para reacciones de chequeo, o Pfu ADN polimerasa (Thermo Scientific) para
amplificaciones de fragmentos que fueron luego clonados. Los volumenes finales de reaccidn
fueron de 20 pL, o 50 pL para amplificaciones de fragmentos a clonar. Las reacciones se llevaron
a cabo en un termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad) y en general se utilizé el siguiente
programa: (30 s 94° C, 30 s [Tm - 5]2 C, t a 72° C) x 30 ciclos + 10 minutos a 72° C, donde la
temperatura de hibridacién se establecid de acuerdo a la composicion de bases de los
oligonucledtidos utilizados [Tm=2(A+T) +4(G+C)], y el tiempo (t) de extensidn varié dependiendo
del largo del fragmento a amplificar. Para las reacciones con Tag ADN polimerasa el tiempo se
estimo en 1 min por cada 1000 pb a amplificar, mientras que para Pfu ADN polimerasa el tiempo
estimado fue de 2 min por cada 1000 pb. Los productos de amplificacién fueron resueltos y

visualizados en geles de agarosa.

7.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los productos de amplificacion de ADN obtenidos por PCR fueron separados y
visualizados mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa. Para ello, se prepard
agarosa en solucién amortiguadora TAE 1X (Tris 5,5 g/L, EDTA 0.75 g/L, acido acético glacial 0,1%
[v/v]) en una concentracion de 1 al 2 % (p/v) de acuerdo al tamafio de los fragmentos a separar.
Los productos de amplificacion se suplementaron con 1/10 de volumen de solucién de siembra
de ADN (Glicerol 30% (v/v), Xylen cianol 0,25% (p/v), Azul de bromofenol 0,25% (p/v) y Gel Red
1/1000 (Biotium®) y luego fueron sembrados en el gel de agarosa. La corrida electroforética se
llevd a cabo a un voltaje constante entre 1y 5 V/cm de gel durante 20-40 min. Para corroborar

el tamafio de los fragmentos obtenidos, se sembré el marcador de peso molecular de ADN
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Trans2K® Plus Il (Transgen Biotech). Una vez finalizada la separacidon electroforética, la
visualizacidn de los fragmentos de ADN se realizé en un transluminador de luz UV ENDURO GDS

(Labnet, CA, USA).

7.7. Purificacion de fragmentos de ADN

La purificacion del fragmento de ADN luego de una corrida electroforética se realiza con
el objetivo de purificarlo para proceder con el proceso de clonado. Para ello, se corté la banda
de interés del gel de agarosa y se realizd la extraccién del producto de PCR utilizando el kit

comercial GenelET Gel Extraction (Thermo Scientific) segun las instrucciones del fabricante.

7.8. Clonados en vectores de entrada y vectores destino

Para los clonados en los vectores de entrada, en primer lugar, se obtuvieron los
productos de amplificacion mediante PCR con la enzima Pfu ADN polimerasa para reducir la
incorporacién de mutaciones durante la amplificacién. Los productos de PCR fueron separados
en geles de agarosa y purificados. Luego, para obtener los vectores de entrada, después de la
purificacién de los fragmentos, se siguié el protocolo descripto por el fabricante de cada vector
en particular. Brevemente, se mezclan 2,3 puL del producto de PCR purificado, 0,2 L del vector
de entrada pENTR™/D-TOPQO®, y 0,5 pL de solucidn salina provista con el vector. Se incubd a
temperatura ambiente de 30 min a 2 h, y se transforman células de E. coli electrocompetentes.
Luego de 24 hs de crecimiento de las bacterias a 37°C, se procedid al chequeo de las mismas
mediante PCR de colonia.

Una vez confirmados los clones positivos, se realizaron minipreparaciones del ADN
plasmidico y se procedié con los clonados por recombinacion Gateway en los vectores de la serie
pGGZ193-198 mencionados anteriormente. Los mismos se realizaron utilizando la enzima LR
Clonase™ (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se mezclan 150 ng
del vector de entrada con el fragmento a recombinar, 100 ng del vector destino, 0,5 uL de LR
Clonase™, y se lleva a volumen final 3 pL con solucién amortiguadora TE 1X. Se incuba a

temperatura ambiente de 2 a 4 h, y se procede a la transformacién de bacterias.

7.9. Transformacion de bacterias de E. coli con ADN plasmidico

La preparacion de células de E. coli competentes para trasformacién por el método de
electroporacion se realizd segun las recomendaciones del fabricante del equipo de
electroporacion (Micro Pulser™, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). El pulso eléctrico se realizé en

cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad) ajustando las variables de electroporacion segun las
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recomendaciones del fabricante. Inmediatamente luego del choque eléctrico, las células de E.
coli se recuperaron en 1 mL de medio LB (Peptona de carne 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
NaCl 10 g/L) y se incubaron durante 1 h a 37 °C. A continuacidn, el cultivo de células se centrifugd
a 1500 g durante 5 min y el sedimento celular se resuspendié en 100 pL de medio LB y se sembré
en placas de Petri con medio LB-agar (Medio LB, agar 15 g/L) suplementado con el antibidtico
correspondiente. Las placas se incubaron durante toda la noche (o hasta la aparicién de colonias)
a 37 °C. Finalmente, se realizd PCR en colonia como se describié anteriormente, con el fin de
identificar colonias transformadas con la construccidon de interés. Las colonias que fueron
positivas (la PCR amplificé un fragmento del tamafio correcto), fueron repicadas en medio LB

liquido para realizar posteriormente minipreparacion de ADN plasmidico.

7.10. Transformacion de bacterias de A. tumefaciens con ADN

plasmidico

Para la preparacion de células competentes de A. tumefaciens, se tomaron células
competentes a las que se les adiciond 1 plL del plasmido de interés. Inmediatamente luego del
pulso eléctrico en cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad), las bacterias se recuperaron en 1 mL de LB y se
incubaron durante 2 horas a 28 °C. A continuacion, se centrifugaron a 1500 g durante 5 miny el
pellet fue resuspendido en 100 pL de medio LB. Se sembrd en placas de Petri con LB-agar
suplementado los antibidticos correspondientes al plasmido con el que se transformé. Las placas
fueron incubadas a 28 °C hasta la aparicion de colonias (48-72 h). Para la identificacién de las
colonias transformadas se realizé PCR en colonia siguiendo la misma metodologia explicada para

E. coli.

7.11. Minipreparacion de ADN plasmidico

La preparacion de ADN plasmidico a partir de células de Escherichia coli transformadas
se realizé segun el método de lisis alcalina (123). Las células transformadas se cultivaron hasta
saturacion en medio LB suplementado con el antibidtico correspondiente. Para cada
preparacion se centrifugaron 1,5 ml del cultivo saturado a 5000 g durante 5 min, y el sedimento
celular fue resuspendido en 100 pl de solucién | de minipreparacién (Tris-HCI 25 mM (pH 8,0),
glucosa 50 mM, EDTA 10 mM). Luego de 5 min de incubacién a temperatura ambiente, se
agregaron 200 pl de solucidn Il de minipreparacion (NaOH 0,2 N; SDS 1% [p/v]), los tubos se
agitaron por inversién y se incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, se adicionaron
150 pl de solucidén Il (KAc 5 M [pH 5,2]) y la mezcla se incubd nuevamente en hielo durante 5

min antes de ser centrifugada a 13000 g por 10 min a 4 2C. El sobrenadante se recuperé y se le
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realizdé una extraccidon con 1 volumen de una mezcla de fenol saturado en Tris-HCI (pH 8,0) y
cloroformo (1:1) a fin de remover las proteinas de la muestra. Se centrifugé por 10 min a 10000
g y temperatura ambiente, y el ADN plasmidico presente en la fase acuosa fue precipitado
mediante el agregado de 1 volumen de isopropanol frio. La mezcla se incubd a -20 2C durante 1
h y posteriormente se centrifugd a 13000 g por 10 min a 4 oC. El precipitado fue lavado con 500
ul de etanol 70% (v/v) para eliminar las sales, y se centrifugd por a 13000 g por 5 min a 4 °C.
Luego se dejé secar a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en 30 pl de agua
bidestilada estéril. Para los casos en que fue necesario eliminar el ARN, las minipreparaciones se
trataron con ARNasa A (Promega) en una concentracidn final de 0,5 pug/uLa 37 2C por 1 h.

Para la obtencién de ADN plasmidico de alta calidad para reacciones de determinacién de
secuencia o para la purificacién de vectores con fines de clonado y transformacién, se realizaron
minipreparaciones con el kit comercial GenelET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

7.12. Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de las distintas construcciones realizadas, se utilizd
el servicio provisto por Macrogen Sequencing System en Seul, Corea. Se enviaron 20 pl de
plasmido a una concentracién de 100 ng/ul junto con 10 pl de un oligonucleétido especifico (5
KUM). Las muestras fueron procesadas por un secuenciador automatico ABI3730XL. Los datos de

las secuencias y sus respectivos cromatogramas fueron provistos en forma electrdénica.

7.13. Extraccion de ADN gendmico de plantas de A. thaliana

Se pulverizé el material con nitrégeno liquido en un mortero y el polvo congelado se
transfirié a un tubo Falcon de 15 mL. Se agregd a cada tubo una de solucién CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio [CTAB] 2% [p/v], NaCl 1,4 M, Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 20 mM,
Polivinilpirrolidona [PVP] 1% [p/v]) y 5 UL de ARNasa A 100 mg/mL (Promega) y se mezclé por
inversién hasta que el polvo se descongeld por completo. Luego se incubd por 30 min a 65 2C
en un bafio de agua, mezclando por inversiéon cada 5 min. Luego de 15 min de incubacion, se
suplementd cada tubo con 12 plL de B-mercaptoetanol, se mezclé y se dejé incubando a 65 2C
los restantes 15 min. Posteriormente, se dejé enfriar a temperatura ambiente por 5 min, luego
de lo cual, se agregé 6 mL de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), se agitd hasta emulsion
completa, y se centrifugd a 3000 g durante 20 min a 4 2C. La fase acuosa se transfirié a un nuevo
tubo, se mezclé con 1 volumen de cloroformo:isoamilico (24:1), y se centrifugd a 3000 g durante

20 min a 4 oC. Se transfirié nuevamente la fase acuosa a otro tubo limpio, y se adicioné el mismo
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volumen de isopropanol para precipitar el ADN gendmico, se incubd a temperatura ambiente
por 10 min y se centrifugd a 3000 g durante 10 min. A continuacidn, se lavé el pellet de ADN con
5 mL de etanol 70% (v/v), se centrifugd nuevamente a 3000 g por 5 min, y se dejé secar
completamente el pellet de ADN. Una vez seco, el pellet se resuspendié en 200 uL de TE 1X pH
8,0, se agregd 0,5 pL de ARNasa A 100 mg/mL (Promega), y se incubd a 55 2C por al menos 30
min. Por ultimo, se centrifugd a 3000 g por 2 min para eliminar sedimentos no disueltos, y el

sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.

7.14. Inmunoprecipitacion de la cromatina

Para los experimentos de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlIP), las plantas de
Arabidopsis se cultivaron en tierra durante 3 semanas. El ensayo de ChIP se realizé como se
describe en (15) utilizando anticuerpos anti-GFP (Abcam ab290), anti- HA (Abcam ab9110) y anti-
IgG (Cell Signaling #2729). Después del entrecruzamiento, la extraccién y lisis de los nucleos, la
cromatina se sonicdé en un bafio de agua Bioruptor Pico (Diagenode; 10 ciclos de: 30 s prendido
/ 30 s apagado, pulsos de baja intensidad, en microtubos Bioruptor). Para la
inmunoprecipitacién, las muestras se incubaron durante 12 h a 4°C con Proteina A o0 G
Dynabeads (Invitrogen) recubiertas con los anticuerpos correspondientes. EI ADN
inmunoprecipitado se recuperé6 mediante extraccion con una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y precipitacidn con etanol. La cuantificacion de las
regiones gendmicas inmunoprecipitadas se realizdé mediante qPCR usando los cebadores
enumerados en la Tabla 2 y el kit comercial iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Una
fraccién de cromatina sonicada sin inmunoprecipitar se procesé en paralelo y se consideré como

la muestra de entrada (INPUT).

7.15. Inmunoprecipitacion del ARN

Los ensayos de inmunoprecipitacion del ARN (RIP) se realizaron en plantas estables A.
thaliana con la construccién 355:GFP:UVR8 de 3 semanas de edad como se describe en (16) y
en hojas de N. benthamiana transformadas transitoriamente como se describe en (124),
utilizando los anticuerpos anti-GFP (Abcam ab290) y anti-IgG (Cell Signaling #2729). Después del
entrecruzamiento, la extraccién y lisis de los nucleos, la cromatina se sonicé en un bafio de agua
Bioruptor Pico (Diagenode; 3 ciclos de: 30 s prendido / 30 s apagado, pulsos de baja intensidad,
en microtubos Bioruptor). Para la inmunoprecipitacién, las muestras se incubaron durante 12 h
a 4°C con Proteina A Dynabeads (Invitrogen) recubiertas con los anticuerpos correspondientes.

Los ARN precipitados se prepararon utilizando el reactivo TRIzol (Sigma-Aldrich), se trataron con
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la ADNasa RQ1 (Promega) y se sometieron a RT-qPCR; los cebadores utilizados se enumeran en
la Tabla 2. Los ARN totales se procesaron en paralelo y se consideraron como la muestra de

INPUT.

7.16. Inmunoprecipitacion ADN-ARN

La inmunoprecipitacién del diplex ADN-ARN (DRIP) se realizé como se describe en (20).
Se utilizaron plantulas sin entrecruzar para la purificacién de nucleos, y las muestras se sonicaron
utilizando un bafio de agua Bioruptor Pico (Diagenode; pulsos de 30s on/ 30s off, a alta
intensidad durante 4 ciclos). Las muestras de cromatina se incubaron con 50 ml de Protein G
Dynabeads lavadas y recubiertas previamente con 1 mg de anticuerpo S9.6 (Millipore
MABE1095) durante 16 h a 4 °C. Las muestras tratadas con ARNasa H (Invitrogen) durante 2 h
a 37 °C se utilizaron para DRIP en paralelo como control negativo. Tras el lavado, se recuperé el
ADN vy se llevaron a cabo reacciones de qPCR sobre el locus de interes (los cebadores utilizados

se enumeran en la Tabla 2).

