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RESUMEN

QQS es un gen huérfano que tiene un papel relevante en el metabolismo del almidén
incrementando el ratio nitrdgeno/carbono, un rasgo agronémicamente muy interesante que se
puede conseguir sobreexpresando QQS en arroz, soja y maiz (Li et al., 2009, Li et al., 2015).
Ademas, QQS esta relacionado con la proton ATPasa de la membrana plasméatica (en
Arabidopsis, AHA), responsable del crecimiento celular y la toma de nutrientes. Micromatrices de
pérdida de funcion de las dos principales isoformas de AHA, ahal-6 y aha2-4, muestran niveles
bajos de mMRNA de QQS (Haruta et al., 2012). Una posterior publicacion asigna a QQS la tarea
de facilitar la entrada al interior del nucleo el factor de transcripciéon NF-YC4. Este pertenece a la
familia NF-YCs, los cuales se comportan como inhibidores transcripcionales de la bomba de
protones. Posteriormente, analizando las secuencias de zonas promotoras de los AHAS se pone
de manifiesto que AHA2 tiene 5 cajas CCAAT tipicas de los NF-Ys, mientras que AHA1L tiene
solo un par de ellas. El andlisis de expresion mediante qRT-PCR de lineas de ganancia de
funcién de QQS y NF-YC4 (NF-YC4 OE) muestran inhibicién especifica de la expresion del gen
AHAZ2. En las mismas condiciones, la pérdida de funcion de QQS vy el triple mutante nf-yc3,4,9
tienen aumentadas su expresion. El factor de activacion clave de ese gen se llama PTM, que
procede de la pared del cloroplasto y reconoce una region de 63 pares de bases. El analisis de
expresion del mutante ptm2 (At5g22760), un gen de la familia del ya descrito PTM, muestra una
expresion reducida de AHA2, mientras que en lineas constitutivas con una version truncada
muestran sobreexpresion de la misma. Todo esto, nos ha llevado a comprobar si PTM2 reconoce
la caja del promotor AHA2 mediante un ensayo de One Hybrid en levadura.
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ABSTRACT

QQS is a gene that has a relevant role in the starch metabolism by increasing the nitrogen /
carbon ratio, an agronomically interesting feature that can be reached by overexpressing QQS in
rice, soybeans and corn (Li et al., 2009, Li et al., 2015) . In addition, QQS is related to the proton
ATPase of the plasma membrane (in Arabidopsis, AHA), responsible for cell growth and nutrient
intake. Microarrays of loss of function of the two main isoforms of AHA, ahal-6 and aha2-4, show
low levels of QQS mRNA (Haruta et al., 2012). A subsequent publication assigns to QQS the task
of facilitating the entry into the core of the transcription factor NF-YC4. This is a member of the
NF-YCs family, which behave as transcriptional inhibitors of the proton pump. Subsequently,
analyzing the sequences of the AHAs promoters, it is revealed that AHA2 has 5 CCAAT boxes
typical of the NF-Ys, while AHA1 has only a couple of them. gRT-PCR expression analysis of
QQS and NF-YC4 function gain lines (NF-YC4 OE) indicates specific inhibition of AHA2 gene
expression. Under the same conditions, the loss of the QQS function and the triple mutant nf-
yc3,4,9 have increased expression. The activation factor of that gene is called PTM, which is
derived from the reduction of chloroplast and a region of 63 base pairs is recognized. The analysis
of the expression of the mutant ptm2 (At5g22760), a gene of the family of the already described
PTM, shows a reduced expression of AHA2, while in the constitutive lines with a truncated version
show the overexpression of AHA2. Because of that, we are checking if PTM2 recognizes the
AHA2 promoter box by means of a One Hybrid test in yeast.

Keywords: H+-ATPase (AHA2), QQS, PTM2, NF-YC, Yeast One-Hybrid.
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1. INTRODUCCION

1.1.AHA2 (Autoinhibited H+-ATPase)

La proton ATPasa (H+-ATPasa) es una proteina transmembrana que funciona como bomba de
exportacion de protones (Duby & Boutry, 2008). Esta ATPasa crea un gradiente electroquimico
de protones que conduce a la toma de nutrientes y regula el crecimiento mediante la modulacién
del pH intracelular (neutro/basico) y extracelular (4cido). (Figura 1) (Morsomme & Boutry, 2000).

La H+-ATPasa pertenece a la extensa familia de las ATPasas P. En Arabidopsis hay 11 isoformas
de H+-ATPasas, llamadas desde AHAl1 a AHA1l (Yuan et al.,, 2017), las cuales suelen
expresarse en tipos celulares especificos. Un ejemplo es AHA3, con gran importancia en el
desarrollo del polen (Robertson et al., 2004). No obstante AHAL1 y AHA2 son las H+-ATPasas
mas expresadas en toda la planta. Estas dos participan en la sefializacion celular modificando el
pH citosolico cuando hay estrés abiotico y bidtico.

Estas dos isoformas son las mas importantes ya que el doble mutante de estas no es viable. Por
otra parte, mutantes simples de cada una de las isoformas (ahal-6 y aha 2-4) inducen la
expresion del mismo gen, QQS (Qua Quine Starch) (Haruta & Sussman, 2012).
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Figura 1. Estructura de la H+-ATPasa. La H+-ATPasa en un estado poco activo donde expulsa al
apoplasto un limitado nimero de protones manteniendo un pH citosélico ligeramente alcalino (7,25).

1



Se conoce que esta proteina de membrana esta codificada por aproximadamente 10 genes,
aunque difiere segun las especies (Morsomme & Boutry, 2000).

AHAZ2 esta constituida por 948 residuos de aminoacidos, los cuales se pliegan de manera que
conforman 10 segmentos en forma de alfa hélice hidrofobicas (Figura 1). La actividad catalitica
se encuentra en la parte citoplasmatica (dominios A, N y P) donde ademéas hay dos dominios
terminales hidrofébicos que participan en la regulacién. ElI dominio C-terminal, de unos 100
residuos aproximadamente, inhibe la bomba de protones interfiriendo con estos dominios
cataliticos. (Palmgren et al., 1991). Dependiendo de los dominios terminales, la H+-ATPasa
estard en dos estados: autoinhibido, donde la hidrélisis de ATP y el transporte de H+ estan
acoplados débilmente, e inducido, donde esta hidrélisis de ATP y transporte de H+ estan
fuertemente acoplados (Falhof et al., 2016).

Ademas de en el transporte activo de protones y el consecuente transporte de otros compuestos,
esta proteina participa en muchas otras funciones esenciales para las plantas.

1.1.1. Funciones fisiologicas (Morsomme & Boutry, 2000)
-Transporte secundario

La H-ATPasa es la activadora principal del transporte secundario (transportadores y canales) ya
gue genera el gradiente electroquimico necesario para poder absorber los compuestos que la
célula necesita a través de la membrana plasmatica. La mayoria de estos sistemas son de
simporte, como en el caso de la toma de potasio por canales tipo Shaker, aunque también
encontramos antiportadores como el de H+/Na+ tipo SOS1 (Falhof et al., 2016).

-Salinidad

La sal es toxica para las plantas, y por ello, estas han desarrollado varios mecanismos para evitar
su acumulacion utilizando los transportadores secundarios.

Las plantas no tienen bombas de Na+ o Na+/K+ ATPasa como tienen los animales, aunque las
células vegetales sean mas sensibles a la salinidad del medio que las animales. Sin embargo,
las plantas si son capaces de expulsar al medio el Na+ mediante antiportadores Na+/H+ (SOS1
en Arabidopsis), que dependen directamente del gradiente que genera la H+ATPasa a través de
la membrana plasmatica.

La compartimentalizacion y la extrusion (expulsién) de los iones toxicos como las sales,en la
vacuola se produce como respuesta a la acumulacién de estos mismos iones en el citosol.



