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Abstract

The correct functioning of any organism requires the maintenance of ionic homeostasis, an
essential, dynamic process that must guarantee the presence of ions at adequate levels,
preventing them from accumulating. To this end, cells have developed highly efficient systems
that capture and store these elements, as well as allowing rapid responses to possible
environmental changes.

Potassium is the most abundant cation in plants, and is also an essential nutrient for them. This
cation plays a key role in functions such as protein synthesis, enzyme activation or cell turgor.
In relation to the latter, the flow of potassium through the membranes of the guard cells
regulates their turgidity and, therefore, the opening or closing of the stomata. It is through these
pore structures, the stomata, that the cell is able to perform both gas exchange and
transpiration.

The entry of potassium into the guard cells is regulated by different potassium entry channels,
including the Shaker family of voltage-dependent channels. KAT1 and its close homologue
KAT2 are Shaker family channels highly expressed in the guard cell membrane, that play a
major role in potassium uptake in this cell type. Given their direct involvement in the stomatal
opening, the regulation of the activity of these channels is crucial for the response to abiotic
stresses such as drought.

In previous studies, our group identified different proteins capable of interacting with KAT1 using
a Split-ubiquitin screening in yeast. One of the identified proteins was BAG4, a member of the
BAG family, which is characterized by a common BAG domain near the C-terminal region of
these proteins. This characteristic domain interacts directly with the Heat Shock 70 (Hsp70)
proteins, thus regulating their activity. Based on the role of their mammalian counterparts and
various experimental tests, this family is believed to be involved in the regulation of processes
such as resistance to pathogens or abiotic stress.

In the same study, our group also proved that BAG4 regulates the KAT1 channel, so that its co-
expression improves the KAT1 channel activity, whereas the lack of BAG4 expression caused
altered stomatal movement. Thus, the characterization of the interaction between KAT1 and
BAG4, as well as the study of its effects on the regulatory capacity of BAG4, could have great
repercussions in the study of drought responses.

Using the modular cloning system MoClo, the constructs needed to perform this
characterization were designed. The completed plasmids were tested. Our preliminary results
show that the MoClo constructs present a reduced activity in the Split-Ubiquitin protein-protein
interaction assay, as compared to the control plasmids upon which our design was based.
However, we could observe the protein-protein interaction between KAT1 and BAG4,
demonstrating the utility os these constructs for the detailed analysis of this interaction.

Key words: Potassium; Shaker channels; KAT1; BAG4; Arabidopsis thaliana; Saccharomyces
cerevisiae; Split-Ubiquitin; Modular Cloning



Caracterizacion de la interaccion entre el canal de potasio de Arabidopsis
thaliana KAT1y su regulador BAG4

Autor: Carmen Maria Grueso Cortina

Tutor: Dr. Lynne Yenush

Valencia, Junio de 2020
Resumen
El correcto funcionamiento de cualquier organismo requiere el mantenimiento de la
homeostasis i6nica, un proceso dinamico esencial que debe garantizar la presencia de iones a
niveles adecuados, evitando su acumulacion. Para ello, las células han desarrollado sistemas
altamente eficientes que se encargan de captar y almacenar estos elementos, asi como de
permitir respuestas rapidas frente a posibles cambios ambientales.

El potasio es el cation mas abundante en las plantas, siendo también un nutriente esencial para
estas. Tal es su importancia que juega un papel clave en funciones como la sintesis proteica, la
activacion enzimatica o la turgencia celular. En relacion con esta ultima, el flujo de potasio a
través de las membranas de las células oclusivas regula su turgencia y, con ello, también la
apertura o cierre estomaticos. Es a través de estas estructuras celulares, los estomas, que la
célula es capaz de realizar tanto el intercambio gaseoso como la transpiracion.

La entrada de potasio en las células oclusivas viene regulada por distintos canales de entrada
de potasio, entre estos se encuentra la familia Shaker de canales dependientes de voltaje.
Pertenecientes a esta familia, en la membrana de las células oclusivas, se encuentran los
principales responsables de dicha entrada de potasio: KAT1 y su homdlogo KAT2. Dada su
implicacion directa en la apertura estomatica, estos canales ganan importancia frente a un
posible estrés abibtico como la sequia.

En estudios previos, nuestro grupo identificé diferentes proteinas de Arabidopsis thaliana
capaces de interaccionar con KAT1 mediante un rastreo basado en el sistema Split-Ubiquitina.
Una de las proteinas identificadas fue BAG4, miembro de la familia BAG, que se caracteriza
por un dominio BAG conservado cerca de la region C-terminal de sus proteinas. Este dominio
interacciona directamente con una clase de las proteinas de choque térmico Hsp70, regulando
asi su actividad. En base a la funcién de sus homélogos en mamiferos y a distintas pruebas
experimentales, se cree que esta familia estd implicada en la regulaciéon de procesos como la
resistencia a patdégenos o a estrés abidtico.

También se demostr6 que BAG4 regula KAT1, de forma que su co-expresion mejora la
actividad de KAT1, pero la falta de expresién de BAG4 lleva a un retraso en la apertura
estomatica. Por tanto, la caracterizacion detallada de la interaccién entre KAT1 y BAG4, asi
como el estudio de los efectos que tiene en la capacidad reguladora de BAG4, pueden tener
gran repercusion en los estudios de las respuestas de las plantas frente a la sequia.

Mediante el sistema de clonacién MoClo se disefiaron las construcciones necesarias para
llevar a cabo esta caracterizacion. Las construcciones obtenidas se probaron, y los resultados
preliminares muestran que las construcciones MoClo presentan una actividad reducida en el
ensayo de interaccién proteina-proteina Split-Ubiquitina, en comparacién con los plasmidos
control en base a los que se disefiaron. Sin embargo, observamos interaccién entre KAT1 y
BAG4, demostrando asi la capacidad de estos pldsmidos de ser usados para un analisis
detallado de esta interaccion.

Palabras clave: Potasio; canales Shaker; KAT1; BAG4; Arabidopsis thaliana; Saccharomyces
cerevisiae; Split-Ubiquitina; Modular Cloning
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1. Introduccién

1.1. Homeostasis idnica

Cualquier organismo vivo, para poder ejercer correctamente sus funciones vitales,
necesita mantener una composicion idénica intracelular adecuada. La célula debe ser
capaz de acumular los iones gque necesite sin llegar a alcanzar nunca concentraciones
gue puedan ser toxicas. Ademas, la célula no solo debe encargarse de la correcta
entrada y salida de los iones, sino que debe ser capaz de actuar de forma selectiva,
diferenciando los iones relevantes de sus homdélogos quimicos téxicos (Yenush, 2016).
El proceso mediante el cual los distintos organismos regulan este hecho se conoce
como homeostasis i6nica. Para lograr alcanzar una correcta homeostasis, es
necesaria tanto la accion de canales transportadores de membrana de iones como
rutas de transduccién de sefiales que se encarguen de mantener las concentraciones
ibnicas necesarias. Esta relacion homeostatica de los diferentes iones se puede
observar a nivel molecular, dado que la deficiencia o0 exceso de uno de los
compuestos inorganicos normalmente implica la modificacion de la expresion de genes
relacionados con la homeostasis de otros (Rouached et al., 2010).

Sin embargo, aunque se conocen muchos de los canales transportadores, su funcion
fisiologica aun se estd estudiando. En definitiva, las bases moleculares y la
importancia biolégica detras de los mecanismos implicados en la homeostasis iénica
no se conocen por completo (Rouached et al., 2010). Por tanto, son importantes los
estudios que permitan conocer mejor el funcionamiento de este proceso tan esencial
gue afecta directa e indirectamente a cientos de procesos celulares y fisiolégicos. En
concreto, nos centramos en la importancia que tiene en las plantas. En estos
organismos la homeostasis de iones tales como el sodio o el potasio tiene especial
relevancia a la hora de permitir el crecimiento o hacer frente a diferentes estreses
ambientales.

1.1.1. Los estomas

Los estomas son estructuras porosas microscopicas que se encuentran distribuidas en
la epidermis de las partes aéreas de las plantas, especialmente en las hojas, a
excepcion de las especies acuaticas. Cada estoma estd formado por dos células,
llamadas células oclusivas, que rodean una apertura epidérmica porosa llamada
ostiolo (Figura 1) (Kirkham, 2014). Estas estructuras aparecieron por primera vez en
plantas terrestres hace mas de 400 millones de afios y desde entonces han
evolucionado. En funcién de la especie y las condiciones ambientales, el tamafio y la
densidad de apariciébn de los estomas puede variar, aunque existe una relacion
generalizada entre ambos parametros (Hetherington y Woodward, 2009).

Los estomas se pueden encontrar en las plantas con vascularizacion como son los
helechos, las gimnospermas o las angiospermas, como es el caso de la planta modelo
Arabidopsis thaliana. En las angiospermas las células oclusivas presentan una
estructura en forma de media luna, cuyo cambio en turgencia mediado por flujos
osmoéticos permite controlar el tamafio de la apertura o poro. De tal forma, un
incremento de la turgencia abriria el poro mientras que el cierre vendria con la pérdida
de la turgencia celular (Sussmilch et al., 2019). Es este movimiento controlado de



apertura-cierre el que permite que los estomas actien como valvulas reguladoras del
intercambio gaseoso y la transpiracion. De tal forma, permitiendo la entrada de diéxido
de carbono y la salida de vapor de agua, estos organismos sésiles son capaces de
optimizar tanto la fotosintesis como el uso del agua (Casson y Gray, 2008; Scharwies
y Dinneny, 2019).

Epidermis

adyacentes

Células oclusivas

Ostialo

Figura 1. Organizacion celular en la epidermis de la hoja. Representacién de la epidermis de la hoja
donde se diferencian las estructuras porosas conocidas como estomas, formados por dos células
oclusivas rodeando una apertura, el ostiolo. Imagen de
http://servicios.educarm.es/cnice/biosfera/datos/alumno/1bachillerato/reino_vegetal/contenidos6.htm
(consultado el 28 de abril de 2020).

La apertura de los estomas puede venir dada por distintos estimulos como son la
concentracion de CO,, la humedad ambiental, la luz, la temperatua, distintos estreses
tanto bidticos como abibticos o incluso hormonas propias de la planta (Daszkowska-
Golec y Szarejko, 2013; Kirkham, 2014; Assmann, 1993).

El proceso de apertura viene dado por la salida de protones de las células oclusivas
por accion de la H*-ATPasa, que se activa ante la presencia de auxinas y luz azul
(Hayashi et al., 2011). Sin embargo, el Ca?' y el &cido abscisico (ABA) regulan
negativamente la accion de esta bomba. La activacion de esta bomba de protones
empieza con la fosforilacién, por parte de una proteina con actividad kinasa, de su
penultima treonina en la regién C-terminal. Una vez fosforilada la treonina, a esta se
une una proteina 14-3-3, activandose asi la H*-ATPasa (Yin Wang et al., 2014). El
eflujo de protones lleva a una hiperpolarizacion de la membrana, lo que conlleva la
activacion de canales de entrada de K* dependientes de voltaje, como KAT1 y KAT2, y
la consecuente entrada de K a las células oclusivas. La entrada de potasio se
contrarresta con la entrada de iones cargados negativamente, principalmente el Cl" y
en menor medida NO3 y con la sintesis de malato® (Figura 2A). Asimismo, se produce
acumulacion de sacarosa y entrada de H,O via acuoporinas, lo que combinado con el
flujo de osmolitos, produce un aumento en la turgencia y volumen de las células
oclusivas, llevando a la apertura de los estomas (Andrés et al., 2014; Daszkowska-
Golec y Szarejko, 2013).


http://servicios.educarm.es/cnice/biosfera/datos/alumno/1bachillerato/reino_vegetal/contenidos6.htm
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Figura 2. Proceso simplificado de apertura y cierre estomético. (A) Se produce un eflujo de H, por
accion de la bomba H™-ATPasa, lo que produce la hiperpolarizacién de la membrana y consiguiente
entrada de potasio y agua, asi como aumento de la turgencia y apertura estomatica. (B) La salida masiva
de los iones previamente acumulados lleva también a una salida del H2O, lo que conlleva la pérdida de
volumen celular y turgencia, provocando el cierre estomatico. Imagen de Daszkowska-Golec y Szarejko
(2013).

El cierre estomatico normalmente viene dado por la oscuridad o altas concentraciones
de CO, y ABA (hormona sintetizada como respuesta a la sequia). La caracteristica
comun de todas estas sefales es que llevan a la alcalinizacion del espacio
apoplastico, disminuyendo asi la actividad de la bomba de protones H'-ATPasa
(Cotelle y Leonhardt, 2016; Hedrich et al., 2001). Asi pues, en un primer momento se
produce la inactivacion de la bomba de protones H'-ATPasa y se activan canales de
aniones que expulsan los aniones previamente acumulados, lo que produce la
despolarizacion de la membrana plasmatica (Figura 2B). La despolarizacion fuerza la
salida de K* de las células oclusivas via canales de potasio como GORK asi como la
inhibicién de los canales de entrada de K*. Mientras se produce la salida de los iones
al exterior celular, ocurre un aumento del Ca*" citoplasmatico gracias a la accién de
canales presentes tanto en la membrana plasméatica como en endomembranas
(Andrés et al., 2014; Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013). Todo esto lleva a la salida
de agua de las células oclusivas, lo que se traduce en pérdida de turgencia y cierre
estomatico.

1.1.2. El rol del potasio

El potasio es un cation monovalente y uno de los macro nutrientes esenciales para el
correcto crecimiento y desarrollo de las plantas. De hecho, esta implicado en muchos
de los procesos fisiolégicos normales de la planta como pueden ser la
osmorregulacion, la activaciéon enzimatica, la sintesis proteica, el mantenimiento del
potencial de membrana o la fotosintesis, entre otros procesos. Como ya se ha
comentado, también tiene un papel clave en la presibn de turgencia celular,
controlando asi también el movimiento estomatico. Un suficiente suministro de potasio
también puede mejorar la tolerancia frente a diferentes estreses tanto bidticos como



abidticos, como son el estrés salino o la sequia (Gierth y Maser, 2007; Yi Wang y Wu,
2017).

Tal es su importancia que es el cation presente en mayor concentracion en las células
de la planta, siendo un 10% del peso seco de la planta. De hecho, se acumula a
concentraciones bastante altas en el citoplasma (aproximadamente 100 mM) y a
concentraciones variables en la vacuola (10-200 mM) (Rodriguez-Navarro, 2000).
Estas condiciones no se alcanzan con otros iones como puede ser el sodio,
beneficioso y esencial pero solo a bajos niveles, ya que una alta concentracion de este
elemento resultaria toxica para la planta (Adams y Shin, 2014).

