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RESUMEN

La regulacion de la proteostasis (homeostasis de proteinas) en plantas es un mecanismo
clave de la capacidad de las mismas para la tolerancia a diversos tipos de estrés
ambiental. Entre los mecanismos reguladores de la proteostasis, las modificaciones post-
traduccionales de las proteinas y su degradacidn juegan papeles fundamentales. En
nuestro laboratorio, hemos estudiado previamente la modificacidén post-traduccional del
factor de traduccidon elF5A por hipusinacién y su importancia en la biosintesis de
proteinas. Ademads de la modificacién por hipusinacién de la K50 en Arabidopsis también
se ha descrito que la modificacion por fosforilacion de la S2 tiene importancia sobre la
actividad de elF5A. Esta fosforilacidn de la S2 esta regulada aguas arriba por la luz y por
el eje SNRK1/TOR. Para comprender mejor la relevancia bioldgica de esta modificacion
post-traduccional, hemos generado plantas transgénicas con versiones fosfomiméticas
(52D) y versiones no fosforilables (S2A) de la proteina elF5A, cuyos fenotipos estan
siendo analizados en la actualidad. Por otro lado, en colaboracién con otros grupos
extranjeros, hemos identificado una interaccién fisica entre elF5A y la proteina ATGS,
validada por BiFC y Y2H. Los objetivos de este trabajo son profundizar en el estudio de
la interaccién con los mutantes S2A y S2D, asi como comprender el significado biolégico
de dicha interaccién, en especial la posibilidad de que elF5A2 sea sustrato de
degradacion por autofagia. Ademas, proponemos analizar la localizacidn subcelular de
dichas versiones mutantes fusionadas a GFP en plantas transgénicas.
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ABSTRACT

The regulation of proteostasis (protein homeostasis) in plants is a key mechanism of their
ability to tolerate various types of environmental stress. Among the regulatory
mechanisms of proteostasis, post-translational modifications of proteins and their
degradation play fundamental roles. In our laboratory, we have previously studied the
post-translational modification of the translation factor elF5A by hypusination and its
importance in protein biosynthesis. In addition to the modification by hypusination of
K50 in Arabidopsis, it has also been described that the modification by phosphorylation
of S2 is important for the activity of elF5A. This S2 phosphorylation is regulated upstream
by light and by the SnRK1/TOR axis. To better understand the biological relevance of this
post-translational modification, we have generated transgenic plants with
phosphomimetic versions (52D) and non-phosphorylatable versions (S2A) of the elF5A
protein, whose phenotypes are currently being analyzed. On the other hand, in
collaboration with other foreign groups, we have identified a physical interaction
between elF5A and the ATG8 protein, validated by BiFC and Y2H. The objectives of this
work are to deepen the study of the interaction with the S2A and S2D mutants, as well
as to understand the biological meaning of said interaction, especially the possibility that
elF5A2 is a substrate for degradation by autophagy. Furthermore, we propose to analyze
the subcellular localization of these mutant versions fused to GFP in transgenic plants.

Keywords: elF5A, ATGS8, phosphorylation, autophagy.



Anexo al Trabajo de Fin de Master: Relacion del trabajo con los

Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.

Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

No
Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto [Medio| Bajo |procede
ODS 1. Fin de la pobreza. X
ODS2. Hambre cero. X
ODS3. Saludy bienestar. X
ODS4. Educacién de calidad. X
ODS5. lgualdad de género. X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X
ODS7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X
ODS 13. Accién por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcion de la alineacién del TFM con los ODS con un grado de relacién mas alto.

Dada la problematica del cambio climatico, la mejora genética de especies de cultivo es
una alternativa de solucidn ante estos cambios para la mejora en seguridad alimentaria.
Es por eso el uso de plantas modelos que nos permiten realizar dichas mejoras
biotecnoldgicas, asi como la transferencia de genes responsables de caracteres utiles
como alto rendimiento, resistencia a plagas y/o enfermedades o la tolerancia a
condiciones de estrés. Haciendo uso de estas herramientas en la biotecnologia de
plantas mejoramos en su adaptacidon al cambio climatico, optimizando la vida de
ecositemas terrestres. Ademas la generacién de estos proyectos conllevan a la alianza
con instituciones, universidades, empresas y otros para lograr un fin comun.




AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecer a Dios, que me dio la fortaleza, salud, capacidad y
paciencia necesaria para llegar hasta este momento y culminar con éxito este suefio.

A mi familia, les expreso mi mas profundo agradecimiento. Mis padres, Ana Maria y
Elisban, por su incondicional apoyo, por creer en mi y por impulsarme siempre a
perseguir mis suefio. A mis hermanas menores, Lesly y Eliana gracias por su comprensién
y su apoyo constante. Su carifio ha sido una fuente constante de fortaleza para mi.

Un agradecimiento especial a mi asesor, Alejandro, por brindarme la oportunidad de
formar parte del laboratorio. Su dedicacién, paciencia infinita y generosidad al compartir
sus conocimientos que han sido fundamentales para mi desarrollo académico y
personal. Aprecio profundamente el tiempo y las ganas que ha invertido en guiarme
durante este proceso.

También quiero agradecer al profesor Borja y amigos del laboratorio Adela, Yolanda, Jose
y Antonio. Sus aportes, experiencias compartidas y su disposicion para resolver mis
dudas, junto con sus palabras de animo, han sido de gran ayuda.

A mis amigas Julieta, Yolanda y Sara gracias por estar siempre presentes, tanto en los
momentos dificiles como alegres, su amistad ha sido un regalo invaluable que atesoraré
siempre. Ademas a Kevin, gracias por tu apoyo y colaboracion desde Peru; valoro nuestra
amistad y tu disposicidn para ayudarme en los momentos que lo necesité.

Finalmente, agradecida con mi pais Peru a través de PRONABEC, porque sin su apoyo
este suefio, que en algin momento parecia tan lejano, no habria sido posible. Gracias
por abrirme las puertas hacia esta oportunidad unica.

El ultimo espacio es para agradecer a mis pequeiios de cuatro patas a quienes les digo que cumpli mi promesa. En
memoria de Oreo, Chemo y Peque. Ademds de Matias, Lucy, Yoco, Zeus y Pochito quienes esperan mi regreso.



INDICE

RESUIMEN ...ttt ettt s h ettt e h et bt et e bt e ae et e sb e eatesbesbeenbesbeeat e besaeentesbeeneeneas 1
ABSTRACT ...ttt ettt e bt bt e a e et e bt et e s bt e a e e bt sheeatesbeeht et e ebeentesbesatetesbeensentesaeenben 2
AGRADECIMIENTOS .......cotiiiiiiiiitete et ettt e e e e ettt e e e e e e e s bbateeeeeesesaanraaaeeeeessssannssaaeeesssssanns 4
INDICE DE FIGURAS Y TABLAS .........oovoveeeeeteececeeececesesesss s sttt ssssssas st as st sesesssessssssasasasananas 6
ABREVIATURA ...ttt ettt sttt h et s bt et e st e s bt et e s beeat et e ebe et e sbeeatentesbeeatesbesaeenbens 7
I, INTRODUCCION .......oouomiviviiiiieececte ettt s bbb bbb s as b bbb nas 8
Il HIPOTESIS.......cooieiiiiiieieeiseise ettt bbbt 14
1l. OBJETIVIOS......ooittieeee ettt ettt e e e e s ettt e e e e s s s brbteeeeeeessaasraaeaeeessssnnseneeeas 14
IV. RESULTADOS. ...ttt ettt e e e e ettt et e e e e st r et e e e e s e e s aabetaeeeeeesasanbttaeeeeessannsneaaaaeeanns 15
4.1 Interaccion entre eIFSA2 Y ATGS8 ...........cooocuiiieeiiiiee ettt eetee e e eree e e e ere e e e e aree e e eentaeeeenres 15
4.1.1 Yeast TWO Hybrid (Y2H) ...ttt et e e e e 15
4.1.2 Bimolecular Fluorescent Complementation (BiFC)...............ccccccovveviienieeeciee e, 17

4.2 elF5A2 como sustrato de autofagia ..........ccccceeviiiiiiiiiii 24
4.3 Obtencidn de lineas trangénicas eIF5A2-GFP ................cccccooveeeiiieeeccieee e 25
4.3.1 Caracterizacion molecular de las lineas trangénicas elF5A2-GFP ........................... 27

Vo DISCUSION ...ttt 30
VI. CONGCLUSIONES. ... s 34
VII. MATERIALES Y METODOS ........oovvieeiecececeeesetetee ettt ettt eseses s ssssssan s s 35
7.1 Material biolégico y condiciones de crecimiento. ..............ccccccceeeeiiiiieccciie e, 35
TLL B €Ol ettt ettt h e st st sttt et beenaeas 35