-Apertura de estomas

Los estomas son unos pequefios orificios que se encuentran en las hojas de las plantas y son
los responsables del intercambio de gases (02, CO2 y H20). Estan rodeados por dos células
oclusivas, que controlan la apertura de los orificios mediante los cambios en su turgencia
regulados a su vez por la hiperpolarizacion de la membrana plasmética y la acidificacion del
medio extracelular por parte de la H+-ATPasa (llan, 1994). La funcion de la H+-ATPasa es
proporcionar el potencial electroquimico necesario para el movimiento de los iones a través de
las membranas y controlar la apertura y cierre de los canales de iones (como el de Na+), lo cual
explica porqué la H+-ATPasa esti altamente expresada en estas células que rodean los
estomas.

-Regulacién pH intracelular y elongacion celular

La teoria del crecimiento acido dicta que los protones expulsados por la H+-ATPasa bajan el pH
del apoplasto. Esto provoca que se debiliten los puentes de hidrogeno de las microfibrillas de la
pared celular vegetal y que se desplacen por la presion intracelular aumentando el volumen
celular, por lo que la activacién de la H+-ATPasa promueve la elongacion de las células y
consecuentemente el crecimiento de la planta (Duby & Boutry, 2008). Ademas de esto, la
acidificacion del apoplasto induce también la toma de K+ por la hiperpolarizacion de la
membrana, o cual produce cambios osmoticos permitiendo que haya un flujo de agua a través
de las acuaporinas, favoreciendo la elongacion celular (Morsomme & Boutry, 2000).

1.2. FACTORES DE REGULACION DE AHA A NIVEL POSTRADUCCIONAL

Las modificaciones post-traduccionales como las fosforilaciones tienen un papel muy importante
en muchos tipos de funciones celulares. Se conoce que alrededor de un tercio de todas las
proteinas de eucariotas se fosforilan en algiin momento para regular su actividad, estabilidad u
organizacion espacial. Las fosforilaciones son un paso clave en la transduccién de sefiales por
cascada y son mediadas por kinasas (Rudashevskaya et al., 2011).

En general, hay varios sitios de activacion e inhibiciébn por fosforilacion, que dependen
principalmente del extremo C-terminal y de la posicion donde se dan estas fosforilaciones (Falhof
et al., 2016). No obstante, no todos los sitios de fosforilacion estan determinados.



Segun la literatura (Haruta et al., 2018), hay varias fosforilaciones en la H+-ATPasa, no obstante,
la mé&s estudiada ha sido la del penultimo residuo, en la Treonina 947 (Thr-947). Esta fosforilacion
estabiliza la H+-ATPasa creando un sitio de union para proteinas 14-3-3, que se unen
fuertemente a otras proteinas para estabilizar estructuras proteicas (Rosenquist et al., 2000).

A pesar de que existen muchos estudios de regulacion postraduccional de AHA2, a nivel de
regulacion transcripcional no existe apenas literatura.

1.3. FACTORES DE REGULACION DE AHA A NIVEL TRANSCRIPCIONAL
1.3.1. NF-YC

Los “Nuclear Factor-Y” (NF-Y) estan involucrados en muchos aspectos de la fisiologia de las
plantas como en el tiempo de floracién o en la respuesta al estrés (Myers & Holt, 2018). Estos
NF-Y son subunidades de 3 familias proteicas distintas altamente conservadas en eucariotas
(Kumimoto et al., 2010): NF-YA, NF-YB y NF-YC. Se conoce que estos tres factores forman un
complejo heterotrimérico que reconoce la secuencia consenso CCAAT de la zona promotora de
los genes que regula y se une a ella. No obstante, hay mas proteinas o complejos proteicos que
se unen a estas cajas CCAAT, es decir, que hay otros factores que contribuyen a la unién de los
NF-Y. El factor NF-YA es el que reconoce la secuencia y se une a ellay los NF-YB y NF-YC
tienen unos dominios especificos de unién entre ellos y con la tercera subunidad de NF-YA
(Figura 2).

Segun Kumimoto et al., 2010, NF-YC3, NF-YC4 y NFYC9 interactiian con CONSTANS, un factor
de transcripcion que regula el tiempo de floracion. CONSTANS interactia con estos NF-YC para
activar al FLOWERING LOCUS T (FT), provocando la reduccion del tiempo de floracién.

Estos tres NF-YC también estan relacionados con la sefializacion de fitohormonas como el acido
abscisico y las giberelinas (Myers & Holt, 2018).
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Figura 2. Formacion del complejo de los NF-YA, By C segun Myers & Holt, 2018. La unién de los NF-YB
y NF-YC ocurre en el citoplasma y seguidamente este complejo entra en el ndcleo para unirse a su vez
con NF-YCA. Asi, estos tres factores reconocen las secuencias CCAAT de los genes a regular.

1.3.2. QQS

El gen Qua-Quine Starch (QQS) es un gen huérfano, es decir, que solo se encuentra en una
especie, en este caso Arabidopsis thaliana, cuya funcién se relaciona con la inhibicién de la
sintesis de almidén. La sobreexpresion de este gen en Arabidopsis aumenta el contenido total
proteico de la célula y disminuye el de almidén.

QQS incrementa el ratio nitrégeno/carbono, un rasgo agronémicamente muy interesante que se
puede conseguir sobreexpresandolo en arroz, soja y maiz (Li et al., 2009, Li et al., 2015).

En Li et al., 2015 se demostrd, aunque no se conoce el mecanismo molecular todavia, que QQS,
gue se encuentra en el citosol, interacciona con el factor NF-YC4 formando un complejo que se
desplaza al ntcleo y modula la expresion de diferentes genes, dado que en ausencia de QQS,
NF-YC4 no realiza su tarea especifica (Figura 3).
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Figura 3. Modelo de induccién de QQS segun Li et al., 2015. El QQS citosdlico forma un complejo con
NF-YC4, se desplaza al nucleo y modula la expresion de diferentes genes.

1.3.3. PTM2

PTM es un factor de transcripcion del tipo PHD (“plant homeodomain”) con dominios
transmembrana del cloroplasto que reconoce una region de 63 pares de bases y se activa por la
rotura proteolitica transmitiendo mdltiples sefiales retrégradas hacia el nucleo. Los “PHD zinc
fingers” son estructuras conservadas en proteinas que modifican la cromatina, asi como también
median interacciones moleculares en la transcripcion de genes (Sanchez & Zhou, 2011).

Se sabe que PTM libera su fragmento N-terminal para asociarse con la cromatina y suprimir la
transcripcién del FLOWERING LOCUS C (FLC). Esto en definitiva hace que la planta florezca
antes, ya que el FLC es un represor de la floracion. Ademas el promotor de FLC tiene una caja
muy parecida a la que tiene AHA2 (Feng et al., 2016).

El gen At5g22760 también es un gen de la familia de los PHD pero que no esta descrito. En este
trabajo se denomina PTM2 por la similitud con el gen PTM.



1.4. YEAST ONE-HYBRID (Y1H)

La “yeast one-hybrid” (Y1H) es una técnica derivada de la “yeast two-hydrid” que sirve para
analizar interacciones DNA-proteina gracias a la expresion de genes reporteros. En este sistema,
se detectan interacciones en sistemas eucariotas, lo que permite el estudio de factores de
transcripcibn en animales y en plantas. Estos factores de transcripcion se conforman
normalmente de dos dominios: uno que se une al DNA (DNA-binding domain o BD) y otro que
activa la transcripcion (activation domain o AD) (Sun et al., 2011).

El sistema Y1H esta formado por dos componentes (Figura 4, Sun et al., 2011): la “presa” (prey)
y el “cebo” (bait). La llamada “presa” es la proteina hibrida que se forma con nuestra proteina de
interés conjugada con el factor GAL4, y el “cebo” sera el DNA al que se unira la “presa”, que en
caso de que esta interaccion ocurra, expresara el gen reportero.

Ambos componentes estan codificados en dos vectores diferentes que se introduciran en una
misma levadura. Entonces si nuestro factor de transcripcion codificado en un vector, se une al
DNA codificado por el otro vector, el AD inducira la expresion de la proteina reportera. Cabe
sefialar que esta técnica solo nos informara de si ocurre la interaccion de la proteina con el DNA,
no de si este factor es activador o inhibidor, ya que el AD de la levadura activa igualmente al gen
reportero.