La demanda de potasio se cumple mediante su captacion del suelo por accién las
raices para posteriormente transportarse por los vasos hasta las partes aéreas de la
planta. Sin embargo, frente a un estrés como la sequia, disminuye la movilidad del
potasio presente en el suelo, dificultando la toma de este. Este es un gran problema ya
que el mantenimiento de las concentraciones adecuadas de K* es crucial para la
resistencia de la planta a la sequia (Shabala y Pottosin, 2014). Especialmente, y como
ya se ha comentado, es importante en el control del movimiento de los estomas y, con
ello, de la transpiracion. Frente a la sequia y con deficiencia de potasio, los estomas
no pueden funcionar correctamente, lo que supone una mayor pérdida de agua por
parte de la planta. Por tanto, a la hora de desarrollar variedades con mayor resistencia
a la sequia, capaces hacer un uso eficiente del potasio, es necesario estudiar mas a
fondo los mecanismos moleculares detras de la toma y transporte del potasio (Wang et
al., 2013).

1.2. Canales transportadores de potasio en Arabidopsis

Como ya se ha visto, mantener una concentracion adecuada de potasio es esencial
para la planta. La planta debe tomar el potasio del suelo y transportarlo alla donde sea
necesario, cosa que consigue gracias a la accion de canales transportadores de
potasio de alta y baja afinidad. Este proceso fue estudiado por primera vez por Epstein
et al. (1963) y desde entonces se ha progresado mucho, llegando a caracterizar los
distintos tipos de transportadores que existen.

Concretamente, en el organismo modelo A. thaliana se han encontrado hasta 75
genes codificantes para distintos canales transportadores de potasio (Anschiitz et al.,
2014). Encontramos entonces hasta 4 familias de transportadores de membrana
clasificados en base a su estructura y funcién (Szczerba et al., 2009). Por una parte
tenemos la familia HAK/KUP/KT, formada por canales de entre 10-14 dominios
transmembrana (Gierth y Maser, 2007), la familia HKT/TRK/KTR, que no solo actian
como co-transportadores de H*- K*, sino también como co-transportadores de Na*- K*
o incluso solo de Na* (Corratgé-Faillie et al., 2010) y la familia CPA. La ultima familia
gue encontramos es la de los canales Shaker, los Unicos conservados en todos los
reinos.

1.2.1. Familia Shaker

Existen al menos 9 genes codificantes relacionados con los canales tipo Shaker:
GORK, SKOR, SPIK, KAT1, KAT2, AKT1, AKT2, AKT6 y AtKC1 en A. thaliana. Entre
estos, encontramos a GORK y SKOR, que actian como canales de salida del potasio.



Sin embargo, el resto, a excepcion de AKT6 cuya funcion se desconoce, actian como
canales de entrada de K*. El canal SPIK esta implicado en la toma de K* en el polen
mientras que AKT1 y AtKC1 son clave en la absorcion de K* del suelo, AKT2 en el
transporte a larga distancia y KAT1 y KAT2 participan en la entrada de K* en las
células oclusivas (Very y Sentenac, 2003; Lebaudy et al., 2010).

Los canales Shaker funcionan como proteinas homo o hetero-tetraméricas que se
construyen a partir de cuatro subunidades a (Figura 3B). Todas estas subunidades
comparten una misma estructura (Figura 3A). Por una parte, se componen de 6
dominios transmembrana, donde los 4 primeros forman un dominio sensible al voltaje
(VSD), que se cree que ha evolucionado de la fusion de dos genes y es esencial en la
deteccion del potencial de membrana (Anschiitz et al., 2014). Dentro del VSD, el
cuarto dominio transmembrana es el mas importante ya que contiene aminoacidos
cargados positivamente y esta directamente relacionada en la deteccion de cambios
de potencial (Lebaudy et al.,, 2010). Ademas, entre el quinto y sexto dominio
transmembrana se encuentra el dominio poro, que contiene el motivo TxGYGD,
responsable de la selectividad al potasio (Dreyer y Blatt, 2009).
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Figura 3. Estructura y organizacién tridimensional de los canales Shaker. (A) Estructura
bidimensional caracteristica de los canales Shaker, con seis dominios transmembrana y tres dominios
(CNB, Ank y Kup) en la regién C-terminal citoplasmatica. (B) Organizacion tridimensional como tetramero
de un canal Shaker, formado por cuatro subunidades a que dejan un poro permeable al K*. Imagenes
modificadas de Very y Sentenac (2003) y Anschuitz et al. (2014).

Por ultimo, presentan regiones N y C-terminal citosélicas y en esta Ultima, de mayor
tamafo, se encuentran tres dominios reguladores diferentes. EI dominio putativo de
unién a nucledtidos ciclicos (CNBD), una regién Kya que puede estar implicada en la
tetramerizacion de los canales y, solo en alguno de los canales Shaker, un dominio
anquirina que se cree que puede interaccionar con proteinas reguladoras (Very y
Sentenac, 2003).

1.2.1.1. AtKAT1

KAT1 es un canal dependiente de voltaje perteneciente a la familia Shaker constituido
por 677 aminoacidos. Se expresa en las células oclusivas y juega un papel clave en la
apertura y cierre de los estomas, aunque se piensa que su papel no es estrictamente



esencial (Nakamura et al., 1995; Szyroki et al., 2001). Fue, junto con AKT1, el primer
canal rectificador de entrada clonado de la planta modelo A. thaliana en 1992 por parte
de Anderson et al. (1992).

Como subunidad a, para la formacion de los canales Shaker KAT1 puede formar los
tetrAmeros tanto consigo mismo (homotetramero) como con otras de las subunidades
a (heterotetrameros). Entre estas, cabe destacar la subunidad a KAT2, homdlogo de
KAT1, que también se expresa en las células oclusivas y con el que se obtiene la
forma mayoritaria de tetramerizacion, los canales KAT1-KAT2 (Lebaudy et al., 2010).

Al ser un canal de gran importancia en el movimiento estomatico, KAT1 debe estar
finamente regulado y conocer los mecanismos detras de esta regulacién puede ser de
gran importancia. Se conocen distintas proteinas capaces de interaccionar con KAT1,
regulando su actividad. Un ejemplo de este fendmeno son las proteinas 14-3-3 de
maiz, que mediante la unién a KAT1 estimulan las corrientes de paso de K* a la vez
gue son capaces de modular el numero de canales presentes en la membrana
(Sottocornola et al., 2006, 2008). Por el contrario, la corriente de paso de K* parece
verse afectada negativamente cuando KAT1 es fosforilado, en presencia de Ca?*, por
la proteina kinasa dependiente de Ca®** CDPK (Berkowitz et al., 2000; Li et al., 1998).
También se ha visto que la interaccion de KAT1 con proteinas SNARE y ABA es capaz
de inducir la endocitosis del canal, disminuyendo asi los canales presentes en la
membrana (Sharma et al., 2013).

1.3. Familia Bcl2-associated athanogene (BAG)

La muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés) tiene un papel esencial
en el desarrollo y la fisiologia de todo tipo de organismos, entre los que se incluye a
las plantas. De hecho, los genes que regulan la PCD se conservan incluso a grandes
distancias evolutivas. Una de las familias de proteinas implicadas en la regulacion de
este proceso es la de las proteinas BAG (Doukhanina et al., 2006). Su nombre viene
dado por la primera proteina perteneciente a esta familia, BAG1, que se descubrié en
un rastreo para encontrar proteinas que interaccionaran con la proteina humana Bcl-2
y gue juega un papel clave en algunas rutas apoptéticas (Takayama et al., 1995).

Al igual que muchos otros organismos como levaduras, anfibios o mamiferos, en el
genoma de A. thaliana se encuentran genes codificantes para miembros de la familia
BAG. En concreto, hay 7 proteinas pertenecientes a esta familia que fueron
identificadas gracias al uso de varios algoritmos bioinforméaticos muy avanzados
(Figura 4A). Todas estas proteinas se caracterizan por contener un dominio
conservado cerca de la region C-terminal llamado dominio BAG (BD), capaz de
interaccionar con alta afinidad con el dominio ATPasa de las proteinas de choque
térmico Hsp70 (Takayama y Reed, 2001). Pese a esta caracteristica comun, las
proteinas BAG suelen diferir respecto a su regiéon N-terminal, lo que les confiere
especificidad para la accion sobre ciertas rutas de sefializacién. De tal forma, se
encuentran al menos dos grupos diferenciales dentro de la familia. Por un lado,
AtBAG1-4 presentan un dominio de ubiquitinacién en la zona N-terminal mientras que
AtBAG5-7 contienen un dominio de unién a calmodulina cerca del BD. Ademas, la
localizacién de las distintas proteinas también varia, ya que las predicciones apuntan a



gue pueden estar presentes en el citosol (AtBAG1-4), mitocondria (AtBAG5) o nlcleo
(AtBAG6-7) (Doukhanina et al., 2006).
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Figura 4. Familia de proteinas Bcl2-associated athanogene (BAG) en Arabidopsis thaliana. (A)
Representacion de las distintas proteinas pertenecientes a la familia BAG en A. thaliana, con los dominios
presentes en cada una de ellas. (B) Representacion tridimensional del dominio BAG (BD) caracteristico
de las proteinas BAG en la proteina de A. thaliana BAG4. Imagen adaptada de Doukhanina et al. (2006) y
Kabbage et al. (2016).

Esta familia de proteinas se ha estudiado principalmente en mamiferos, donde se ha
visto que son capaces de regular gran variedad de procesos tales como la actividad de
factores de transcripcion y proteinas kinasa o la sefializacion mediada por receptores.
Mediante esta regulacion se ven afectados distintos mecanismos celulares como la
apoptosis o la division y diferenciacion celular. Todo esto es probablemente resultado
de la gran cantidad de proteinas que se ha visto que interactian con miembros de la
familia BAG. Estas interacciones pueden ocurrir directamente con las proteinas BAG o
pueden estar mediadas por el reclutamiento inicial de sistemas de chaperonas como
Hsp70. De esta forma, las proteinas BAG se unirian mediante su BD al dominio
ATPasa en la region N-terminal de Hsp70, mientras que la region C-terminal de la
misma seria capaz de interaccionar con distintas proteinas diana (Takayama y Reed,
2001). Ademas, también se ha visto en mamiferos que ciertas proteinas BAG como
BAGL1 estan implicadas en la regulaciéon de canales iénicos como el canal de potasio
humano Ether a-go-go o el canal de cloro implicado en la fibrosis cistica, CFTR
(Hantouche et al., 2017; Young, 2014). En estos casos parece que las proteinas BAG
median la degradacion de los canales.

Sin embargo, posteriores estudios en plantas han demostrado que estas proteinas
también ejercen funciones de gran importancia como la resistencia a patégenos
(AtBAGS6) 0 a estreses abidticos (AtBAG4) (Doukhanina et al., 2006; Kabbage et al.,
2016).

1.3.1. BAG4

Una de las proteinas pertenecientes a la familia BAG en A. thaliana es BAG4 que,
como ya se ha comentado, se ha relacionado con una mayor resistencia o tolerancia a
estreses abidticos. Los estreses abidticos como la sequia, la salinidad, la toxicidad
guimica o el frio provocan enormes pérdidas en los cultivos a nivel mundial.
Normalmente estan interconectados ya que los dafios que causan suelen ser



comunes, como el estrés oxidativo, y suelen conducir a la activacién de rutas de
sefializacion similares. Por lo tanto, una proteina capaz de mejorar la capacidad de la
planta a resistir toda esta variedad de estreses gana interés (Kabbage y Dickman,
2008).

Diferentes estudios prueban esta relacion entre BAG4 y la tolerancia a estreses
abidticos. Doukhanina et al. (2006) realizaron distintos ensayos en tabaco donde
AtBAG4 se expresaba a diferentes niveles a la vez que la planta se sometia a algun
tipo de estrés como exposicion a radiacion UV, a sustancias oxidantes, al frio o
tratamientos de salinidad y sequia. Los resultados para todos los experimentos fueron
similares, observando que una baja expresion de BAG4 resultaba en una mayor
tolerancia y supervivencia a todos los tipos de estrés a los que se sometieron las
plantas. De la misma forma, Hoang et al. (2015) realizaron estudios en arroz, donde
también se demostré que la expresién de AtBAG4 resultaba en una mayor tolerancia a
la salinidad.

Al igual que el resto de proteinas de la familia BAG, BAG4 presenta un dominio BAG
(Figura 4B) que conserva la mayoria de residuos necesarios para la union con la
proteina Hsp70, al igual que su homélogo en mamifero. Dada la alta homologia de los
BD, incluso con respecto a la distribucion de cargas, en la proteina humana y la de A.
thaliana, se asumi6 y posteriormente comprobd que AtBAG4 también es capaz de
interaccionar con Hsp70. Este dominio altamente conservado esta formado por entre
110 y 130 aminoécidos. Su estructura secundaria se caracteriza por tener tres hélices
a antiparalelas de unos 30-40 aminoacidos cada una, siendo la segunda y la tercera
las que forman la zona de unién a Hsp70 (Nawkar et al., 2017). Se ha observado que
la concentracion celular de una proteina BAG en relacién con la concentracion de
Hsp70 puede ser muy determinante a la hora de obtener una actividad éptima de esta
chaperona. Es posible que altas concentraciones de las proteinas BAG puedan inhibir
la actividad de Hsp70 al alterar su ciclo de hidrélisis del ATP. Bajo condiciones de
estrés, es especialmente importante para la supervivencia celular tener una actividad
adecuada por parte de Hsp70. Por tanto, parece que mantener una baja concentracion
de BAG4 es esencial a la hora de obtener un fenotipo resistente a los estreses
abidticos (Doukhanina et al., 2006; Nawkar et al., 2017).

Ademds, en un estudio reciente realizado por nuestro laboratorio se ha visto que
BAG4 actia como regulador del canal transportador de potasio KAT1 (Locascio,
Marques, et al.,, 2019). Mediante diversos ensayos se vio que BAG4 es capaz de
interaccionar con los canales de potasio KAT1 y KAT2 y, de esta forma, regular
indirectamente el movimiento estomatico. Por un lado, la co-expresion de BAG4 y
KAT1 aumenta la actividad de este Ultimo ya que aumenta el nimero de canales
activos en la membrana. Sin embargo, la falta de expresion de BAG4 produce un
retraso en la apertura de los estomas. Por tanto, tanto la pérdida como ganancia de
funcion de BAG4 afecta a la dinadmica del movimiento estomatico. En consecuencia, el
estudio de BAG4 y su efecto regulador sobre KAT1 gana importancia a la hora de
mejorar la tolerancia a la sequia de los cultivos.