7. 1.2 LeVAAUIQ......coueiiiiiieeie ettt ettt et et e b e e st n e et r e nnees 35
7.1.3 Nicotiana benthamiana......................c.cccooveinuinieiniieiiieieeneesee e 36
7.1.4 Arabidopsis tRALIANG ....................oooeeieeieiiiiieiiiee et eecccreee e e e e eeerraeee e e e e e enaens 37

7.2 Técnicas de manipulacidn y analisis de ADN ..............c.cccoiiiiiiiiie e e 38
7.2.1 Técnica de ClONACION.........ocueiiuiiiiieiieeeeeee ettt st 38
7.2.2 Extraccion de ADN PIasmITiCO ..........cooveveuioieeeeeeeeeeeceeeeee ettt 39
7.2.3 Analisis de reStriCCiON ...........ccceeiiiiiiiiiieeeeeeeee e e 39
7.2.4 Geles de electroforesis de ADN..............cccooeeiieniinieniieeeeeree e 39

7.3 Técnicas de manipulacion y analisis de proteinas. ...............cccccoiiieciiiiiecciiec e, 39
7.3.1 Extraccion de proteinas de Arabidopsis thaliana............................c.ccccovveeeecuneeannen. 39
7.3.2 Geles de electroforesis SDS-PAGE y transferencia..............ccccccoeeveiiiicieeeccciee e, 40
7.3.3 Analisis WeStern BIOt (WB) .........ccueeiiioiiiiiiiiiiei ettt e 40

7.4  Técnicas de microscopia confocal. ............ccccoooiiiiiiiiiiii e 41
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt et e e e e et e et e e e e e e s b et e e e e e e e e aannbeeeeeeeeesaannneeeeaeannn 42
AINEXO ...ttt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e b b bee e e e e e e e e abebateeeeeeeaanrereeeeeeeeaaannne 45



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema de los diferentes estreses ambientales a los que estan sometidas las

o] =101 = PP 8
Figura 2. Esquema del proceso de autofagia. ......cceecviieiiiciiiii e 9
Figura 3. Regulacion de la autofagia por la proteina eIFSA.. ........oooveciieieeiieeeccee e 11
Figura 4. Estudio de la interaccion entre elF5A y las diferentes isoformas de ATG8 mediante

R 7 R PSSP UPSTPR 11
Figura 5. Estudio de la interaccidon de elF5A entre las diferentes isoformas de ATG8 mediante

2 1 PPt 12
Figura 6. Heatmap del andlisis de la dinamica de la fosforilacién de proteinas ribosomales y de
los factores de traduccidn eIFS5A2 Y €IF5A3. .. ittt e e aae e s 13
Figura 7. La estabilidad de elF5A en condiciones de alteracidn genética y farmacoldgica......... 13
Figura 8. Clonacion Para Y2H.. .....eoeiiiiiie ettt et e st e e s saae e e s ntae e e s sasaeeessnnaeeeen 15
Figura 9. Resultados del estudio de interacciones elF5A con ATG8e mediante Y2H. ................. 16
Figura 10. Controles para ensayos BiFC CON ATG8E.. .....ccccccuveeeeiireeeeiiieeeeiieeeeeeireeeesreeeeesseeee s 18
Figura 11. Ensayo de BiFC con ATG8E Y EIF5A2......cooicuiiiiiiciiie ettt eciree e et e e ssvae e e s saaeeessaneee s 19
Figura 12. Controles para ensayos BiFC CON ATGS8I.. ......eeeecieeieeiiiieeeciieeeecieeeeecieeeeecvreeeesaaee e 20
Figura 13. Ensayo de BiFC con ATG8E Y EIF5A2......cccccuuiieeeciiee ettt esee e etve e e e eaae e e e eaaeee s 21
Figura 14. Controles para ensayos BiFC cOn ATG8N.. .....ccoccuieieiiiiiieeiiieeeeciree e esiveeessvvee e svnee s 22
Figura 15. Ensayo de BiFC con ATG8E Y EIF5A2......cccccuiieeecieee ettt e et e eeeae e e e eaae e e e snaeee s 23
Figura 16. Ensayo de estabilidad de elF5A en condiciones de oscuridad como inductor de

[0 o] - -4 - PRSP SRR 24
Figura 17. Esquema del T-DNA de los plasmidos utilizados para obtencién de plantas

L0 218 1Y <=1 ] (or- F PRSP 25
Figura 18. Esquema del proceso de obtencion de lineas transgénicas..........cccoecveeeecrveeeecnnnnnn. 26
Figura 19. Identificacidon fenotipica de plantas transgénicas.. ......cccceccvveeeeiiiiieeeciiee e, 26
Figura 20. Visualizacidn de fluorescencia en plantas transgénicas. .......ccccccceeevviveeeeiciieeeeicineenn, 28
Figura 21. Deteccién inmunoldgica por WB de las proteinas elF5A y GFP en plantas

L0 21 a 1Y == ] or- PRSP 29
Figura 22. Regulacion hipotética de elF5A por el eje regulador SNnRK1/TOR y su estado de
fosforilacion en la S2 en relacidn al proceso de autofagia. .........cceeecuveeeeeciiee e 33

[NDICE DE TABLAS

Tabla 1. Esquema de la combinaciones de ensayos del BiFC en N. benthamiana. ..................... 17
Tabla 2. Resumen de las lineas transgénicas T2 seleccionadas. ...........ccceevveveveveveeeeseseseenenennns 29
Tabla 3. Plasmidos de entradas y destino utilizados para la clonacion de GATEWAV.................. 39
Tabla 4. Andlisis de segregacion de 1as [iN€as GFP (T2)....ccveeivcieeeieciieeeccieee e eeiree e svree e 45
Tabla 5. Analisis de segregacion de las lineas elF5A2WT-GFP (T2)...c.cccevveveeeeeeereereereereeeeeeeneas 46
Tabla 6 Andlisis de segregacion de las lineas eIFSA252A-GFP (T2). wicvvevvvriveereireee e ereesre e 46
Tabla 7. Analisis de segregacion de las lineas elF5A252P-GFP (T2). c.ccevveveeeeeeereereereereeeeeeeeneas 47



ABREVIATURA

A. thaliana — Arabidopsis thaliana

A/Ala — Alanina

AIM — motivos de interaccion de la familia de ATG8

ATG — genes relacionados con la autofagia (AuTophagy-related)

BiFC — complementacién biomolecular fluorescente

Y2H — sistema del doble hibrido en levadura

CK2 — Casein quinasa 2 (Casein kinase 2)

Col-0 — ecotipo Columbia-0 de A. thaliana

DHS — Desoxihipusina sintasa

DOHH - Desoxihipusina hidroxilasa Fe (ll)-dependiente

E. coli — Escherichia coli

elF5A — Factor de iniciacion traduccional eucariético 5A (eukaryotic initiation factor)
GFP — proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

Hyp - Hipusina

MS — medio Murashige and Skoog basal

PTMs — Modificaciones post-traduccionales (Post-Translational Modifications)
S/Ser — Serina

S2A - fosfomutante; mutacion de sustitucion del residuo S2 por A

S2D — mutante fosfomimético; mutacion de sustitucion del residuo S2 por D V
SnRK1 — Quinasa relacionada con la sacarosa no fermentadora (Sucrose non-
fermenting related kinase)

Spd - Espermidina

T2/T3 — generacion 2 y 3 de plantas transgénicas

TOR — Diana de rapamicina (Target of rapamycin)

WB — Western Blot

GFP - Green Fluorescent Protein

PML - Promyelocytic leukemia



1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos de naturaleza sésil que han desarrollado mecanismos con los
que adaptarse y sobrevivir, para asi responder frente a los diferentes cambios
ambientales tanto abidticos como bidticos (Fig. 1), siendo las proteinas las principales
moléculas en sufrir su efecto. Estas moléculas participan de forma activa en la regulacién
del desarrollo y el crecimiento, pero bajo situaciones de estrés experimentan cambios
en la conformacion, la localizacion subcelular o la estabilidad que afectan su actividad
dando como resultado la formacién de proteinas mal plegadas o no funcionales y/o
organulos celulares dafiados o no deseados cuya acumulacion es deletérea (Zhang et al.,
2020) que deberdn ser eliminados para mantener la homeostasis-proteica
(proteostasis).
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Figura 1. Esquema de los diferentes estreses ambientales a los que estan sometidas las plantas. Esquema
realizado con software BioRender.

Para mantener una correcta proteostasis, las plantas han desarrollado sistemas de
control dindmicos y mecanismos de reciclaje, siendo el sistema ubiquitina-proteosoma
(UPS) y la autofagia, los mas importantes y ampliamente conservados en los organismos
eucariotas (Sharma et al., 2024). El UPS es una via proteolitica primaria para proteinas
de vida corta y altamente reguladas, mientras la autofagia es un mecanismo de
degradacion y reciclaje que se ocupa de particulas mas grandes como complejos y/o
agregados proteicos y los organulos dafiados (Yang et al., 2021).