Las cepas utilizadas de levaduras para este ensayo pueden tener varias mutaciones en genes
auxotroficos. Los mas comunes son el triptéfano (trpl), la leucina (leu2), la histidina (his3) y el
uracilo (ura3), asi como el gen lacZ, que también se usa para seleccionar las colonias con las
construcciones deseadas mediante los fenotipos segun los medios de seleccion.

e

Prey construct

@ Bait DNA Reporter gene

Bait reporter construct

Figura 4. Componentes del ensayo Y1H. Arriba se ve el plasmido presa que da como producto el factor
de transcripcion de interés (TF) unido al dominio de activaciéon (AD). Abajo, el vector que da lugar al DNA
de estudio y el gen reportero que se expresara en el caso de que esta interaccién TF-DNA ocurra.
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1.5. ANTECEDENTES

Buscando indicios de la regulacion de la H+ATPasa por factores de transcripcion, se probaron
los miembros de la familia PHD, entre los cuales solo el At5g22760 parecia regular la expresion.
FLC es regulado por PTM, por lo que es posible que haya una interaccion con la caja de este
gen, y se sabe que el promotor de FLC tiene una caja muy parecida a la que tiene AHA2 (Feng

et al., 2016).
A este gen se le denomind PTM2, por su similitud con el ya descrito PTM (Sun et al., 2011).



2. OBJETIVOS

Objetivo general: estudiar factores de transcripcion que puedan regular la expresion de AHA2.
Objetivos especificos:

- Estudiar la expresion de AHA2 en mutantes de pérdida de funcién ptm2 para conocer si
es un activador o inhibidor de AHAZ2.

- Comprobar si existe interaccion directa entre este factor PTM2 y el promotor AHA2.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1. Arabidopsis Thaliana

Para estos ensayos, se utilizé el ecotipo Columbia 0 (Col-0) de la planta Arabidopsis thaliana. El
triple mutante de Arabidopsis nf-yc3,4,9 ha sido concedido por el laboratorio de Ben F. Holt 1lI
(Kunimoto et al., 2010). La pérdida de funcidon (de microRNA artificial) amiQQS viene del
laboratorio de Wurtele (Li et al., 2009). La sobreexpresion de NF-YC4 viene de la coleccion de
factores de transcripcion TRANSPLANTA (Coego et al.,, 2014) y pedida con los cédigos
N2102545y TPT_5.63470.1A al NASC (Nottingham, UK). Siempre se pidieron del NASC la linea
de pérdida de funcién ptm (At5g35210), en concreto pedimos la linea N666425 correspondiente
a SALK_073799C (homocigota).La linea de pérdida de funcién ptm2 (At5g22760) identificada
como N843295y SAIL_1170_DO01 (homocigota).

Para el cultivo in vitro de las semillas, se utilizaron placas del medio sélido MS (Murashige y
Skoog, 1962), se sellaron con cinta micropore y crecieron a 23°C en condiciones de dia largo.

Tanto el factor de transcripcién PTM2 como el fragmento del promotor de AHA2 clonados para
el ensayo Y1H provienen del transcriptoma y del genoma de Arabidopsis thaliana
respectivamente.

3.1.2. Escherichia Coli

Se utilizé la cepa DH5a de Escherichia Coli para manejar los genes clonados en distintos
vectores plasmidicos.

3.1.3. Saccharomyces cerevisiae

Para el ensayo de Y1H se han utilizados dos cepas haploides de Saccharomyces cerevisiae
cada una con una construccién y luego gracias a los determinantes mating MATa y MATa se ha
conseguido juntarlas para obtener la copresencia de la construccion cebo y presa en levadura
diploide Y187 y THY.AP4.

La Y187 es un MATa que presenta el siguiente genotipo: ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901,
leu2-3, 112, galdA, met-, gal80A, MEL1, URA3::GALL1UAS- GALL1TATA-lacZ. Debido a estas
mutaciones, la cepa incluye las siguientes auxotrofias: triptéfano, leucina, histidina, adenina y
metionina. Esta cepa es la que se utilizé para ser transformada con el plasmido
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pHIS2 con el promotor de AHA2 y pHIS2 plasmido vacio como control. Se utilizé la misma cepa
para transformar e integrar el plasmido pHIPPIE en el genoma de lavadura tanto la construccion
con el promotor de AHA2 y la construccién sin promotor. Y la cepa THY.AP4 lleva determinante
sexual MATa y ha sido transformada con pGALT7-PTM2 y lleva ura3, leu2, lexA:lacZ:trpl,
lexA::HIS3, lexA::ADE2 (Obrdlik et al., 2004).

3.2. VECTORES DE CLONACION

Se utilizaron diversos vectores para clonacion y subclonacion del promotor de AHA2 y del factor
de transcripcion PTM2.

-pDONR/Zeo: El vector pPDONR/Zeo (ThermoFisherScientificTM)(Figura 5) es un vector con la
tecnologia Gateway diseflado para generar clones con el gen de interés flanqueado con unos
extremos attL, que se recombinaran con otro clon o producto de PCR flanqueado con extremos
attB. Después de esta reaccion BP, se podra recombinar con otros vectores con tecnologia
Gateway con una reaccion de recombinacion LR. El vector contiene ademas unos terminadores
T1y T2 para proteger el gen clonado, unos primers M13 en sentido y en antisentido para la
secuenciacion del inserto, los sitios de recombinacién anteriormente mencionados, el gen ccdB
para la seleccién negativa, el origen de replicacion pUC para E.coli, y resistencias a cloramfenicol
y kanamicina o zeocina.

M13 M13

Forward Reverse
e - atm2 B

pDONR™221
pDONR"/Zeo

Figura 5. Esquema del plasmido pDONR/Zeo.
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-pGEM®-T Easy: El vector pre-linealizado pGEM®-T Easy (Promega) se ha usado para
subclonar el promotor de AHA2 entre -186 y -253 par de bases antes del codén de inicio ATG.
Flanqueando el sitio de insercion se encuentran multiples sitios de restriccion (Figura 6) y
ademas contiene extremos 3’-T para que sea compatible con los con los productos de PCR que
afiaden a los extremos una adenina como ocurre por ejemplo con la Taq polimerasa. Otra
caracteristica relevante de este plasmido es que las colonias que han incorporado un inserto en
la reaccidn de ligacion interrumpiran la region codificante para el péptido a (LacZ) para la -
galactosidasa. Las colonias recombinantes seran blancas, mientras que las que no hayan
captado el inserto seran azules, por la expresion de este péptido. Este vector también contiene
un origen de replicacion para E.coli, un gen de resistencia a ampicilina y un par de promotores
para hacer posible la secuenciacion del inserto (T7 y SP6).

smni 2009
.1 1890 Nael 2707 1 1 start
- e Apal 14
Aatll 20
1 on Sphl 2
BstZI 31
Ncol 37
A [ BstZl 43
Amp Notl 43
pGEM"-T Easy lacZ Sacll 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
[;‘.1'{;‘5 70
Notl 77
BstZi 7
Pstl
n Sall ¥
Ndel )7
Sacl 109
BstXl |118 &
Nsil 127 8
14 <
T spe %

Figura 6 . Esquema del Plasmido pGEM®-T Easy. Al lado derecho, el listado sitios de restriccién que
contiene el multiple cloning site (MCS).

- pHIS2: Se trata de un vector disefiado para ensayos de Y1H (Figura 7) que permite clonar
facilmente la zona promotora del gen del interés, en nuestro caso AHA2. Ademas, contiene un
gen reportero HIS3 sin su promotor nativo, pero con un promotor minimo y un sitio de mdaltiple
conacioén para permitir el inserto de las secuencias de interés. Este plasmido lleva dos origenes
de replicacion, uno para E.coli (Col E1) y uno para S. cerevisiae (ARS4/CENG6), ademas de un
gen de resistencia a kanamicina y el gen de la auxotrofia para Triptéfano (TRP1).
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MCS
(1-41)

Sacl(17)

Kpn (775)
PminHI83 HIS3 '

3'UTR
&

7'minHlSS

CENG6/ARS4

pHIS2
1.2kb

Figura 7. Esquema del vector pHIS2. Se muestran las partes detalladas y algunos sitios de cortes de
restriccion (Sac |, Kpnl).