1.4. Doble hibrido de levadura: Split-Ubiquitina

Las interacciones que se producen entre proteinas tienen gran interés, puesto que son
parte fundamental del funcionamiento normal de las células y se ven implicadas en la
mayoria de los procesos bioldgicos (Thaminy et al., 2004). Es por esto por lo que el
estudio de dichas interacciones, entre qué proteinas ocurre y como, es de gran utilidad
para comprender como funcionan y se regulan las células. Con la intencién de estudiar
estas interacciones aparecen técnicas como el sistema Split Ubiquitina. El sistema
Split-Ubiquitina fue disefiado por primera vez en 1994 (Johnsson y Varshavsky, 1994)
y se basa en la capacidad de la proteina Ubiquitina de separase en sus dos
fragmentos (Nub, para la region N-terminal, y Cub, para la region C-terminal) para
luego reensamblarse de forma espontanea. Este sistema fue modificado
posteriormente para su uso en el estudio de interacciones en las que intervienen
proteinas de membrana (Stagljar et al., 1998), como alternativa al doble hibrido de
levadura tradicional (Fields y Song, 1989).

El ensayo tradicional consiste en la creacion de dos proteinas de fusion, de forma que
una se fusiona al dominio de union al ADN de un factor de transcripcion (proteina
“pbait”), mientras que la otra se une al dominio de activacion del mismo factor (proteina
“prey”). Asi, la interaccién entre las proteinas “bait” y “prey” lleva a la reconstitucion del
factor de transcripcion, que vuelve a ser funcional y conduce a la activacién de un gen
reportero. Mediante el crecimiento de las levaduras en medios donde su supervivencia
dependa de la activacion de dicho gen reportero, se puede identificar si ocurre 0 no
dicha interaccion. Sin embargo, este ensayo necesita que las proteinas a estudiar
sean capaces de entrar al nlcleo para la reconstitucion del factor de transcripcion, lo
cual imposibilita su uso en proteinas de membrana (Locascio, Andrés-Colas, et al.,
2019). Por ello surgen ensayos como el ya comentado Split-Ubigutina que, aunque
siguen la misma dinamica de reconstruccion funcional, al hacerlo con una proteina
citosdlica, permiten estudios de proteinas de membrana.

Para ello, en este tipo de ensayo se une a cada una de las proteinas estudiadas (“bait”
y “prey”) un fragmento de la proteina ubiquitina, el fragmento Cub o Nub
respectivamente. De esta forma, se consiguen dos proteinas recombinantes que, si
interaccionan, llevaran a la reconstitucién de la ubiquitina, que volvera a ser funcional.
En nuestro caso en concreto, la proteina de interés usada como “bait” se tratdé de
KAT1, que fue fusionada al fragmento C-terminal de la ubiquitina. A su vez, el
fragmento Cub esté fusionado al factor de transcripcion de E. coli LexA, que contiene
un dominio de unién al ADN, y al dominio de activacién VP16 derivado del virus del
herpes simple. Por otro lado, la proteina usada como “prey” fue BAG4, que se fusiond
al fragmento N-terminal de la ubiquitina. Cuando se co-expresan ambos dominios de la
ubiquitina como cadenas polipeptidicas independientes in vivo, dada su alta afinidad,
se reensamblan espontdneamente (Snider et al., 2010). El hecho de que se diese este
suceso en un ensayo de interaccidon de proteinas podria resultar en la obtencion de
falsos positivos de interaccién. Por tanto, para solucionar este posible problema, se
introdujo una mutaciéon puntual en la posicion 13 del dominio Nub. Asi pues, se
sustituy6 la isoleucina presente por una glicina. Esta mutacion evita la reconstituciéon
espontanea de la ubiquitina y garantiza que este suceso solo ocurrird en caso de una
alta proximidad espacial entre ambos dominios. En consecuencia, solo si las proteinas



fusionadas a Nub y Cub interaccionan, tendran estos fragmentos la suficiente cercania
como para reconstituirse.

Una vez formada la ubiquitina, esta es reconocida por las enzimas proteasas
especificas de ubiquitina (UBPs) presentes en la levadura. Con la union de las UBPs
se produce un corte en la region C-terminal del fragmento Cub, liberandose LexA-
VP16. El fragmento liberado viaja entonces al nicleo donde actda como factor de
transcripcion, activando los genes reporteros (Figura 5). En nuestro caso, con el fondo
genético de la cepa de levadura empleada, los genes reporteros son HIS3, ADE2 y
lacZ.
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Figura 5. Representacion del sistema Split Ubiquitina en levadura. A la izquierda, cuando las
proteinas “bait” y “prey” no interaccionan, los fragmentos Cub y Nub no tienen la suficiente afinidad como
para reconstituirse. Sin embargo, cuando existe interaccion, ambos dominios se unen y son reconocidos
por las UBPs (proteasas especificas de ubiquitina). Esto lleva al corte del fragmento LexA-VP16, que viaja
al nucleo, donde inicia la transcripciéon de los genes reporteros HIS3, ADE2 y lacZ. Imagen de Gisler et al.
(2008).

1.5. El sistema MoClo

Uno de los puntos clave en el ensayo Split-Ubiquitina es la obtencion de esas
proteinas recombinantes. En este tipo de estudios puede llegar a ser muy interesante
el hecho de obtener distintos mutantes de los genes de interés o incluso proteinas
guiméricas. Sin embargo, este proceso puede resultar largo, por lo que surge la
necesidad de un método rapido y versatil de obtencién de plasmidos.

Concretamente en este estudio, para poder realizar un estudio de interaccion de
proteinas, se ha hecho uso de un método de clonacién modular que se ha empezado
a usar en los ultimos afios, conocido como sistema MoClo (Modular Cloning) en
levadura (Lee et al., 2015). Esta es una adaptacion del sistema MoClo disefiado por
(Weber et al., 2011) para conseguir dispositivos de expresion en levadura. MoClo se
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basa en la tecnologia de clonacion Golden Gate, que permite un ensamblaje de
distintos fragmentos de ADN en una Unica reaccion y con gran eficacia (Engler et al.,
2009). Este sistema también se ha adaptado a otros organismos como las plantas
(Hahn et al., 2020; Sarrion-Perdigones et al., 2011), las bacterias (Andreou y
Nakayama, 2018; Iverson et al., 2016), los mamiferos (Duportet et al., 2014; Martella
et al., 2017) o mas recientemente, a hongos filamentosos (Hernanz-Koers et al., 2018).

En esta técnica se considera que los vectores de expresion estan compuestos por
ocho tipos de partes, cada una con su propia funcion (Lee et al., 2015). Entre estas
partes se encuentran los genes a expresar, los promotores o las resistencias a
antibioticos para una posterior seleccion en E. coli, entre otros. Lo interesante de este
método viene del hecho de que estas piezas son intercambiables por otras del mismo
tipo.

Cada parte se caracteriza por tener unos extremos cohesivos caracteristicos que
encajan con las partes anterior y posterior (Figura 6B). Es por ello por lo que una pieza
se puede sustituir por otra del mismo tipo, pues tiene los mismos extremos y son
equivalentes. De esta forma, se puede intercambiar facilmente el gen a expresar, por
ejemplo. Ademas, algunas de estas partes, a su vez, tienen subpartes también
intercambiables (Figura 6B). Esto gana importancia en las partes que corresponden a
los genes a expresar. Estas subpartes permiten la facil obtencion de proteinas de
fusion, ya que se pueden usar distintas regiones de distintos genes como subpartes y
unirlas para formar un gen recombinante nuevo. Como ya se ha dicho, para realizar el
estudio mediante el sistema Split Ubiquitina se deben obtener proteinas de fusién v,
mediante este sistema de clonacién, se pueden conseguir de forma relativamente
sencilla. Tan solo seria necesario intercambiar alguna de las partes o subpartes para
obtener una proteina recombinante diferente.

A. B.

A. Source DNA ~
PCR templates, DNA synthesis, oligonucleotides —_—— ~
BsmBl assembly
into part plasmid entry vector

B. Part plasmids
Part Types have fianking , ensuring

1 2 3 4 5 6 7 8
EE] =] = . S
Bacterial

Assembly o o o Coding oo Assembly Yeast  Yeast 5

"
Connector Sequence Connector marker  origin _Marke!
and origin

Bsal assembly
of parts into a cassette plasmid

C. Cassette plasmids
ully - units” enable of single genes in yeast

s —
L__\

BsmBl assembly
of cassettes into a multigene plasmid

D. Multigene plasmids
Large plasmids contain multiple transcriptional units for expressing many genes at once

Plolr[=lelofrEllofEl[of
I

Figura 6. Representacion del sistema jerarquico para la construccion de los plasmidos parte,
binarios y multigénicos. (A) Esquema donde se representa el orden a seguir para la obtencion de los
distintos tipos de construcciones. (B) Representacion de un plasmido binario, donde cada tipo de parte
tiene unos extremos cohesivos caracteristicos que permiten el correcto ensamblaje de las piezas. Las
piezas tipo tres, cuatro y ocho, ademas, se pueden subdividir en dos partes, también con sus extremos
cohesivos propios. Imagen adaptada de Lee et al. (2015).
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Tal y como se ha comentado anteriormente, cada una de las piezas se caracteriza por
cumplir una funcién dentro del vector de expresion. Las partes 1 y 5 corresponden a
conectores, las partes 2 son promotores, las partes 3 son secuencias codificantes
(CDS), las 4 terminadores, las 6 son genes que codifican para enzimas que participan
en rutas biosintéticas de aminoacidos o bases nitrogenadas para seleccién en
levaduras, las 7 son sitios de origen de replicacion para levadura y las 8, marcadores
de resistencia a antibidticos para su seleccion en bacterias y un sitio de origen de
replicacion de bacterias.

Este sistema sigue un esquema jerarquico, de forma que se debe seguir una
secuencia concreta de pasos para alcanzar las construcciones completas (Figura 6A).
En primer lugar, se deben “domesticar” las secuencias de ADN, es decir, se deben
adaptar al sistema MoClo. Para ello, es necesario realizar un primer paso en el que se
eliminen los sitios de reconocimiento endégenos para las endonucleasas tipo IIS
BsmBl y Bsal. Entonces se realiza una amplificacion de dicha secuencia con unos
cebadores disefiados especificamente y que contienen los sitios de reconocimiento de
las endonucleasas tipo IIS nombradas previamente, asi como los cuatro nucledétidos
gue caracterizan a cada tipo de pieza. El interés a la hora de usar este tipo de
endonucleasas deriva del hecho que, a diferencia de otras, son capaces de realizar el
corte a distancias definidas fuera de su sitio de reconocimiento (Szybalski et al., 1991).
Cabe afadir que dichas secuencias de reconocimiento son asimétricas. Como
resultado, tras el corte con una endonucleasa tipo IIS se logran extremos cohesivos
cuya secuencia viene determinada no por la endonucleasa usada, sino por la
secuencia de nucledétidos donde se produzca el corte (Figura 7). Por tanto, mediante el
uso de estas endonucleasas se consiguen los extremos cohesivos concretos que
caracterizan a cada una de las partes.

A
BsmBl,, _Bsal
GCAT A TCTCANNAN—— ¢ >
s P
T NNNNACT A CGTA ~B
AL 2
Bsal
Type-specific overhangs BsmB!
AG assembly AG,
TC TC
Entry vector
ColE1 | CamR
B Small
Bsal part
— Y —
TCGGTCTCANNNN. . . NNNNTGA
AGAGTNNNN. . . NNNNACTCTGG
———

Bsal

Figura 7. Esquema del proceso de adaptacion de secuencias de ADN al sistema MoClo y obtencién
de plasmidos parte y binarios. (A) En un primer lugar se realiza una amplificacion con cebadores
especificos que contienen los sitios de reconocimiento de las endonucleasas tipo 11S asi como los cuatro
nucleétidos que caracterizan a cada tipo de pieza. Para la obtencién de los plasmidos parte se introduce
el producto de amplificacion generado por PCR en un plasmido de entrada mediante una reaccién
combinada de restriccion-ligacion con la endonucleasa BsmBl y la ligasa T4. (B) Una vez se consiguen
los plasmidos parte, con una reaccion combinada de restriccion-ligacion, esta vez con la endonucleasa
Bsal y la ligasa T4, se logra un pldsmido binario. Imagen obtenida de Lee et al. (2015).

Una vez se han conseguido los productos de amplificacion mediante PCR, estos
deben introducirse en un vector de entrada para asi formar los llamados plasmidos
parte. Para ello se lleva a cabo una reaccion combinada de restriccion-ligacién con la
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endonucleasa BsmBl y la ligasa T4. Los plasmidos parte obtenidos se caracterizan por
contener el gen de seleccién en E. coli de resistencia al antibiético Cloranfenicol asi
como un origen de replicacion en E. coliy el fragmento de DNA insertado (Figura 7).

A partir de los plasmidos parte, se pueden obtener unidades transcripcionales
completas, también conocidas como plasmidos binarios. De forma similar al proceso
de domesticacién, en este paso tiene lugar una reaccion combinada de restriccion-
ligacién, pero esta vez con la endonucleasa Bsal. En este caso, a diferencia del
anterior, no se obtiene directamente el plasmido de interés, sino que primero se
construye un plasmido binario receptor. Este se compone de seis piezas, entre las que
se encuentra un GFP dropout (partes 3-4-5) que facilita la seleccién de plasmidos
resultantes de un clonaje corrector, y funciona como vector base para la obtencion
rapida de diferentes plasmidos binarios. Una vez se ha obtenido un plasmido receptor,
tan solo con una nueva restriccion-ligacién con Bsal en la que se afiaden a estos el
promotor, CDS vy terminador deseados, se logran diferentes unidades
transcripcionales. Los plasmidos binarios que se obtengan a partir del mismo plasmido
binario receptor tendran ciertas caracteristicas iguales como los marcadores de
seleccién en E. coli y levadura. El uso de los plasmidos binarios receptores permite
tanto optimizar el proceso como simplificar el proceso de obtencién de distintas
unidades transcripcionales, pasando de una reaccién con ocho plasmidos parte a una
con solo tres plasmidos parte y un plasmido receptor binario. Asi pues, al unirse las
diferentes piezas gracias a la superposicion de sus extremos cohesivos, se consigue
un plasmido binario como el de la Figura 6. Se podrian incluso construir vectores
multigénicos con una nueva reaccion combinada de restriccién-ligacion con la enzima
BsmBl a partir de varios plasmidos binarios finales (Figura 6A).