La autofagia es un proceso celular altamente conservado en eucariotas. Comienza con
la induccién y nucleacién de membranas de aislamiento, su expansién conocida como
fagoforo, que va envolviendo el componente a degradar, hasta formar una doble
membrana cerrada denominada autofagosoma cuyo camino final es unirse a la vacuola



(en plantas y levaduras) o lisosomas (en animales) para la degradacién y el reciclaje de
su contenido (Lin et al., 2023) (Nieto-Torres et al., 2023).

En las plantas este proceso se mantiene en un nivel basal durante el crecimiento y el
desarrollo para garantizar la homeostasis celular, pero se regula positivamente bajo
estrés para ayudar en la supervivencia de la misma (Su et al., 2020). Entre los elementos
reguladores del proceso de autofagia cabe destacar la actividad de proteinas quinasas
cruciales como SnRK1 que es un regulador positivo de la autofagia en respuesta a la
deficiencia energética y nutricional (Yang et al., 2021), que inhibe a la quinasa TOR (Soto-
Burgos & Bassham, 2017) que actia como regulador negativo (Fig. 2). Dicha induccién
activa la union de ATG1 y ATG13, formando el complejo ATG1- ATG13- ATG101 iniciando
asi la autofagia (Qi et al., 2021).0tro regulador que participa de forma directa es la
espermidina, que modifica post-traduccionalmente (hipusina) al factor de traduccién
elF5A (Zhang et al., 2019), siendo considerado como requisito traducional para la
autofagia (Frankel, 2018). La activacion del proceso de la autofagia esta impulsada por
una gran cantidad de genes (genes ATG) conservadas en eucariotas y muchas se
encuentran en forma de familias multigénicas (Yang et al., 2021).
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Figura 2. Esquema del proceso de autofagia. Proceso inicia en el citosol en condiciones de estrés.
Tomada de (Qi et al., 2021)



Una de las proteinas clave en la formacion del autofagosoma es ATG8 (MAP1LC3/LC3 en
mamiferos) que a través de un proceso de modificacién por conjugacion lipidica y anclaje
al fagoforo, desempefia un papel central tanto de forma masiva como selectiva (Lin et
al., 2023; Yang et al., 2021). ATGS8 requiere un paso previo de protedlisis por ATG4, que
permite luego el proceso de conjugacién covalente con la fosfatidiletanolamina (PE). El
proceso de lipidacidn consiste en varios pasos enzimaticos catalizados por las enzimas
de conjugacién similares al sistema de conjugacion de ubiquitina ATG7 (E1), ATG3 (E2) y
el ATG12-ATG5-ATG16L1(E3) (Frankel, 2018). Al estar lipidada ATG8-PE funciona como
plataforma de acoplamiento para los adaptadores de autofagia y asi facilitar la formacién
del autofagosoma, o como reconocimiento del receptor para reclutar selectivamente los
cargos a la membrana del fagoforo en desarrollo (Sun et al., 2022).

Las proteinas ATG8 estdn conservadas evolutivamente, pero varian entre especies desde
un miembro de la familia en levaduras hasta mas de diez variantes en plantas superiores
(Rogov et al., 2023). En Arabidopsis se identificaron nueves genes ATG8 (ATG8a-i), y hasta
el momento se desconocen las posibles funciones especificas de cada isoforma (Rogov
etal., 2023).

Se conoce que la autofagia esta ampliamente regulada a través de modificaciones post-
traduccionales (PTM) que proporcionan regulaciones rapidas de las proteinas implicadas
y/o sus interactores. Algunas de las modificaciones relacionadas con el proceso de
autofagia son la ubiquitinacién, acetilacién, lipidacion y fosforilacién (Nieto-Torres et al.,
2023). Otra menos conocida es la hipusinacién, exclusiva de elF5A.

El factor de traduccién elF5A estd altamente conservado en eucariotas, y participa en
funciones de desarrollo y adaptacién a estreses abidticos en plantas (Belda-Palazén et
al., 2014, 2016). La modificacion post-traduccional por hipusinacién se logra mediante
la accién secuencial de las enzimas desoxihipusina sintasa (DHS) y desoxihipusina
hidroxilasa (DOHH). En la primera reaccidon limitante, la enzima DHS cataliza la
transferencia del aminobutilo de la espermidina (poliamina) al grupo e-amino de una
lisina conservada de elF5A para formar un residuo intermedio denominado
desoxihipusina. En la segunda reaccion, ese intermediario es hidroxilado por la enzima
DOHH dependiente de Fe(ll) para producir el residuo de hipusina en la proteoforma
elF5A activa y madura (Belda-Palazén et al., 2014; Guo & Zhou, 2024). En plantas de
Arabidpsis existen tres isoformas: elF5A1, elF5A2 y elF5A3, siendo la mas abundante a
nivel de expresién génica elF5A2 (Belda-Palazodn et al., 2014)

En plantas, las funciones de elF5A no son tan conocidas como en levadura y mamiferos.
Su funcién radica como factor de traducciéon implicado en el paso de elongacidn. En su
forma hipusinada, en el ribosoma, su actividad estd relacionada con el alivio del
estancamiento ribosomal que ocurre durante la sintesis de proteinas con dominios ricos
en prolinas consecutivas (Guo & Zhou, 2024). Otra funcién de la forma hipusinada es
durante la autofagia celular (Fig. 3). Se ha descrito en células humanas que elF5A
interviene de forma indirecta en la lipidacidn, anclaje a la membrana del fagoforo y
formacidn del autofagosoma, ya que facilita la traduccién de ATG3 (E2) y regula al factor
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de transcripcion TFEB (Frankel, 2018; Zhang et al., 2019), ambos con motivos que causan
estancamiento ribosomal.
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Figura 3. Regulacion de la autofagia por la proteina elF5A.

En el laboratorio de la Prof. Celine Masclaux-Daubresse (INRAE-AgroParis Tech, France),
colaboradora del laboratorio del Dr. Alejandro Ferrando, se realizd un rastreo por doble
hibrido en levadura (Y2H) para interactores de ATGS8, encontrando que elF5A2
interacciona con diferentes isoformas de ATGS8 (Fig. 4). Ademas el mismo laboratorio ha
realizado la prediccidon de interaccidon de la proteina elF5A2 con ATGS8i a través de
Alphafold, considerando los dominios consenso de interaccién con ATG8 (dominios AlM)
presentes en elF5A2 mostrando que, efectivamente, interaccionan también “in silico”
-LWH

a) Proteina de fusion de union al ADN
AD-AtELF5A + BD-

B ATGS-A

AD-AtELF5A + BD-
ATGS-B

AD-AtELF5A + BD-
ATGS-C

- AD-AELF3A + BD-
P ATGS-D

gen reportero

L Y AD-AtELF5A + BD-
ATGS-E

AD-AELF5A + BD-
ATGE-F

¢) Factor de transcripcion activo
AD-AtELF5A + BD-

’4‘\
[=] s
5 AD-AELF5A + BD-

ATGB ATG8-H
AD-AtELF5A + BD-

Figura 4. Estudio de la interaccidn entre elF5A y las diferentes isoformas de ATG8 mediante Y2H.
Imagen a partir de datos de Céline Masclaux-Daubresse.
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El trabajo realizado por Aitana de la Cuadra (De la Cuadra, 2022) en el laboratorio
también demostro la interaccién de elF5A2 con las isoformas de ATG8 por la técnica BiFC
(Bimolecular Fluorescence Complementation) en plantas de Nicotiana benthamiana
(Fig. 5), si bien en este caso se pudieron identificar interacciones tanto en el nicleo como
en el citosol entre elF5A2 y todas las isoformas de ATG8 excepto ATG8g.

YFC_SPMS YFC_elF5A2 YFC SPMS YFC_elF5A2

YFN ATGSA
YEN_ ATGSE

YFN_ ATGS8B

YFN_ ATGS8F

YFN_ ATGS8C

YFN ATG8G

YFN_ATG8D

YFN_ATGS8I

Figura 5. Estudio de la interaccion de elF5A entre las diferentes |soformas de ATG8 mediante BiFC.
Imagen tomada De la Cuadra, 2022.

Por otro lado, disponemos también de datos publicados sobre el fosfoproteoma
dependiente de SnRK1, regulador positivo de la autofagia, en condiciones de deficiencia
energética por oscuridad que induce la autofagia (Nukarinen et al., 2016). En estos
trabajos se demostrd que elF5A2 y elF5A3 muestran un patrén de fosforilacidn alterado
en la Ser2 (S2) en condiciones de luz frente a oscuridad, y que dicha modificacién
depende indirectamente de la actividad de SnRK1 (Fig.6).Precisamente la fosforilacidon
de la S2 depende de la quinasa CK2 (tebska et al., 2010) quien a su vez estd regulada por
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fosforilacion por la quinasa TOR (Sanchez-Casalongue et al., 2015) lo que nos permite
llegar a la regulacion dependiente de SnRK1 en un eje de fosforilacidn secuencial

Col-0 snikita 12 log,
min of extended night min of extended night 25
Light 0 20 40 60 80 100 120 180 360 Light 0 20 40 60 80 100 120 180 360

RPS6A E E=5 240
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RPS68 =i

RPSeE I - B I e |
RPSGAB | 1= N | .. Ser 0
RPS6A+8 i '

elF5A2

elF5A3 I

25

Figura 6. Heatmap del andlisis de la dindmica de la fosforilacién de proteinas ribosomales y de los
factores de traduccién elF5A2 y elF5A3.
Imagen tomada de Nukarinen et al., 2016.