7.17. Aislamiento de la cromatina mediante purificacion del ARN

El aislamiento de la cromatina mediante purificacion del ARN (ChIRP) se realizdé como se
describe previamente en (20). Se utilizaron plantulas entrecruzadas con UV las que se molieron
y luego se aislaron los nucleos. Luego, se sonicd utilizando un bafio de agua Bioruptor Plus
(Diagenode; pulsos de 30 s encendido/30 s apagado, a alta intensidad durante 30 ciclos). La
cromatina se diluyé en 2 volumenes de buffer de hibridacion (750 mM de NaCl, 1% SDS, 50 mM
Tris 7.0, 1 mM EDTA, 15% formamida, DTT, PMSF, inhibidor de proteasa (Sigma-Aldrich) y
Superase-in (Ambion)). Se afiadieron 100 pmol de sondas a 200 pl de cromatina diluida y se
incubd a 50°C durante 4 horas. Las beads de estreptavidina (Invitrogen) se lavaron tres veces en
buffer de hibridacidn nuclear. Se afiadieron 50 ul de beads lavadas, y toda la reaccion
(beads:sondas-biotina:ARN:cromatina) se incubd durante 60 minutos a 50°C. Después de la
incubacidn, las beads se lavaron cuatro veces con 100 pl de buffer de lavado ChIRP (2X SSC, 0.5%
SDS, DTT y PMSF). Después del ultimo lavado, las beads se depositaron en buffer de elucién (50
mM de NaHCO3, 1% SDS, 200 mM de NaCl), y el ADN se eluyd con un céctel de 100 mg/ml de
ARNasa A (Sigma-Aldrich) y 0.1 U/ml de ARNasa H (Ambion). La reversion del entrecruzamiento
se realizd con proteinasa K durante 1 hora a 65°C. EI ADN obtenido se recuperé utilizando

fenol:cloroformo:acido isoamilico (25:24:1; Sigma).
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7.18. Aislamiento de ARN

Las extracciones se realizaron con 100 pg de tejido vegetal fresco previamente
pulverizado con nitrégeno liquido, al cual se le agregé 1 mL del reactivo TRIzol (Sigma-Aldrich).
Se mezcld por inversion hasta que el polvo se descongeld y resuspendié completamente en el
reactivo, y se dejo reposar a temperatura ambiente por 10 min en la mesada. Luego se adicioné
200 pL de cloroformo, se agité vigorosamente por 15 sy se dejé reposar a temperatura ambiente
por 2 min. La mezcla se centrifugd durante 15 mina 12000 g y 42 C, tomando luego la fase acuosa
que se mezcld con 1 volumen de isopropanol y se dejé reposar por 10 min a temperatura
ambiente. Finalmente, para precipitar el ARN total de la muestra, se centrifugd durante 15 min
a 12000 gy 42 Cy el pellet obtenido se lavd con etanol 70 % v/v. Una vez seco, el precipitado se
disolvié en 30 pL de agua miliQ estéril. Por ultimo, la calidad y concentracion de ARN se

determind utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

7.19. Transcripcion reversa (RT)

Las reacciones de retrotranscripcion se realizaron utilizando 1ug de ARN total tratado
con ADNasa RQ1 (Promega) y la enzima MMLYV transcriptasa reversa (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La sintesis de la primera hebra de ADNc se realizé utilizando
oligonucledtidos poli-dT (un nucleétido variable en el extremo 5’ seguido de 18 nt de timina)
para aquellos casos en los que se midieron niveles de ARNm por RT-qPCR, y se utilizaron
oligonucleétidos dN6 (mezcla de oligonucléotidos de 6 pb con secuencias aleatorias) que

permite amplificar cualquier tipo de ARN, incluyendo ARNs Inc.

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

Las RT-qPCRs (del inglés RetroTranscripted quantitative PCRs) se realizaron en un equipo
StepOne (Applied Biosystems) usando los cebadores especificos enumerados en la Tabla 2 y
SYBR Green Supermix (Bio-Rad). La fluorescencia fue medida a 72 2C durante 40 ciclos de PCR.
Para todas las medidas se utilizaron tres réplicas bioldgicas independiente. La expresién de los
genes se calculd utilizando el método AACt utilizando como genes de referencia ACTINA2
(AT3G18780) o SAND (AT2G28390) para la normalizacion de los niveles de expresién de los
transcriptos analizados. Las diferencias estadisticas entre las muestras se determinaron
mediante un analisis de prueba T no pareado. Aquellos p-valores menores que 0.01 fueron

marcados en las figuras como *, mientras que los valores inferiores a 0.001 como **.
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7.21. Transformacion estable de plantas de A. thaliana por inmersion

floral

”

Las plantas de A. thaliana fueron transformadas por el protocolo de “floral dip
descripto previamente por Clough y Bent, 1998 (122). Las plantas se cultivaron hasta la entrada
en estado reproductivo donde la primera vara floral emergente fue cortada para estimular el
nacimiento y desarrollo de varas secundarias. Las plantas fueron crecidas hasta floracién en las
condiciones descriptas anteriormente. Cuando el nimero de inflorescencias y calidad de las
flores fue el adecuado, se procedié a la transformacién. Para esto se utilizaron células de la cepa
de A. tumefaciens transformadas con el plasmido binario de interés, segin la metodologia
descripta anteriormente. Para preparar la suspensién de transformacion, se cultivaron durante
16 horas a 28 °C con agitacién células de A. tumefaciens en frascos que contenian 3 mL de medio
LB suplementado con los antibidticos correspondientes. Estos cultivos se utilizaron para inocular
un Erlenmeyer que contenia 200 mL del mismo medio suplementado con antibidticos. Las
células se cultivaron hasta alcanzar la fase estacionaria (16 horas, a 28 °C, con agitacion). Luego
se precipitaron por centrifugacion a 5500 g durante 20 minutos. Los sedimentos se
resuspendieron en 200 mL de una solucién de sacarosa 5% que contenia 40 pl del detergente
Silwet L-77 (OSI Specialties, Inc.) y esta suspension se colocé en un vaso de precipitado sobre un
agitador magnético. Las plantas se sumergieron entre 30 y 60 segundos, tratando de evitar que
el liquido entre en contacto con la tierra y hojas. Luego, las macetas fueron ubicadas en posicidn
horizontal en una bandeja, se taparon con film adherente y se llevaron a la camara de cultivo.
Al dia siguiente, se colocaron en posicidn vertical y se cultivaron hasta el momento de la cosecha
(aproximadamente a 6-8 semanas de la siembra). Cuando las silicuas se secaron y se tornaron
de un color marrdn claro, se colectaron las semillas y se guardaron en camara fria (4°C) para su

posterior seleccién y analisis.

7.22. Transformacion transitoria de plantas de N. benthamiana por

agroinfiltracion

Se crecieron las bacterias A. tumefaciens transformadas con las construcciones de
interés en medio YEB inducido (1g/L extracto de levadura, 5g/L extracto de carne, 5 g/L peptona,
5 g/L sacarosa, 0.5 g/L MgS04.7H20, 10 g/L agarosa, 1 g/L NH4CI, 0.15 g/L KCl, 0.01 g/L CaCl2,
0.0025 g/L FeS04.7H20, 50mM buffer fosfato pH 5.5, 20% Glucosa, 1M MES, 200 mM
acetosiringona) a 28 °C durante 24 a 36 horas. Las células se rasparon y se resuspendieron en

500 pL de solucion de lavado (10 mM MgCl2, 100 mM acetosiringona). Después de agitar
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brevemente, 100 pL de bacterias resuspendidas se diluyeron 10 veces para medir la ODggo.
Finalmente, las bacterias se diluyeron a una ODgg de 0,5 en solucién de infiltracion (1/4 MS [pH
= 6,0], 1% sacarosa, 100 mM acetosiringona, 0.005% Silwet L-77 [v/v, 50 ml/I]). En todas las
transformaciones transitorias que se realizaron, se incluyd una construccién que expresa la
proteina viral p19, la cual acttda suprimiendo el silenciamiento mediado por ARNs pequefios
mediante la captura de ARNs pequeios de 21-25 nucleétidos, inhibiendo su funcién (125,126).
Las bacterias se infiltraron en la cara abaxial de hojas de tabaco con una jeringa de plastico de 1
mL, luego de lo cual se mantuvieron durante 1 hora en luz para permitir que las hojas se sequen.
Posteriormente, se mantuvieron en oscuridad durante 24 horas a temperatura ambiente. Luego,
las plantas transformadas se transfirieron nuevamente a la cdmara de cultivos durante otros 2

a 3 dias antes de la recoleccién de muestras y/o microscopia.

7.23. Tincién histoquimica GUS

Las hojas fueron recolectadas e incubadas con solucion de tincién (2 mM de solucidn
reguladora de Potasio-Ferrocianuro, 2 mM solucidn reguladora de Potasio-Ferricianuro, 0,2%
Triton X-100, 50 mM NaPO4 pH7.2, 2 mM X-gluc). Luego fueron infiltradas al vacio durante 5
minutos e incubadas en oscuridad a 37°C durante toda la noche. Para la decoloracion, se
realizaron lavados sucesivos con etanol (20%, 30%, 50%) durante 30 minutos a temperatura
ambiente con agitacién suave. Finalmente, las muestras fueron incubadas en etanol 70% hasta

gue la clorofila se removié completamente.

7.24. Extraccion de proteinas totales de A. thaliana

Se procesaron aproximadamente 100 mg de plantulas de 15 dias de A. thaliana las
cuales fueron pulverizadas en nitrégeno liquido. Posteriormente, se agregaron 100 pl de
solucidn de extraccién de proteinas (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10%
(v/v), DTT 1 mM, y una tableta del Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche)). Luego se
centrifugd durante 20 min a 16000 g y 4 2 C, y finalmente se traspasd el sobrenadante a un tubo
limpio, teniendo asi los extractos proteicos. La concentracion de proteinas totales en las
muestras se determind mediante la técnica de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como
patron una solucion de BSA (Invitrogen). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en

un espectrofotémetro Novaspec Pro (Biochrom).
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7.25. Separacion de proteinas y analisis por Western blot

La separacién de proteinas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE)
se llevo a cabo en geles verticales, segin lo descrito previamente (127). Las proteinas fueron
separadas en geles de resolucién con una concentracion final de acrilamida del 8% (p/v) y geles
apiladores con una concentracidon del 6% (p/v). Los extractos proteicos a analizar fueron
mezclados con solucidn de carga Laemmli 5X (325 mM Tris-HCI pH 6,8; 50% [v/v] glicerol; 10%
[p/v] SDS; 0,05% [p/v] azul de bromofenol; 5% [v/v] B-mercaptoetanol) en una relacién 5:1 y
luego incubados a 95° durante 5 minutos para la desnaturalizacion de las proteinas. A
continuacidn, se realizé la electroforesis en una solucién de corrida 1X (25 mM Tris-Base; 250
mM glicina; 0,1% [p/v] SDS). Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una membrana
Hybond-ECL (GE Healthcare), previamente activada con metanol al 100%, mediante el método
estandar de transferencia hUmeda en una solucién de transferencia 1X (48 mM Tris-Base; 39
mM glicina; 20% [v/v] metanol). Para determinar el peso molecular de las bandas y verificar la
eficiencia de transferencia, se utilizé el marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific). Luego, la membrana fue bloqueada en una solucidn de leche
en polvo al 5% (p/v) en TBS-T 1X durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
incubd con el anticuerpo policlonal contra GFP (Agrisera AS152987) en una dilucién 1:5000 v,
después, con un anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina de ratén conjugado a peroxidasa
de rabano picante. La deteccidn se llevd a cabo utilizando el sustrato quimioluminiscente
SuperSignal® West Pico (Pierce). Como control de carga, se utilizd la proteina de referencia

ACTINA 8 (Agrisera AS132640) en una dilucién 1:10000.

7.26. Aislamiento de protoplastos de A. thaliana

Se recolectaron hojas de A. thaliana de 3 a 4 semanas de edad. Se prepard una solucién
con 1.5% de celulasa, 0.4% de macerozima, 0.4 M de manitol, 20 mM de KCIl, 10 mM de CaCl,,
20 mM de MES (pH 5.7) y 0.1% de BSA, la cual fue filtrada para su esterilizacidn. Las hojas se
cortaron en tiras de 0.5-1 mm y se incubaron en esta solucién a temperatura ambiente durante
3-4 horas, tras una infiltracién con vacio de 30 minutos. Después de la digestién, la mezcla se
filtrd a través de un filtro de nylon de 70 um, y los protoplastos obtenidos se centrifugaron a 100
g durante 5 minutos. Posteriormente, se resuspendieron en un buffer (0.4 M de manitol, 20 mM
de KCI, 20 mM de MES, 10 mM de CaCl,) y se lavaron dos veces. Finalmente, los protoplastos se
resuspendieron en buffer MMG (0.4 M de manitol, 15 mM de MgCl,, 4 mM de MES, pH 5.7) a

una concentracion de 1-2 x 10° protoplastos/mL y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos
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antes de su uso. La viabilidad se verifico mediante azul de tripano, considerando viables aquellos

protoplastos que no se tifieron.