La principal ventaja de este sistema estandarizado de clonacién es que, una vez las
partes se construyen, se pueden incorporar directamente en construcciones para
obtener unidades transcripcionales completas sin tener que volver a realizar
amplificaciones por PCR o verificaciones por secuenciacion. De esta forma en tan solo
un par de dias se pueden obtener nuevas construcciones genéticas (Lee et al., 2015).

Con la intencién de poder usar este método aplicado al sistema Split Ubiquitina, se
disefiaron 3 plasmidos parte o part plasmids. Estos contenian tan solo una de las
partes que luego formarian parte del plasmido completo. Se disefiaron plasmidos parte
con las secuencias de Nub, Cub (fusionado al factor de transcripcion) y el promotor
MET25 (pMET25) para asi poder usarlos posteriormente en el disefio de proteinas
recombinantes para el sistema Split Ubiquitina. El uso del pMET25 viene dado por el
hecho de que es un promotor regulable, cuya actividad transcripcional es maxima en
ausencia de metionina y se reduce de manera marcada en presencia de este
aminoacido (Mumberg et al., 1994; Sinah et al., 2012; Sangsoda et al., 1985; Solow et
al., 2005). Esto es consecuencia de la funcién del gen MET25, regulado por este
promotor de forma nativa en S. cerevisiae. El gen en cuestion codifica la O-acetil-
homoserina sulfhidrilasa, que cataliza la transformacién de O-acetil-homoserina en
homocisteina, que posteriormente se metila para dar lugar a la metionina (Sangsoda et
al., 1985). En definitiva, pMET25 regula la expresiéon de una enzima implicada en la
sintesis de metionina, lo cual explica que los niveles de metionina en el medio afecten
al nivel de expresion. Es esta capacidad de modular la expresién del gen controlado
por pMET25 lo que lo hace interesante para su uso.
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Asi pues, el hecho de conocer cédmo funciona y se regula un canal de entrada de
potasio como KAT1 es relevante para desarrollar variedades mejor adaptadas a la
sequia. Por ello, se pretende estudiar, mediante un ensayo Split-Ubiquitina y en base
al sistema MoClo, cdmo KAT1 interacciona con su proteina reguladora BAG4 y qué
efectos puede tener esto sobre las capacidades funcionales de BAG4.

2. Objetivos

El planteamiento de este proyecto pretende lograr los siguientes objetivos principales:

1. Crear las piezas necesarias para realizar ensayos de Split-Ubiquitina
empleando el sistema de Modular Cloning (MoClo) en levadura (el fragmento
Cub-LexA-VP16, el fragmento Nub-3XHA y el promotor regulable MET25).

2. Emplear estas herramientas para construir pldsmidos que contengan varias
versiones de KAT1 y BAG4 con el fin de determinar las regiones implicadas en
la interaccidon entre estas proteinas mediante el ensayo Split-Ubiquitina en
levadura.
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3. Materiales y métodos

3.1. Material biolégico
3.1.1. CepaE. coli y medio de cultivo

La cepa de E. coli utilizada a lo largo del proyecto es DH5a. Esta cepa esta modificada
para maximizar la estabilidad y la calidad del plasmido preparado. Esto se debe a que
contiene las mutaciones recAl, endAl y lacZM15. Por una parte, la mutacion recAl
reduce la recombinacion homéloga, lo cual supone la obtencién de plasmidos mas
estables. Por otra parte, endAl supone la eliminacién de una endonucleasa, lo que
conlleva un mayor rendimiento de obtencién del plasmido. Por ultimo, lacZAM15
permite realizar selecciones de colonias blanco/azul mediante el sistema basado en la
B-galactosidasa.

Se us6 el medio de cultivo Luria Bertani (LB), compuesto por cloruro sddico (NaCl, 1%
m/v), extracto de levadura (0,5% m/v) y triptona (1% m/v) para los medios liquidos. En
el caso de los medios sélidos, ademas de los componentes ya citados se afadioé agar
bacteriologico (2% m/v). Si se necesitaran medios selectivos, estos también se
complementaron con un antibiético determinado: cloranfenicol (2,5 ug/mL en etanol),
kanamicina (50 pg/mL) o ampicilina (100 pg/mL).

3.1.2. Cepalevaduray medios de cultivo

La cepa de levadura usada en este proyecto fue THY.AP4, para asi poder realizar un
ensayo de Split-Ubiquitina. Esta cepa en concreto contiene los genes reporteros HIS3,
ADE2 y lacZ, todos bajo el control del promotor LexA. Esto permite realizar ensayos de
doble hibrido en levadura, como en nuestro caso el ensayo Split-Ubiquitina, debido a
gue dichos genes esenciales para el crecimiento de la levadura estan bajo control de
LexA, que se activa frente a una interaccion en el ensayo. La informacién completa del
genotipo relevante de la cepa se resume en lo siguiente: MATa, ura3, leu2,
lexA::lacZ::trpl, lexA::HIS3, lexA::ADE2 (Obrdlik et al., 2004).

Se usaron dos medios distintos en funcién del procedimiento a realizar sobre las
levaduras. Para el crecimiento de la cepa se usé el medio Yeast Extract-Peptone-
Dextrose (YPD), compuesto por extracto de levadura (1% m/v), peptona (2% miv) y
glucosa (2% m/v). En el caso de ser necesario medio sélido, se afiadi6 agar
bacterioldgico (2% m/v). Para las transformaciones y los ensayos de interaccion se
usé el medio minimo (SD), que contiene agar (2% m/v), base nitrogenada de levadura
(0,7% vlv), glucosa (2% v/v) y &cido succinico pH 5,5 (50 mM). Este medio se
complement6 con los aminoacidos y bases nucleotidicas necesarios, en base a las
necesidades de la cepa y de los plasmidos que esta pueda contener. Los aminoacidos
a afadir son histidina (30 ug/mL), leucina (100 pg/mL), triptéfano (100 ug/mL), uracilo
(30 pg/mL) y adenina (30 pg/mL). También se complementd, en algunos casos, con X-
gal (320 mg/L) y 1X sales BU (70 g/L Na,HPO,- 7H,0, 30 g/L Na,HPQO,, ajustado a pH
7).
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3.2. Obtencidn de las construcciones genéticas
3.2.1. Domesticacion de secuencias al sistema MoClo

Se debe modificar la secuencia a clonar y dejarla lista para poder introducirla en el
plasmido de entrada, que acepta cualquier secuencia, sin importar como cual de las
ocho partes funcionara posteriormente. Para que ello hay que adaptar los extremos de
la secuencia, de forma que se les afaden sitios de restriccion de BsmBI (para el
plasmido de entrada) y de Bsal (para los plasmidos binarios). El sitio BsmBI sera
siempre igual, dado que tiene que dar los mismos extremos cohesivos, sea el tipo de
pieza que sea, para unirse al plasmido de entrada. Sin embargo, en el disefio de la
Zzoha aguas arriba del sitio para Bsal se tiene en cuenta el tipo de parte que queremos
obtener. Esta zona debe contener la secuencia adecuada para que, una vez la enzima
produzca su corte, los extremos cohesivos resultantes sean los caracteristicos para la
parte que queremos conseguir (Tabla 1). Ademas, es especialmente importante en las
piezas y subpiezas 3, correspondientes a la CDS, mantener la pauta de lectura para
gue la proteina expresada sea la correcta.

De manera simultanea, se deben comprobar las secuencias a insertar para asegurar
gue no contengan sitios de corte internos de las endonucleasas Bsal y BsmBI. En el
caso de que se encontrara alguno, el primer paso deberia consistir en la eliminaciéon
de estos sitios que podrian afectar negativamente a la eficacia y funcionamiento del
sistema de clonacion.

Tabla 1. Disefio especifico de cebadores con sitios de restriccién parainsertarse en el plasmido de
entrada y posteriormente en el plasmido binario. (A) Tabla para el disefio de cebadores forward.
(B).Tabla para el disefio de cebadores reverse. *Si se crean proteinas de fusion, para mantener la pauta
de lectura, afiadir entre la parte especifica y la secuencia diana dos pb (CC por €j.). **Afadir codén de
parada entre la parte especifica y la secuencia diana. Letras rojas: Sitio de corte para la enzima BsmBl.
Letras verdes: Sitio de corte para la enzima Bsal.

A B.
Forward (5'-3') Reverse (5'-3')

Parte comun GCATCGTCTCATCGGTCTCA Parte comun ATGCCGTCTCAGGTCTCA

Parte especifica Parte especifica
Tipo 2 AACG Tipo 2 CATA
Tipo 3 Tipo 3
3a TATG 3a AGAA*
3b T1CT 3b GGAT*
Tipo 4 Tipo 4
4a ATCC 4a GCCA**
4b TGGC 4b CAGC

TACA

Cebador = Parte comun + parte especifica + secuencia diana Cebador = Parte comun + parte especifica + secuencia diana

En concreto, para realizar nuestro estudio y siguiendo las directrices de la Tabla 1, se
disefiaron distintos cebadores. Mediante el uso de estos cebadores se obtienen los
distintos fragmentos tanto de KAT1 y KAT2, para la posterior formacion de las
guimeras, como de BAG4. También se disefiaron varios cebadores para lograr un
mutante de BAG4 con dos mutaciones puntuales distintas en los aminoacidos 179 y
189. Todos estos se encuentran en la Tabla 2.
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Para obtener las piezas especificas para el sistema Split-Ubiquitina (el pMET25 y los
fragmentos Cub y Nub) se siguieron diferentes estrategias. Tanto el plasmido parte
con el pMET25 como el plasmido parte Nub fueron sintetizados por la empresa
“‘Integrated DNA Technologies, BVBA (Bélgica)”. A la hora de disefiar el plasmido
PMET25 se afiadié un sitio de corte para la enzima EcoRV. Al plasmido Nub se le
afiadio una triple etiqueta del epitopo de la hemaglutinina (HA). Sin embargo, dado el
gran tamafio del plasmido parte Cub, se encargaron cebadores para su amplificaciéon
(Tabla 2C).

Tabla 2. Cebadores disefiados para la amplificacion y posterior insercion de los fragmentos
deseados. (A) Cebadores para la amplificacion de los genes KAT1, KAT2 y los distintos fragmentos que
forman posteriormente las quimeras. (B) Cebadores para la amplificacion del gen BAG4 y los distintos
fragmentos de interés de dicho gen, como son BAG4 sin el BD y el BD. Ademéas de dos pares de
cebadores para producir mutaciones puntales en BAG4 que inactiven su BD. (C) Cebadores para la
amplificacion del fragmento Cub.

A . Cebadores KAT1/KAT2
ATt Forward (5-3') GCATCGTCTCATCGGTCTCATATGTCGATCTCTTGGACTCGAAATTTCTTCG P3 KAT1 fw
Reverse (5'-3) ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCATTTGATGAAAAATACAAATGATCACCATCCC  [p3 kaT1 rv
e Forward (5-3) GCATCGTCTCATCGGTCTCATATGTCAATCTCTTGTACCAGAAACTTCT P3 KAT2 fw
Reverse (5-3) | ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCAGAGTTTTCATTGATGAGAATATACAAATGATC [p3 kat2 v
ATl (1.63)|Forvard (5°3) GCATCGTCTCATCGGTCTCATATGTCGATCTCTTGGACTCGAAATTTCTTCG P3 KATL fw
KAT1lider-KAT2 Reverse (5-3') ATGCCGTCTCAGGTCTCAAGAACCCTCCCACGCTCTGTAACGTGG P3a KAT1-63 rv
KAT2 (64697 Forward (5'-3') GCATCGTCTCATCGGTCTCATTCTATGTGGCTGGTCATTCTTGTGA P3b KAT2-64 fw
(o) Reverse (5-3) ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCAGAGTTTTCATTGATGAGAATATACAAATGATC  [p3 kAT rv
ATH(0 Forward (5-3') GCATCGTCTCATCGGTCTCATATGTCGATCTCTTGGACTCGAAATTTCTTCG P3 KAT1 fw
{1229) Reverse (5'-3') ATGCCGTCTCAGGTCTCAAGAACCGACGAGGTTGGTCATATTTCCAATGA P3a KAT1-299 rv
KATLRAT a2 aoosgen) | [Forverd 5:3) GCATCGTCTCATCGGTCTCATTCTGTTCACTGGACTAGCCGCACC [E——
Reverse (53] | ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCAGAGTTTTCATTGATGAGAATATACAAATGATC |p3 Aty v
(T2 (1a09) |Forverd (53) GCATCGTCTCATCGGTCTCATATGTCAATCTCTTGTACCAGAAACTTCT 3 KAT2 fw
e ) Reverse (5-3) ATGCCGTCTCAGGTCTCAAGAACCCACAAGGTTGGTCATATTTCCTATGAGGT  |p3 KAT2-209 rv
KAT1 (300-677) Forward (5"-3") GCATCGTCTCATCGGTCTCATTCTGTTCATTGGACTAGCCGAACCAG P3b KAT1-300 fw
Reverse (5-3) ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCATTTGATGAAAAATACAAATGATCACCATCCC  [p3 yaT1 rv
Cebadores BAG4
Forward (5'-3') GCATCGTCTCATCGGTCTCATTCTAGGCCTGGTGGTATGCTCG P3b BAG4 fw
BAG4 2 2
Reverse (5-3') |ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCCGAACCGTCAAATTTCTCCCAATCTTG papy BAGA. rv
Forward (5-3') GCATCGTCTCATCGGTCTCATTCTAGGCCTGGTGGTATGCTCG P3b BAGA fw
BAG4ABAGdomain - =
Reverse (5'-3') |ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCAGCAGCAATAGC CCATCTCTTTAlp3b BAGA-143 rv
o Forward (5-3) | GCATCGTCTCATCGGTCTCATTCTGTTAACGCGGTTACAGGAGAGGTC |pap, pAGA-144 fw
Reverse (5'-3') ATGCCGTCTCAGGTCTCAGGATCCCGAACCGTCAAATTTCTCCCAATCTTG |p3p, BAGA rv
e Forward (5'-3") GTTTGACATGGCTGCAGGGCTTCTTATGAGGCAGC P3b_BAG4pm179 fw
m1 = o
Reverse (5'-3') GCTGCCTCATAAGAAGCCCTGCAGCCATGTCAAAC P3b_BAG4pm179_rv
Forward (5-3) GAGGCAGCTGCTCAAATTGAGTGGCATTGAGGCTGAAGGGG P3b_BAGAPM189 fw
BAG4pm189 = -
i Reverse (5-3') CCCCTTCAGCCTCAATGCCACTCAATTTGAGCAGCTGCCTC P3b_BAGAPM18Y. rv
C.
Piezas Split Ubiquitina
pda Cub Forward (5'-3') 5'- GCATCGTCTCATCGGTCTCAATCCGGTGGTGGCGGATC -3' P4a_Cub_fw
At Reverse (5'-3') 5'- ATGCCGTCTCAGGTCTCAGCCACTACCCACCGTACTCGTCAATT -3' |pP4a_Cub_rev

3.2.2. Amplificacion por reacciéon en cadena de la polimerasa

Con la intencién de amplificar los insertos y, ademas, adaptarlos al sistema MoClo, se
realizaron reacciones en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se hizo uso de los
cebadores que aparecen en la Tabla 2, ademas de la DNA polimerasa. Como moldes
se usaron distintos plasmidos de la coleccién del laboratorio que ya contenian los
fragmentos a amplificar. La mezcla necesaria para la reaccién contenia:
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1 ng de ADN

0,2 uM Oligonucleétido Fw

0,2 uM Oligonucleétido Rv

0,8 mM dNTPs

5X Tampon GC

2% (v/v) DMSO

1U Phusion Taq

Completar hasta volumen final con H,0

Preparamos la mezcla de forma que conseguimos un volumen final de 25 uL y se usoé
el protocolo mostrado en la Tabla 3 en un termociclador. El primer paso a 95°C
suponia la desnaturalizacion inicial de la doble hebra de ADN. Los siguientes 35 ciclos
son en los que se realizaba la amplificacion del ADN. El primer paso a 98°C es en el
gue la doble hebra se desnaturalizaba, en el segundo a 56°C se producia el
alineamiento entre los cebadores y las hebras simples y, por ultimo, el paso a 72°C es
en el que actuaba la DNA polimerasa amplificando la cadena. El Gltimo paso a 72°C se
usaba como amplificacién final.