- pHIPPIE: Este plasmido es una variante del plasmido anterior pHIS2 (Clonetech). Es
plasmido tiene el gen de auxotrofia para uracilo (URA3) en lugar del de triptéfano para poder
integrarse mediante recombinacion homadloga (de la mutacién ura3-52) al genoma de la
levadura transformada y sirve para hacer el ensayo Y1H (Figura 8). Para conseguir este
cambio, cortamos el vector pHIS2 con EcoRIl y EcoRV y el plasmido pCM259 con EcoRI 'y Pmel
y los ligamos. En el fragmento de pHIS2, nos queda el reportero HIS3 y en el fragmento de
pCM259 nos queda URAS y la resistencia a ampicilina/carbenicilina.

r
&

EHV

3-52

q ug jo directo
UAJ ecllico para HIS3

’—__\_7_4/:%7 HIS3 \k ’/r ﬁ\ﬁ;

URA3

Figura 8. Esquema del mecanismo de integracion del plasmido pHIPPIE. Esto ocurre mediante las
regiones de URA3 del plasmido y ura3-52 del genoma de levadura.
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- pGADT7-GW: Es un plasmido con la tecnologia Gateway® (Figura 9) que sirve como vector
‘presa” en ensayos Yeast Two/One Hybrid. Esto es porque contiene el dominio GAL4 de
activacion que se pega a la proteina recombinante resultante. Tiene un promotor de levadura
gue genera un alto nimero de copias (2u) y un gen de auxotrofia para la leucina (LEU2). Posee
dos sitios de recombinacion attR flanqueando el gen ccdB, que provoca la muerte de la célula,
para la reaccién LR que sustituira el inserto de interés por este gen ccdB. También permite su
uso en bacterias gracias al origen de replicacion en E.coli y dos genes de resistencia a
antibioticos, ampicilina y cloramfenicol.

(12) Sbfi Kasl (144)
" Narl (145)
(9249) Nsil sfol (146)
_ \ PluTl (148)
(8993) BsaAl - SnaBl ’ NgoMIV (210)
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8 GEX 3
pBRorEco

(8219) Aatil

8217) Zral —

Bsgl (1422)
Acc651 (1549)
Kpnl (1553)
Rsril (1627)
SexAl * (1767)
\ Bglll (1898)
(7667) Pvul £ T7 (1905 .. 1924)
Ndel (1970
(7445) NmeAlll

(7337) Bmrl
(7297) Ahdl

— CAT-R (2274 ..2293

PGADT7-GW

9638 bp EcoRl (2421)

Pasl (2653)

BssHIl (2915)

4 BbvCl (3146)
TspMI - Xmal (3290)
" 4 Smal - Srfl (3292
o h fwd (3 ,

P B-fwd (3393 .. 3412

& 3 ADH1 tef /
\\:_—/ S 4 sall (3549)

(6294 .. 6311) L4440
(6288) BspQl - Sapl
(6150) Bmtl
(6146) Nhel

PaeR71 - Xhol (3680)

M13/pUC Revers
2..5928) M13 Reverse

(5570) PpuMi
(5425) BStEN fyblex-R (4 4145,

(5145) Afll

Figura 9. Esquema del vector pGADT7-GW con los sitios de restriccion.

3.3. Manipulacion y crecimiento de E.Coli

Cultivamos bacterias E.coli a 37°C durante 24 horas. Para los medios sélidos utilizamos medio
LB con agar y el antibiético necesario para la posterior seleccién de colonias con los plasmidos
de interés. ElI medio liquido (sin agar) lo utilizamos posteriormente para crecer las colonias
seleccionadas en el medio sélido, incubandolo en agitacion a 200 rpm a 37°C para conseguir
una buena aireacion.
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3.3.1. Preparacién de E.coli competentes y transformacién

Partimos de glicerinados de células competentes de E.coli (previamente preparada con método
(Inoue et al., 1990) para transformarlas con nuestros pladsmidos. Estos tubos glicerinados se
descongelaron, ya que se encontraban a -80°C, y se incubaron con los vectores de interés en
hielo durante 30 minutos.

Para que nuestro DNA plasmidico entrara en las células se procedi6 a realizar un choque térmico,
gue consiste en incubar durante 50 segundos las bacterias a 42°C. Tras esto, afiadimos 300 uL
en medio LB y mantuvimos en agitacion 1 hora a 37°C, con la finalidad de recuperar las bacterias
del estrés térmico anterior.

Para acabar, sembramos las bacterias en medio sélido de LB sobre una placa con el antibiético
correspondiente para la posterior seleccion de las células transformadas.

3.4. Manipulacién y crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras se mantienen 48 horas a 28°C en medio rico YPDA liquido en agitacion a 200 rpm
para su correcto crecimiento hasta 1 OD. Después se hizo un lavado con agua y uno con AcLiTE
(Li* acetato0,1M, 10mM Tris-HCI pH7,6, EDTA 1mM) y afiadimos el carrier (0 sSDNA) para
conseguir que estas células sean competentes.

3.4.1. Preparacion de S. cerevisiae y transformacion de Saccharomyces cerevisiae

La transformacion de levaduras también se llevé a cabo por choque térmico. En este caso, ha de
ser un choque més agresivo ya que las levaduras tiene mas resistencia a la lisis. Realizamos el
choque en presencia de PEGLITE (Polietilenglicol 4000 al 40% p/v, Li* acetato0,1M, EDTA 1mM,
10mM Tris-HCI pH7,6) durante 30 minutos a 28°C y luego 20 minutos a 42°C. Luego se extienden
en placas con medios selectivos SD con los aminoacidos que se necesite para seleccionar el/los
plasmidos de interés.

3.5. Medios de cultivo

3.5.1. Murashige y Skoog (MS)

Se preparé medio con sales Murashige y Skoog con la cantidad pertinente tanto para medios
liguidos como sélidos. Para el medio sdlido, sin sacarosa, 10mM de acido 2-

[Nmorpholino]ethanesulfonic (MES) ajustado a pH 6 con Tris basico y con un 1% de agar.
(Murashige y Skoog, 1962).
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Para las muestras de gRT-PCR las plantas se crecieron en medio nutritivo (Naranjo et al., 2003)
solido y para experimentos de ayuno medio liquido.

Para compensar la presién osmaética que causa la sacarosa al 1%, a las plantas sin tratamiento
(después del ayuno) se le ha afiadido a la solucion nutritiva el 3% de PEG6000.

3.5.2. Luria-Bertani (LB)

El medio Luria-Bertani (LB) es el medio que utilizamos para el crecimiento de E.coli. La
composicion de este medio es: triptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%
ajustando el pH con NaOH a 7,2. En el caso de realizar el medio en placa, se le afiade 20 g/L
para que sea solido, se autoclava y se afladen los antibibticos pertinentes para la seleccién bajo
campana para mantener la esterilidad. Los antibiéticos que usamos fueron la kanamicina a 50
pHg/mL para las construcciones de pHIS2, la carbenicilina 100ug/mL.

3.5.3. SOC (Super optimal broth)

Este medio lo utilizamos para el crecimiento de las bacterias tras el estrés del choque térmico.
La composicion es: triptona al 2%, extracto de levadura al 0,5%, 10 mM de NaCly 2,5 mM de
KCI. Ajustamos a pH 7 con NaOH, autoclavamos y cuando se enfrié un poco, afiadimos 10mM
de MgCI2 y 20 mM de glucosa, ambas estériles.

3.5.4.YPDA (Yeast extract-Peptone Dextrosa Adenina)

YPDA es el medio mas completo para las levaduras y su composicion es: 20 g/L de peptona y
10 g/L de extracto de levadura. A esto se le afiade HCI para ajustar el pH a 5,8 y se enrasa con
agua hasta 1 L para después esterilizar en el autoclave. Tras la esterilizacién y enfriamiento a
unos 50°C, se le afiade 50 ml glucosa al 20%.