7.27. Microscopia de escaneo laser confocal (CLSM)

Pasadas las 72h de la infiltracién de protoplastos de A. thaliana y de hojas N.
benthamiana, se llevé a cabo la visualizacidn y captura de imagenes con un microscopio confocal
Leica TCS SP8 (Leica, Solms, Alemania). Para tal fin, las capturas se realizaron con un lente 40x,
excitando las muestras con los laseres de 488 nm y 514 nm, y recolectando la emision a 495-530
nm para GFP, 520-560 nm para YFP y 600-630 nm para DsRed, agregando una ventana de
deteccion de 670-730 nm para la autofluorescencia de la clorofila. Luego, el procesamiento de

las imdagenes se realizod en el software Imajel.

7.28. Ensayo de Complementacion de Fluorescencia Bimolecular (BiFC)

El ensayo de Complementacion de Fluorescencia Bimolecular (BiFC) se realizd segun
(128). La secuencia codificante de WRKY42 se clond en el vector pVYNE (nYFP), mientras que las
secuencias codificantes de COP1 y UVR8 se clonaron en el vector pVYCE (cYFP),
respectivamente. Todas las construcciones se transformaron en protoplastos de Arabidopsis
mediante transfeccién mediada por PEG, siguiendo el procedimiento descrito con pequeiias
modificaciones (129). Después de mezclar 100 pl de protoplastos recién aislados con 20 pg de
ADN plasmidico, se afiadieron 120 ul de una solucidn de PEG al 40% suplementada con 0.02 mM
de MG132. Los tubos se invirtieron varias veces para mezclar el contenido, y las células
transfectadas se examinaron utilizando un microscopio confocal de barrido laser LSM 900

(Zeiss).

7.29. Ensayo de doble hibrido en levaduras

Se utilizo el sistema de doble hibrido en levaduras para detectar interacciones proteina-
proteina. Los genes codificantes de las proteinas de interés fueron clonados en los vectores
pGBKT7 (con el dominio de unién al ADN) y pGADT7 (con el dominio de activacion de la
transcripcidn). Las construcciones fueron co-transformadas en la cepa de levadura
Saccharomyces cerevisiae AH109 mediante el método de acetato de litio (LiAc). Las levaduras
co-transformadas se seleccionaron en medios SD-Trp-Leu para asegurar la presencia de ambos
pldasmidos. Las interacciones entre las proteinas se evaluaron mediante el crecimiento en

medios selectivos SD-Trp-Leu-His y SD-Trp-Leu-His-Ade.
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7.30. Analisis de ChIP-Seq

Las lecturas crudas de ChlIP-Seq fueron filtradas por calidad, se eliminaron adaptadores

y duplicados de PCR, para luego ser mapeadas al genoma de A. thaliana con Bowtie2. Los

archivos de salida (BAM) se procesaron para identificar picos de unién de proteinas al ADN

utilizando MACS2, el cual define los sitios de unidn significativos. Posteriormente, se generaron

graficos heatmaps para observar la distribucion y enriquecimiento de las sefiales en regiones

especificas, y se analizaron matrices de correlacidén entre diferentes proteinas para evaluar la

similitud entre perfiles de union.

Tabla 1: Construcciones utilizadas.

Transgen

Descripcion

Referencia

355:GFP:UVRS

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la
proteina GFP fusionada a UVR8

Este trabajo

355:GFP:HACS

Promotor 35S dirigiendo la expresiéon de la
proteina GFP fusionada a HAC5

Este trabajo

35S5:GFP:COP1

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la
proteina GFP fusionada a COP1

Este trabajo

355:UVR8:YFPc

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la region
C-terminal de la proteina YFP fusionada al
extremo 3’ de UVR8

Este trabajo

355:COP1:YFPn

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la region
N-terminal de la proteina YFP fusionada al
extremo 3’ de COP1

Este trabajo

355:COP1:YFPc

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la region
C-terminal de la proteina YFP fusionada al
extremo 3’ de COP1

Este trabajo

355:WRKY42:YFPn

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la region
N-terminal de la proteina YFP fusionada al
extremo 3’ de WRKY42

Este trabajo

355:WRKY42:YFPc

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la region
C-terminal de la proteina YFP fusionada al
extremo 3’ de WRKY42

Este trabajo

355:HAC5:YFPn

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la region
N-terminal de la proteina YFP fusionada al
extremo 3’ de HACS

Este trabajo

355:HACS5:YFPc

Promotor 35S dirigiendo la expresion de la region
C-terminal de la proteina YFP fusionada al
extremo 3’ de HACS

Este trabajo

ProADH1:GAL4AD:WRKY42

Promotor ADH1 dirigiendo la expresion del ADNc
de WRKY42 fusionado al dominio de activacion de
GAL4 (AD) para ensayo de doble hibrido en
levaduras.

Este trabajo
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ProADH1:GAL4BD:UVR8

Promotor ADH1 dirigiendo la expresion del ADNc
de UVRS fusionado al dominio de unién de GAL4
(BD) para ensayo de doble hibrido en levaduras.

Este trabajo

ProADH1:GAL4AD:COP1

Promotor ADH1 dirigiendo la expresion del ADNc
de COP1 fusionado al dominio de unién de GAL4
(BD) para ensayo de doble hibrido en levaduras.

Este trabajo

ProADH1:GAL4BD:COP1

Promotor ADH1 dirigiendo la expresion del ADNc
de COP1 fusionado al dominio de unién de GAL4
(BD) para ensayo de doble hibrido en levaduras.

Este trabajo

ProADH1:GAL4BD:UVR8™33#4

Promotor ADH1 dirigiendo la expresiéon del ADNc
de la variante UVR8 #3384 fusionado al dominio de
unién de GAL4 (BD) para ensayo de doble hibrido
en levaduras.

(130)

ProAPOLO:GFP:GUS

Promotor de APOLO dirigiendo la expresion de
GFP y GUS para ensayos de tincion histoquimica y
microscopia confocal.

(20)

35:GUS + DsRed cassette

Promotor 35S dirigiendo la transcripcion del gen
que codifica a GUS y promotor CsVMV dirigiendo
la expresion de la proteina roja de Discosoma
(DsRed)

Este trabajo

35:APOLO + DsRed cassette

Promotor 35S fusionado al gen que codifica a
APOLO y promotor CsVMV dirigiendo la expresion
de la proteina roja de Discosoma (DsRed)

Este trabajo

Tabla 2: Oligonucledtidos y sondas utilizadas. F: Forward, sentido. R: Reverse, antisentido.

Gene Experiment Sequence

APOLO F RIPgPCR GFP-UVR8/HAC5 CTTCGAGGCGCTAAACAATC

APOLOR RIPgPCR GFP-UVR8/HACS ACAGCGGTGCCACCTATTAC

AT1G13320 (PP2A) F | RIPgPCR GFP-UVR8/HAC5 CCTGCGGTAATAACTGCATCT

AT1G13320 (PP2A) R | RIPgPCR GFP-UVR8/HAC5 CTTCACTTAGCTCCACCAAGCA

AT5G11260 (HY5) ChIP-Qpcr H3K9ac, ChIP GFP | TCCTCTCTCTTGCTTGCTGA
UVR8/HAC5

AT5G11260 (HY5) ChIP-Qpcr H3K9ac, ChIP GFP- | AAGTCAAAGGAAGCGAGGGA
UVR8/HAC5

AT5G11260 (HY5) RT-gPCR GTTTGGAGGAGAAGCTGTCG

AT5G11260 (HY5) RT-gPCR TCTTGCTTGCTGAGCTGAAA

AT5G11260 (HY5) ChIRP/DRIP gPCR APOLO AGCGGGACTTGGGATTTACA

AT5G11260 (HY5) ChIRP/DRIP gPCR APOLO ATCCACCCACGTTCCAATCT

Prom APOLO F ChlIP over prom APOLO GATTGCACTTTTCAACGCGTG

Prom APOLO R ChlP over prom APOLO TCCATATCTGTAATTTTGCACCCC
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AT2G28390 (SAND) F

ChIP-gPCR sobre promAPOLO

AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT

AT2G28390 (SAND) R

ChIP-gPCR sobre promAPOLO

TGATTGCATATCTTTATCGCCATC
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8. Resultados

8.1. EIARN Inc APOLO se asocia con el fotorreceptor de UV-B UVRS8 in
vivo

Como fue mencionado en la introduccién, a través de un ensayo de aislamiento de
cromatina mediante purificacion de ARN seguido de la precipitacién de proteinas y
espectrometria de masas, identificamos complejos ribonucleoproteicos integrados por el ARN
Inc APOLO. Se utilizaron dos conjuntos independientes de sondas de ADN biotinilado
complementarias a APOLO (conjuntos ODD y EVEN) y sondas LacZ como control negativo
(25,28). Se consideraron aquellas proteinas identificadas mediante dos lecturas en cada una de
las muestras ODDy EVEN, respectivamente, y ninguna en la muestra LacZ, como potencialmente
asociadas al ARN Inc APOLO. Entre estas proteinas encontramos al fotorreceptor de UV-B, UV
RESISTANCE LOCUS 8 (UVR8). Para validar esta interaccion, decidimos transformar hojas de
Nicotiana benthamiana de manera transitoria con construcciones de APOLO y UVR8 bajo el
promotor 35S:CaMV. Por otro lado, también obtuvimos lineas estables de Arabidopsis que
sobreexpresan a UVR8 (35S5:GFP:UVR8). Con este material, realizamos inmunoprecipitaciones
de ARN seguidos de gPCR que resultaron en un alto enriquecimiento de los transcriptos de
APOLO en las muestras inmunoprecipitadas contra GFP:UVR8 tanto en tabaco como en

Arabidopsis (Figura 5).
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Figura 5. El ARN Inc APOLO se asocia con el fotorreceptor de UV-B UVR8 in vivo: Ensayo de inmunoprecipitacion de
ARN (RIP) en hojas de Nicotiana benthamiana (Nb) co-transformadas con fusiones APOLO y GFP:UVR8 bajo el control
del promotor 355:CaMV y, en pladntulas estables Arabidopsis thaliana (Ath) con 355:GFP:UVR8 de 3 semanas de edad,
expuestas a LB suplementada con UV-B durante 15 minutos para detectar la interaccion con APOLO enddgeno. Los

resultados se expresan como un porcentaje de la fraccién de INPUT. Se emplearon anticuerpos anti-IlgG como control
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negativo. El ARN PP2A se consideré como control negativo de RIP en plantas de Arabidopsis. También se muestra el

nivel de transcriptos del gen constitutivo PP2A en Arabidopsis.

8.1. UVRS8 se une a los sitios de inicio de la transcripcion de sus genes

blanco

Segun la bibliografia, la actividad UVR8 implica la interaccidn con la cromatina en los loci
delos genes blanco a través de la unién a histonas (131). Para caracterizar mejor esta asociacion,
Ilevamos a cabo un ensayo de inmunoprecipitacién de la cromatina seguido de secuenciacion
(ChIP-Seq). Identificamos aproximadamente 12000 genes blanco, que presentaban sitios de
unién a UVR8 cerca de los sitios de inicio de la transcripcion (TSS) (Figura 6A, Lista completa en
Anexo 1). A continuacién, determinamos los motivos de unién consenso de UVR8 y descubrimos
qgue coinciden con dos secuencias de unidn canodnicas de los factores de transcripcion

pertenecientes a las familias TCP y WRKY (Figura 6B).
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Figura 6. UVR8 se une a los sitios de inicio de la transcripcion de sus genes blanco: A) Arriba: Patron de
distribucion promedio de la unién UVR8 sobre el cuerpo del gen y las regiones adyacentes para todos los genes
de Arabidopsis representados en el plot de un metagen. TSS: sitio de inicio de la transcripcién; TES: sitio de
terminacion de la transcripcién. Abajo: mapa de calor de perfiles alrededor de los TSS y TTS de todos los genes
de Arabidopsis. Los recuentos de lecturas se extrajeron de dos experimentos ChIP-seq dentro de una region que

abarca +2 kb alrededor de TSS y TTS. El gradiente de color azul a rojo indica recuentos altos a bajos en la regién
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correspondiente. B) Principales secuencias de ADN consenso de los picos de unién de UVRS8, encontrados con la

herramienta MEME-ChIP (132).

8.2. UVR8Yy el FT WRKY42 comparten sitios de union a la cromatina

Si bien se propuso que UVR8 interactua fisicamente con el FT WRKY36 en el nucleo para
inhibir la actividad de unidn al ADN de este factor (6), nos preguntamos si este fotorreceptor
también esta relacionado con el FT WRKY42 que a su vez interactia con APOLO (28). En primer
lugar, llevamos a cabo un experimento de ChIP-Seq de WRKY42, que también mostré un
enriquecimiento en TSSs (Figura 7A, Lista completa en Anexo 1). Una comparacion entre los
perfiles de unién de UVR8 y WRKY42 en todo el genoma de Arabidopsis reveld una correlacién
significativa (0.9; Figura 7B) y que el 66% de todos los sitios de unién de UVR8 se corresponden
con las interacciones de WRKY42 (Figura 7C). Tal correlacién no se observa al comparar los
perfiles de LHP1, otro interactor de APOLO, con los de UVR8 y WRKY42 (-0.01 y 0.07
respectivamente, Figura 7B). Teniendo en cuenta que APOLO interactia tanto con WRKY42 (28)
como con UVRS (Figura 5A, B) y que reconoce sus dianas mediante la formacidn de bucles R o
R-loops, comparamos la presencia de esta conformacion de ADN no B sobre las dianas de UVR8
y WRKY42, respectivamente, basandonos en conjuntos de datos disponibles publicamente (24).
Sorprendentemente, en ambos casos el subconjunto de genes estd significativamente
enriquecido en duplex ADN-ARN (Figura 7D), lo que apunta a un mecanismo general mediado

por el receptor UV-B, el FT WRKY42 y ARNs Inc relacionados con R-loops.
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Figura 7. UVR8 y el FT WRKY42 comparten sitios de unién a la cromatina: A) Patrén de distribucion de la unién de
WRKY42 y mapa de calor de perfiles alrededor de TSS y TES en todos los genes de Arabidopsis. B) Mapa de calor
agrupado de los perfiles de ChIP-seq de UVR8, WRKY42 y LHP1. Las filas y columnas se agrupan segun la correlacién
entre muestras. La intensidad del color es proporcional al valor de correlacién indicado en cada celda. C) Diagrama
de Venn de los genes blanco de UVR8 y WRKY42 obtenidos mediante secuenciacién luego de la inmunoprecipitacion
de la cromatina (ChIP-Seq). D) Patrén de distribucidn de bucles R sobre el cuerpo del gen y las regiones adyacentes

para todos los genes de Arabidopsis (amarillo), targets de UVR8 (azul) y targets de WRKY42 (azul claro).