Tabla 3. Protocolo parala amplificacién mediante la reaccién en cadena de la polimerasa.

Ciclos Temperatura (2C) Duracion
1 93 5'
93 20"
35 56 30"
72 40"
1 72 7'

Tras cada reaccion, se realizé6 una comprobacion del tamafio del producto de
amplificacibn mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con bromuro de
etidio (0,005% v/v).

3.2.3. Obtencidén de los plasmidos parte disefiados

Las piezas necesarias no se encontraron en el kit comercial MoClo-YTK de Addgene,
gue solo contenia varias opciones para cada tipo de pieza, y por eso disefiamos las
nuestras propias. La obtencion de estos plasmidos se consiguié mediante una
reaccion combinada de restriccion-ligacion con la enzima BsmBl y la ligasa T4, usando
un plasmido de entrada al que afadir el fragmento de interés. El plasmido de entrada
fue proporcionado por el kit de Addgene nombrado anteriormente.

0,5 pL producto PCR

0,5 uL pYTKOO1 (plasmido entrada)
10X T4 DNA Ligase Buffer

0,5 Weiss U T4 DNA Ligase

5 U enzima de restriccion (BsmBI)
e H,0 hasta volumen final

En este caso la mezcla se prepard llegando a un volumen final de 10 pL. Una vez
preparada esta mezcla se siguié el protocolo mostrado en la Tabla 4 en un
termociclador. Durante los primeros cincuenta ciclos, se llevd a cabo la accién tanto de
la endonucleasa como de la ligasa. Los primeros 2 minutos a 42°C la endonucleasa
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produjo el corte del vector de entrada, dejandolo disponible para la insercién de
producto de amplificacion. Los siguientes 5 minutos a 16°C permitieron que la ligasa
uniera el inserto al vector de entrada, obteniéndose asi un plasmido parte. En nuestro
caso, los ultimos 2 ciclos de digestién final e inactivacion no se realizaron.

Tabla 4. Protocolo paralarestriccion y posterior ligacion de los plasmidos parte.

Ciclos Temperatura (2C) | Duracién (min)
0 42 2
16 2
1 60 10
1 80 10

3.2.4. Transformacion de E. coli

El protocolo usado para realizar la transformacion de las E. coli competentes se basé
en un choque térmico. Para ello, se afiadieron 10 pL del producto de restriccion-
ligacion a un volumen de 50 pyL de células competentes E. coli de la cepa DH5a,
dejandose en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se realizé el choque térmico a
42°C durante 1 minuto, dejando después las células de nuevo en hielo durante 1
minuto mas. Tras este paso, se afladieron 600 uL de medio LB liquido a las muestras
y se dejaron incubar a 37° durante entre 45 minutos y 1 hora. Para terminar la
transformacioén de las células, estas se sembraron en placas de medio LB sélido con el
correspondiente antibiético de seleccién (cloranfenicol, ampicilina o kanamicina). Estas
placas se dejaron incubando a 37° durante 24 horas.

3.2.5. Extraccion de plasmidos en E. coli

Una vez seleccionadas las colonias tras la transformacion, estas se crecieron en
medio LB liquido con el correspondiente antibiotico de seleccion durante 24 horas a
37°C. Seguidamente, se pasé a la extraccion de los plasmidos basada en el método
de lisis alcalina con una posterior purificacién en columna. Para ello se usé el kit de
extraccion NZYminiprep® (NZYtech), siguiendo el protocolo que indica el fabricante.

3.2.6. Digestion comprobacion

Tras la extraccion y purificacion de los plasmidos clonados en E. coli, se realiz6 una
digestion mediante diferentes enzimas de restriccidn con la intencién de asegurar el
correcto ensamblaje de los plasmidos, tanto los parte como los binarios.

e 2 L plasmido (150-200 ng aproximadamente)
e 1 U enzima restriccion

e 1 X Buffer

e Completar hasta volumen final con H,0

Para ello usamos un volumen final de 10 yL. La mezcla de digestién se dej6 incubar
durante 2 horas a 37°C para asegurar una actividad o6ptima de la enzima.
Posteriormente se afiadié tampén de carga LB 6X (40% sacarosa, 0,25% azul de
bromofenol y 0,1 M EDTA) a cada muestra y se analizdé la muestra en un gel de
agarosa 0,8% con bromuro de etidio (0,005% v/v). La electroforesis se realiz6 a 50 V
en tampon de electroforesis [10% TBE 5X (v/v)(0,45 M Tris base, 0,45 M &cido borico
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y 10 mM EDTA, ajustado a pH 8)]. El resultado finalmente se visualiz6 en un
transiluminador de luz ultravioleta. Para determinar el tamafio de los fragmentos se
uso el marcador de peso molecular MassRuler DNA Ladder Mix (Thermo scientific).

3.2.7. Obtencion de los plasmidos binarios

Existen dos tipos de plasmidos binarios, por un lado, tenemos los receptores y por otro
los finales. La obtenciébn de ambos tipos se realizd siguiendo la misma reaccion
combinada de restriccion-ligacion mediante la enzima Bsal. El corte con Bsal permitio
gue cada una de las partes que se encontraba en un plasmido parte quedara libre para
poder unirse con el resto de las partes en el orden adecuado y asi formar el plasmido
binario. En el caso de un plasmido binario receptor, la reaccion se realiz6 con 6
plasmidos parte, siendo uno de ellos un GFPdrop que ocupé el lugar de la unidad
transcripcional. En cuanto a los plasmidos binarios finales, para la reaccion tan solo se
necesitaron un plasmido binario receptor y los plasmidos parte que contuvieran las
piezas del tipo 2, 3 y 4 (0o cualquiera de sus sub-partes) para sustituir la unidad
transcripcional GFPdrop por la que se deseaba estudiar. Para ello se sigui6 el
siguiente protocolo para formar cada uno de los plasmidos binario:

20 fmol de cada plasmido

10X T4 DNA Ligase Buffer

0,5 Weiss U T4 DNA Ligase

5 U enzima de restriccién (Bsal)
H.0 hasta volumen final

Usamos un volumen final de 10 uL. Tras la preparacion de la mezcla, se sigui6 el
protocolo de la Tabla 5 en un termociclador.

Tabla 5. Protocolo paralarestriccion y posterior ligacién de los plasmidos binarios.

Ciclos Temperatura (2C) | Duracion (min)
42 2
25
16 5
1 60 10
80 10

En los primeros 25 ciclos se llevdé a cabo la restriccion y posterior ligacion de los
plasmidos. El primer paso de 2 minutos a 42°C es en el que la enzima de restriccion
llevé a cabo el corte de los distintos plasmidos (parte o binario receptor), liberando las
partes de interés. Seguidamente, los 5 minutos a 16°C permitieron que la ligasa uniera
las distintas partes para bien obtener un plasmido binario receptor o uno final. En este
caso no se realizaron los dos ultimos ciclos correspondientes a la digestién final y
posterior inactivacion.

3.2.8. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae

Para realizar los ensayos Split-Ubiquitina se realizaron dobles transformaciones, con
distintas combinaciones de plasmidos binarios de KAT1, KAT2 y BAG4. La
transformacion se basé en una simplificacion del método LiAc/SS-DNA/PEG, que
consistié en lo siguiente. Para cada transformacién se prepar6é una mezcla con 1-2 ug
de cada plasmido binario, ssSDNA (salmon-sperm DNA) al 0,1% (m/v) para incrementar
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la eficacia de la transformacion y H,0 estéril hasta completar el volumen total (se
recomiendan 50 pL). Una vez preparada la mezcla se afiadié a cada muestra una
cantidad suficiente de la cepa THY.AP4 fresca y se completé con 500 uL de solucién
PLATE (40% PEG 4000, 100 mM Acetato de Litio, 10 mM Tris a pH 7,5y 0,4 mM
EDTA).

Esta mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante la noche y, posteriormente, a
42°C durante 15 minutos, produciendo asi un choque térmico en la célula.
Seguidamente se recuperaron las células mediante centrifugacion y se resuspendieron
en H,0 estéril. Entonces se sembraron en placas con medio selectivo, es decir, medio
minimo suplementado con los aminoécidos necesarios para la seleccion. En este
caso, dado que los plasmidos binarios usados contenian los marcadores de seleccion
de URA3 y LEUZ2, los aminoacidos a afiadir para la transformacion fueron His, Ade y
Trp. De esta forma, las placas de transformacion fueron SD+His+Ade+Trp. En
ocasiones se complementaron también con X-gal.

3.3. Ensayos de crecimiento en medio sélido

Para poder realizar este ensayo primero debieron prepararse pre-cultivos de las
células de levadura THY.AP4 co-transformadas con la combinacién de plasmidos de
interés. Con la intenciéon de obtener un cultivo saturado, se incubaron dichas células
en 1mL de medio selectivo a 28°C durante la noche. Una vez se logr6 el cultivo
saturado, se realizaron tres diluciones seriadas en agua estéril (1:10, 1:100 y 1:1000)
para cada co-transformacién en una placa de 96 pocillos. Una gota de cada una de las
diluciones de cada muestra se sembré mediante un replicador de 48 pocillos en placas
de medio solido selectivo, que se incubaron a 28°C entre 3 y 4 dias.

El ensay6 se realizd con distintas combinaciones de los plasmidos binarios de KAT1-
Cub y de BAG4-Nub (y sus diferentes dominios) para asi poder conocer los dominios
implicados en la interaccién entre las proteinas. Como control positivo de la interaccion
se co-transformaron los plasmidos KAT1 y BAG4 del sistema original de Split-
Ubiquitina (Obrdlik et al., 2004). Como control negativo se co-transforma el plasmido
KAT1-Cub con un pldsmido que contenia solo el fragmento Nub (plasmido de la
coleccién del laboratorio). EI medio selectivo usado consisti6 en medio SD
suplementado con diferentes aminoacidos y bases nucleotidicas: adenina (A), histidina
(H) y triptéfano (W). Adenina e histidina por ser los reporteros de la expresion vy
triptéfano por la auxotrofia que presenta la cepa. Ademas, se pudo suplementar a su
vez con X-gal, para comprobar la actividad B-galactosidasa, regulada por el promotor
LexA. Dado que los plasmidos binarios contenian los marcadores de seleccién de
URA3 y LEUZ2, estos no se suplementaron. Por tanto, los distintos medios selectivos
usados fueron SD+W+A+H, SD+W+A, SD+W+H y SD+W. Ademas, como control
negativo también se crecieron las células en medio SD sin suplementar.
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3.4. Inmunodeteccion de proteinas
3.4.1. Extraccion total de proteinas

Con la intencién de obtener muestras proteicas de las diferentes levaduras co-
transformadas, se realizaron extracciones totales de proteinas siguiendo un protocolo
de extraccion basado en el uso de acido tricloroacético (TCA). En un primer paso se
inocularon 5 mL de medio de cultivo liquido, dejandolo crecer por la noche a 28°C,
hasta alcanzar una densidad Optica de cultivo (ODeo) de entre 0,5 y 0,8. Una vez
llegado ese punto, se afiadieron 90 pyL de TCA (100% m/v) a 1,5 mL del cultivo
crecido, para después dejarlo en hielo al menos durante 5 minutos.

A partir de ese momento, todos los pasos se realizaron en hielo para evitar posibles
dafios a la muestra. Tras la adicién del TCA, las muestras se centrifugaron durante 5
minutos a maxima velocidad, manteniendo la temperatura a 4°C. Posteriormente se
desech6 el medio residual y se afadieron 0,5 mL de acetona fria, volviendo a
centrifugar en las mismas condiciones pero esta vez solo durante 2 minutos. Una vez
termind, se desechd el sobrenadante y se realiz6 un nuevo lavado con 0,5 mL de
acetona fria. Tras una centrifugacion rapida de 10 segundos para eliminar toda la
acetona, las muestras se secaron completamente y se les afiadieron 100 uL de
tampon de urea (6 M urea, 1% SDS y 25 mM Tris pH 6,8) y 200 uL de bolas de vidrio.
Entonces las células se lisaron durante 5 minutos en un agitador, se calentaron hasta
65°C durante otros 5 minutos y finalmente se centrifugaron otros 5 minutos a maxima
velocidad. Finalmente, se afiadieron 100 uL de tampdén de muestra SDS 2,5X (3,8 %
SDS, 15% sacarosa, 0,125 mg/mL azul de bromofenol, 0,15 M Tris/HCI pH 6,8, 0,05 M
ditioeritriol y 5 mM EDTA) y se hizo una ultima centrifugacion durante 1 minuto. De
esta centrifugacion se recuperd el sobrenadante, donde se encontraban las proteinas.