3.5.5. Medio sintético SD

Otro medio para levadura es el medio SD, este no es el mejor medio para las condiciones de
crecimiento, pero es (til a la hora de seleccionar las levaduras que hayan incorporado el plasmido
de interés. Su composicion es: Yeast Nitrogen Buffer (YNB) al 0,7%, glucosa al 2%, 0,05M de
acido succinico a pH 5,5 y un 2% de agar, ademas de los aminoacidos que afadiremos para que
la levadura crezca, pero en los que omitiremos los aminoacidos para la seleccién por auxotrofia,
gue dependeran en cada caso del plasmido con el que transformemos.
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3.6. Primers

Para amplificar la secuencia de nuestro promotor de AHA2 a partir del DNA gendmico de
Arabidopsis, necesitamos disefiar unos primers, que fueron los siguientes:

AHA2 forward: GATTAAGAACTTAAAGAGGCAG
AHAZ2 reverse: GCATAGCTGAGACGTTGTCTT

Y para amplificar el cDNA (es cDNA porque en levadura , donde se hara Y1H, no podemos poner
intrones, tiene que estar ya procesado para que de la proteina) de la secuencia de PTM2,
necesitamos disefiar otros cebadores:

At5g22760_0027s ATGGAAGGAAAGGTGGCTAAACCTAGA
At5g22760_1540STOPas: TCATACCAGGACAACTTTTGGAATGT

Los cebadores para las qRT-PCR:

PP2AA3_AT1G13320_F (gen referencia) :5-ACCTGCGGTAATAACTGCATCTA-3'
PP2AA3 AT1G13320 R (gen referencia) :5-CCGAACATCAACATCTGGGTC-3'
AHAlForward: 5-GAACTAATGGGTGCTGTGTATCT-3'

AHA1Reverse: 5'-CCAGGACGTTCGACAAATGA-3'

AHA2Forward: 5-CCAGGCCATCATGACTGTTATT-3'

AHAZ2Reverse: 5'-GTAAGTACACCGCACCCATTAG-3'

AHA3Forward: 5-CGTTACATACTAGCCGGAACAG-3'

Los cebadores para comprobar la integraciéon del plasmido pHIPPIE:

231HIS3F (especifico vector integracion): 5’-ATCGTTGAGTGCATTGGTGAC-3’

closeURA3 _0660as (especifico genoma levadura): 5’-TCTAATTTGTGAGTTTAGTATACAT-3’
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3.7. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para las reacciones de PCR del promotor de AHAZ2 se utilizaron los siguientes reactivos: tampon
de PCR 10x (BioTools), 0,2 mM dNTPs, 1 uM primer directo, 1 uM primer reverso, DNA (0,1-20
ng/uL), DNA polimerasa Taq (1 U/pL) (BioTools) y agua desionizada hasta un volumen de 20
pL/reaccion.

Las reacciones tuvieron lugar en un termaociclador bajo las siguientes condiciones:

- 1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C de 5 min.

-30 ciclos de amplificacion: 30 segundos de desnaturalizacion a 95 °C, 30 segundos de
hibridacion de primers utilizando una temperatura de anillamiento de los oligonucleétidos entre
57 y 62 °C, dependiendo del par de primers utilizados en cada caso y extension a 72 °C durante
1 min por cada kilobase de DNA que se fuera a amplificar.

- 1 ciclo de extension final a 72 °C durante 5 min.

Sin embargo, para amplificar el cDNA de ptml utilizamos la DNA Polimerasa Phusion (New
England BioLabs), en lugar de la Taq Polimerasa anterior. Esto es porque la Phusion tiene 50
veces mas fidelidad de copia (tasa de error 4,4:10-7 ) que la DNA polimerasa Taq y posee la
actividad 3’-5’ exonucleasa, actividad correctora por la que se evita arrastrar errores durante la
reaccion.
Los reactivos fueron: tampon HF 5x (New England BioLabs), 0,2 mM dNTPs, 0,5 pM primer
directo, 0,5 UM primer reverso, DNA gendémico (~2 ng/uL), 3% DMSO, DNA polimerasa Phusion
(1 U/uL), agua MiliQ estéril hasta alcanzar un volumen final de 50 pL/reaccion. Y las condiciones
en termociclador:

-1 ciclo de desnaturalizacion a 98 °C de 3 min.

-30 ciclos de amplificacién: 10 segundos de desnaturalizacion a 98 °C, 15 segundos de

hibridacion de primers a 57° C y 15 segundos de extension a 72 °C.

-1 ciclo de extension final a 72 °C durante 3 min.

3.8. Extraccion RNA, conversion a cDNA y gRT-PCR

Para realizar las PCR cuantitativas a tiempo real (QRT-PCR) se tuvo que extraer RNA de las
plantas segun el protocolo de Ofate-Sanchez & Vicente-Carbajosa, 2008. Tras esto,
normalizamos la concentraciéon del RNA en todas las muestras con la ayuda del NanoDrop.
Después seguimos el protocolo (“Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR”) de
ThermoFisherScientific para sintetizar el cDNA a partir del RNA. La reaccién de sintesis se
mantuvo a 65°C durante 45 minutos para un volumen de 9,6uL y un 0.4uL de molde, que se
realizé en la maquina "Applied Biosystems 7500 Fast", con el sistema Cmb (56X Pyro Taq
EvaGreen gqPCR).
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3.9. Electroforesis

Utilizamos la electroforesis como comprobacion tanto después de amplificar DNA por reacciones
de PCR tanto como después de reacciones de ligacién y digestion. Los geles de agarosa al 0,7%
contenian también 1,5%, tampon TBE (45 mM Tris base, 45 mM &cido béricoy 1 mM EDTA) y
bromuro de etidio (500 pg/L). Para cargar las muestras en los pocillos del gel afiadimos %
volimenes de tampon de carga LB x6 (40% sacarosa, 0,25% azul de bromofenoly 0,1 M EDTA).
Utilizamos también como referencia para todas las electroforesis el marcador GeneRulerlkb para
ver los tamafios aproximados de las bandas de interés.

Una vez cargado el gel, se deja correr a un maximo de 10V/cm con el mismo tampén TBE y se
visualizan y fotografian en un transiluminador con luz UV.

En el caso de querer extraer la banda, como fue en el caso de la clonacién de AHA2 en pHIPPIE
y pHIS2, utilizamos el kit GENECLEAN® Turbo (MP Biomedicals) para purificarla y poder
manipularla.

3.10. Recombinacion

La reaccion de Gateway® segun el protocolo de la casa comercial Invitrogen se utilizaré para
insertar el producto PCR de PTM2 en el plasmido pDONR/Zeo y la reaccion LR para poner el
inserto PTM2 en el plasmido final pGADT7-GW.

3.11. Minipreparaciones de plasmidos

Purificamos los plasmidos incorporados y seleccionados en E.coli mediante el kit NucleoSpin®
Plasmid (Macherey-Nagel). Para el caso de la purificacion de los plasmidos para levadura se
utilizé el mismo protocolo, solo que se hizo un paso previo de lisis celular con bolas de cristal de
0,5 mm de diametro y agitacion con vortex durante 10 minutos, ya que las levaduras son mucho
mas resistentes a la rotura que las bacterias.

3.12. Digestiones

Hemos realizado varias digestiones con enzimas de restriccion diferentes con el fin de comprobar
gue las minipreparaciones de los plasmidos eran correctas tras correr un gel y ver el tamafio de
las bandas obtenidas, o con el fin de subclonar los fragmentos de DNA. En este caso, pudimos
cortar el inserto de interés de un plasmido, correrlo en un gel para comprobarlo y extraerla para
seguir trabajando con ella. Los reactivos son: tampdén 10X (con BSA), el enzima de restriccion
pertinente (2U/uL) de la casa Thermo Fisher Scientific, el DNA plasmidico (1 pg/uL), y agua
desionizada hasta un volumen final de 10? O 20 pL. Después se deja incubando durante una
hora a 37°C.
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3.13. Ligaciones

Tanto en la clonacibn de AHA2 como en la clonacion del factor de transcripcion PTM2 se
realizaron ligaciones. Estas con la finalidad de ligar un fragmento dentro de un plasmido.

Para ello se utiliza el enzima T4 DNA Ligasa con el tampdn pertinente y se dej6é una hora a
temperatura ambiente para que llevara a cabo la reaccion.

3.14. Secuenciacion

La secuenciacion fue un recurso vital al que recurrimos para comprobar si nuestros insertos
estaban en los plasmidos deseados. Mandamos las muestras al propio servicio de secuenciacion
del IBMCP, a una concentracién de 200 ng/uL en un volumen de 10 pL. También mandamos los
primers correspondientes a 5 UM, o en el caso de utilizar alguno de los primers tipicos (T7, M13)
gue tiene el servicio, lo indicamos en el informe.