8.3. EI ARN Inc APOLO también se asocia con COP1 in vivo

COP1 (CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1) es un conocido represor de la
fotomorfogénesis tanto en luz como en oscuridad, pero en presencia de UV-B, es un promotor
de respuestas relacionadas a esta radiacion (133). A nivel molecular, COP1 se dirige a diferentes
FTs como por ejemplo HY5 para su degradacién en la oscuridad. Tras la activacion de los
fotorreceptores por la luz visible, COP1 se inactiva y se separa fisicamente de HY5, lo que
permite la estabilizacion y activacion de este factor y de los genes que responden a la luz (60).

COP1 pertenece a la superfamilia de proteinas que contienen dominio ubiquitina E3-
ligasa (57). Llamativamente, la interaccién entre APOLO vy la proteina VIM1 fue descripta
anteriormente en nuestro laboratorio, y VIM1 también pertenece a la misma superfamilia de
proteinas (25). Como las proteinas COP1 y UVR8 interactian especificamente de forma

dependiente del UV-B, nos preguntamos si APOLO es capaz de interactuar también con COP1.
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Para ello, realizamos inmunoprecipitaciones de ARN seguidos de gPCR tanto en hojas de
Arabidopsis como en Nicotiana que sobreexpresan a COP1 (355:GFP:COP1). En ambos casos, se
obtuvieron altos enriquecimientos de los transcriptos de APOLO en las muestras
inmunoprecipitadas contra GFP:COP1, tanto en un contexto de sobreexpresion de APOLO en

Nicotiana, como con el transcripto endégeno en Arabidopsis (Figura 8).
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Figura 8. El ARN Inc APOLO se asocia con COP1 in vivo: Ensayo de inmunoprecipitacion de ARN (RIP) en hojas de
Nicotiana benthamiana (Nb) co-transformadas con fusiones APOLO y GFP:COP1 bajo el control del promotor
35S:CaMV vy, en plantulas estables Arabidopsis thaliana (Ath) con 355:GFP:UVR8 de 3 semanas de edad, expuestas a
LB suplementada con UV-B durante 15 minutos para detectar la interaccién con APOLO enddgeno. Los resultados se
expresan como un porcentaje de la fraccién de INPUT. Se emplearon anticuerpos anti-I|gG como control negativo. El
ARN PP2A se consideré como control negativo de RIP en plantas de Arabidopsis. También se muestra el nivel de

transcriptos del gen constitutivo PP2A en Arabidopsis.

8.4. El complejo UVR8-COP1 interactua con el FT WRKY42

Para corroborar si el complejo UVR8-COP1 interactia con WRKY42, realizamos un
ensayo de complementacion de fluorescencia bimolecular (BiFC) en protoplastos de
Arabidopsis. Curiosamente, encontramos que tanto WRKY42 como UVR8 y COP1 forman parte
de un mismo complejo en el nucleo de células vegetales (Figura 9). Por otro lado, el hecho que
se observe complementacién de la fluorescencia no necesariamente implica que las proteinas

involucradas interaccionen directamente, sino que pueden hacerlo de forma indirecta.
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Figura 9. El complejo UVR8-COP1 interactiia con el FT WRKY42: Ensayo de complementacién de fluorescencia
bimolecular (BiFC) en protoplastos de Arabidopsis thaliana transformados transitoriamente. Los dominios N y C
terminal de la proteina YFP se fusionaron con UVR8, COP1 y WRKY42. En ambos paneles, se muestran imagenes de
campo brillante (BF) (izquierda), fluorescencia YFP (centro) e imagenes fusionadas o merge (derecha). Barras de

escala: 50 um

Para evaluar qué tipo de interacciones existen entre UVR8, COP1 y WRKY42, realizamos
ensayos de doble hibrido en levaduras. Este resultado demostré que WRKY42 interactia con
COP1 pero no asi con UVR8 (Figura 10). La combinacién AD-COP1/BD-UVR8 sumado al
tratamiento con UV-B se utilizé como control positivo al igual que la combinaciéon AD-COP1/BD-
UVR8R33#A | 3 variante de UVR8R*3¥" codifica para una version de UVR8 que no posee la capacidad

de homodimerizacién (130)
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Figura 10. COP1 interactiia de forma directa con el FT WRKY42: Ensayo de doble hibrido que prueba la interaccion
entre COP1 y WRKY42. Como control de carga, las levaduras fueron crecidas en medio sintético sin leucina ni
triptéfano (SD-Leu-Trp). Las interacciones entre proteinas se detectaron cuando las levaduras crecieron en medio
sintético sin leucina, triptéfano, histidina y Adenina (SD-Leu-Trp-His-Ade). Dominio de activacion GAL4 (AD); Dominio

de union al ADN GAL4 (BD).

8.5. APOLO y WRKY42 regulan un subconjunto comun de genes que
responden a la radiacion UV-B de manera dependiente de UVRS, incluido

HY5

Para profundizar en el papel del complejo APOLO, UVR8, COP1 y WRKY42, perfilamos
sus respectivos targets gendmicos asi como los transcriptomas de la sobreexpresion de APOLO
(DEG APOLO) (20), junto con el de plantulas WT vs uvr8-6 tras 1 h de exposicion a UV-B (DEG
UV-B) (Figura 11A, Lista de genes en el Anexo 2 y 3). Sorprendentemente, el 67% de los targets
de UVR8 también son blanco de WRKY42. A su vez, APOLO reconoce 864 de estos genes (10%).
Por otro lado, el 38% de los genes desregulados por UV-B de manera dependiente de UVR8

también lo hacen ante la sobreexpresion de APOLO.
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Figura 11. APOLO, UVR8 Y WRKY42 regulan un subconjunto de genes en respuesta a UV-B: A) Diagramas de Venn,
izquierda: targets directos de APOLO (ChIRP APOLO), targets directos de UVR8 (ChIP UVR8) y targets directos de
WRKY42 (ChIP WRKY42), derecha: genes desregulados en las plantas OF APOLO (DEG OEAPOLO)y genes desregulados
en plantulas WT y uvr8-6 tratadas con LB suplementada con UV-B (DEG UV-B). Los genes correspondientes a ambas
intersecciones se encuentran listados en el Anexo 4. El p value corresponde a una prueba de distribucion
hipergeométrica. B) Andlisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO) de los genes desregulados por APOLO y por
UV-B dependientes de UVR8. Se muestran las categorias GO con valores p mas significativos. El navegador ShinyGO

se encuentra en bioinformatics.sdstate.edu y se publicé en (134).

También realizamos un analisis de Gene Ontology (GO) de los genes en comun
desregulados tanto en OE APOLO como en respuesta a UV-B y se obtuvieron categorias
relacionadas con "Respuesta a estimulo abidtico" y "Respuesta a radiacion" (Figura 11B).
Comparando los cinco subconjuntos estudiados en la Figura 11A, obtuvimos de la interseccion
una lista de 10 genes entre los que se encuentra el gen que codifica el FT bZIP HY5 (ELONGATED
HYPOCOTYL 5) (Tabla 3).
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Tabla 3: Lista de genes blanco de APOLO, UVR8 y WRKY42 que a su vez estan desregulados en plantas que

sobreexpresan APOLO y plantas tratadas con UV-B y cuya expresiéon depende de la presencia de UVRS.

AT1G08570 ACHT4 atypical CYS HIS rich thioredoxin 4
AT1G79270 ECT8 evolutionarily conserved C-terminal region 8
AT2G01290 RPI2 ribose-5-phosphate isomerase 2
AT2G19650 Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein
AT2G27820 PD1 prephenate dehydratase 1

AT2G30040 MAPKKK14 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14
AT3G04140 Ankyrin repeat family protein

AT3G16350 NID1 Homeodomain-like superfamily protein
AT4G28290 hypothetical protein

AT5G11260 HY5 Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor

Teniendo en cuenta el papel fundamental de HY5 en la sefializaciéon subyacente a la
respuesta a UV-B (135), elegimos este locus para una mayor caracterizacion. Como APOLO
reconoce sus loci blanco por complementariedad de secuencia y formacion de bucle R (20),
investigamos el perfil de unién de APOLO mediante ChIRP-Seq sobre el locus HY5. En
comparacién con las sondas LacZ utilizadas como control negativo, las sondas ODD y EVEN
mostraron una unién especifica de APOLO sobre el promotor HY5 (Figura 12, lineas 1-3).
Ademas, la inmunoprecipitacion de ADN-ARN seguida de secuenciacién (DRIP-Seq) (24) reveld
que la formacidon de bucles R se produce en la regién promotora de HY5, en correlacion con la
unién de APOLO (Figura 12, lineas 4-7), lo que sugiere que APOLO reconoce directamente HY5 a
través de la interaccioén directa con el ADN. Los ChIP-Seqgs de UVR8 y WRKY42 también revelaron
gue estas proteinas se unen a la regién promotora de HY5 formando el R-loop con APOLO (Figura
12, lineas 8-9). En conjunto, nuestros resultados sugieren que UVR8, WRKY42 y APOLO regulan

conjuntamente la actividad del locus HY5.
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Figura 12. Perfil epigenético del locus HY5: Lineas 1 a 3: Reconocimiento de APOLO por ChIRP seguido de
secuenciacion, utilizando sondas ODD (linea 1) y EVEN (linea 2) contra APOLO. En la linea 3 se muestra el control
negativo ChIRP utilizando sondas LacZ (20). Lineas 4 a 7: Formacion del bucle R mediante secuenciacién ADN:ARN por
inmuniprecipitacion (DRIP), en la cadena Watson (linea 4), la cadena Crick (linea 5) y sin distinciéon de cadena (linea
6). En la linea 7 se muestra el control negativo DRIP tras el tratamiento con RNAseH (24). Lineas 8 y 9: unién de UVR8

y WRKY42 mediante ChIP-seq, respectivamente.

Posteriormente, realizamos un APOLO ChIRP y DRIP seguidos de qPCR sobre el locus HY5
en plantulas WT y CRISPR APOLO, las que sirvieron para confirmar la interaccién ARN Inc-ADN y
gue la formacién del loop R depende de la expresion de APOLO (Figura 13A, B).
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Figura 13. APOLO se une al locus HY5 formando un R-loop: A) Unién de APOLO al locus HY5 mediante ChIRP-qPCR
en plantas WTy CRISPR APOLO. B) Formacion de hibridos ARN-ADN (R-loop) en el locus HY5 mediante DRIP-gPCR en

plantas WT y CRISPR APOLO. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05, prueba t)

8.6. WRKY42 reclutaria a UVR8 a través de COP1 en el locus HY5 y

APOLO la aleja de la cromatina

Considerando la presencia de UVR8, COP1, WRKY42 y APOLO sobre el locus HY5, y las
interacciones UVR8-APOLO, COP1-APOLO y WRKY42-APOLO, nos propusimos determinar su
interdependencia en la unién a la cromatina y la regulacién del gen blanco. Para ello, realizamos
un ChIP de UVRS8 seguido de gPCR en plantulas WT y CRISPR APOLO después de la exposicion a
UV-B. En plantas WT, esto confirmé primeramente la interaccidon entre el fotorreceptor y la
region promotora de HY5. Ademads, en ausencia de APOLO en el fondo CRISPR APOLO, esta
interaccion se incrementd significativamente (Figura 14), lo que indica que APOLO puede

bloquear el reconocimiento o alejar a su interactor de la cromatina.
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Figura 14. UVRS se une al locus de HY5 en respuesta a UV-B: Analisis de ChIP-qPCR de la unién de UVR8 en el locus
HY5 en plantas WT y CRISPR APOLO tratadas con LB suplementada con UV-B durante 1 h. El asterisco indica una

diferencia significativa entre las medias (p < 0.05, prueba t)

Con la prediccidon de la estructura proteica 3D llevada a cabo con la herramienta

AlphaFold (https://alphafoldserver.com/), evaluamos la posible unién de UVR8, COP1y WRKY42
auna region del promotor de HY5 en ausencia y presencia de APOLO. Segun este software, UVR8
pareceria tener contacto directo con esta secuencia en estudio solo en presencia de WRKY42, el
cual seria el responsable de atraer a este fotorreceptor a la cromatina a través de la unién con
COP1. Dicha hipétesis podria validarse comparando experimentos de ChIP de UVR8 utilizando
plantas que tengan la construccion GFP:UVRS8 en el fondo WT y en el fondo mutante wrky42.
Estas lineas se encuentran en preparacion. Ademas, cabe destacar que AlphaFold predice un
complejo ribonucleoproteico en torno a la secuencia promotora de HY5, en el que ademas de

WRKY42, UVR8 y COP1, incluye al ARNInc APOLO como interactor de ambas proteinas.
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Figura 15. Prediccion de la interaccién entre UVR8, COP1, WRKY42, APOLO y la region promotora HY5: Interacciones
entre A) UVR8 y la regién promotora HY5, B) UVR8, COP1 y la regién promotora HY5, C) UVR8, COP1, WRKY42 y la
region promotora HY5, D) UVR8, WRKY42, la region promotora HY5 y APOLO obtenidas de la herramienta AlphaFold

Server (https://alphafoldserver.com/)

De acuerdo con informes previos (136), nuestros datos de RNA-Seq confirmaron que la
induccién de HY5 por UV-B depende de UVR8 (Anexo 2). Por esto, analizamos los niveles de
transcriptos de HY5 cuando se desregulan los niveles de APOLO y WRKY42. Un ensayo realizado
en plantas WTy CRIPSR APOLO durante 8h de LB suplementada con UV-B, reveld que los niveles
de expresion de HY5 aumentaron hasta 1h de exposicidn a UV-B, vy, tras el pico de 1h, los niveles
de transcriptos de HY5 disminuyeron. Este incremento fue significativamente mayor en las lineas
CRISPR, lo que indica un rol negativo de APOLO sobre HY5 (Figura 16A), de acuerdo con el
enriquecimiento de la interaccion UVR8-cromatina en las plantas CRISPR APOLO (Figura 14). En
las plantas OE APOLO, el UV-B causd una disminucion de los niveles basales de HY5, en
consonancia con los datos del RNA Seq de OE APOLO (20), y disminuyd parcialmente su
activacién por UV-B (Figura 16B). Por otro lado, las plantas OF WRKY42 presentan los mismos
niveles de transcriptos de HY5 que las WT tanto con condiciones de LB como en presencia de
UV-B. Sin embargo, en la mutante wrky42 y en respuesta a UV-B, los niveles de HY5 se

incrementaron de manera significativa (Figura 16C).