3.4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Quince pL de las muestras proteicas obtenidas se separaron en un gel de
poliacrilamida al 8%. En este gel se diferencian dos regiones: el gel resolving, en la
parte inferior, y el gel stacking, en la parte superior. Asi pues, para obtener el gel se
usaron 7,5 mL de gel resolving [4,5 mL de tampdn resolving (0,2% SDS, 0,75 M
Tris/HCI, y ajustado con HCI a pH 8,8), 1,8 mL H,0, 1,8 mL de acrilamida/bis-
acrilamida, 0,9 mL glicerol, 60 pL persulfato aménico (APS) y 6 pL tetrametilendiamina
(TEMED)] y, antes de que este polimerizara, se completé el volumen con el gel
stacking [1,8 mL de tampén stacking (0,2% SDS, 0,25 M Tris/HCI, y ajustado con HCI
a pH 6,8),1,5 mL H0, 0,3 mL acrilamida/bisacrilamida, 30 yL APS y 3 uL TEMED].

El hecho de que el gel tuviera dos fases diferenciales hizo que durante la electroforesis
se le aplicase primero un voltaje de 70V para, una vez las muestras hubieran superado
la interfase, aumentarlo hasta 120V. Todo esto en una cubeta con tampén de
electroforesis (0,1 % SDS (v/v) y 14,4 g/L glicina).

3.4.3. Electrotransferencia (Western Blot)

Una vez separadas las proteinas mediante la electroforesis, estas se transfirieron
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (0,45 ym). Para ello
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se realiz6 una electrotransferencia a 120V durante 1,5-2 hora en tamp6n TOWBIN
(0,01% SDS, 20% etanol, 0,19 M glicina y ajustado con Tris a pH 8,3) a una
temperatura de 4°C. La transferencia termina una vez se alcancen los 280-300 mA.

3.4.4. Tincion de membrana

Para comprobar la correcta extraccion y transferencia de las proteinas a la membrana,
esta se tifi0 durante 2 minutos en agitacion con solucion Direct Blue (Aldrich
Chemistry). Para retirar el exceso de tinte y lograr una intensidad de tincion correcta se
realizaron lavados con solucién de lavado (40% etanol absoluto (v/v) y 10% &cido
acético glacial (v/v)). Una vez escaneadas las membranas, estas se destifieron al ser
incubadas durante 20 minutos en agitacion con una solucién de destifio (1 M NaHCO3;
y 50 % etanol absoluto (v/v)).

3.4.5. Inmunodeteccidn

Para eliminar cualquier resto de la solucion de tincién de la membrana, esta se lavo
varias veces con tampén TBS-T (0,1% Tween 20 (v/v), 150 mM NaCl y 20 mM Tris
pH7,6). Con la intencion de bloquear cualquier posible sitio de union no especifico del
antigeno, tras los lavados se incubé la membrana en tampon de bloqueo (2% leche en
polvo (m/v) y TBS-T) durante 30 minutos en agitacion.

Una vez realizado el bloqueo la membrana se incubé en 10 mL del tampén de bloqueo
con el anticuerpo primario (dilucién necesaria en la Tabla 6) a 4°C durante la noche.
Posteriormente, las membranas se lavaron con 10 mL de TBS-T a T2 ambiente entre 4
y 5 veces, durando 10 minutos cada lavado y cambiando en tampon TBS-T cada vez.
De esta forma se elimind cualquier rastro de anticuerpo primario no unido. Entonces
las membranas se incubaron en 10 mL del tampdén de blogqueo con el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rdbano (diluciébn necesaria en la Tabla 6)
durante al menos una hora a T° ambiente y en agitacion. Después de esta incubacion
se volvieron a realizar varios lavados a la membrana con la solucion TBS-T, con la
misma intencion que anteriormente.

Tabla 6. Anticuerpos usados para la deteccion de las proteinas KAT1, KAT2, BAG4 y sus
variaciones. El anticuerpo a-HA de raton se une al epitopo HA fusionado a las distintas proteinas “prey”
(proteinas BAG4) y es detectado, a su vez, por el anticuerpo secundario a-mouse. Por otro lado, el
anticuerpo a-LexA de conejo se une al dominio LexA presente en las proteinas de fusion “bait” (proteinas
KAT1 y KAT2), siendo detectado por el anticuerpo secundario a-rabbit.

Anticuerpo Primario Dilucion | Anticuerpo Secundario | Dilucion
o-HA 1:5000 a-mouse 1:5000
a-LexA 1:10000 a-rabbit 1:5000

Finalmente, para detectar aquellas proteinas unidas a los anticuerpos se uso el
sistema de revelado quimioluminiscente ECL Western Blotting Dtection Reagent Kit
(GE Healthcare Life Sciences). La membrana se incubd 5 minutos con los reactivos de
deteccion, siendo posteriormente detectada la sefial quimioluminiscente emitida con
las peliculas Fuji Medical X-Ray Films (Fujifilm).
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4. Resultados

4.1. Disefio y obtencién de los plasmidos especificos de Split
Ubiquitina

Se llevé a cabo el disefio de tres plasmidos parte con la intencion de poder usarlos
para realizar un ensayo Split Ubiquitina. Por ello contienen un promotor, la region N
terminal y la region C terminal de la ubiquitina, junto con el factor de transcripcion
(Cub). Cada plasmido parte, ademas de su correspondiente pieza, contiene un
marcador de seleccibn en E. coli, que consiste en la resistencia al antibi6tico
cloranfenicol (Tabla 7).

Tabla 7. Estructura de los plasmidos parte disefiados pP2_pMET25, pP3a_3XHA-Nub y pP4a_Cub.
El plasmido pP2_pMET25 contiene una parte 2 que corresponde al promotor MET25, pP3a_3XHA-Nub
contiene una subparte 3a que corresponde a la regién Nub junto con un tag de tres epitopos de la
hemaglutinina y pP4a_Cub contiene una subparte 4a que corresponde a la region Cub.

Nombre de la construcciéon 1 2 3a 3b 4a 4b 5 6
pP2_pMET25 PMET25

pP3a_3XHA-Nub Nub_3XHA

pP4a_Cub Cub

Por tanto, se pueden considerar estos plasmidos como especificos del ensayo Split-
Ubiquitina, ya que contienen las piezas clave para poderlo realizar. Estas piezas
posteriormente unidas a otros plasmidos parte diseflados permitirian obtener las
proteinas de fusion listas para realizar el estudio de interaccion. Tal y como se explica
en el apartado 3.2.1, pP2_pMET25 y pP3a_Nub-3XHA se recibieron ya sintetizados,
pero para el fragmento Cub fue necesario realizar un amplificacién por PCR en la que
se esperaba un fragmento de 1483 pb. Para comprobar su correcta obtencion, se
realizaron digestiones tanto del pladsmido de entrada (pYTKOO1l) como de los
plasmidos parte pP2_pMET25, pP3a_Nub-3XHA y pP4a_Cub. Las enzimas usadas
para realizar estas digestiones de comprobacién asi como los fragmentos esperados
para cada una de las construcciones se indican en la Tabla 8.

Tabla 8. Enzimas de restriccién usadas para las digestiones de comprobacion de las diferentes
piezas especificas de Split-Ubiquitina.

Plamidos Enzima restriccion Resultado digestién
pYTKOO1 Pvull 983 pb + 1693 pb
pP2_MET25 EcoRV 399 pb + 1649 pb
pP3a_3XHA-Nub EcoRV + Pvull 552 pb + 1356 pb
pP4_Cub EcoRV 611 pb + 2492 pb

Como se puede observar en la Figura 8, los fragmentos obtenidos fueron los
esperados, por lo que los plasmidos parte se obtuvieron correctamente.
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Figura 8. Electroforesis de la digestion de los plasmidos parte especificos de Split-Ubiquitina. (A)
Digestion del plasmido receptor pYTK001 mediante Pvull y producto de la PCR de la secuencia Cub. (B)
Digestion de los plasmidos parte pP2_pMET25 (EcoRV), pP3a_Nub-HA (EcoRV y Pvull) y pP4a_Cub
(EcoRYV). Fragmentos esperados en la Tabla 8. Carril 1 de cada gel: Marcador de peso molecular (pb).

4.2. Pldsmidos binarios receptores

Se disefiaron dos plasmidos: YCp_GFPdrop_URA3_KanR y
YCp_GFPdrop_LEU2_AmpR (Tabla 9). Estos solo se diferencian en la parte 6
(marcador URA3 o0 LEU2) y en la parte 8 (resistencia a kanamicina o ampicilina). Un
detalle que destacar es el GFPdrop, que esta constituido por las partes 2-3-4. Es esta
pieza la que permite que estos plasmidos se puedan usar como base, ya que con la
sustitucion del GFPdrop por el promotor, CDS y terminador de interés se consigue el
plasmido concreto deseado para su expresion.

Tabla 9. Estructura de los plasmidos binarios receptores YCp_GFPdrop_URA3 KanR vy
YCp_GFPdrop_LEU2_AmpR. Al tratarse de plasmidos binarios receptores, en lugar de piezas 2, 3 y 4,
contienen una pieza GFPdrop. Los plasmidos se diferencian tan solo en las piezas correspondientes a
sus partes 6 y 8.

Nombre de la construccién 2 3a 3b 4a 4b 5 6
YCp_GFPdrop_URA3_KanR GFPdrop ConRE URA3
YCp_GFPdrop_LEU2_AmpR GFPdrop ConRE LEU2

Cada una de las partes pre-disefladas se puede encontrar en el kit de Addgene:
MoClo-YTK, en forma de plasmidos parte. En un primer paso se rescataron estos
plasmidos parte del kit comercial, se cultivaron en E. coli y luego fueron extraidos tal y
como se indica en 3.2.5. Para comprobar que realmente estos eran los plasmidos
deseados, se llevé a cabo una digestion. Las enzimas usadas para ello asi como los
fragmentos esperados se pueden encontrar en la Tabla 10.

Tabla 10. Enzimas de restriccion usadas para las digestiones de comprobacion de las piezas
usadas para los plasmidos binarios receptores y de estos mismos.

Plamidos Enzima restriccion Resultado digestion
pYTK002 EcoRV 1856 pb
pYTK047 EcoRV 2684 pb
pYTKO72 EcoRV 1835 pb
PYTKO74 EcoRV 809 pb + 1916 pb
PYTKO75 EcoRV 635 pb + 2984 pb
pYTKO81 EcoRV 2174 pb
pPYTKO83 Notl 931 pb + 1858 pb
pPYTKOZ4 Notl 931 pb + 1763 pb
YCp GFPdrop URA3 KanR Notl 1763 pb + 3005 pb
YCp_GFPdrop_LEU2_AmpR Notl 1858 pb + 3842 pb
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El resultado fue el esperado para todos los pldsmidos puesto que, tal y como se
observa en la Figura 9, los tamafios son los que se esperaban, por lo que la extraccion
de plasmidos habia sido un éxito.

500-

Figura 9. Electroforesis de la digestion de los plasmidos parte que forman los plasmidos binarios
receptores. Cada uno de los colores indica qué tipo de pieza contiene ese plasmido, en base a la Tabla
1. Las enzimas utilizadas para la digestion de cada plasmido se encuentran en la Tabla 10. Carril 1:
Marcador molecular (pb).

Partes del plasmido YCp_GFPdrop_URA3_KanR >

Partes del plasmido YCp_GFPdrop_LEU2_AmpR > —===---

Tras la restriccidn-ligacion se llevo a cabo una digestion de ambos plasmidos con la
enzima Notl. Este paso se realiz6 con la intencion de comprobar que el ensamblaje de
ambos plasmidos se habia llevado a cabo de forma correcta y se habian obtenido los
plasmidos esperados (Figura 10B) y no artefactos no deseados.

A. B.

GFP dropout

ConLS  KanR-ColEl CEN6/ARS4 URA3 Con RE

GFP dropout

ConLS AmpR-ColEl CEN6/ARS4 LEU2 Con RE

Figura 10. Obtencion de los plasmidos binarios receptores. (A). Electroforesis de la digestion de los
plasmidos binarios receptores YCp_GFPdro_URA3_KanR y YCp_GFPdro_LEU_AmpR. Las enzimas
usadas se encuentran en la Tabla 10. Carril 1: Marcador molecular (pb). (B). Representacion de los
plasmidos obtenidos

Como se puede ver en la Figura 10A, se obtuvieron correctamente ambos plasmidos.
En el carril dos, correspondiente al plasmido YCp_GFPdrop_ URA3_KanR se observa
una tercera banda que parece corresponderse con el plasmido sin digerir.
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4.3. Disefio y obtencién plasmidos quimera KAT1-KAT2

De la misma forma que se disefiaron los plasmidos parte especificos del ensayo Split
Ubiquitina, se disefiaron los plasmidos parte para el estudio de la interaccién entre
KAT1/KAT2. En primer lugar, se encuentran los plasmidos con fragmentos de los
genes KAT1 y KAT2. Por una parte, se disefian plasmidos que contienen los genes
completos, tanto KAT1 como KAT2. Estos contienen la CDS completa y, por tanto, son
partes 3 completas. Por otro lado, hay distintos pldsmidos cada uno con una region de
la CDS ya sea del gen KAT1 o del KAT2 que permiten la formacién de las quimeras.
En funcién de si el fragmento codifica la region N terminal o C terminal de la proteina
se considera parte 3a 0 3b respectivamente. Para obtener tres quimeras diferentes se
disefian 6 plasmidos parte distintos (Tabla 11).

Tabla 11. Estructura de los plasmidos correspondientes a KAT1, KAT2 y los fragmentos para
formar quimeras. La numeracion que aparece se refiere al aminoacido donde empieza y acaba la
traduccién de dicha secuencia. pP3_KAT1 y pP3_KAT2 hacen referencia a los plasmidos parte con los
genes completos.

Nombre de la construccién — 3a | 3b 4a 4b 5 6

pP3_KATL KAT1

pP3_KAT2 KAT2

pPla KATlleader 1.63 KAT1(1-63)

pP3b_KAT2 64-697 KAT2 (64-697)

pP3a_KAT1 1-299 KAT1(1-299)

pP3b_KAT2 300-697 KAT2 (300-697)

pP3a_KAT2_1-299 KAT2(1-299)

pP3b_KAT1_300-677 KAT1 (300-677)

YCp KAT1-Cub LEUZ KATL Cub__ |tTDH1 ConRE LEU2
YCp KAT2-Cub LEU2 KAT2 Cub  [tTDH1 ConRE LEU2
YCp_KATlleader-KAT2-Cub LEU2 ¥ KAT2 (64-697) Cub  [tTDH1 ConRE LEU2
¥Cp_KAT1-KAT2-Cub_LEU2 KAT1(1-299) | KAT2 (300-697) Cub_ |1TOH1 ConRE. LEU2
¥Cp_KAT2-KAT1-Cub_LEU2 KAT2(1-299) | KAT1(300-677) Cub _ |1TDH1 ConRE LEU2
VCp_KAT1-KAT1-Cub LEU2 KAT1(1-209) | KAT1(300-677) Cub__ |1TDH1 ConRE LEU2

Se pretende obtener quimeras distintas entre ellas, cada una con unas regiones
diferentes de las proteinas KAT1 y KAT2. Esto viene del hecho de que KAT2 no
parece interaccionar con BAG4 en levaduras, por lo que mediante su uso se lograran
canales de potasio capaces de integrarse en la membrana pero que solo
interaccionardn con BAG4 si contienen la regiéon de KAT1 implicada en esta
interaccion. Para decidir las regiones que tendria cada una de ellas, se compararon
ambas proteinas tanto a nivel de secuencia como de estructura secundaria. Ambos
genes tienen alta homologia en sus regiones transmembranales, siendo mas
divergentes en las regiones N y, especialmente, C terminal que quedan en la regién
citosélica donde la proteina KAT2 tiene mayor nimero de aminoacidos. Teniendo en
cuenta estas caracteristicas se disefiaron tres quimeras (Figura 11).