En trabajos previos del laboratorio (Marin, 2024), se estudié la estabilidad de elF5A2 en
condiciones de alteracion genética (mutantes atg4, atg5 y atg7) y farmacoldgica
(mediante concanamicina A) del proceso de autofagia. Los resultados obtenidos,
mostraron que en condiciones dptimas de nutrientes (medio con sacarosa), la planta
silvestre (Col-0) muestra una estabilizacion de la proteina elF5A en presencia de
concanamicina A (Fig. 7A), mientras que en medios sin sacarosa (condiciones de
induccion de autofagia) la proteina ya es muy estable y no muestra diferencias con la
adicién de concanamicina A. De modo andlogo el tratamiento farmacoldgico para inhibir
la autofagia, las perturbaciones genéticas de la ruta con los mutantes atg4ab, atg5.1y
atg7k mostraron estabilidad de la proteina elF5A tanto en presencia como en ausencia
de concanamicina A (Fig. 7A y 7B). Estos datos sugieren que la proteina elF5A podria ser
un sustrato de autofagia y que, en condiciones de abundancia nutricional, su tasa de
recambio parece estar acelerada.

A Co-0-CONTROL atg dab B g5 atg 7k

MS+SUC MS-SUC

kDal= T°
25

5+5UC MS-SUC i i
—_ MS+SUC MS-SUCIMS+SUC MS-SUC

Da- # - #[- 4 7

awenans

. : &

15-

Figura 7. La estabilidad de elF5A en condiciones de alteracion genética y farmacoldgica.
Datos de Marin, 2024
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Con el presente trabajo queremos profundizar en el estudio de la posible funcion de la
fosforilacion de la Ser2 (S2) de elF5A2 en su interaccidn con ATG8 y su estabilidad
dependiente del proceso de autofagia.

1. HIPOTESIS

El factor de traduccion elF5A estd implicado en la regulacién del proceso de autofagia
por su actividad en la sintesis proteica, pero estudios recientes apuntan a que su propia
estabilidad depende del estado energético de la planta y de la ruta de autofagia. Su
interaccidn fisica con ATG8 aporta mas evidencias de la relacién entre ambos procesos.
También sabemos que la fosforilacién de la S2 depende de las condiciones nutricionales
de la planta y de la actividad del sensor energético SnRK1.

Nuestra hipotesis inicial es que la S2 de elF5A podria estar implicada en la interaccion
fisica con ATG8 y en su degradacion por la via de autofagia. Para profundizar en esta idea
proponemos los siguientes objetivos en el presente trabajo.

1. OBIJETIVOS

+ Analizar si la fosforilacién de la S2 afecta a la interaccion de elF5A2 con
ATG8 usando variantes de elF5A2 fosfomutantes (S2A) y fosfomiméticas
(52D) en ensayos de Y2H y BiFC.

+ Estudiar la estabilidad de elF5A2 en condiciones de suficiencia e
insuficiencia energética inducida por crecimiento en oscuridad.

+ Determinar la localizacién subcelular de las variantes de elF5A2 ( versidn
silvestre WT, fosfomutante S2A y fosfomimética S2D) como fusiones
traduccionales a GFP en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana.
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IV.  RESULTADOS

4.1 Interaccion entre elF5A2 y ATGS8

En base a los datos preliminares mencionados anteriormente en la introduccion, se
utilizaron dos técnicas para valorar la interaccion de ATG8 (isoformas e, h, i) con la
proteina elF5A2 y sus proteoformas fosfomutante (S2A) y fosfomimética (S2D), para ver
si estas mutaciones podrian afectar de alguna manera a la interaccién.Las dos técnicas
escogidas fueron el sistema de doble hibrido (Y2H) como sistema cualitativo y
cuantitativo de interaccién, y la complementaciéon bimolecular de fluorescencia (BiFC)
que permite visualizar in vivo en la planta la localizacién subcelular de la interaccion.

4.1.1 Yeast Two Hybrid (Y2H)
Para el uso de esta técnica se expresaron en levaduras las proteinas de interés con
los plasmidos pGBKT7 (como fusiones al dominio de union al ADN) y pGADT7 ( como
fusiones al dominio de activacidn transcripcional), para activar el gen reportero lacz,
gue inicia su activacidn transcripcional con la interaccién de ambos dominios que
permiten reconstruir el factor transcripcional GAL4.

En primer lugar se clonaron las versiones silvestre y mutantes de elF5A2 (elF5A2WT,
elF5A25%A | elF5A25%P) asi como la secuencia codificante de NBR1 (como interactor
conocido de ATG8), mediante la técnica de Gateway, a partir de clones disponibles
en el laboratorio en vectores de entrada con sitios attL. En este caso el pasmido
destino fue pGBKT7 (sitios attR). La mezcla de recombinacion se transformd en
células competentes de E. coli (Top10), y a partir de cultivos liquidos de las colonias
transformadas se realizé la extraccién de los ADN plasmidicos. Posteriormente se
llevé a cabo la digestion y la electroforesis en geles de agarosa para su analisis. En la
figura 8, se muestran las colonias positivas tras digestion con la enzima Ncol.

PGBKT7 elF5A2WT - pGBKT7
s')}« —

X :
of

Wt 10
R

5000 - :
—
S—

1500~ z .

L
500 -1 ~
g

500-

Figura 8. Clonacion para Y2H. La imagen muestra electroforesis de agarosa de plasmidos digeridos con
Ncol. Las flechas indican la presencia del fragmento esperado en los clones positivos.
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Al final del proceso de clonaje disponiamos de las siguientes construcciones:
elF5A2WT_pGBKT7, elF5A252A pGBKT7, elF5A252° pGBKT7, NBR1_pGBKT7 y
ATG8e_pGADT7 (este ultimo facilitado por C. Masclaux-Daubresse).

Posteriormente se realizd |la transformacion de levaduras, en este caso se usarian las
cepas Y190 (con plasmidos derivados del pGBKT7) y la cepa Y187 (con plasmidos
derivados del pGADT7) en medios de seleccién por auxotrofia. Obtenidas las
levaduras haploides transformadas con los genes de interés en los plasmidos
elegidos, procedimos con el cruce genético o “mating” para obtener las levaduras
diploides con ambos plasmidos. Como controles postivos de interaccién utilizamos
la combinacion de pTD1+pVA3 (control positivo del sistema Y2H) y la interaccion
NBR1-ATGS8; y como control negativo, utilizamos las combinaciones de los clones en
pGBKT7 pTD1 en Y187. El gen NBR1 en Arabidopsis actia como receptor de cargos
para la autofagia selectiva de proteinas ubiquitinadas y es un interactor descrito para
ATGS8 (Zhang et al., 2020). Una vez obtenidas las cepas diploides, se procedié con la
técnica de goteo donde se crecieron dos colonias transformantes diploides de cada
construcciéon en medio selectivo con el sustrato XGal que produce un depdsito
insoluble de color azul si hay actividad beta-galactosidasa como consecuencia de la
expresion del gen LacZ, reportero de la actividad de GAL4. Se realizaron las
interacciones de las construcciones control y variantes de elF5A2 en Y190, y de los
controles y genes ATG8e, ATG8h y ATGS8i en Y187.

En la figura 9, se muestran los resultados obtenidos con ATG8e. En todos los casos
los controles positivos pTD1+pVA3 y NBR1+ATG8e mostraron interaccidn positiva; sin
embargo no pudimos detectar interaccién de ATG8e con ninguna de las versiones
silvestre o mutantes de elF5A2: elF5A2WT, elF5A25%A y elF5A2%2® no mostraron
interaccién con ATG8e. De modo similar, en ninglin caso pudimos detectar
interaccion de estas con ATG8h ni con ATGSi.

pTD1 ATG8e

Y187

v;?& RL R2 Rl R2 ”
v O O O O
v @ @ O O -
s O O @ @

elF5A2WT A

elF5A252A

elF5A2520 elFsASHA

elF5AS2P

Figura 9. Resultados del estudio de interacciones elF5A con ATG8e mediante Y2H.
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Aunque no se muestran los resultados, tampoco pudimos detectar interaccion con
otros genes reporteros de la interaccién en Y2H como la auxotrofia de His valorada
en presencia del inhibidor competitivo 3AT. Estos resultados negativos también han
sido reportados ocasionalmente por el laboratorio de C. Masclaux-Daubresse
indicando que, por alguna razén desconocida el sistema Y2H no es apropiado para el
estudio de estas interacciones. Por ello, decidimos pasar al sistema de BiFC que
permite el estudio en planta de interacciones proteicas que es cualitativo pero con
la ventaja de que permite visualizar la locacion subcelular de la interaccién.