61



Resultados

>

)

=2

HY5
. HY5 s 50- o
S 40- e CRISPR APOLO = b I:I$ .\ thovs
2 o WT < 404
2 e =
5 30- 5
] 2 30+
i | /s "
g 9(- o 204 C
5% 5
* : . s 104 T
p 10 H $ 27 2 { |
[} 2 1]‘ a8
> 2
E 0- ? T T T T z 0 -
Oh 1h 3h 6h 8h WT OE
Tiempo de exposicion de LB +UV-B APOLO
C)
- HY5

s d mws

5 25- CLB+1hUV-B

S b

=] o

7 20 b .

g 15- ﬁ‘

,g -

o 2+ @

@ - e - =

> d

Z 9 fow i

WT OE wrky42

WRKY42

Figura 16. APOLO y WRKY42 regulan la expresion de HY5 en respuesta al UV-B: A) Ensayo de los niveles de
transcriptos HY5 en plantas WT (purpura) y CRISPR APOLO (azul) expuestas a LB suplementada con UV-B durante 8
horas. B) Niveles de transcriptos de HY5 en plantas WT y OF APOLO expuestas a LB (purpura) y LB suplementada con
UV-B durante 1 h (amarillo). C) Niveles de transcriptos de HY5 en plantas WT, OF WRKY42 y wrky42 expuestas a LB
(violeta) y LB suplementada con UV-B durante 1 h (amarillo). Letras diferentes en B y C indican diferencias

significativas entre las medias (p < 0.05, prueba de Tukey).

8.7. APOLO, UVRS8, COP1 y WRKY42 median en el cierre estomatico en

respuesta a UV-B

Teniendo en cuenta que hemos dilucidado la formacién de un nuevo complejo formado
por UVR8, WRKY42 y APOLO, nos preguntamos en qué tipo celular y en qué contexto fisioldgico,
esta interaccion podria cumplir un rol biolégico. Utilizando la construccidon proAPOLO:GFP:GUS,
observamos que la region promotora de APOLO se activa en las células de la guarda de plantulas
de 10 dias de edad (Figura 17A). Ademads, UVRS8, COP1, WRKY42 y HY5 también se expresan en

los estomas segun los datos de la matriz Affymetrix ATH1 (137) (Figura 17B).
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Figura 17. APOLO, UVR8, COP1, WRKY42 y HY5 Se expresan en las células de la guarda: A) Panel superior: esquema
de la regién PID-APOLO y el segmento utilizado como ProAPOLO, dirigiendo la expresion de los genes reporteros
GUS:GFP. Panel inferior: imagenes de microscopia confocal detectando GFP (panel izquierdo) y localizacion
histoquimica de la actividad GUS (panel derecho) en pladntulas de 10 dias transformadas con la construccion
ProAPOLO:GUS:GFP. Barras:20um. B) Vista del navegador eFP de los patrones de expresién de UVR8, COP1, WRKY42
y HY5 en las células de guarda de Arabidopsis. Intensidad de expresidn codificada por color: amarillo=baja, rojo=alta.

El navegador eFP de Arabidopsis se encuentra en bar.utoronto.ca/eplant y fue publicado por (138).

Varias respuestas fisiologicas se han relacionado con el fotorreceptor UVR8. Ademas, se
ha informado de que el UV-B induce el cierre estomatico a través de una via dependiente de
UVR8-HY5 (115). Por lo tanto, decidimos determinar el efecto del UV-B sobre el movimiento
estomatico en tiras de epidermis de hojas de plantas de lineas independientes CRISPR APOLO 1
y2,0EAPOLO 1y 2, uvr8-6 y uvr8-2, OE WRKY42 y wrky42 (Figura 18Ay 18B). Como se informé
anteriormente, la respuesta UV-B en WT desencadend el cierre de estomas, en contraste con
las plantas uvr8-6 y uvr8-2, que no mostraron respuesta. Llamativamente, en las OE y CRISPR

APOLO, asi como en los fondos wrky42 y OE WRKY42, los estomas se abrieron significativamente
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tras la radiacién UV-B. En conclusidn, nuestros resultados indican que la respuesta de HY5 a la

radiacion UV-B mediada por el médulo UVR8-WRKY42-APOLO controla el cierre de los estomas.
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Figura 18. UVR8, WRKY42 y APOLO controlan el cierre de los estomas en respuesta a UV-B: A) Efecto de UV-B sobre

la apertura estomatica en las lineas WT, uvr8-6, CRISPR APOLO, OE APOLO y wrky42. B) Efecto de UV-B sobre la

apertura estomatica en las lineas WT, uvr8-2, CRISPR APOLO 2, OE APOLO 2 y OFE WRKY42. Tiras de epidérmis de la

cara abaxial de hojas de 3 semanas de edad que se incubaron en un buffer de apertura y LB durante 3 horas y, luego,

se expusieron a LB suplementada o no con UV-B durante 3 horas. Los datos son la media de 100 estomas observados.

Letras diferentes en Ay B indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05, prueba de Tukey).

64



Resultados

8.8. APOLO modula la acetilacion de histonas en el locus HY5 mediante

la interaccion con la acetiltransferasa HAC5

Investigaciones previas indicaron que la exposicién a UV-B de Arabidopsis aumenta la
acetilacion de las lisinas K9 y/o K14 de la histona H3 (H3K9/14diac) en el locus HY5 (como se
muestra en la Figura 19A), y que esta modificaciéon depende de UVRS8 (29). Ademas, 23 de los
153 genes desregulados en OEAPOLO y UV-B experimentan un enriquecimiento en H3K9,14 diac

tras la radiacién UV-B (Figura 19B, la lista completa de los genes se encuentra en el Anexo 4).
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Figura 19. APOLO junto a UVR8 modulan la marca H3K9Ac en respuesta a UV-B: A) Perfil epigenético en el locus HY5.
Lineas 1y 2: Enriquecimiento relativo en la secuenciacién del ChIP H3K9ac en plantas de tipo salvaje (WT) expuestas
a 1,5 pmol m2 st UV-B de banda estrecha durante 4 h UV- B (linea 1) y LB de baja tasa de fluencia (15 umol m2s1)
sin UV-B medible (LW: linea 2) (29). La anotacién del gen se muestra en la parte inferior. B) Diagrama de Venn de
genes desregulados en OEAPOLO y en el tratamiento con UV-By, targets enriquecidos en H3K9Ac tras la exposicion

a UV-B obtenida por ChIP-Seq (29). El p value corresponde a una prueba de distribucidon hipergeométrica.

Para evaluar en mayor profundidad hasta qué punto la activacion en la transcripcion en
respuesta a UV-B se debe a la acetilacién de histonas, tratamos plantulas de Arabidopsis con
acido anacérdico, un inhibidor de la deposicion de esta marca (Inhib HAC) (139) y cuantificamos
los niveles de transcriptos de HY5 mediante RT-qPCR luego de la exposicidn a LB suplementada
con UV-B. Como era de esperar, la exposiciéon a UV-B aumentd los niveles de transcriptos de
HY5, pero esta induccidn no se observd en las plantulas expuestas a UV-B durante el tratamiento

con el inhibidor (Figura 20).
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Figura 20. La activacion de la transcripcion de HY5 en respuesta a UV-B se debe a la marca H3K9Ac: Niveles de
transcriptos de HY5 cuantificados por RT-qPCR en plantulas WT de 6 dias de edad tratadas o no con inhibidor de
histona acetil transferasa (Inhib HAC) antes del tratamiento con LB suplementado con UV-B. El inhibidor previene la
deposicion de H3K9,14diac afectando la induccion de HY5 por UV-B. Las plantas fueron infiltradas con el inhibidor 4h
antes de ser expuestas (o no) a LB suplementada con UV-B durante 1h. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre las medias (p < 0.05, prueba de Tukey).

Este resultado confirma que la acetilacidon de histonas en el locus HY5 es necesaria para
desencadenar su expresion en respuesta al UV-B. Llamativamente, la histona acetiltransferasa
HAC5 también emergid como una proteina que interactia potencialmente con APOLO
identificada por ChIRP seguida de espectrometria de masas (25,28). La interaccion entre HAC5
y APOLO fue validada mediante RIP seguido de gPCR en Nicotiana (Figura 21A). Por ello,
realizamos un ChIP contra la marca de histona H3K9ac seguido de qPCR tras 1h de exposicién a
UV-B en plantas WT, OE APOLO y hac5. Como se informd anteriormente (29), el UV-B indujo
significativamente esta marca de histona sobre la regidon HY5 en plantas WT. Sin embargo, este

incremento no se observd en plantas OF APOLO ni mutantes hac5 (Figura 21B).
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Figura 21. APOLO y HACS interactuan in vivo y participan en la deposicion de la marca H3K9Ac en el locus HY5: A)
Ensayo de inmunoprecipitacion de ARN (RIP) en hojas de Nicotiana benthamiana (Nb) transitoriamente co-
transformadas con APOLO y Pro35S:GFP:HACS expuestas a LB suplementada con UV-B durante 15 minutos. Los
resultados se expresan como porcentaje de la fraccién INPUT. Se utilizaron anticuerpos anti-IlgG como control
negativo. B) ChIP-gPCR H3K9ac en la regién promotora de HY5 en plantulas WT, OF APOLO y hac5 de 3 semanas
tratadas con LB o LB suplementada con UV-B durante 1 hora. El asterisco indica una diferencia significativa entre las

medias (p < 0.05, prueba t).

Curiosamente, cuando transformamos de forma estable plantas de Arabidopsis con
355:GFP:HACS5, su expresion solo se observé en el fondo CRISPR APOLO, pero no en las plantas
WT. Sorprendentemente, en ausencia de APOLO, GFP:HAC5 se observé acumulada solamente
en los nucleos de las células de guarda (Figura 22A), precisamente en el mismo tipo celular
donde APOLO se expresa normalmente. Ademas, las plantas CRISPR APOLO / OE HAC5
mostraron un drea de roseta significativamente reducida, en contraste con el drea ligeramente
aumentada de OE HAC5 en el fondo WT (Figura 22B-C), lo que sugiere que, en ausencia de
APOLO, la sobreexpresion de HACS tiene un impacto importante en el desarrollo de la planta.
Cabe destacar que los niveles de transcriptos de HAC5 son significativamente mayores en los
fondos WT y CRISPR APOLO transformados con GFP:HAC5 en comparaciéon con las mismas
plantas sin transformar, y similares en cada caso (Figura 22D), indicando que el control negativo
de APOLO sobre HACS5 no ocurre a nivel transcripcional ni post-transcripcional, sino que sugiere

que ocurre a nivel de la traduccién o post-traduccional.
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Figura 22. APOLO modula los niveles de HAC5 en células de la guarda: A) Células de guarda en plantas WT y CRISPR
APOLO transformadas con la fusidon 355:GFP:HAC5. En ambos paneles, de arriba a abajo: Fluorescencia GFP, clorofila,
campo claro e imdgenes fusionadas. Barra de escala: 20um. B) Rosetas representativas WT, CRISPR APOLO,
35S:GFP:HACS fondo WT (L1 y L5) y fondo CRISPR (L1y L5) . Barra de escala: 1 cm. C) Area de rosetas de plantas WT,
CRISPR APOLO, 355:GFP:HAC5 fondo WT (L1 y L5) y fondo CRISPR (L1 y L5) de tres semanas de edad. D) Niveles de
transcriptos de HAC5 en plantas WT, CRISPR APOLO, 35S:GFP:HAC5 en fondo WT (L1) y fondo CRISPR (L1)
cuantificados por RT-qPCR. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (p < 0.05, prueba de

Tukey).

Para respaldar mas sdlidamente nuestras observaciones, transitoriamente co-
transformamos hojas de N. benthamiana con las siguientes combinaciones: 355:GFP:HACS,
35S8:GFP:HACS + 355:GUS::CsVMV:DsRed, 355:GFP:HAC5 + 355:APOLO::CsVMV:DsRed. Mediante
este enfoque, pudimos distinguir qué células expresaban APOLO. Ademas, co-expresamos con
355:GUS:: CsVMV:DsRed como control. Como reveld la fusion de las imagenes adquiridas, HAC5
fusionada a GFP se co-localizd en un gran numero de células con DsRed cuando acompaiaba a
la expresidon de 355:GUS. Por otro lado, GFP y DsRed se excluian mutuamente en un nimero
significativamente mayor de células en las hojas que expresaban 355:APOLO (Figura 23A).
También, existe una disminucidn significativa de la intensidad de fluorescencia cuantificada en
los nucleos que expresan a APOLO en comparacion con los dos controles (Figura 23B). Por otro
lado, los niveles de transcripto HAC5 en presencia de APOLO no estan disminuidos con respecto
a las otras dos muestras (Figura 23C) lo que sugiere que APOLO podria reprimir la acumulacion

de HACS a nivel post-traduccional. Teniendo en cuenta la interaccion directa entre APOLO y
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HACS, es probable que APOLO desencadene la degradacion de HACS de forma especifica para

cada célula.