A. B. C.

KAT1_1-63/KAT2_64-697 KAT1_1-299/KAT2_300-697 KAT2_1-299/KAT1_300-677

Figura 11. Representacidon esquemética de las quimeras de KAT1 y KAT2, haciendo la numeracion
referencia al nimero de aminoacidos. (A) Quimera KAT1lider-KAT2. La region del aminoéacido 1 al 63,
correspondiente a la regién N terminal citosolica y el resto correspondiente a las regiones transmembrana
y C terminal. (B) Quimera KAT1-KAT2. Los primeros 299 aminoacidos se corresponden con la zona N
terminal y la regién transmembrana, el resto abarca la region C terminal citosolica. (C) Quimera KAT2-
KATL. Inversa de la quimera KAT1-KAT2.
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En el disefio de estas quimeras se hicieron servir distintas predicciones de la topologia
y estructura tanto de KAT1 y KAT2 obtenidas de diferentes fuentes como iTasser o
Phyre. Estas apuntaban a una clara region N-terminal citosolico en ambas proteinas
de 63 aminoé&cidos de longitud, por lo que se tomd como referencia para la obtencién
de los fragmentos KATL1lider (1-63) y KAT2 (64-697) (Figura 11A). Las diferentes
predicciones apuntaban a que los dominios transmembrana terminan alrededor del
aminoacido 300 en ambas proteinas, asi que se tomo este punto como corte para las
otras dos quimeras. De esta forma, una de ellas contendria la region N terminal y
transmembrana de KAT1 mientras que la otra contendria la region citosélica C-
terminal del canal (Figura 11B y C).

Con estas tres quimeras se pretende determinar si la zona de interaccion con BAG4 se
encuentra en la regién citoplasmatica donde ya aparecen otros dominios de
interaccion como CNBD o en la region N terminal. Para poder ajustar mas la zona de
interaccion en el caso de que esta ocurriera en la zona N-terminal, se disefid la
guimera KAT1lider-KAT2, ya que permitiria establecer si dentro de esta zona N-
terminal, la implicada es la zona transmembrana o la zona citosolica. Entonces se
disefiaron los cebadores indicados para obtener los distintos fragmentos (Tabla 2A) y
se amplificaron mediante PCR (Figura 12A).

Figura 12. Obtencién de las construcciones quiméricas KAT1-KAT2. (A) Digestion del plasmido de
entrada pYTKO0O01 y producto de PCR de las distintas secuencias KAT1/KAT2 a insertar. (B) Digestion de
los distintos pldsmidos parte necesarios para la obtencion de los plasmidos binarios finales asi como del
plasmido binario receptor en el que se introducen. Cada plasmido binario final contendra las piezas de la
parte superior (pladsmido binario receptor, promotor pMET25, terminador tTDH1 y el fragmento Cub) y una
pieza 3 o dos subpiezas (a+b) de la parte inferior, correspondientes a las secuencias KAT1 o KAT2. (C)
Digestion del plasmido binario final YCp_KAT1-Cub_ LEU2. Carril 1 de cada gel: Marcador de peso
molecular (pb). Las enzimas utilizadas se encuentran en las Tablas 10y 12.

Una vez amplificados los fragmentos, mediante una restriccidn-ligacion con BsmBI se
obtuvieron los plasmidos parte (Figura 12B). Posteriormente, para lograr los plasmidos
binarios finales era necesaria una nueva restriccion-ligacién, esta vez con Bsal y con
cada una de las piezas necesarias. Para los binarios KAT1-KAT2 se usaron el binario
receptor YCp_GFPdrop_LEU2, el promotor pMET25, el terminador tTDH1, el
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fragmento Cub-VP16 y una de las piezas 3 o dos de las subpiezas 3a y b. Mediante
este proceso logramos obtener el plasmido YCp_KAT1-Cub_LEU2 (Figura 12C). Para
comprobar la correcta obtenciébn de cada uno de estos pldsmidos se realizaron
digestiones con las enzimas indicadas en la Tabla 12 para las piezas especificas
KAT1-KAT2 y en la Tabla 10 para las piezas Split-Ubiquitina y los binarios receptores.
Tal y como se puede ver en la Figura 12, se pudieron conseguir todos los plasmidos
parte a excepcion de pP3b_KAT1 300-677 y pP3b_KAT2_300-697. También se pudo
obtener el plasmido binario final YCp_KAT1-Cub_LEU2, a falta de conseguir las piezas
para obtener los plasmidos binarios quimeras.

Tabla 12. Enzimas de restriccion usadas para las digestiones de comprobacion de las piezas
usadas para los plasmidos binarios quimera KAT1/KAT2 y de estos mismos.

Plamidos Enzima restriccidon Resultado digestion

pP3 KAT1 EcoRV 103 pb + 1482 pb + 2111 pb

pP3 KAT1 1-299 EcoRV 103 pb + 348 pb + 2111 pb

pP3_KAT2 EcoRV 1645 pb + 2111 pb

pP3 KAT2 1-299 EcoRV 451 pb + 2111 pb

pP3 KAT2 64-697 EcoRV 1645 pb + 1925 pb

pP3a_KAT1leader EcoRV + Pvull 552 pb + 1302 pb

pYTKO66 EcoRV + Pvull 552 pb + 1338 ph

YCp_KAT1-Cub_LEU2_AmpR Notl 396 pb + 1858 pb + 2798 pb + 3070 pb
4.4, Disefio y obtencion plasmidos BAG4

En segundo lugar, tenemos el disefio de plasmidos del gen BAG4 y sus
modificaciones (Tabla 13). El interés mayoritario en este gen radica en su dominio
BAG, ya que se ha visto que este interactia con la HSP70. Ademas del interés en
caracterizar la interaccion de este gen con el canal KAT1, se queria ver como afecta la
interaccion de BAG4 con HSP70 a la interaccion con KAT1. Por tanto, se disefiaron
distintos plasmidos cuya diferencia principal se basaba en la presencia, ausencia o
inactividad de este dominio.

Tabla 13. Estructura de los pldsmidos correspondientes a BAG4 y sus distintas modificaciones.
pP3b_BAG4 es el plasmido parte con el gen completo, pP3b_BAG4 _HSP70pm tiene mutaciones
puntuales que inactivan el BD, pP3b_BAG4ABAGdomain es el gen BAG4 sin el BD y, por ultimo,
pP3b_BAGdomain es solamente el BD.

3a 3b 4a 4b 5 6
BAG4
BAG4 Hsp70 pm

Contruct Name
pP3b BAG4
pP3b_BAG4 Hsp70 pm
pP3b_BAGAABD BAGAABD
pP3b_BD BD

[+ [ 2 7
YCp_Nub-BAG4_URA3 Nub_3XHA BAG4 tTDH1 ConRE URA3
VCp_Nub-BAGApm_URA3 Nub_3XHA BAG4 Hsp70 pm tTDH1 ConRE URA3
YCp_Nub-BAG4ABD_URA3 Nub_3XHA BAGAABD tTDH1 ConRE URA3
YCp_Nub-8D_URA3 Nub_3XHA BD tTDH1 ConRE URA3,

Como bien se ha indicado ya, los distintos plasmidos presentaban regiones diferentes
de la proteina BAG4. De tal forma, uno de los plasmidos consistiria del gen completo
de A. thaliana, BAG4. Para determinar si el dominio BAG est4d implicado en la
interaccion se plantearon otras tres construcciones: una de ellas contendria tan solo la
region C-terminal de la proteina, con el dominio BAG, la otra estaria formada por la
proteina BAG a excepcién de esa zona C-terminal con el BD y la Ultima seria un
mutante con el BD inactivo. Las mutaciones usadas, capaces de inactivar el dominio
BAG, fueron definidas por Doukhanina et al. (2006), que afirman que realizar una
doble mutacién en los aminoacidos 179 (acido glutdamico) y 189 (&cido aspértico) de
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BD conlleva la inactivacion del mismo. Asi pues sefialan que el acido glutamico en
posicion 179 se debe sustituir por una glicina mientras que el acido aspartico en
posicion 189 debe sustituirse por una serina.

Una vez planteados los distintos fragmentos, se disefiaron los cebadores necesarios
para su obtencion (Tabla 2A) y mediante una amplificacion por PCR se lograron las
distintas fracciones (Figura 13A). Estas fracciones, mediante una restriccién-ligacion
junto al plasmido de entrada y por accion de BsmBl, llevaron a la obtencion de los
plasmidos parte (Figura 13B). El ultimo paso para conseguir los plasmidos binarios
finales consistié en una nueva restriccion-ligacién con Bsal. En esta se debian unir las
piezas necesarias, que en el caso de los binarios BAG4 consistia en el plasmido
binario receptor YCp_GFPdrop_URA3, el promotor pTDH3, el terminador tTDH1, la
regiéon Nub y uno de los plasmidos parte BAG4. De esta forma se consiguieron tres
plasmidos binarios finales YCp_Nub-BAG4 URA3, YCp_Nub-BAG4ABD_URA3 vy
YCp_Nub-BD_URA3 (Figura 13C). Por falta de tiempo, la version de BAG4 con las
mutaciones puntuales quedo pendiente de completar.

A.

Figura 13. Obtencién de las construcciones BAG4. (A) Digestion del plasmido de entrada pYTKO01 y
producto de PCR de las distintas secuencias derivadas de BAG4 a insertar. (B) Digestion de los distintos
plasmidos parte necesarios para la obtencion de los pldsmidos binarios finales asi como del plasmido
binario receptor en el que se introducen. Cada plasmido binario final contendrd las piezas presentes en el
plasmido binario receptor, el promotor pTDH3 (pYTK009), el terminador tTDH1 (pYTKO056), el fragmento
Nub y una de las subpiezas 3b de BAG4. (C) Digestion de los plasmidos binarios finales YCp_Nub-
BAG4_URAS3, YCp_Nub-BAG4ABD_URA3 y YCp_Nub-BD_URA3. Carril 1 de cada gel: Marcador de
peso molecular (pb). Las enzimas usadas se encuentran en las Tablas 10 y 14.

Para asegurar la correcta obtencién de cada uno de los plasmidos conseguidos, se
realizaron digestiones con las enzimas indicadas en la Tabla 14 para las piezas
especificas BAG4 y en la Tabla 10 para las piezas Split-Ubiquitina y los binarios
receptores. Como se puede observar en la Figura 13, se consiguieron todos los
plasmidos parte, a excepcién del plasmido con la secuencia BAG4 mutante
pP3b_BAG4Hsp70. En consecuencia, también se consiguieron todos los plasmidos
binarios finales a excepcion de YCp_Nub-BAG4pm_URAS3.
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Tabla 14. Enzimas de restriccion usadas para las digestiones de comprobacion de las piezas

usadas para los plasmidos binarios BAG4 y de estos mismos.

Plamidos

Enzima restriccion

Resultado digestion

pP3b_BAG4

BamHI

709 pb + 1736 pb

pP3b_BAG4ABD

BamHI

319 pb + 1736 pb

pP3b_BD

Pstl

165 pb + 1893 pb

pYTK009

EcoRV + Pvull

552 pb + 1799 pb

PYTKO56

EcoRV + Pvull

552 pb + 1347 pb

YCp_Nub-BAG4_URA3_KanR

Notl

1763 pb + 3930 pb

YCp_Nub-BD_URA3_KanR

Notl

1763 pb + 3543 pb

YCp_Nub-ABD_URA3_KanR

Notl

1763 pb + 3540 pb

4.5. Ensayos de crecimiento en levadura

Una vez obtenidos los plasmidos binarios finales, se pas6 a comprobar si las proteinas
seguian siendo capaces de interaccionar y como lo hacian. Para ello, se realizd un
ensayo de crecimiento haciendo uso del sistema Split-Ubiquitina (Figura 14).

7
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Figura 14. Ensayo de doble hibrido Split-Ubiquitina en levadura. Transformantes de cada
combinacién de pldsmidos indicados fueron crecidos hasta saturacion en medios selectivos y diluciones
seriadas fueron depositadas en los medios indicados. Las imagenes se obtuvieron tras 3 dias de
crecimiento a 28°C. (A) En las dos primeras filas, se realizan los controles de interaccion del ensayo. Para
ello se usan los plasmidos KAT1-Cubgae y Nub-BAG444e del sistema original de Split-Ubiquitina (Obrdlik et
al., 2004) como control positivo y, como control negativo, se enfrenta el plasmido KAT1-Cubgae con un
plasmido solo con el fragmento Nub (plasmido de la coleccion del laboratorio Nub-g). Abajo, se
comprueba si KAT1-Cubwmocio €S capaz de interaccionar con distintos clones de Nub-BAG4gae Y de nuevo
el control negativo con Nub-g. (B) Arriba, se enfrenta el plasmido del sistema original KAT1-Cubgae contra
los distintos Nub-BAG4wecio Y contra el control negativo Nub-g. Abajo, los mismos ensayos esta vez con
KAT1-Cubwmocie- En cada columna se usa un medio concreto, siendo de izquierda a derecha de menos a
mas selectivo y usando el X-gal como medida de la interaccion.