Tras obtener los resultados de las secuencias, los analizamos con herramientas bioinformaticas
para ver que todo era correcto (no mutaciones por PCR o por el clonaje) y en qué sentido se
insertaba nuestro fragmento de interés. Una de estas herramientas fue el BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) con las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y PLAZA
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v4_dicots/).

3.15. One Hybrid
3.15.1. Construccion PTM2 y transformacion en levadura THY.AP4

La primera transformacién que realizamos fue la de nuestro factor de transcripcién PTM2 en el
vector p-GADT7-GW. Primero subclonamos el factor de transcripcion en el vector pDONR/Zeo
mediante tecnologia Gateway con una reaccion BP y después de comprobar que la insercion fue
correcta, transferimos este factor PTM2 al vector final pGADT7-GW mediante una reaccién LR
también por la tecnologia Gateway.

Tras esto, transformamos las levaduras por choque térmico con nuestra construccion pGADT7 -
GW. Para seleccionar las levaduras que habian sido transformadas con nuestro vector,
plagueamos sobre placas con medio SD sin leucina, que es el gen de auxotrofia especifico del
vector pGADT7-GW.
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3.15.2. Construccion promotor AHA2 y transformacion en levadura Y187

En este caso, la construccion fue la de los vectores pHIPPIE y pHIS2 con el promotor de AHA2.
Para ello, ligamos nuestro inserto AHA2 en el plasmido pGEMT-easy con el enzima ligasa.
Después linealizamos los vectores pHIPPIE y pHIS2, los tratamos con fosfatasa alcalina segun
el protocolo de la casa Roche a 37°C durante 30 minutos para evitar la autoligacion de los
vectores. Comprobamos mediante la digestién del plasmido pGEMT-Easy que nuestro inserto
era correcto y recuperamos la banda del gel para poder seguir trabajando con ella. Esta banda,
perteneciente al promotor de AHA2 se ligb en ambos vectores con una ligasa. Para ver qué
vectores habian aceptado el inserto y en qué sentido, realizamos una PCR con dos
combinaciones de primers. Tras esto, pasamos a la transformacion de las levaduras con nuestras
construcciones. En el caso de pHIS2 este entra en la levadura, mientras que en el pHIPPIE, el
plasmido se integra en el genoma mediante la recombinacion homadloga con la region de URA3.
El plasmido pHIPPIE posee el gen URAS3, que en la levadura estd mutado, lo cual no permite a
la levadura crecer sin uracilo. Para que se integrara el vector, se cortd6 con EcoRV, que corta
dentro de la auxotrofia para el uracilo. Asi, linealizamos el vector, y si este se integra en el
genoma, consigue reconstruir el gen de URAS, por lo que la levadura sera capaz de crecer sin
uracilo en el medio minimo SD.

Nuestra cepa de levadura Y187 es auxétrofa para el triptéfano, histidina, lisina, leucina, adenina
y uracilo, por lo que al medio SD le afiadimos todos estos aminoacidos a excepcion del uracilo.

3.15.3. Ensayo Yeast One-Hybrid (Y1H)

Las colonias diploides crecidas después de un par de dias en medio minimo selectivo liquido (-
UL o -WL) habian llegado a saturacion. Por mayor exactitud medimos la OD (densidad oOptica) a
660 nm y llevamos todas las muestras con agua a una OD final de 0,07 con para que todas
estuvieran con la misma concentracion inicial de celulas. Para este ensayo gastamos una placa
multipocillos para poner de forma ordenada nuestras muestras con 4 repeticiones independientes
en distintos pocillos. En cada pocillo habia 200uL de células e hicimos goteos gastando placas
petri de SD (-UL o -WL) para comprobar si hay crecimiento regular (control) y placas petri (-ULH
0 -WLH) para medir la posible interaccion de nuestro factor de transcripcién con el promotor de
interés o autoactivacion si creciera con el vector vacio.
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4. RESULTADOS
4.1. REGULACION DE AHA2 POR NF-YC Y QQS

4.1.1.Cuantificacion de la expresion de AHAL1, AHA2 y AHA3

Mediante una qRT-PCR se quiso comprobar si la expresion de las ATPasa esta modificada en
las lineas de Arabidopsis mutantes para los genes de QQS y NF-YC.

Se escogieron las 3 isoformas mas relevantes de AHA y las siguientes lineas: Col-0, linea control,
NF-YC_triple, linea mutante de pérdida de funcion para los tres factores NF-YC, NF-YC4_A_O,
linea mutante con sobreexpresion de NF-YC4, y por ultimo, amiQQS. Esta Ultima se trata de una
linea mutante generada mediante la tecnologia de los microRNAs (miRNA) artificiales, que
silencian el gen diana utilizando pequefios fragmentos de RNA.

Se observa en la Figura 10, que en el mutante de los tres factores NY-FC se induce la expresion,
especialmente de AHA2 y en cambio en la sobreexpresion de NF-YC4 disminuye su expresion.
La linea mutante de QQS, en la que se inhibe la expresién de QQS, también aumenta la
expresion de las tres isoformas de AHA. La linea Col-0 fue utilizada como referencia.

qRT-PCR de AHA1,2y 3

Ay

I

: L & o

CokD MF-YC_triple NF-YC4 A O amiQQs
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Expresion relativa
=

AHA1l mAHAZ mAHA3
] =]

Figura 10. gRT-PCR de AHA1L,2 y 3. Cuantificacion de la expresion de las 3 isoformas mas relevantes de
AHA (AHA1, AHA2, AHA3) en diferentes lineas de Arabidopsis (Col-0, NF-YC_triple, NF-YC4_A_O,
amiQQS) mediante una qRT-PCR.
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4.1.2. Cuantificacion de la expresién de AHAL, AHA2 en condiciones de ayuno y
tras tratamiento con sacarosa

La sacarosa es detectada por proteinas de membrana que desencadenan cascadas de
fosforilacion. Como ultimo paso se pueden fosforilar factores de transcripcion, los cuales
regularian la expresion de distintos genes, entre los cuales se podria encontrar las proton
ATPasas (Niittyla et al., 2007).

Con el fin de comprobar esta hipétesis, realizamos una gRT-PCR de diferentes lineas de
Arabidopsis para las isoformas AHA1 y AHA2. Utilizamos una planta wild-type (WT), una linea
mutante para los tres factores de transcripcion NF-YC (nf-yc3,4,9), y otra con la sobreexpresion
de el factor NF-YC4 (NF-YC4_OE). Todas las plantas fueron sometidas a un periodo de ayuno y
después tratadas con sacarosa. Los resultados fueron los que se observan en la Figura 11. Los
valores para AHAL no varian tanto con tratamiento como sin tratamiento, pero los valores de
AHAZ2 se disparan en la planta control Col-0 (WT).
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Figura 11. gRT-PCR de AHA1 y 2 tras tratamiento con sacarosa. Resultados de la qRT-PCR donde se ve
la expresion relativa de AHAL y AHAZ2 tras el tratamiento con sacarosa en las diferentes lineas mutantes.
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4.2. REGULACION DE AHA2 POR PTM2
4.2.1. Expresiéon de AHA2 en mutantes de PHD

En primer lugar, realizamos una gRT-PCR de AHA2 en dos mutantes de los genes de tipo PHD:
el ya descrito PTM y el At5g22760, que nosotros denominamos PTM2 por ser de la misma familia
gue el anterior.

Respecto a Col-0, que son las plantas de Arabidopsis que utilizamos como control, pudimos
observar que la expresion de AHA2 en los mutantes ptm. La expresion relativa de AHA2 se tomo
como referencia en las plantas control y le asignamos un valor de 1. La expresion, en el caso de
las lineas mutantes ptm, tal como se observa en el grafico (Figura 12), fue inferior a los valores
del control. Esto nos indic6d, que el gen PTM esta involucrado en la expresion de AHA2,
activandola, ya que en los mutantes donde ptm y ptm2 no se expresan, la expresion de AHA2
también disminuye.