=
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Figura 23. APOLO reprime la aculumaciéon de HAC5 en céulas de la guarda: A) Imagenes de microscopia confocal de

Niveles de expresion relativa

35S:GFP:HACS
+ 355:GUS::DsRed
Cassette

GFP:HACS LvrP

:Dsked

hojas de tabaco. De izquierda a derecha: Fluorescencia de GFP, DsRed y de las imagenes fusionadas (Combinacion).
Barra de escala: 20um. B) Intensidad de fluorescencia nuclear cuantificadas en células de hojas de tabaco. La
cuantificacidn se llevé a cabo utilizando el software Imagel®. C) Niveles de transcriptos de HAC5 en hojas de tabaco
transformadas transitoriamente. Para los tres experimentos las hojas fueron transformadas con las construcciones
35S:GFP:HACS5, 355:GFP:HAC5 + 355:GUS/APOLO::DsRed cassette. El asterisco indica una diferencia significativa entre
las medias (p < 0.05, prueba t).

En el contexto de la respuesta de los estomas al UV-B, el ChIP de GFP:HACS5 seguido de
gPCR en plantas CRISPR APOLO tras la exposicién a la UV-B reveld la interaccion entre HAC5 y la
region promotora de HY5 (Figura 24A). Ademas, HAC5 también se expresa en las células de la
guarda, segun los datos del array ATH1 de Affymetrix (137) (Figura 24B). Coincidentemente, los
estomas de las plantas mutantes hac5 se abrieron significativamente tras la radiacion UV-B
(Figura 24C), de forma similar al efecto de la desregulacion de APOLO y WRKY42. Teniendo en
cuenta que HAC5:GFP pudo observarse en el mismo tipo celular pero sélo en plantas CRISPR
APOLO, podria suponerse que HAC5 juega un rol importante en el cierre estomdtico, pero no
debe expresarse en altos niveles, por lo que en condiciones normales APOLO modula la

acumulacién de su proteina asociada.
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Figura 24. HACS se une al locus HY5 y se expresa en los estomas: A) Analisis ChIP-qPCR de la unién de HACS en el
locus HY5 en plantas CRISPR APOLO tratadas con LB suplementada con UV-B durante 1 h. B) Vista del navegador eFP
de los patrones de expresion de HACS en las células de guarda de Arabidopsis. Intensidad de expresion codificada por
color: amarillo=baja, rojo=alta. El navegador eFP de Arabidopsis se encuentra en bar.utoronto.ca/eplant y fue
publicado por (138). C) Efecto del UV-B sobre el cierre estomatico en plantas hac5-3 y hac5-4. Tiras epidérmicas
abaxiales de plantas de 3 semanas de edad se incubaron en buffer de apertura y LB durante 3 horas y luego se
expusieron a LB suplementada o no con UV-B durante 3 horas. Los datos son la media de 100 estomas observados. El

asterisco indica una diferencia significativa entre las medias (p < 0.05, prueba t).

En conjunto, nuestros datos indican que APOLO participa en la modulacién de H3K9ac
desencadenada por UVR8 y mediada por HAC5 en respuesta a UV-B. APOLO interactua
directamente con HACS5 y ajusta su abundancia, probablemente dirigiendo la degradacién de la

proteina.
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8.9. HY5 regula la induccion tardia de APOLO en respuesta UV-B

promoviendo un bucle de retroalimentacién negativa transcripcional

Como se ha mencionado anteriormente, los niveles de transcriptos de HY5 alcanzan su
maximo a la 1h de UV-B (Figura 16A y 25A) y es bien sabido que HY5 promueve la
fotomorfogénesis (75). La regulacion a la baja de los niveles de transcriptos de HY5 después de
su maximo a 1h sugirié un control estricto de su expresién. Para comprender mejor la dindmica
de HY5, cuantificamos los niveles de la proteina HY5 mediante Western Blot durante la
exposicion continua a UV-By encontramos un aumento de la abundancia de proteina a partir de

las 2h con un pico a las 8h de radiacién (Figura 25A-B).
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Figura 25. Los niveles de transcriptos de HY5 tienen su maximo después de 1h de UV-B: A) Andlisis temporal de los
niveles de transcripcion de HY5 (violeta) y de la abundancia de proteina HY5 (amarillo) durante 24 horas de exposicion
continua a LB suplementada con UV-B. B) Western blot de plantas mutantes hy5 transformadas con la construccidn
ProHY5:HY5:GFP. Actina fue utilizada para normalizar las muestras. Las bandas fueron cuantificadas utilizando el
software Imagel® y se expresaron en relacion con la fraccién de proteinas correspondiente a las mismas plantas

expuestas a solo a LB.

Basandonos en conjuntos de datos publicados, descubrimos que APOLO es un blanco
directo de HY5, tal como revelan los andlisis ChIP-Seq (140). HY5 reconoce dos sitios en la region
intergénica entre PID y APOLO (Figura 26A). Por lo tanto, realizamos ChIP seguido de gPCR sobre
la regidn promotora de APOLO utilizando plantas que expresaban ProHY5:HY5:HA, y
confirmamos la interaccién (Figura 26B). Para tal fin, escogimos un pico de unidn revelado por
ChIP-Seq que contiene un sitio candnico de unién de HY5 para el diseno de los primers de gPCR,
lo que sugiere que en esta region la unidn con el ADN es directa (cuadro negro de la Figura 26A,

Figura 26B). De forma consistente, un ensayo de los niveles de APOLO llevado a cabo en plantas
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WT y mutantes hy5, mostré un pico después de 3h de exposicion a LB + UV-B en WT en contraste
con el fondo mutante, apoyando que HY5 activa directamente la expresién de APOLO en

respuesta a UV-B (Figura 26C).
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Figura 26: HY5 se une a la region promotora de APOLO: A) Reconocimiento de HY5 por ChIP seguido de secuenciacion
en la region promotora de APOLO. En verde y morado se representa la region donde se disefiaron los primers para
ChIP-gPCR. B) Validacién ChIP-gPCR de la unién de HY5 en la region promotora de APOLO en plantulas Pro35S:HY5:HA
de 3 semanas de edad tras 6h de exposiciéon a LB suplementada con UV-B. C) Andlisis temporal de los niveles de
transcriptos en plantas WT (circulos) y hy5 (cuadrados) en LB (rosa) o LB suplementada con UV-B (azul y purpura)

durante 8 horas.

Por lo tanto, la acumulacién tardia de APOLO, inducida por el mismo HY5, alejaria a
UVR8, COP1y WRKY42 de lacromatinay desencadenaria la degradaciéon de HAC5, amortiguando

la actividad transcripcional de HY5 (Figura 27).

72



Resultados

NIVELES RELATIVOS

A

"~ _ CiITOPLASMA

NUCLEO S
‘ HYS

Niveles basales

HY5 ARNm

APOLO

"~ _ CITOPLASMA
~

NUCLEO ~

~

N
N

——— CIERRE ESTOMATICO
! \
H3K9, 14Ac \_APOLO
C » l

Basal levels

[Hvs.
Av"-..ﬁ‘?w

[ HYs | — ..‘I\"‘.‘

\_ﬁ/

DEGRADACION DE
PROTEINA
?

DECOY de HYS

Il

H3K9,14Ac

Tiempo de respuesta a UV-B

Figura 27. Modelo final: A) El FT WRKY42 se une a la regiéon promotora de HY5 bloqueando la transcripcion. B) La
radiacion UV-B desencadena la monomerizacion de UVRS, su localizacidn nuclear y su posterior unién a COP1. En el
nucleo, UVR8-COP1 reconocen el locus HY5 mediante la interaccion con WRKY42. Ademdas, HAC5 aumenta la marca
H3K9ac activando la transcripcion de HY5 que conduce al cierre estomatico. C) El FT HY5 se une directamente a la
region promotora de APOLO, incrementando los transcriptos de APOLO en el nucleo. D) Tras una exposicion
prolongada a UV-B, los altos niveles de APOLO dan lugar a la formacién del bucle R, el alejamiento del complejo UVR8-
COP1-WRKY42 y HACS de la regién promotora de HY5, lo que resulta en una reduccién de los niveles de transcriptos

de HY5. Serdn necesarias mas investigaciones para descubrir el mecanismo subyacente a la degradacion de la proteina
HACS relacionada con APOLO.
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9. Discusion

La radiacién UV-B desencadena varias respuestas fotomorfogénicas en las plantas, como la
inhibicién de la elongaciéon del hipocotilo y la sintesis de filtros solares UV, como flavonoides y
antocianinas (63). Hasta la fecha, el Unico fotorreceptor UV-B conocido en Arabidopsis es UVRS.
El homdlogo mas cercano de UVR8 en metazoos, RRC1, es el factor de intercambio de
nucledtidos de guanina de Ran, una proteina G nuclear similar a Ras. RCC1 se une a la cromatina
y a Ran para establecer un gradiente de concentracion de RanGTP, participando asi en una serie
de actividades fisioldgicas celulares, como la formacion de la membrana nuclear, el transporte
nucleoplasmico y la formacién del huso mitético (141). De hecho, la correcta organizacion de la
heterocromatina es esencial para la localizacién y funcién de RCC1, que a su vez afecta a la
generacion de RanGTP y, por tanto, a la formacidn del huso mitético durante la divisidn celular.
Se han llevado a cabo numerosas investigaciones sobre la interaccion de UVR8 con la cromatina.
Mientras que algunos informes han demostrado que UVR8 nativa se une a la cromatina in vivo
(45,82,142), otros mas recientes, no han podido confirmar la asociacion de este fotorreceptor
mediante inmunoprecipitacion de la cromatina. En concordancia, la comparacion estructural de
UVR8 con el motivo de unién a nucleosomas de RCC1 muestra que UVR8 carece de regiones con
cargas positivas para interactuar directamente con la cromatina (143). En este trabajo,
realizamos un ensayo ChIP-Seq y observamos un enriquecimiento de UVR8 alrededor de los
sitios de inicio de la transcripcién (Figura 6A). Curiosamente, dos secuencias consenso de FTs
(TGGGCC/Ty TTCACT/C) estaban sobrerrepresentadas en los sitios de union de UVR8 (Figura 6B)
sugiriendo ademas una funcion transcripcional de este receptor. Los sitios de unién previamente
descriptos de UVR8 sobre blancos especificos (Cloix & Jenkins, 2008), incluyendo HY5, fueron
validados por nuestro enfoque de genoma completo. Ademds, encontramos una fuerte
correlacion (0,9) entre los perfiles de uniéon de UVR8 y el FT interactor de APOLO WRKY42 (28)
(Figura 7B). Adicionalmente, mediante la realizacién de ensayos de doble hibrido en levaduras
y BiFC descubrimos que COP1 y WRKY42 pueden interactuar y probablemente este FT es
responsable de reclutar de forma indirecta a UVR8 a la cromatina diana (Figura 9, 10).
Curiosamente, los genes diana de UVR8 y WRKY42 también estaban enriquecidos en duplex de
ADN-ARN, de forma similar a los targets validados de APOLO, a lo largo del genoma de
Arabidopsis (20).

Como ya fue mencionado, LHP1 ha sido relacionada con la conformacién tridimensional del
genoma. LHP1 reconoce regiones enriquecidas en la marca H3K27me3 de la cromatina,
caracteristica de genes reprimidos en el contexto de heterocromatina facultativa. Este

reconocimiento facilita la compactacién de estas regiones y contribuye a la organizacion de
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dominios en el genoma, creando dareas de represién génica que afectan la expresion y la
disposicidn espacial de los genes (144). La falta de correlacion entre los perfiles de unidn de esta
proteina con los de UVR8 y WRKY42, apunta a un mecanismo diferente de los ya descriptos para
APOLO vy su interactor LHP1. Por esta razén, decidimos no indagar durante esta Tesis sobre el rol
en la arquitectura global del nucleo de este nuevo complejo y contexto celular en el que
participarian APOLO junto a un FT y un fotorreceptor. El potencial rol de este nuevo complejo
en la organizacién tridimensional de la informacidn genética en el nucleo celular requerira de
investigaciones futuras.

Se ha sugerido también que la asociacién de UVR8 con la cromatina podria ser constitutiva
y que no responda a UV-B (82), a pesar de que UVR8 se acumula en el nlcleo tras estairradiacion
(145). Utilizando la herramienta AlphaFold, observamos que la interaccién potencial entre UVR8
y la regidon promotora de HY5 no fue predicha pero si, un posible complejo sobre esta regién
integrado por el ARN Inc APOLO, COP1 y WRKY42, posiblemente como puente de la interaccidon
entre UVR8 y la cromatina (Figura 15).

En Arabidopsis, UVR8 esta normalmente presente en el citosol como un dimero que, tras la
percepcién de UV-B, se monomerizay transloca al nucleo por difusién simple (146). En el nucleo,
UVR8 se une a COP1 e inhibe su actividad E3 ubiquitina ligasa contra proteinas diana como el FT
HY5, lo que conduce a la fotomorfogénesis y aclimatacién en respuesta al UV-B (147). UVR8
también interactta con los FTs BES1, BIM1, WRKY36, MYB73/MYB77 y MYB13 en el nucleo,
regulando directamente la transcripcién de diversos genes blanco (6,73,148,149).

En particular, se demostré que el complejo UVR8-COP1 también activa la transcripcién del
locus HY5 (150). Nuestro interés en este fotorreceptor surgid a partir de los resultados
preliminares obtenidos por ChIRP-MS (25,28) en el que UVR8 surgié como un potencial partner
de APOLO. A pesar de la creciente caracterizacion de UVR8 desde su identificacién (151), la
capacidad de este receptor de participar en complejos ribonucleoproteicos que contienen ARNs
Inc era desconocida. En este trabajo, confirmamos mediante enfoques independientes que
UVRS interactua in vivo con el ARN Inc nuclear APOLO (15) tras la exposicion al UV-B (Figura 5)
y probablemente existan otros transcriptos que se unan a UVR8 en diversas células vegetales.