Por una parte se pretendia comprobar si la construccion KAT1-Cubyci, (YCp_KAT1-
Cub_LEU2) mantenia la capacidad de interaccionar con BAG4. Para ello se enfrentd
esta construccion a distintos clones de Nub-BAG44,. del sistema original de Split-
Ubiquitina (Obrdlik et al., 2004). Ademas, como controles positivo y negativo de
interaccion, se enfrentd KAT1-Cubgae, por una parte, a Nub-BAG44. Yy por otra, a un
plasmido con tan solo el fragmento Nub (Nub-@). Asi se observd que la construccion
de MoClo es capaz de interaccionar con el plasmido Nub-BAG44. pero de forma
mucho mas débil que el pldsmido del sistema original (Figura 14A).
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Posteriormente, se realiz6 un ensayo de interaccion para descubrir con qué fragmento
de BAG4 se produce la interaccion con KAT1, asi como el funcionamiento de las
construcciones MoClo juntas (Figura 14B). Por ello, por una parte se enfrentaron los
distintos plasmidos Nub-BAG4ocio (YCp_Nub-BAG4_URA3, YCp_Nub-
BAG4ABD_URA3 y YCp_Nub-BD_URAB3) tanto al plasmido del sistema original KAT1-
Cubgae cOmo a la construccion KAT1-Cubyecio. Como control negativo se enfrentaron
ambos plasmidos KAT1-Cub al vector Nub vacio (Nub-g). De esta forma se volvi6 a
hacer evidente el hecho de que el plasmido KAT1-Cubmecio funciona peor que la
construccion original KAT1-Cubgae, llegando casi a ni observarse ningun tipo de
interaccion con los Nub-BAG4y.ci. Sin embargo, si se observé que plasmido
YCp_Nub-BAG4_URAS3, como era de esperar, interacciona con KAT1-Cubgae, por lo
gue funciona correctamente. Ademas, parece que la interaccion entre KAT1 y BAG4
ocurre principalmente en la region C-terminal, donde se encuentra el BD ya que es
donde se ve un mayor crecimiento y, por tanto, una interaccion mas fuerte. Sin
embargo, parece que también hay cierta interaccion con la proteina sin el BD, por lo
gue puede que el dominio de ubiquitinacion de la region N-terminal de BAG4 esté
implicado en la interaccion.

4.6. Comprobacion de la expresion de las proteinas de fusion
construidas

Una vez realizados los ensayos de interaccion se analizé la expresion de las distintas
proteinas ensayadas. Para ello, se realizé una inmunodeteccién siguiendo el protocolo
indicado en el punto 3.4 (Figura 15). Tanto la extraccion proteica como su separacion y
posterior transferencia a membrana se llevaron a cabo correctamente, como se puede
ver gracias a la tincion Direct Blue.

170. 170

110-

110-

40- ~ |-BAG4-Nub a0-
35 t _BD-Nub 3
. - BBD-Nub 2.

. . 170
s
110- 110-
70- 70- &

55- Direct Blue 55- Direct Blue

40- 40-
35- 35-

25- 25-

Figura 15. Inmunodeteccion del ensayo de crecimiento Split-Ubiquitina. (A) Inmunodeteccion de las
muestras ensayadas en la Figura 14A. Control positivo de KAT1-Cubgae en el Ultimo carril. (B)
Inmunodeteccién de las muestras ensayadas en la Figura 14B. Control negativo en el Ultimo carril. En
ambas imagenes abajo se encuentra la tinciéon Direct Blue, donde se observan la correcta extraccion y
transferencia proteicas. En medio, se encuentra la inmunodeteccion de las distintas proteinas Nub-BAG4,
Nub-BD y Nub-BAG4ABD mediante el anticuerpo a-HA. Arriba, la inmunodeteccion de las proteinas
KAT1-Cubgae Y KAT1-Cubmocio cOn el anticuerpo a-LexA. Los nuimeros de la izaquierda muestran el
tamafio de las bandas del marcador de peso molecular en kDa.
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Tal y como se observa en la Figura 15, las proteinas de MoClo Nub-BAG4, Nub-
BAG4ABD y Nub-BD se expresan correctamente y aparecen cerca de 40 kDa, 24 kDa
y 25 kDa respectivamente. El Nub-BAG44.e 0 Nub-BAG4er, cOmo era de esperar, se
expresa correctamente pero hay que recalcar el hecho de que la construccion Nub-
BAG4 de MoClo es ligeramente mas pesada, probablemente como resultado de los
aminoacidos afiadidos a la proteina de fusion para no perder la pauta de lectura.
Respecto a las construcciones KAT1-Cub, al incubar las muestras a 65°C parece que
las proteinas de membrana KAT1 se agregaron y precipitaron, por lo que no se
pudieron observar las bandas especificas correspondientes a estas proteinas de
fusion. Por esto el control negativo sin KAT1-Cub ni Nub-BAG4 muestra la misma
sefial que el resto de muestras, excepto KAT1-Cubyqe (KAT1-Cuber). De hecho, en la
Gltima muestra en la Figura 15A, un control no calentado, se aprecia la banda
correspondiente a KAT1-Cub. Para resolver este problema, repetimos el experimento
esta vez evitando este paso (Figura 16).

a- LexA

100—

Direct Blue
70—

Figura 16. Inmunodeteccion de la construcciéon YCp_KAT1-Cub de MoClo. En la parte inferior se
observa el resultado de la extraccion proteica y la transferencia a la membrana mediante la tincion con
Direct Blue. En la parte superior se encuentra el resultado de la inmunodeteccién mediante el anticuerpo
de deteccion a-LexA, capaz de unirse a las proteinas de fusion que contengan el fragmento Cub-VP16-
LexA como KAT1-Cub. Como control positivo de expresion se usa el plasmido KAT1-Cubgae del sistema
original de Split-Ubiquitina (Obrdlik et al., 2004), mientras que como control negativo se usa Nub-g.

También en este caso, se uso el plasmido KAT1-Cubg.e del sistema original de Split-
Ubiquitina (Obrdlik et al., 2004) como control positivo de expresiéon y deteccién, ya que
este plasmido contiene el factor de transcripcion LexA, al que se une el anticuerpo de
deteccién a-LexA. A su vez, se realizd el procedimiento con una muestra sin plasmido
y, por tanto, sin expresion del factor de transcripcion LexA, que no se detectaria y
actuaria como control negativo en la inmunodeteccion.

La expresion de la proteina KAT1-Cub es correcta ya que se encontré una sefial sobre
los 130 kDa, que corresponde con el tamafio de la proteina de fusion. Sin embargo, el
nivel de expresion de esta construcciéon obtenida era inferior al observado en el
plasmido control KAT1-Cubg.e. LO esperado hubiera sido una expresion similar, ya que
ambos plasmidos deberian ser equivalentes funcionales en base a su disefo.
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5. Discusioén

En la regulacion y control de los movimientos estomaticos, tienen una gran importancia
los canales de entrada de potasio, como KAT1, presentes en la membrana de las
células oclusivas. Estos garantizan la presencia del suficiente potasio intracelular, lo
que se ha visto relacionado con una mayor tolerancia frente a la sequia (Zorb et al.,
2014). Dada la gran importancia que tiene KAT1 como uno de los principales
transportadores de potasio en la célula, surge interés por estudiar los mecanismos
detras de su regulaciéon. Siguiendo esta linea, en nuestro laboratorio se realizdé un
rastreo basado en un ensayo Split-Ubiquitina en levadura para encontrar proteinas
capaces de interaccionar con el canal de potasio KAT1 y estudiar el posible efecto
regulador que esta interaccion ejerciera sobre KAT1.

De esta forma se encontré que una de las proteinas capaces de interaccionar con
KAT1 es BAG4. En el mismo estudi6 se comprobd que mediante esta interaccion
BAG4 regula de forma indirecta el movimiento de apertura y cierre estomatico y es
capaz de aumentar la actividad de este canal de potasio. Por tanto, BAG4 actia como
regulador de KAT1. En concreto, nuestros datos indican que BAG4 facilita la salida del
reticulo endoplasmatico y por tanto, se podria considerar como una chaperona para
KAT1 (Locascio, Marques, et al., 2019).

La proteina BAG4 pertenece a la familia Bcl2-associated athanogene, que se
encuentra en distintos organismos como mamiferos, levaduras o, en este caso,
plantas. Las funciones de esta familia de proteinas en mamiferos estan relacionadas
con la regulacion de la muerte celular programada mediante el reclutamiento de
sistemas de chaperonas como las proteinas de choque térmico o Hsp70. Todas las
proteinas pertenecientes a esta familia, incluida BAG4, contienen un dominio BAG
conservado que les proporciona la capacidad de reclutar con alta afinidad las Hsp70.
En cambio, su funcién en las plantas se ha visto implicada en la resistencia a estreses
bidticos y abidticos, como la sequia (Doukhanina et al., 2006; Takayama y Reed,
2001).

Todo lo anterior, sumado al hecho de que BAG4 regula el canal de potasio KAT1, hace
gue el estudio y caracterizacion de esta interaccion gane interés ya que podria tener
grandes repercusiones en la obtencion de cultivos con mayor tolerancia a la sequia.
De esta forma pretendemos concretar las regiones de cada proteina que participan en
la interaccién y asi conocer de forma mas precisa cdmo BAG4 regula la accion de este
canal. A su vez, seria posible ver los efectos que tiene la interaccion de KAT1 y BAG4
con la capacidad de la ultima de unirse a la Hsp70. En definitiva, tratamos de estudiar
cdmo esta interaccion afecta a la funcion reguladora de BAG4. Para ello se plantea un
ensayo Split-Ubiqutina en el que se combinen diferentes fracciones tanto de la
proteina KAT1 como de BAG4, para ver entre cuales de ellas se produce la
interaccion.

Con este objetivo en mente, se adaptaron las distintas secuencias al sistema de
clonacion modular en levadura MoClo. Se disefiaron tres conjuntos de construcciones
gue se dividian en piezas especificas del sistema Split-Ubiquitina, piezas KAT1/KAT2
y piezas BAG4. La intencidn al disefiar las quimeras KAT1/KAT2 fue obtener canales
de potasio capaces de integrarse en la membrana donde solo se encontrara una
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region determinada de KAT1, siendo el resto del canal parte de KAT2, que no
interacciona con BAG4 en levaduras. Asi se plantearon 3 quimeras donde se aislaba
la parte N o C-terminal de KAT1, para perfilar la zona de interaccion. Por otra parte,
para BAG4 se diferencié entre el dominio BAG vy el resto de la proteina, obteniéndose
asi 2 fragmentos distintos. Ademas, se plante6 un mutante cuyo dominio BAG
estuviera inactivado, para asi poder ver si el dominio funcional es participe de la
interaccion.

Los fragmentos se adaptaron al sistema sin gran dificultad, permitiendo obtener
plasmidos capaces de actuar como unidades transcripcionales completas y capaces
de ser usados en el ensayo Split-Ubiquitina. EI hecho de obtener un alto nimero de
proteinas de fusién y proteinas quiméricas, si se hiciese usando métodos de clonacién
tradicionales en levadura, implicaria un alto consumo de tiempo. Sin embargo, el
sistema MoClo, jerarquizado y estructurado en piezas, soluciona este problema y
permite, si todas las construcciones se obtienen en un primer intento, obtener
plasmidos binarios finales en apenas unas dos semanas.

Mediante los ensayos Split-Ubiquitina en levadura (Figura 14) se pudo confirmar que la
construccion YCp_KAT1-Cub_LEU2 obtenida mediante el sistema MoClo mantiene la
capacidad de interaccionar con el plasmido Nub- BAG44.. del sistema original de Split-
Ubiquitina (Obrdlik et al., 2004). Sin embargo, esta interaccion parece ser mas débil
que la que presenta la construccion control KAT1-Cubg.e. Estos datos apuntan a que
la construccion de MoClo, pese a ser funcional, no es tan eficaz como la construccion
original. De hecho, al enfrentar KAT1-Cubyeci, @ las construcciones de MoClo Nub-
BAG4, Nub-BAG4ABD y Nub-BD tampoco se observo la interaccién. Sin embargo, las
construcciones Nub-BAG4 funcionan ya que si que interaccionan con KAT1-Cubgae. ES
mas, parece que KAT1 interacciona con el BD de BAG4 y también con la region N-
terminal de BAG4, aunque en menor medida. Pensamos que este hecho podria tener
relacion con la presencia de otro dominio capaz de interaccionar con KAT1 con menor
afinidad, como por ejemplo el dominio de ubiquitinacion en la regién N-terminal de
BAGA4.

Posteriores inmunodetecciones (Figura 15 y 16) mostraron que todas las proteinas se
expresan correctamente. Por una parte, las proteinas Nub-BAG4, Nub-BAG4ABD y
Nub-BD parece que se expresan incluso a niveles mas altos que los controles usados.
Sin embargo, la proteina KAT1-Cubyecir S€ expresa a niveles inferiores en
comparacion con KAT1-Cubg.e, cuando lo esperado era que ambas construcciones
presentaran niveles de expresion similares. De forma complementaria, en nuestro
laboratorio se realizaron ensayos de complementacién funcional donde, entre otras, se
estudio la construccion YCp_KAT1-Cub_LEUZ2. Estos ensayos se realizaron en cepas
sensibles al cloruro de litio (LiCl), de forma que frente a un tratamiento con LiCl, la
presencia de canales transportadores de potasio funcionales permite el crecimiento de
la cepa. En estos ensayos se vio que las cepas transformadas con la construcciéon
YCp_KAT1-Cub_LEU2 eran capaces de crecer incluso en las condiciones con mayor
concentracion de LiCl. Estos resultados, junto con los resultados de expresion vistos
en la inmunodeteccion, parecen apuntar a que el canal KAT1-Cub esta altamente
activo. Esta hipétesis explicaria el hecho de que su expresién se mantenga en niveles
minimos para evitar una entrada excesiva de K* en la célula y una consecuente
toxicidad celular. Esta reduccion en los niveles de expresion podria explicar por qué
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los plasmidos disefiados presentan un nivel inferior de interaccién en los ensayos de
Split-Ubiquitina

En futuros estudios, con las piezas disefiadas, se podra caracterizar de forma mas
definida esta interaccion, perfilando de una forma mas precisa las regiones implicadas
en ello. Se completaran las construcciones y los ensayos correspondientes con las
guimeras y versiones de BAG4 con mutaciones puntuales disefiadas en este proyecto.
Sin embargo, el hecho de que tanto el BD como la regién N-terminal participen en la
interaccion puede ser muy interesante en futuros estudios. Al mismo tiempo, se podra
estudiar la eficacia de las construcciones obtenidas mediante MoClo para conocer las
razones detras de las aparentes interacciones mas débiles.

6. Conclusiones

e EI sistema MoClo simplifica la obtencion de las construcciones complejas
necesarias para este estudio.

e Las construcciones obtenidas son funcionales, aunque parece que KAT1-Cubwmocio
los es a un nivel mucho més bajo de lo esperado.

e La proteina KAT1 es capaz de interaccionar tanto con el BD de BAG4 como, en
menor medida, con su regién N-terminal.
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