Este fue el ensayo clave por el que decidimos estudiar al gen At5g22760 o PTM2 mediante un

ensayo Y1H para comprobar si este factor de transcripcion, que no esta caracterizado,
interacciona con el promotor de AHA2.

AHAZ2

[=]
[s

Expresianrelativa

CoktD ptm ptm2

Figura 12. qRT-PCR de AHA2 con lineas mutantes de PTM. En la primera columna esta el ecotipo Col-0
gue sirve como referencia. ptm y ptm2 son los mutantes en los que estos genes estan inhibidos. Podemos
observar la expresion relativa de AHA2 en Col-0 asignada con valor 1, mientras que en los mutantes
disminuye la expresién, siendo menor en el mutante ptm2.
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4.2.2. Clonaje de promotor de AHA2 en pHIPPIE y pHIS2

Mediante una PCR con los cebadores se amplifico el fragmento del promotor de AHA2 y lo
subclonamos en el vector pGEMT-Easy mediante una ligacion. La inserciébn se comprobo
mediante secuenciacion.

A continuacién, procedimos a clonar este inserto en los vectores finales pHIS2 y pHIPPIE para
el ensayo de Y1H. Para ello, cortamos los vectores con el enzima EcoRI, debido a que solo
presentan un sitio de corte de este enzima. Para prevenir la autoligacion del mismo vector,
tratamos segun el protocolo con fosfatasa alcalina y comprobamos en un gel de electroforesis
(Figura 12). Una vez vimos que nuestros vectores estaban bien cortados, extrajimos la banda
gue correspondia a nuestro fragmento de interés (Figura 13, columna 3) y lo insertamos
mediante una ligacion con la ligasa.

R

Figura 13. Gel de electroforesis tras digerir y tratar los vectores con fosfatasa alcalina. La primera columna es la del
marcador, la segunda es la digestién parcial de pHIS2, la tercera es la digestion de pPGEMT-Easy y la cuarta la digestion
de pHIPPIE.

Una vez hicimos la ligacion, hicimos una PCR para comprobar que el inserto estaba insertado y
en gqué sentido se encontraba. Para ello utilizamos dos combinaciones de primers: ambas con el
primer reverso del vector en HIS3. Una llevaba el primer forward del inserto y la otra combinacion,
el primer inverso del inserto. Corrimos un gel de electroforesis (figura 14A) con las muestras (10
de pHIPPIE y 6 de pHIS2). Asumimos que las muestras correctas fueron la pHIPPIE 5 en sentido
forward, y el pHIS2 2 y 4 en sentido reverso segun la imagen del gel.
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Una vez conseguimos nuestros plasmidos finales con el inserto de interés, transformamos las
levaduras de la cepa Y187 para el ensayo final de Y1H. En el caso de el plasmido pHIS2, este
entra en la levadura y en el caso del pHIPPIE, el plasmido recombina mediante las regiones de
URA 'y se integra en el genoma de la levadura. Para comprobar que pHIPPIE se habia integrado
en el genoma de la levadura correctamente, hicimos una PCR y corrimos un gel. (Figura 14B).

Figura 14. A. Gel de electroforesis de la PCR para comprobar el sentido del inserto en pHIPPIE y PHIS2.
Hay dos lineas de pocillos, la de arriba con la combinacion de cebadores de sentido forward para el inserto
y la de abajo con la combinacion para el sentido reverso. Las muestras validas son las que presentan una
banda en solo una de las dos lineas de combinaciones de cebadores. pHIPPIES solo muestra banda arriba,
con lo cual se encuentra en sentido forward y pHIS2 2 y 4 solo se encuentran en la linea de abajo, por lo
gue el inserto lo tendran en sentido reverso.B. Gel de electroforesis de comprobacién de la integracion del
vector pHIPPIE en el genoma de levadura. La banda superior en la segunda columna es el fragmento
correspondiente a AHA2(aprox 3500 bp) y la inferior es un producto secundario,algo que puede suceder
en PCR tan complejas.

4.2.3. Clonaje de PTM2 en pGADT7-GW

El primer paso fue subclonar el gen de PTM2 en el vector pPDONR/Zeo mediante una reaccion
BP (Figura 15.A).

Para comprobar que nuestro gen de interés se insertd, se realizé una digestién parcial con el
enzima Munl , que tiene un sitio de restriccion dentro del inserto, por lo que si el plasmido ha
integrado el inserto, se cortara.
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Una vez hecha la digestion parcial, se hizo una electroforesis en gel de agarosa en la que se
deberia esperar para el plasmido con el inserto una banda de 3300 bp. Esto es porque restando
al total del vector (4291 bp) las pares de bases que existen entre los sitios de recombinacion
attpl y attp2 (2500) y sumando lo que ocupa nuestro gen PTM2 (1540), nos da 3300 bp. En
nuestro gel pusimos 4 muestras, 3 de las cuales dieron el fragmento esperado (Figura 15.B.).

A DT E. B
+

PCR product  E) e G2

att8 PCR product

3P Clonase Il l

pLig 4 L2Q
\ Entry clone /.l

S

Figura 15. A. Reaccion BP. Con la enzima “BP clonase II” entre el vector pPDONR/Zeo y nuestro gen de
interés. B. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion parcial del plasmido pDONR/Zeo con el gen
PTM. En la primera columna se encuentra el marcador molecular y en las 4 siguientes, las diferentes
muestras de la digestidn. Solo las 3 dltimas dan la banda esperada a 3300 bp aproximadamente.

Tras tener asegurado que nuestro gen PTM2 se insertd en el vector de subclonacién, pasamos
este mismo gen al vector final pPGADT7 mediante una reaccion Gateway LR. (Figura 16.A)
Para comprobar que pGADT7 tiene el inserto PTM2 transformamos E.coli, y realizamos una
digestion parcial con EcoRV y Hindlll. Los sitios de restriccién de Hindlll son dos fuera del inserto,
y EcoRV solo tiene uno dentro de este. En el gel de agarosa se observa una banda de un tamafio
alrededor de 400 bp (flecha de la Figura 16.B) que corresponderia al fragmento que se encuentra
entre los sitios de corte Hindlll y EcoRV, indicando que el vector contiene el inserto. Luego
comprobamos que efectivamente si se encontraba en el vector secuenciando con el promotor T7
del pGADTY.
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Imagen.16 A. Reaccién Gateway LR entre el vector pPDONR/Zeo y el pPGADT7-GW. B. Gel de agarosa de
la digestion con Hindlll y EcoRV de pGADT7 de E.Coli transformadas. La flecha indica la banda que

corresponde al inserto PTM2.

28



4.2.4. Yeast One-Hybrid (Y1H)

El ensayo Y1H esta formado por dos componentes: la “presa” (prey) y el “cebo” (bait). La llamada
“‘presa” es la proteina hibrida que se forma con nuestra proteina de interés (en nuestro caso
PTM2) conjugada con el factor GAL4, y el “cebo” sera el DNA al que se unira la “presa”, que en
caso de que esta interaccion ocurra, expresara el gen reportero (en nuestro caso HIS3).

En la Figura 17 se observa nuestro resultado final del Y1H. Las combinaciones que realizamos
fueron:

- pHIPPIE-AHA2 con pGADT7-PTM2

- pHIPPIE sin promotor (vacio) con pPGADT7-PTM2

- pHIS2-AHA2 con pGADT7-PTM2

- pHIS2 sin promotor (vacio) con pGADT7-PTM2

- pGADT7-GW con CK2al

- pGBTK con CK2p51

El vector “presa” pGADT7-GW esta presente en todas las combinaciones por lo que ningun
medio tendra leucina. pGADT7-GW lleva el gen para la auxotrofia de la leucina, por lo que si el
plasmido se transcribe correctamente la levadura sera capaz de crecer sin la leucina. En el caso
de estar presente el vector pHIPPIE (“cebo”) , el medio no llevara ni uracilo ni histidina, ya que
este plasmido contiene los genes para la auxotrofia para estos dos aminoacidos. En el caso de
estar presente el plasmido pHIS2 (“cebo”), la histidina y triptéfano no estaran presentes en el
medio por la misma razon.