Mediante el analisis de experimentos de RNA-Seq, DRIP-Seq, ChIP-Seq y ChIRP-Seq,
identificamos un subconjunto de genes que estan sujetos a la regulacién directa por APOLO,
UVR8 y WRKY42 en respuesta al UV-B. Entre ellos, identificamos el gen que codifica el FT HY5,
gue posteriormente controla muchos genes relacionados con esta radiacidn. La unién de APOLO
a través de la formacion de un bucle R sobre el locus HY5 se confirmé mediante ChIRP- y DRIP-
gPCR (Figura 13), respectivamente, y la unidon de la cromatina de UVR8 sobre HY5 fue

significativamente mayor en plantas knockout de APOLO (Figura 14). Ademas, los niveles de
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transcriptos de HY5 en la linea CRISPR APOLO aumentaron tras 1h de exposicién a UV-B en
comparacién con plantas WT. Adicionalmente, la expresion de HY5 se reduce en OE APOLO, lo
gue sugiere que, al acumularse, APOLO dificulta la unién de UVR8 a la cromatina. En
concordancia, se observé un mayor enriquecimiento de la unién de UVR8 sobre el locus HY5 en
la linea CRISPR APOLO.

Existe evidencia que varios ARNs Inc pueden servir como sefiuelos que impiden el acceso de
proteinas reguladoras al ADN (152). Se ha demostrado que la sobreacumulacién de APOLO aleja
a VIM1y LHP1 del promotor de YUC2 (25). En humanos, el ARN Inc PANDA se asocia con el FT
NF-YA para prevenir la apoptosis mediada por p53. NF-YA activa varios genes clave para la
apoptosis, pero la unién de PANDA a NF-YA aleja este FT del locus blanco (153).

Anteriormente, se propuso que APOLO modula estequiométricamente la union de WRKY42
al promotor del gen RHD6 en los pelos radiculares (28). Se demostrd que niveles bajos de APOLO
no consiguen reclutar a WRKY42 a la cromatina, mientras que niveles altos alejan al FT de los
genes diana. Como resultado, plantas OFE APOLO y CRISPR APOLO mostraron pelos radiculares
mas cortos en respuesta al frio (28).

Un mecanismo molecular similar se observé recientemente para el regulador maestro del
crecimiento de yemas, BRANCHED1 (BRC1), tras la desregulacion de APOLO (120). De forma
similar, en este trabajo observamos la misma tendencia de apertura de estomas en respuesta a
UV-B en plantas OF APOLO y CRISPR APOLO. Sin embargo, el comportamiento de HY5 fue
opuesto en las dos lineas, es decir, la induccién por UV-B fue parcialmente perjudicada en la
linea OE APOLO, mientras que fue exacerbada en la CRISPR APOLO. Es probable que APOLO
orqueste la expresién de un subconjunto de genes que coordinan la respuesta fisioldgica, como
se demostrd para los genes que responden a auxinas durante el desarrollo de raices laterales
(20). Cabe destacar que la mayoria de los blancos de APOLO estan implicados en la sintesis, el
transporte y la respuesta a auxinas (20,25,28,154), y se ha demostrado que la homeostasis de
auxinas modula el cierre de los estomas (155).

En este sentido, HY5 deberia considerarse uno de entre varios targets de APOLO que
participan activamente en la respuesta a UV-B en las células de guarda. Curiosamente, se ha
demostrado que HY5 participa en el desarrollo de las raices (156), y también se descubrié que
HY5 regula los genes RRA1 y RRA2 relacionados con la pared celular de las raices a través de vias
mediadas por miARNSs junto con la sefializacion de auxinas (157). Considerando que previamente
se demostré que APOLO y WRKY42 regulan conjuntamente blancos comunes durante la
expansion de los pelos radiculares (28,154), es probable que la participacion de HY5 en el mismo
tipo celular esté controlada por complejos ribonucleoproteicos similares que actuan también en

las células de guarda. Notablemente, otros FTs WRKY han sido relacionados con el cierre de
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estomas en Arabidopsis. Los FTs WRKY70 y WRKY54 relacionados con la defensa de las plantas,
cooperan como reguladores negativos del cierre estomatico y los mutantes dobles
wrky54/wrky70 mostraron una tolerancia claramente mejorada al estrés osmodtico (158).
Asimismo, se propuso que WRKY46 regula las respuestas de las plantas al estrés por sequia y
salinidad y, también participa en la apertura estomatica dependiente de la luz en las células de
guarda (159). Ademas, WRKY1 se identific6 como un regulador negativo en la sefializacion del
ABA en los estomas (160).

Como se menciond anteriormente, UVRS8 interactia con multiples FTs, incluido WRKY36. A
su vez, se propuso que WRKY36 inhibe la expresion de HY5 (Yang et al., 2018a). La interaccién
de UVR8 con WRKY36 inhibiria la interaccion de este factor con el ADN, desencadenando la
transcripcion de HY5 y activando la elongacién del hipocotilo. Segun nuestros resultados,
WRKY42 también actuaria como regulador negativo basal de HY5, probablemente en asociacion
con APOLO, tal como se habia propuesto previamente (28). En respuesta al UV-B, WRKY42
reclutaria a UVR8, con COP1 como puente, activando la transcripcién de HY5. Teniendo en
cuenta que en el fondo mutante wrky42, la activacion de HY5 mediada por UVR8 aumenta
(Figura 16C), concluimos que en ausencia de WRKY42, otro miembro de la gran familia de FTs
WRKY puede ocupar su sitio de union dentro del promotor de HY5, activando su transcripcion
mas eficientemente. Por el contrario, los ensayos de unidn in vitro indicaron que UVRS8
interactua con la cromatina a través de la histona H2B (45). Por lo tanto, la forma en que UVR8
se une a la cromatina en regiones gendmicas especificas puede implicar un complejo que incluya
multiples proteinas asociadas y ARNs Inc. En resumen, teniendo en cuenta que uno de los
principales motivos de ADN surgido de los sitios de uniéon de UVR8 es un elemento regulador en
cis de WRKY (Figura 6B) y su distribucion altamente solapada en todo el genoma (Figura 7B),
sugerimos que WRKY42, y otros factores de la familia WRKY, pueden reclutar, de forma directa
o indirecta, a UVR8 a la cromatina en genes especificos que responden a UV-B.

Se sabe que la exposicidén a UV-B de Arabidopsis aumenta la acetilacién de H3K9 y/o 14
en loci de genes regulados por UV-B de forma dependiente de UVR8 (Figura 19A) (29). HY5
constituye un ejemplo entre estos genes diana y su induccidn por UV-B se bloquea mediante la
inhibicién quimica de las histonas acetiltransferasas (Figura 20). Ademas, la modificacion de
H3K9ac esta alterada en plantas OF APOLO y mutantes hac5 (Figura 21B). En nuestro estudio,
demostramos que la acetiltransferasa HACS interactia con APOLO, como reveld el ChIRP-MS'y
lo confirmé el RIP-gPCR (Figura 21A). La busqueda sistematica de la interacciéon de UVR8 con
acetiltransferasas implicadas en la modificacién de histonas regulada por la luz no reveld ningin
posible interactor directo (29). Descubrimos que, ademas de su interaccidon con APOLO, la unién

de HACS al locus HY5 tras UV-B era detectable en las lineas CRISPR APOLO mediante ChIP-gPCR
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(Figura 24A). Recientemente, se propuso que HAC1 y HAC5 forman parte del complejo
transcripcional MEDIATOR como subunidades especificas que activan la transcripcidon génica
(105). Esta asociacidon estd aparentemente mediada por las subunidades MED8 y MED25.
Curiosamente, se demostré que la subunidad MED19a de MEDIATOR interactua con el ARN Inc
ELENA1 (ELF18-INDUCED LONG-NONCODING RNA1) para aumentar la expresion de genes
sensibles a patdgenos (161). Mas recientemente, se propuso que ELENAI1 puede migrar
sistémicamente y disociar lainteraccion entre MED19ay un complejo transcripcional, calibrando
asi la progresién de la senescencia en respuesta a la deficiencia de nutrientes (162). Por lo tanto,
es probable que la participaciéon de ARNs Inc dentro de complejos dinamicos de
ribonucleoproteinas que guian la transcripcidon de genes diana constituya una caracteristica
general de la actividad nuclear. En los mamiferos, existen numerosos ejemplos que demuestran
como los ARNs Inc influyen en las modificaciones post-traduccionales de las proteinas. Al facilitar
la interaccidn entre las proteinas diana y quinasas, fosfatasas o ubiquitin ligasas especificas, los
ARNs Inc pueden controlar estas modificaciones que posteriormente afectan a la actividad
enzimdtica (163,164), la estabilidad de las proteinas (165) o su localizacidn subcelular (166).
Especificamente, en plantas, las marcas de histonas como H3K27me3, H3K4me3 y H4K16ac se
modulan mediante la interaccién entre ARNs Inc y modificadores de histonas como CLF, LHP1,
ATX1, WDR5a o MOF (19). Aqui demostramos que APOLO interactua con la acetiltransferasa de
histonas HAC5 y que ambos participan en la deposiciéon de H3K9ac sobre el locus HY5 (Figura 21)

En particular, la expresiéon de HAC5:GFP bajo el promotor 35S sélo se observd en los
nucleos de las células de guarda en las plantas CRISPR APOLO, pero no en el fondo WT (Figura
22A) y a su vez, las plantas CRISPR APOLO / OE HAC5 muestran un fenotipo mas drastico de
rosetas pequefias que en el fondo WT (Figura 22B-C). Considerando la interaccion directa HAC5S-
APOLO revelada en nuestro trabajo, proponemos que APOLO desencadena la degradacién de
HACS especificamente en las células de la guarda. En animales, se ha demostrado que ciertos
ARNs Inc promueven la ubiquitinacidn y degradacién de proteinas diana. Existen multiples
mecanismos conocidos mediados por ARNs Inc sobre la desestabilizacion de proteinas en
canceres gastrointestinales (Gl). Por ejemplo, los ARNs Inc pueden unirse directamente tanto a
la proteina diana como a la E3 ligasa para promover su ubiquitinacidn o interactuar fisicamente
con la proteina y promover la fosforilacion de aminodcidos especificos lo que conduce a una
mayor unidny, por tanto, a la desestabilizacién de la proteina (167). Curiosamente, se demostro
previamente que el ARN Inc de humanos UPAT puede imitar la accion de APOLO cuando se
expresa en células vegetales. UPAT interactia con UHRF1 en mamiferos, que es el ortélogo del
interactor de APOLO, VIM1 (25). Se propuso que UPAT puede controlar la actividad E3 ligasa de

su socio UHRF1 para modular la degradacién de proteinas (165). Sin embargo, el rol potencial
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de APOLO en la regulacidon de la estabilidad de sus proteinas asociadas sigue sin ser explorado
en profundidad y aqui presentamos pruebas que sugieren que APOLO puede inducir la
degradaciéon de HACS de forma especifica. Es probable que futuras investigaciones arrojen luz
sobre el papel potencial de APOLO en la modulacion de la estabilidad de proteina/as
asociada/as.

HY5 es un FT de tipo bZIP, que regula las respuestas mediadas por la luz y que se une al
promotor de numerosos genes (140), participando en diversos procesos fisiolégicos y bioldgicos,
incluyendo la termo y fotomorfogénesis, la biosintesis de flavonoides, el desarrollo radicular, la
respuesta al estrés abidtico y la homeostasis de nutrientes (168). Estudios recientes han
revelado los mecanismos moleculares subyacentes a la funcion del FT HY5, cuya actividad esta
regulada por fotorreceptores alternativos (169). En Arabidopsis, HY5 desempefia un papel
central en la sefializacion de la luz UV-B (136) no solo asociandose con los promotores de sus
genes blanco corriente abajo implicados en la senalizacion UV-B y la reparacion de dafios en el
ADN, como RUP1, RUP2, UVR2 y UVR3 (170), sino también reconociendo su propio promotor y
desencadenando una regulacidn de retroalimentacion positiva (62). Aqui demostramos que HY5
también reconoce el promotor de APOLO y activa su transcripcion (Figura 26 A-B). Ademas, los
ensayos de cinética de la respuesta a la exposicion a UV-B, nos permitieron concluir que el pico
de APOLO se produce después de tres horas de radiacion de una manera dependiente de HY5
(Figura 26C), y de forma consistente con el inicio del aumento de la proteina HY5 (Figura 25). En
conjunto, estos hallazgos sugieren la existencia de un mecanismo de retroalimentacién
transcripcional en el que la induccién tardia de APOLO por HY5 tras la exposicién a UV-B integra
un bucle negativo en la respuesta transcripcional de HY5. Como resultado, la actividad
transcripcional de HY5 es amortiguada por la desorganizacion mediada por APOLO del complejo
UVR8, COP1, WRKY42 y HACS sobre el locus HY5.

La luz y la temperatura fluctian durante los ciclos dia-noche y los cambios estacionales
controlan el crecimiento y el desarrollo de las plantas (171). Ademas, a temperaturas calidas (29
°C) y en condiciones tanto de luz como de oscuridad, HY5 se degrada (172). Como resultado, no
es capaz de competir con el FACTOR INTERACTOR DE FITOCROMO 4 (PIF4) para unirse a
determinados sitios e inhibir el crecimiento de plantulas en respuesta a temperaturas calidas
(173). Recientemente, se demostrd qué a 23 °C, el complejo APOLO-VIM1-LHP1 reconoce el gen
de biosintesis de auxinas YUCCA2, blogueando su transcripcion a través de la metilacién del ADN
y las histonas. A 29 °C, los niveles de transcripcién de APOLO disminuyen y la unién de VIM1-
LHP1 a laregion promotora de YUCCA2 se reduce, promoviendo su actividad transcripcional y la
elongacion del hipocotilo en respuesta al calor (25). De acuerdo con nuestras observaciones,

niveles mas bajos de proteina HY5 pueden causar una disminucion en la actividad transcripcional
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de APOLO, lo que podria permitir una adaptacién eficiente de la planta a cambios en las
condiciones de luz y temperatura.