4.1.2 Bimolecular Fluorescent Complementation (BiFC)
Esta técnica consiste en la reconstruccion de la proteina fluorescente YFP si se
produce interaccién entre dos proteinas fusionadas una de ellas al dominio N-
terminal de YFP (pYFN43) y la otra fusionada al dominio C-terminal de YFP (pYFC43).
Si ocurre interacciéon de ambas proteinas de fusién, se reconstituye la proteina
fluorescente YFP y con ello la produccion de fluorescencia detectable en el
microscopio confocal (Belda-Palazén et al., 2012).

En el laboratorio disponiamos ya de las distintas versiones silvestre y mutantes de
elF5A2 (elF5A2WT, elF5A25%4, elF5A2°%P) clonadas en los pldsmidos pYFC43 y de los
genes ATG8e, ATG8h y ATGSi en los plasmidos pYFN43. La orientacidon adecuada para
los ensayos de BiFC en este caso fue determinada en estudios previos en el
laboratorio (De la Cuadra, 2022) donde se determiné que las construcciones de elF5A
debian generarse en YFC43 para evitar fluorescencia basal. Realizamos
agroinfiltraciones en hojas de N. benthamiana, con las combinaciones
correspondientes de los distintos cultivos de A. tumefaciens (Tabla 1) plasmidos
pYFC43 y pYFN43, vector de silenciamiento (p19) y marcador nuclear viral NM (solo
empleado en el caso de las interacciones con ATG8h). Como controles se infiltrd
pYFC_SPMS que contiene la secuencia codificante de la enzima espermina sintasa
(SPMS) como control negativo; y control positivo pYFC_NBR1 junto a pYFN_ATGS.

Tabla 1. Esquema de la combinaciones de ensayos del BiFC en N. benthamiana.

Plasmido YFN Plasmido YFC . V(:':cto.r Controles
silenciamiento
SPMS p19 Control negativo
ATG8e NBR1 p19 Control positivo
ATGSi
ATG8h (adicion elFSAWT p19 -
NM)
elF5AS2A pl9 -
elF5AS?P p19 -
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YFN-ATGS8e

YFN-ATG8e

En la figura 10, se muestran los resultados de los controles negativo y positivo con
PYFN_ATG8e. El control negativo pYFC_SPMS no mostré nada de fluorescencia, sin
embargo el control positivo con pYFC_NBR1 mostré interaccién de ambas proteinas
formando agregados citosélicos . La fluorescencia en color rojo son cloroplastos.

CHLOROPLAST MERGED

YFC-SPMS

CHLOROPLAST MERGED

AN

Agregados
citosolicos

YFC-NBR1

Figura 10. Controles para ensayos BiFC con ATG8e. Visualizacidén de fluorescencia emitida por los
controles de pYFN_ATG8e con pYFC_SPMSy pYFC_NBR1. Escala 20 um.

La figura 11 muestra los resultados de interaccién utilizando pYFN_ATG8e junto a las
versiones silvestre y mutantes de elF5A2. Pudimos detectar interaccidn positiva en
todos los casos sin diferencias apreciables en la intensidad de la fluorescencia de las
distintas proteoformas de elF5A2, si bien la localizacidn de la interaccidon mayoritaria
fue en agregados nucleares, lo que permite concluir que dicha interaccién se esté
produciendo mayoritariamente, aunque no exclusivamente, en el nicleo.
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Figura 11. Ensayo de BiFC con ATG8e y elF5A2. Visualizacidn de fluorescencia emitida en las muestras
gue contenian la combinacién de pYFN_ATG8e y pYFC_elF5A2wt, pYFC_elF5A2S2A, pYFC_elF5A2S2D.
Escala 20 um.

En la figura 12, se muestran los controles negativo y positivo de pYFN_ATGSi junto a
pYFC_SPMS vy pYFC_NBR1. Como en el caso previo, no hay interaccidon con SPMS pero
si con NBR1 en el mismo tipo de condensados citosdlicos. La fluorescencia en color
rojo son cloroplastos.
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Figura 12. Controles para ensayos BiFC con ATGSi. Visualizacion de fluorescencia emitida por los
controles de pYFN_ATGS8i entre pYFC_SPMSy pYFC_NBR1. Escala 20 um.

En la figura 13 se muestran los resultados utilizando pYFN_ATGS8i junto a las
versiones silvestre y mutantes de elF5A2. Al igual que para ATG8e, pudimos detectar
fluorescencia citosélica pero la intensidad mas fuerte se produjo nuevamente en
condensados nucleares con similar numero y tamafio sin diferencias apreciables en
la intensidad entre las diferentes proteoformas de elF5A2.
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Figura 13. Ensayo de BiFC con ATG8e y elF5A2. Visualizacidn de fluorescencia emitida en las muestras
que contenian la combinacién de pYFN_ATGS8i con pYFC_elF5A2", pYFC_elF5A252* pYFC_elF5A25%°,
Escala 20 um.

Por ultimo en la figura 14 y 15 se muestran las interacciones de pYFN_ATG8h con los
controles (Fig.14) y con las variantes silvestre y mutantes de elF5A (Fig. 15). En este
caso la fluorescencia roja se debe a la proteina de origen virico nuclear fusionada a
la proteina fluorescente RFP que marca el nucleo y con mayor intensidad los
nucleolos. Los resultados de la Fig. 14 indica que no se observa interaccion con SPMS
y si agregados citosdlicos similares con NBR1.
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Figura 14. Controles para ensayos BiFC con ATG8h. Visualizacién de fluorescencia emitida por los
controles de pYFN_ATG8h entre pYFC_SPMS y pYFC_NBR1. Escala 20 um.

En la Fig. 15 muestra los resultados de interacciondn utilizando pYFN_ATG8h con las
versiones silvestre y mutantes de elF5A2 mostrando también la formacién de
agregados nucleares similares a los dos anteriores isoformas de ATGS8 sin diferencias
apreciables de intensidad con las distintas proteoformas de elF5A2. La adicién de un
marcador nuclear corroboré que efectivamente las interacciones ocurren en
condensados dentro del nucleo pero no en el nucléolo.

22



MERGED

A
Agregado
nuclear

YFN-ATG8h
YFC-elF5A2WT

20 um

MERGED

Agregado
nuclear

/
4

o

YFN-ATG8h
YFC-elF5A252A

MERGED

Agregado
nuclear

YFN-ATG8h
YFC-elF5A252P

Figura 15. Ensayo de BiFC con ATG8e y elF5A2. Visualizacion de fluorescencia emitida en las muestras
que contenian la combinacién de pYFN_ATG8h y pYFC_elF5A2%!, pYFC_elF5A25%* pYFC_elF5A25%°. En
este caso la sefial fluorescente roja indica localizacién nuclear por marcador viral. Escala 20 pum.

Estos resultados nos permiten concluir que las mutaciones S2A y S2D no interfieren
positiva ni negativamente en la interaccion con ATG8 pero, sorprendentemente,
detectamos con cierta intensidad interacciones con las 3 isoformas de ATG8 en
agregados nucleares de nimero y forma similares en todos los casos. Estos datos
también sugieren que este tipo de interacciones proteicas en agregados nucleares
podria ser causante de las dificultades para detectar interacciones en el sistema de
doble hibrido de levadura.
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4.2 elF5A2 como sustrato de autofagia
La ruta de autofagia tiene mucha importancia por su activacién frente a los diferentes
tipos de estrés, y por la actividad de elF5A como regulador positivo de la ruta. Sin
embargo su fosforilacion diferencial en la S2 en condiciones de deficiencia energética
(Nukarinen et al., 2016) y su interaccién con ATG8 también sugiere que podria ser un
sustrato de degradacién de autofagia como indican también resultados previos del
laboratorio (Marin, 2024).

Para evaluar la estabilidad elF5A en condiciones de deficiencia energética
empleamos unas condiciones extremas de deficiencia nutricional (sin sacarosa) y
condiciones de oscuridad prolongada (ayuno de C). Realizamos estos experimentos
con plantulas silvestres Col-0.

El experimento consistié en la siembra de las semillas Col-0 (cuatro placas) en medio
solido sin sacarosa (MS-SUC) crecidas con fotoperiodo de dia largo 16 horas luzy 8
de oscuridad, durante 10 dias. A partir de ese momento, la mitad de las placas se
mantuvieron en las mismas condiciones y la otra mitad se mantuvo en oscuridad.
Durante los 7 dias en oscuridad permanente, se recogieron las plantulas cada dia a
la misma hora tanto de las plantulas en fotoperiodo de dia largo (L) como en
oscuridad (D). Posteriormente se realizd la extraccion de proteinas para el andlisis
WB con el anticuerpo anti-elF5A y tincién Ponceau, tratando de igualar la carga. La
carga proteica se indica por la intensidad de Rubisco en la tincion Ponceau, mientras
que la de elF5A en el WB indica la banda inmunogénica de 17 kDa.
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Figura 16. Ensayo de estabilidad de elF5A en condiciones de oscuridad como inductor de autofagia. Los
valores de intensidad fueron normalizados y expresados relativos a la sefial de Ponceau y del western
blot tomando como referencia D1 en luz y oscuridad respectivamente.