En el caso de la combinacion de pHIPPIE con pGADT7-GW se replicaron en medio SD sin
leucina ni uracilo, donde se deberian ver todas las colonias creciendo ya que ambos compuestos
moleculares del ensayo estan presentes. Y también en medio sin leucina, ni uracilo, ni histidina,
donde deberian crecer solo las colonias en las que interaccione el factor de transcripcion con el
promotor, debido a que se transcribira el gen reportero de la histidina, lo que permitira crecer a
la levadura. En el caso de la combinacion de pHIS2 con pGADT7-GW las colonias crecieron en
un medio sin triptéfano y sin leucina, en el cual deberian crecer todas las colonias ya que los dos
plasmidos que confieren la capacidad de sintetizar estos aminoacidos por ellos solos estan
presentes. Y en el medio en el qgue ademas se le quita también la histidina, deberian crecer
colonias en el caso de que la interaccion del promotor AHA2 y PTM2 exista.

La interaccion entre el promotor AHA2 y el factor PTM2 con GAL4 permitiria la trascripcion y
traduccion de histidina, lo cual permitiria que las levaduras crecieran en un medio en ausencia
de este aminoécido. Pero puede darse el caso de algun resultado positivo porgue se auto-active
alguno de los componentes, que descartaremos por los controles negativos.
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Por otra parte, contamos con dos controles positivos, CK2al y CK281, dos kinasas que
interactdan entre ellas segun (Riera et al., 2011) comprobado por un ensayo de doble hibrido.
Estos dos controles son muy importantes ya que en el caso de que todo nos hubiera salido
negativo, es decir, que no hubiera crecido nada, no sabriamos si es porque la interaccion que
estamos testando no ocurre o si es por algun fallo en la metodologia, como por ejemplo una mala
seleccién de los aminoacidos para los medios selectivos.

En nuestro ensayo Y1H, se puede observar segun la Figura 17, los diferentes medios con
combinaciones anteriormente descritas. Si nuestro factor de transcripcion interacciona con el
promotor AHA2, las levaduras deberian crecer en los medios correspondientes sin histidina, no
asi, las mismas combinaciones pero con un plasmido vacio. Asi pues, nosotros consideramos
gue el resultado es positivo cuando en el circulo donde hemos depositado las células se ve el
crecimiento de una manera global y no de colonias aisladas. En cambio, cuando el vector
pHIPPIE esta vacio, parece que hay crecimiento también pero es mucho mas débil que en el
caso del pHIPPIE con el inserto. Es por esto, que consideramos que nuestra combinacion de
pHIPPIE con pGADT7-GW es positiva, por lo que aceptamos que hay una interaccion de DNA-
proteina.

-ULH -UL

promotor AHA2 in pHIPPIE
pGADT7 - PTM2 ensayo
promotor Vacio in pHIPPIE :
pGADT7 - PTM2 control negativo
PGADT7-CK2al control positivo
pGBTK7-CK2B1
Figura 17. Ensayo final del Y1H. El cuadro -UL (medio SD sin uracilo y sin leucina) es para ver qué
levaduras han adquirido el plasmido, dado que salen colonias en los dos controles, todas las levaduras
han adquirido los plasmidos correspondientes. El cuadro -ULH (sin uracilo, leucina e histidina) es para ver
si hay interaccién. Si crecen las levaduras es porque son capaces de crecer sin histidina, que significa que
hay interaccién, ya que es por ella por la que se transcribe el gen de la histidina y les permite crecer en un
medio sin dicho aminoacido. Se han omitido las imagenes de pHIS2 ya que no salian resultados
conclusivos. CK2aly CK2f1, son el control positivo del experimento para saber que las condiciones son

correctas y no ha habido ninglin error metodolégico. Hay interaccion segura, por lo que podemos comparar
esta interaccion con la de nuestro promotor y nuestro factor de transcripcion.
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5. DISCUSION

5.1. REGULACION NEGATIVA DE AHA2

La H+-ATPasa es una proteina muy interesante para el estudio debido a sus mdaltiples y muy
importantes funciones a nivel fisiologico. Esto ha hecho que no falten estudios en cuanto a su
regulacion; no obstante, la mayoria de estos estudios se limitan a la regulacion post-traduccional,
dejando a la regulacion transcripcional en un segundo plano. Es por ello nuestro interés en
centrarnos en la regulacién de esta proteina a nivel transcriptomico. En este trabajo se utilizaron
distintas lineas mutantes en las cuales se determiné la expresion de las tres isoformas de la
proton ATPasa AHAL, AHA2 y AHA3.

La sobreexpresion de los factores NF-YC, asi como su inhibicién y la de QQS, confirman que
estos se tratan de reguladores negativos de la H+ATPasa, lo cual pudimos comprobar con los
estudios de la expresion relativa de esta proteina de membrana. Estos resultados concuerdan
con la investigacion de Haruta et. al 2012. Ademas, también pudimos observar como los
azucares también participan en esta regulacion de la H+ATPasa. Con otro ensayo de medicion
de la expresion relativa de AHA2, pudimos comprobar que tras tratar las plantas en ayuno con
un poco de sacarosa, esta disparaba su expresion. La sacarosa por tanto, es un componente
importante de regulacion. La activacién de AHA2 tras el tratamiento con sacarosa nos indica que
tras este estrés de ayuno con el posterior tratamiento con azucar, la proton ATPasa es capaz de
inducir su actividad. Este mecanismo seria especialmente relevante para el crecimiento de la
planta.

5.2. REGULACION POSITIVA DE AHA2

Segun nuestros ensayos de qRT-PCR pudimos observar como los mutantes en PTM y PTM2
tienen una expresién relativa menor de AHA2. Especialmente relevante seria en el caso de ptm2.
Este hecho fue el punto de partida que nos impulsé a querer comprobar si existia una interaccion
entre este factor de transcripcion y el promotor de AHA2.

El estudio de la posible interaccion entre el factor de transcripcion PTM2 y el promotor de AHA2
se llevo a cabo mediante un ensayo de Yeast One-Hybrid, debido a que este sistema estaba ya
puesto a punto en nuestro laboratorio y a las ventajas que ofrece (Sun et al., 2011) respecto a
otros sistemas de deteccidén de este tipo de interacciones. Este sistema también nos permite
detectar interacciones DNA-proteina que no son activadoras, lo que permite detectar proteinas
represoras, a diferencia que en los ensayos de luciferasa. Otra ventaja es que este ensayo Y1H
es compatible con muchas bibliotecas ya existentes, ya que la mayoria de ensayos Y1H pueden
usar “presas” hibridas y bibliotecas construidas para Y2H.
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Ademas Y1H puede detectar interacciones especificas de diferentes isoformas mediante el
disefio de plasmidos que codifique para las diferentes isoformas de interés.

Otro ensayo que podria haber sido Util es el ChlP-seq, ya que se basa en la unién de anticuerpos
especificos a la proteina de interés, que por el uso de estos ya resulta muy caro para nuestro
presupuesto. Otra opcién habria sido realizar plantas transgénicas con GFP y detectar esta
proteina GFP para ver cuando se expresa, lo cual es un proyecto factible y que posiblemente se
realice en el laboratorio.

Tras realizar el ensayo Y1H pudimos observar que la interaccion de PTM2 con el promotor AHA2
parece producirse, aunque como hemos comentado previamente, las condiciones de crecimiento
de las levaduras no fueron las mejores. Esta interaccion, podria mejorarse repitiendo con otras
condiciones de crecimiento.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha observado mediante el estudio de la expresion relativa de AHA2 en diferentes
lineas mutantes de los factores NF-YC estudiados, como del gen QQS, que estos
participan en la regulacion transcripcional inhibiendo a la isoforma 2 de la H+-ATPasa en
Arabidopsis thaliana.

2. En cambio, PTM2, es un factor de transcripcion de la familia de los PHD, que participa
también en la regulacion de AHA2 en Arabidopsis thaliana, pero activandola.

3. El promotor de AHA2 en Arabidopsis thaliana parece si interaccionar con el factor de
transcripcibn PTM2, aunque seria necesario repetir el ensayo Y1H en mejores
condiciones para las células e incluso complementarlo con otros estudios que pudieran
confirmar con mas certeza que esta interaccién existe en la naturaleza.
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