En particular, la evitacidon de la sombra constituye otra estrategia relacionada con la luz
adoptada por las plantas, percibida como una sefal de proximidad de plantas vecinas que da
lugar a respuestas de desarrollo ante una reduccidn en la relacién Rojo/Rojo lejano (R/FR) (174).
Recientemente se demostré que los niveles de transcriptos de APOLO responden
dindmicamente a una baja relacidén R/FR en yemas axilares. Se demostré que APOLO media la
formacidn de bucles de cromatina que abarcan la regién promotora del regulador maestro de la
ramificacion BRANCHED1 (BRC1) en yemas, junto con los genes YUCCA2, PID y WAG2 en hojas.
Se propuso también qué, en respuesta a FR, APOLO participa en el crecimiento de las yemas
axilares y activa la sintesis y el flujo de auxinas relacionado con la hiponoastia foliar (120).
Notablemente, se sabe que HY5 es necesaria para la elongacién del hipocotilo y del peciolo bajo
la sombra (175), pero su transcripcion es inducida por la exposicidn prolongada (8h) a baja R/FR
(174). Consistentemente, en las plantulas expuestas al sol, una inhibicién del crecimiento del
hipocotilo fue mas eficiente por la tarde en comparacién con la mafiana, lo que indica que HY5
es responsable de finalizar la sefializacién de la sombra, una respuesta bien correlacionada con
su abundancia tardia (168,176).

Para concluir, nuestros hallazgos demuestran un mecanismo novedoso por el cual un ARN
Inc coordina la actividad de un complejo ribonucleoproteico integrado por un fotorreceptor, FTs
y remodeladores de la cromatina para modular la respuesta de las plantas a la luz enriquecida

con UV-B.
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Conclusiones

Conclusiones

El fotorreceptor UVR8 junto a COP1 interactian con el ARN no codificante APOLO vy el
FT WRKY42, formando un complejo que regula la transcripcion del FT HY5, que a su vez

modula los genes de respuesta al UV-B.

UVR8 es capaz de unirse a la cromatina, en particular en los sitios de inicio de la

transcripcidn al igual que el FT WRKY42.

El FT WRKY42 es el responsable de reclutar a UVR8 a la cromatina, a través de COP1, en

particular al promotor de HY5 para activar su transcripcion.

APOLO también interactla con la acetiltransferasa de histonas HAC5, y ambos participan

en la deposicion de H3K9ac sobre el locus HY5 en respuesta al UV-B.

La transcripcion de HY5 es amortiguada por la desorganizacion mediada por APOLO del

complejo UVR8, COP1, WRKY42 y HACS.
El FT HY5 activa la transcripcion de APOLO tras la exposicion prolongada al UV-B.

La induccion tardia de APOLO por el FT HY5 tras la exposicidn a UV-B, integra un bucle

negativo transcripcional en respuesta al UV-B.
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Anexo

Anexo

Anexo 1: Targets de UVR8 y WRKY42. Link de acceso:
https://drive.qgoogle.com/drive/folders/10LPf6z04aVByBoQjov408Rq9CqO2uFL9?usp=drive lin
k

Anexo 2: Lista de genes cuya transcripcion se ve aumentada por el tratamiento de 1h de luz
blanca suplementada con UV-B de manera dependiente de UVRS:

AT1G01420, AT1G01470, AT1G01520, AT1G02340, AT1G02350, AT1G02390, AT1G02820,
AT1G04530, AT1G05100, AT1G05870, AT1G06000, AT1G06040, AT1G06180, AT1G06430,
AT1G06690, AT1G07010, AT1G07128, AT1G07150, AT1G07720, AT1G08570, AT1G09350,
AT1G10370, AT1G10657, AT1G10920, AT1G10960, AT1G12250, AT1G12370, AT1G13080,
AT1G13600, AT1G13610, AT1G13670, AT1G14430, AT1G14820, AT1G15100, AT1G16730,
AT1G17050, AT1G17100, AT1G17400, AT1G18330, AT1G18810, AT1G19490, AT1G19700,
AT1G19970, AT1G20070, AT1G20450, AT1G22770, AT1G23010, AT1G23550, AT1G24148,
AT1G24580, AT1G26560, AT1G26790, AT1G29640, AT1G29720, AT1G31540, AT1G32690,
AT1G32780, AT1G32870, AT1G32900, AT1G33560, AT1G35140, AT1G35710, AT1G42550,
AT1G42560, AT1G48100, AT1G48745, AT1G49450, AT1G49660, AT1G50180, AT1G50250,
AT1G51440, AT1G51700, AT1G51805, AT1G51820, AT1G52690, AT1G53080, AT1G53090,
AT1G53680, AT1G54540, AT1G55910, AT1G55960, AT1G56600, AT1G56670, AT1G58520,
AT1G58807, AT1G59740, AT1G60270, AT1G60590, AT1G61380, AT1G61890, AT1G62030,
AT1G62180, AT1G62570, AT1G62975, AT1G64500, AT1G65060, AT1G65190, AT1G65486,
AT1G65490, AT1G65620, AT1G65870, AT1G66230, AT1G66330, AT1G66540, AT1G66725,
AT1G66780, AT1G66840, AT1G67030, AT1G67070, AT1G67360, AT1G68440, AT1G69530,
AT1G69640, AT1G69730, AT1G69870, AT1G70000, AT1G70420, AT1G70985, AT1G72240,
AT1G72490, AT1G73010, AT1G73480, AT1G73650, AT1G73670, AT1G74300, AT1G74430,
AT1G75040, AT1G75170, AT1G76570, AT1G78070, AT1G78100, AT1G78440, AT1G78450,
AT1G78510, AT1G78600, AT1G78820, AT1G79245, AT1G79270, AT1G79770, AT1G80130,
AT1G80340, AT1G80610, AT2G01290, AT2G02410, AT2G04570, AT2G04795, AT2G14060,
AT2G15020, AT2G15970, AT2G16365, AT2G16430, AT2G16890, AT2G17220, AT2G18790,
AT2G18969, AT2G19650, AT2G20570, AT2G21220, AT2G21320, AT2G21560, AT2G21970,
AT2G23000, AT2G23120, AT2G23670, AT2G23690, AT2G23910, AT2G24190, AT2G24540,
AT2G25450, AT2G25470, AT2G25510, AT2G25530, AT2G25620, AT2G27420, AT2G27820,
AT2G28550, AT2G28880, AT2G29090, AT2G29340, AT2G29450, AT2G30040, AT2G30520,
AT2G31560, AT2G31750, AT2G32390, AT2G32510, AT2G33530, AT2G33585, AT2G33590,
AT2G34810, AT2G34960, AT2G35290, AT2G35660, AT2G35700, AT2G35760, AT2G35940,
AT2G35960, AT2G36590, AT2G36630, AT2G36790, AT2G36800, AT2G36870, AT2G36970,
AT2G37970, AT2G38210, AT2G38230, AT2G39250, AT2G39800, AT2G39980, AT2G40080,
AT2G40150, AT2G40900, AT2G41000, AT2G41250, AT2G41342, AT2G43900, AT2G43910,
AT2G45680, AT2G46270, AT2G46340, AT2G46410, AT2G46420, AT2G46450, AT2G46790,
AT2G46830, AT2G47460, AT2G47485, AT2G47490, AT2G47770, AT3G01140, AT3G01820,
AT3G02140, AT3G02910, AT3G04110, AT3G04140, AT3G05327, AT3G05800, AT3G05932,
AT3G06070, AT3G07700, AT3G08505, AT3G09450, AT3G09520, AT3G09650, AT3G12580,
AT3G14200, AT3G14690, AT3G14770, AT3G15090, AT3G15310, AT3G15354, AT3G15760,
AT3G16175, AT3G16350, AT3G17110, AT3G17609, AT3G17611, AT3G17690, AT3G17790,
AT3G17800, AT3G18217, AT3G19450, AT3G21150, AT3G21560, AT3G21670, AT3G21690,
AT3G21890, AT3G22060, AT3G22830, AT3G22840, AT3G22886, AT3G23110, AT3G23210,
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AT3G23410, AT3G23530, AT3G23810, AT3G23920, AT3G24170, AT3G24190, AT3G24520,
AT3G24840, AT3G27170, AT3G28160, AT3G28270, AT3G44310, AT3G44450, AT3G44720,
AT3G44735, AT3G44970, AT3G46870, AT3G47420, AT3G47430, AT3G47770, AT3G47820,
AT3G47830, AT3G47960, AT3G48310, AT3G48320, AT3G48350, AT3G48460, AT3G48520,
AT3G48700, AT3G49210, AT3G49760, AT3G50560, AT3G50970, AT3G50980, AT3G51240,
AT3G51920, AT3G52450, AT3G52540, AT3G52740, AT3G52950, AT3G53830, AT3G54420,
AT3G54990, AT3G55110, AT3G55120, AT3G55580, AT3G56260, AT3G56290, AT3G56300,
AT3G57020, AT3G57062, AT3G57190, AT3G57540, AT3G57830, AT3G61220, AT3G61750,
AT3G62990, ATAG00050, AT4G00970, ATAG01540, ATAGO1660, ATAG02420, ATAG03400,
AT4G04840, ATAG05100, AT4G07390, ATAG08630, AT4G09420, ATAG09570, AT4G10450,
AT4G12720, ATAG14420, AT4G14600, ATAG16146, ATAG16250, ATAG16620, ATAG18780,
AT4G19700, ATAG21530, AT4G22830, AT4G23860, ATAG24540, ATAG24580, AT4G25250,
AT4G25770, ATAG26510, AT4G27140, AT4G28410, ATAG29380, AT4G29890, AT4G30090,
AT4G30790, AT4AG30950, AT4G31290, AT4G31550, ATAG31710, AT4G31920, AT4G32000,
AT4G32600, AT4G32700, AT4G33000, AT4G33540, ATAG34131, AT4G34490, AT4G34500,
ATA4G34610, ATAG35130, AT4G35510, AT4G35770, ATAG36220, AT4G36640, AT4G37550,
ATAG38070, ATAG38740, AT4G39360, AT4G39480, ATAG39800, ATAG40050, AT4G40060,
AT4G40070, ATAG40420, AT4G40480, AT4G40490, ATAG40520, AT4G40550, AT4G40650,
ATA4G40880, ATAG40950, AT4G41540, AT5G01890, AT5G01960, AT5G02260, AT5G02410,
AT5G02960, AT5G03760, AT5G03970, AT5G04120, AT5G04290, AT5G05200, AT5G06140,
AT5G07300, AT5G08550, AT5G09000, AT5G09410, AT5G09590, AT5G11890, AT5G11910,
AT5G12610, AT5G14850, AT5G17060, AT5G17070, AT5G17100, AT5G17340, AT5G17390,
AT5G19220, AT5G19970, AT5G20320, AT5G20980, AT5G22540, AT5G23120, AT5G23410,
AT5G23980, AT5G24260, AT5G25260, AT5G25930, AT5G26680, AT5G26920, AT5G27470,
AT5G27490, AT5G28020, AT5G28540, AT5G28640, AT5G28690, AT5G30340, AT5G30440,
AT5G31550, AT5G32810, AT5G34500, AT5G35130, AT5G35430, AT5G35620, AT5G37300,
AT5G37670, AT5G37690, AT5G37790, AT5G38020, AT5G39560, AT5G39610, AT5G40700,
AT5G41480, AT5G41560, AT5G41590, AT5G42260, AT5G42400, AT5G43270, AT5G43740,
AT5G44680, AT5G45320, AT5G46050, AT5G46630, AT5G46780, AT5G46950, AT5G47610,
AT5G47900, AT5G49050, AT5G49810, AT5G50740, AT5G51440, AT5G52000, AT5G52310,
AT5G52870, AT5G53160, AT5G53230, AT5G54270, AT5G54490, AT5G54690, AT5G55800,
AT5G55900, AT5G56230, AT5G56550, AT5G56740, AT5G57360, AT5G57820, AT5G57940,
AT5G58910, AT5G59120, AT5G59440, AT5G59500, AT5G59610, AT5G60600, AT5G61850,
AT5G62290, AT5G63110, AT5G63640, AT5G64160, AT5G64420, AT5G65450, AT5G65920,
AT5G66250, AT5G66980, AT5G67650, AT5G67680, AT5G68480, AT5G68720, AT5G69250,
AT5G69550, AT5G69840, AT5G69980, AT5G70470, AT5G70900, AT5G71930, AT5G71990,
AT5G72680, AT5G73560, AT5G73910, AT5G74180, AT5G74590, AT5G74810, AT5G75310,
AT5G75610, AT5G75660, AT5G76800, AT5G77200, AT5G77990, AT5G78080, AT5G78130,
AT5G78300, AT5G78600, AT5G79270, AT5G79690, AT5G80160, AT5G80330, AT5G80580.

Anexo 3: Lista de genes cuya transcripcién se ve disminuida por el tratamiento de 1h de luz
blanca suplementada con UV-B de manera dependiente de UVRS8:

AT1G30250, AT1G60060, AT1G67265, AT2G01755, AT2G44910, AT2G46970, AT3G10040,
AT3G51400, AT3G60390, AT4G25420, AT4G34770, ATAG34790, AT5G15160, AT5G39860.
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Anexo 4: Lista de genes blanco en comun de APOLO, UVR8 y WRKY42 y lista de que genes
estdn desregulados en plantas que sobreexpresan APOLO y plantas tratadas con UV-B y cuya
expresion depende de la presencia de UVR8. Link de acceso:

https://drive.qgoogle.com/drive/folders/10LPf6z04aVByBoQjov408Rq9CqO2uFL9?usp=drive lin
k
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