El andlisis del WB de la figura 16 muestra que los primeros dias tanto en luz como
oscuridad, los niveles de elF5A son similares. Sin embargo a partir del cuarto dia en
adelante se empieza a notar una estabilizacién de la proteina en condiciones de
oscuridad en ambas réplicas experimentales. Estos resultados corroboran datos
previos del laboratorio en los que se detectd una estabilizacion de elF5A en
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condiciones de ayuno nutricional. En ambos casos, las condiciones de induccién de
autofagia conducen a una mayor estabilizacion de la proteina, si bien es cierto que
faltaria demostrar que no hay efectos transcripcionales implicados.

4.3 Obtencién de lineas trangénicas elF5A2-GFP

La obtencion de las lineas transgénicas elF5A-GFP nos permitiria visualizar tanto los
niveles de las distintas proteoformas de elF5A como su localizacién subcelular si las
mutaciones en la S2 ocasionaran algun cambio. Para ello utilizamos construcciones
ya disponibles en el laboratorio de elF5A como fusiones traduccionales a GFP
(elF5A25%A (fosfomutante), elF5A252P (fosfomimético) y la version silvestre de la
proteina elF5A2"T) asi como el pldsmido vacio pMDC43 que expresa GFP sola, que
se emplearon para transformar plantas de Arabidopsis Col-0, como fondo genético

Para ello, utilizamos las construcciones en el plasmido de expresién pMDC83 con la
presencia de la proteina fluorescente GFP en los mutantes (elF5A2WT, elF5A252A y
elF5A25%P) y el plasmido pMDC43 vacio (®) como control. Ambas construcciones
tenian como marcador de seleccion en planta la resistencia al antibiético higromicina

(Hyg) (Fig. 17)

A
pMDC43-GFp = RB - 355 Hygr (H LB |~

B

elF5A2YT-GFP [ RBIH 355 >-{RiFshan 18 |
elF5A24 Grp JREH 355 - 18
elF5A2520 Grp —[RBH 355 [k 18 |

Figura 17. Esquema del T-DNA de los plasmidos utilizados para obtencién de plantas transgénica. A)
pMDC43 solo expresa GFP. B) pMDC83 con inserto que presenta el promotor constitutivo (35S), la regién
CDS de elF5A2WT /elF5A2%2A /elF5A2°%P fusionadas traduccionalmente a GFP y el terminador.

El proceso de obtencidn de las lineas transgénicas siguidé el esquema indicado en la
figura 18. Iniciamos el proceso , con la transformacién de plantas Col-0 (TO) con los
cultivos de A. tumefaciens que contienen los insertos, usando la técnica de inmersion
floral “floral dip”, obteniendo un alto porcentaje de semillas no transformadas y un
bajo porcentaje de semillas transformadas (T1).
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Figura 18. Esquema del proceso de obtencidn de lineas transgénicas. Se muestra el esquema seguido con
los insertos de interés GFP, elF5A2WT-GFP, elF5A25?A-GFP y elF5A252°-GFP.

Las semillas T1 recogidas se seleccionaron en medio con higromicina (Fig. 19),
obteniendo plantas T1 resistentes siendo estas heterocigotas. Las plantas T1
resistentes generaron las semillas T2, gque nuevamente se seleccionaron en
higromicina. La proporcion de semillas resistentes en esta generacion se espera que

sea % de semillas resistentes y 4 de semillas sensibles para una insercién del T-DNA.

Figura 19. Identificacion fenotipica de plantas transgénicas. A) Resistencia y B) sensibilidad en

higromicina.

En total se establecieron diecisiete lineas independientes heterocigotas (T2) de GFP,
diez de elFSA2WT-GFP; nueve de elF5A25?A-GFPy dieciocho para elF5A2%2°-GFP cuya
segregacion de la resistencia a higromicina se contabilizd para el analisis de
segregacion mendeliana. Para ello, se sembraron en medio con higromicina
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aproximadamente 100 semillas de cada linea obtenida y se realizd una
contabilizacién de crecimiento en higromicina 13 dias mas tarde.

El andlisis de segregacién test de Chi? (p-valor = 0.05), permite comparar los datos
observados con los esperados segun las leyes de Mendel, con el fin de establecer
qué lineas han segregado de forma estable el inserto de interés como una unica
copia. Se seleccionaron aquellas semillas (T2) que se ajustaban a la segregacién
mendeliana % de semillas resistentes (HygR) y % de semillas sensibles (Hyg®). En total
se eligieron seis de GFP, cinco de elF5A2WT-GFP; cuatro de elF5A25%A-GFPy ocho para
elF5A2>?°-GFP (Anexo).

4.3.1 Caracterizacién molecular de las lineas trangénicas elF5A2-GFP
A pesar de los andlisis estadisticos que nos ayudan a seleccionar las lineas
transgénicas, la insercién de genes por Agrobacterium, genera con frecuencia
eventos de transformacién multiple que introduce varios insertos en tdndem que
segregan conjuntamente, pero que conlleva problemas de silenciamiento génico vy,
por extension fenotipos que no se deberian a la expresién del transgén.

Por ello, una vez aisladas las lineas transgénicas por su resistencia a higromicina, nos
interesaba demostrar la expresion de los transgenes. Con este objetivo, utilizamos
dos aproximaciones. Por un lado detectamos la expresion de las proteinas de fusion
a GFP por la senal de fluorescencia en el microscopio confocal. Por otro lado,
utilizamos la técnica de WB para la deteccién inmunogénica de las proteinas de
fusion.

En base a los resultados de segregacién, se llevaron al microscopio confocal las
plantas resistentes a higromicina para determinar la emisién de fluorescencia de las
lineas transgénicas (35S::elIF5A2WT-GFP, 35S::elF5A25?A-GFP, 35S::elF5A252°-GFP) y
pldsmido vacio (35S::GFP) en células de la raiz. La sefial de GFP se detectd tanto en
el citoplasma como en el nucleo de las células y se seleccionaron aquellas con mayor
sefial fluorescente (Fig. 20). En todos los casos pudimos detectar la expresién de las
proteinas fluorescentes tanto en citosol como en nucleo, dependiendo del tipo
celular.
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elF5AS2>-GFP

Figura 20. Visualizacion de fluorescencia en plantas transgénicas. Escala 20 um.

El siguiente protocolo utilizado para demostrar la expresion de los transgenes fue la
técnica de WB. Para ello se recolectaron las plantulas de las tres lineas
independientes de cada mutacidn seleccionada (Tabla 2) después de 13 dias de
crecimiento y se realizé la extraccién proteica.
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Tabla 2. Resumen de las lineas transgénicas T2 seleccionadas.

INSERTO LINEAS SELECCIONADAS

T2 GFP A K, P
T2 elFSA2VT-GFP G,H, I
T2 elF5A25%A-GFP A, B, F
T2 elF5A252°-GFP E,G,H

En la figura. 21, se muestra el analisis por WB, que se llevdé a cabo mediante el
anticuerpo policlonal anti-elF5A que permitia inmuno-detectar tanto la isoforma
endogena (=17 kDa) como la fusién a GFP (=52 kDa). También realizamos otro WB
con anticuerpo anti-GFP para reconocer la GFP sola, asi como las fusiones
traduccionales a GFP

Los resultados del WB corroboran los de microscopia confocal mostrando todas las
lineas una expresidn detectable de las proteinas, salvo la linea G de elF5A2WT-GFP
con bajo nivel de expresion. Estos datos permiten continuar con la seleccidon de
plantas transgénicas T3 homozigotas ya en marcha y que permitirdn estudiar en el
futuro con mayor precision en condiciones de deficiencia energética, la expresion de
estas proteinas de fusion a GFP y los detalles de su localizacidn subcelular en distintas
condiciones de crecimiento.

) >
‘3\0(::?1? @9%° < — eIf5Afusionado a GFP
Q\Q‘)?’ ? \Q‘,v' & > ;oteina endégena
€ 2 — GFPsola
kDa A B F E G H
70
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40
35 Anti-elF5A
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35 *
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55- Ponceau

Figura 21. Deteccién inmunoldgica por WB de las proteinas elF5A y GFP en plantas transgénicas.

29



V.  DISCUSION

En este trabajo se ha profundizado en el estudio del factor de traduccion elF5A2, en
concreto hemos estudiado el efecto de variantes en la S2 (fosfomutante S2A vy
fosfomimético S2D), sobre la interaccion descrita recientemente con la proteina de
autofagia ATG8. También hemos estudiado la estabilidad de elF5A2 en condiciones
de suficiencia e insuficiencia energética en oscuridad teniendo en cuenta su
regulacién por la quinasa SnRK1 en esas condiciones. Por ultimo, se han obtenido
plantas transgénicas de las distintas proteoformas silvestre y mutantes de elF5A2
(WT, S2A, S2D) fusionadas a GFP para estudios in vivo en planta de la estabilidad y la
localizacidn subcelular de estas variantes proteicas.

El laboratorio colaborador dirigido por la Prof. Celine Masclaux-Daubresse (INRAE-
AgroParis Tech, France) ha identificado recientemente a elF5A2 como proteina
interactora de ATGS8 (en experimentos de inmunoprecipitacién de GFP-ATGS8 vy
validaciones por Y2H). Estos datos concuerdan con datos publicados sobre la funciéon
activa de elF5A2 en el proceso de autofagia en células animales como regulador
traduccional de proteinas implicadas en la ruta de autofagia (ATG3 y TFEB) y con el
hecho de que elF5A2 contiene sitios consenso de union a ATG8 (motivos AlM). La
interaccién ATG8-elF5A plantea la cuestion de la naturaleza de tal proximidad fisica
con la posibilidad de que elF5A sea un sustrato de autofagia. Estudios previos del
laboratorio apuntan a esa idea ya que en condiciones de inactivacién genética
(mutantes atg) o farmacoldgica (concanamicina A) la proteina elFS5A muestra
estabilizacién (Marin, 2024). Lo que resulta contraintuitivo es que la mayor
estabilizacién de elF5A parece producirse en condiciones de deficiencia nutricional
gue inducen la ruta de autofagia. También en tales condiciones, como la incubacion
de plantas en oscuridad, elF5A sufre fosforilacion diferencial dependiente de SnRK1
en su S2, residuo no conservado en todos los eucariotas, sélo presente en hongos y
plantas (Nukarinen et al., 2016). Una posibilidad que queriamos evaluar con este
trabajo es si la fosforilacién de la S2 de elF5A pudiera estar implicada en la
interaccion con ATG8 y por consiguiente en su estabilidad proteica. Para ello,
realizamos estudios de interacciones proteicas con las proteoformas de elF5A
fosfomutantes (S2A) y fosfomiméticas (S2D) y 3 isoformas distintas de ATG8: ATG8e,
ATG8h y ATGSIi.

Iniciamos los ensayos de interaccion mediante la técnica de doble hibrido en
levadura (Y2H) pero no conseguimos visualizar interacciones proteicas en ningun
caso (Fig. 9). Curiosamente en el laboratorio de la Prof. Celine Masclaux — Daubresse
solo se encontrd interaccién por Y2H de elF5A2 con las isoformas ATGS8i, ATG8h. Sin
embargo, en estudios previos de nuestro laboratorio por BiFC (De la Cuadra, 2022)
pudimos demostrar interaccién de elF5A2 con todas las isoformas de ATG8 excepto
ATG8g lo cual sugiere alguna limitacién para el estudio de estas interacciones
proteicas mediante la técnica de Y2H.
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Abordamos por lo tanto los estudios de interacciones proteicas mediante ensayos de
interaccidon BiFC en N. benthamiana utilizando NBR1 como interactor conocido de
ATG8y las variantes mutantes de elF5A2, con las 3 isoformas de ATG8: ATG8e, ATG8h
y ATGSi. En estos casos si pudimos encontrar interacciones de la proteoformas de
elF5A2 con las 3 isoformas de ATGS si bien la sefal mas aparente se detectd en los
nucleos en forma de agregados de naturaleza desconocida. La interaccion ATGS8-
NBR1 quedo circunscrita a agregados citosdlicos (Fig. 11, 13 y 15). Para visualizar con
mayor detalle las localizaciones nucleares, en el caso de las interacciones con la
isoforma ATG8h incluimos un marcador nuclear que nos sirvié para corroborar dicha
localizacion y, ademas, pudimos demostrar que la sefial se localizaba aparentemente
fuera de los nucleolos.

Sin embargo, las mutaciones en la S2 de elF5A2 nos demuestran que no afectan la
interaccion con ATG8 ya que no visualizamos diferencias ni en la localizacidon
subcelular ni en la intensidad de la interaccidén. La formacion de estos agregados
nucleares donde interaccionan elF5A-ATGS8, de naturaleza desconocida son
probablemente la razén por la que la técnica de doble hibrido (Y2H) no funciona
adecuadamente para el estudio de esta interaccidn proteica.

Desconocemos la naturaleza de los agregados nucleares observados, pero se sabe
gue en las plantas existen diferentes tipos de cuerpos nucleares, que son estructuras
dinamicas de condensados biomoleculares (Mufioz-Diaz & Sdez-Vasquez, 2022). En
células humanas tanto elF5A como ATG8 sufren modificaciones post-traduccionales,
como la acetilacién, que parece controlar la localizacion subcelular y su estabilidad
en el nucleo (Guo & Zhou, 2024; Jacomin et al., 2020; Nieto-Torres et al., 2023).
Ademas, en células humanas se ha demostrado que en ciertas condiciones ATG8 se
recluta al nucleo en agregados denominados cuerpos PML, y que esta localizacién
varia segun el estado del ciclo celular (He et al., 2014). Estos agregados PML se han
descrito como centros cataliticos de SUMQilacidn y de interaccidn con el sistema de
degradacion via ubiquitina -proteasoma(Patra & Muller, 2021). Todavia falta por
determinar la relevancia de estos agregados nucleares sobre la funcién de las
proteinas ensambladas y si esta relacionada con la estabilidad proteica de elF5A.

El estudio de la estabilidad de elF5A2 se inicid en estudios previos del laboratorio
donde ya se demostré que la estabilidad de la proteina depende de la ruta de
autofagia (Marin, 2024) y que en condiciones de deficiencia nutricional la proteina
se estabiliza. En este trabajo hemos realizado estudios de expresién proteica en
condiciones de deficiencia energética en medio sin sacarosa y oscuridad, para
determinar con mayor precision la cinética de estabilizacion de la proteina elF5A.
Los resultados obtenidos (Fig. 16) muestra que a partir del cuarto dia en oscuridad
la proteina elF5A sufre una estabilizacién que aumenta en los dias siguientes a pesar
de las condiciones de probable induccién de autofagia. Cabe recordar que en estas
condiciones la S2 de la proteina elF5A estad desfosforilada por lo que de alguna
manera esta modificacidon contribuye a su mayor estabilidad, aunque no parece
afectar a la interaccidon con ATG8 segun los datos de BiFC. La correlacidn entre las
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proteoformas desfosforiladas y la mayor estabilidad proteica, fueron corroboradas
en estudios previos del laboratorio empleando mutantes de desactivacion
condicional en la quinasa CK2 (responsable de la fosforilacién de la S2), demostrando
que la menor fosforilacion de elF5A en dichos mutantes producia una estabilizacién
de proteoformas mds acidas, probablemente no hipusinadas (Belda-Palazoén et al.,
2014). Sin embargo, en las lineas transgénicas elF5A2-GFP generadas (actualmente
en generacién T2) tampoco pudimos detectar diferencias relevantes en la
localizacién subcelular de las distintas proteoformas (WT, S2A, S2D). Faltaria por
determinar los niveles de las variantes de las proteoformas de elF5A2 por WB para
estudiar si afectan a los niveles de proteina y qué ocurre en condiciones de
oscuridad. No obstante, hay que tener en cuenta que tanto las construcciones
empleadas en el ensayo BiFC como en las plantas transgénicas, las fusiones
traduccionales a GFP o YFP pueden interferir en la actividad de elF5A, casi con
seguridad limitando su actividad en el ribosoma, por lo que probablemente
estaremos visualizando la localizacién de la proteoforma fuera del ribosoma.

En base a los resultados de elF5A2 como sustrato de autofagia se confirma que este
responde a las condiciones ambientales, siendo regulado, probablemente por el eje
de quinasas SnRK1/TOR/CK2 (Fig. 22). El aumento de la fosforilacion de la S2 en
mutantes snrk1 en oscuridad, sugiere una activacion indirecta por el eje TOR/CK2.
En condiciones de suficiencia energética, con TOR activa, elF5A2 se encuentra
fosforilado y es inestable. Es probable que en estas condiciones en las que sigue
funcionando autofagia basal, su estabilidad dependa de la ruta de autofagia. En
condiciones de activacion de SnRK1 por deficiencia energética, como en oscuridad,
elF5A se encuentra en su forma desfosforilada y su estabilidad aumenta. En estas
condiciones debe producirse un incremento de la ruta de autofagia y por tanto la
mayor estabilizacién de elF5A debe requerir algin sistema de protecciéon. Una
posibilidad seria que los agregados nucleares identificados en este trabajo permitan
una estabilidad de la proteina. En este sentido, estudios recientes han demostrado
que la SUMOilacién de elF5A protege de su degradacion por la via ubiquitina-
proteasoma probablemente en el nlcleo (Seoane et al., 2024).
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Figura 22. Regulacion hipotética de elF5A por el eje regulador SnRK1/TOR y su estado de fosforilacién en
la S2 en relacion al proceso de autofagia. A) En condiciones de suficienciencia energética, la activacién de
TOR inhibe el proceso de autofagia, que se mantiene en niveles basales, e inicia la cascada de fosforilacion
de elF5A a través de la quinasa CK2. La fosforilacdn de elF5A conllevaria altos niveles de traduccion, y una
elevada tasa de recambio via autofagia. B) En condiciones de deficiencia energética (oscuridad), la
activacién de SnRK1 activa el proceso de autofagia directamente, e indirecamente inhibiendo a TOR, lo
que conlleva una menor fosforilacion de elF5A. La proteoforma desfosforilada de elF5A seria mas estable,
quizas por la formacion de agregados nucleares junto a ATG8 en el nucleo. Esquema realizado con software
BioRender.

Futuros estudios con lineas homozigotas transgénicas elF5A2-GFP con sus variantes
en la S2 permitiran estudios mas detallados sobre la localizacién nuclear y la
formacidn de condensados nucleares para validar la hipdtesis de que puedan servir
de sistemas de proteccién de degradacién proteolitica.
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VI.
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CONCLUSIONES

Se ha demostrado la interaccidn fisica de elF5A2 y ATG8 (ATG8e, ATG8h, ATGSi)
mediante la técnica de BiFC en forma de agregados o condensados nucleares
cuya naturaleza se desconoce. Los resultados negativos de interaccién por Y2H
pueden ser debidos a la formacién de este tipo de agregados.

Las variantes de elF5A enla S2 (S2A, S2D) no mostraron diferencias de interaccién
con ATGS8 respecto a la proteoforma silvestre en cuanto a localizacién subcelular
e intensidad.

En el ensayo de estabilidad de la proteina elF5A2 se demostrd que sus niveles se
empiezan a estabilizar al cabo de 3-4 dias en oscuridad y que aumentan en los
dias siguientes, lo que sugiere un sistema especial de proteccion para evitar su
degradacion.

Se obtuvieron las lineas transgénicas T2, que expresan GFP, elF5A2WT-GFP,
elF5A252A-GFP y elF5A2%?°-GFP que permitirdn estudios de localizacion
subcelular y estabilidad proteica con las lineas homozigotas T3 en proceso de
obtencion. Los datos preliminares con las lineas T2 sugieren que no hay cambios
en la localizacion subcelular de las proteoformas S2A y S2D de elF5A2.
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VI.  MATERIALES Y METODOS

7.1 Material bioldgico y condiciones de crecimiento.

7.1.1 E. coli

Medios de cutivo y condiciones de crecimiento.

El medio de cultivo utilizado para esta bacteria fue el medio Luria Bertani Lennox (LB),
gue contiene 1% de triptona, 0.5% de extracto de levadura y 1% de cloruro de sodio
(NaCl). Para preparar el medio LB sélido se le aflade agar bacterioldgico al 2%. El medio
se esteriliza a 120°C y 1 atm de presidon durante 20 minutos. En los diferentes
experimentos donde se requirié el medio LB se le adicionaron antibiéticos (ver Tabla 3)
y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Las condiciones de crecimiento para las
colonias fue en la camara de cultivo a 37°C.

Reacciones de transformacion.

La transformacion de cepas competentes de E. coli (TOP10) se empezd a incubar durante
30 minutos en hielo un volumen de 3 ulL de las reacciones de recombinacién GATEWAY
con 50 pL de células competentes. Seguido se realizé el choque térmico a 42°C durante
2 minutos. Para acondicionar, afiadimos 1mL de medio LB y se incuba 60 minutos a 37°C.
Tras el tiempo de incubacion, se centrifugd 1 minuto para sedimentar las células y se
descarta el sobrenadante dejando 100 pL en el tubo, para volver a resuspender el
centrifugado, que se plaguea posteriormente en las placas con medio de LB (sdlido) y el
antibiético selectivo. Las placas se dejaron creciendo toda la noche en la cdmara de
cultivo.

7.1.2 Levadura

Medios de cutivo y condiciones de crecimiento

El medio de cultivo no selectivo utilizado para el crecimiento de las levaduras fue el
medio YPD, el cual estd compuesto por extracto de levadura al 1%, peptona 2% y D-
glucosa al 2%. Para preparar el medio YPD sdlido se le afiade agar bacteriolégico al 2%.
El medio se esteriliza a 120°Cy 1 atm de presién durante 20 minutos. En caso del medio
minimo sintético, empleamos el medio SD (YNB 0.7%, Glu 2% y MES 50mM), y las
auxotrofias para las cepas empleadas: 30 mg/L de histidina (H) y adenina (Ade), y 100
mg/L de leucina (L) o triptéfano (W). Al plaquear se dejaba a temperatura ambiente para
solidificar. Las células crecieron en la cdmara de cultivo de 28-30°C por 2- 3 dias.

Reacciones de transformacion

Las cepas haploides utilizadas para los experimentos de doble hibrido fueron Y187 y
Y190. Ambas con auxotrofias para histidina, adenina, leucina y triptéfano y como gen
reportero lacZ. La cepa Y187 fue utilizada para transformacién con plasmidos pGADT7
(con gen marcador para auxotrofia de L) y la cepa Y190 fue utilizada para transformacién

35



con plasmidos pGBKT7 (con gen marcador para auxotrofia de W). Para la preparacién de
células competentes se usaron células crecidas hasta una ODeoo (0.8-1) se centrifugan
por 5 minutos a 4000 rpm, y se hace un lavado con agua estéril. A continuacion se
centrifugan nuevamente y se resuspenden con un volumen 1/20 del inicial con Li-TE
(0.1M acetato de litio, 10mM Tris-HCl pH7.6 y 1ImM EDTA) se incubaron por 60 minutos
a 28-30°C. Transcurrido ese tiempo, se centrifugan las células y se resuspenden con un
volumen 1/100 del cultivo inicial con G-Li-TE (12% glicerol en Li-TE y distribuimos
alicuotas de 100 pL para disponer de células competentes listas para ser transformadas
o guardadas a -80°C hasta su uso. La transformacién de las cepas competentes de
levadura se realizé afiadiendo a cada alicuota de competentes 10 pL carrier DNA (DNA
esperma salmon 1%), 0.1-10 ug del DNA plasmidico y 700 plL de PEG-LI-TE ( 40% PEG-
4000 en Li-TE), se mezcla y se deja incubar por 40 minutos a temperatura ambiente.
Luego se realizd el choque térmico a 42°C durante 20 minutos, y tras centrifugar las
células se resuspenden con 100 uL de Sorbitol 1M y se plaguean en placas con medio
selectivo SD+H+Ade+L para Y190 y SD+H+Ade+W para Y187. Las placas se dejaron crecer
en la camara de cultivo a 28-30°C durante 2- 3 dias.

Obtencion de cepas diploides por “mating”

Obtenidas las levaduras haploides transformadas con los plasmidos de interés de Y2H
(cepa Y187 con plasmidos derivados de pGADT7 y cepa Y190 con plasmidos derivados
de pGBKT?7), se realiza el cruce genético “mating” para la obtencién de las levaduras
diploides que lleven los dos plasmidos. Crecemos ambas levaduras haploides en medio
selectivo liquido y una vez crecidas se toman 100 pL de los cultivos, se centrifugan 1
minuto, se resuspenden con 200 pL YPD y posteriormente se juntan ambos para el
mating. La mezcla de cultivos se incuba toda la noche a 28°C con agitacion. Al dia
siguiente se centrifugan y se resuspenden en 100 plL de agua destilada autoclavada y se
plaguean en el medio selectivo (SD+H+Ade) durante 2-3 dias para obtener colonias
diploides. Una vez obtenida la levadura diploide con los plasmidos, se crecen en medio
liquido. A partir de estos cultivos se realiza la técnica de crecimiento por goteo, para lo
gue se depositan 3 L de los cultivos saturados en placas de medio selectivo preparadas
con Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido a 80 pg/mL en medio minimo
tamponado con fosfato potasico 0.1M pH 7). Las placas se dejaron crecer en la cdmara
de cultivo a 28-30°C por 2- 3 dias.

7.1.3 Nicotiana benthamiana

Condiciones de crecimiento de la planta.

Se usaron plantas crecidas en condiciones de dia largo (16 horas luz/8 horas oscuridad)
a 23°C durante 4 semanas. Con las condiciones éptimas las plantas son agroinfiltradas
en la parte abaxial de la hoja, y se analiza el area infectada después de 2 dias.
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Agroinfiltracion

Las construcciones ya disponibles en el laboratorio, se encontraban en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens GV3101pMP90 (resistentes a rifampicina y gentamicina) con
los genes de interés en los plasmidos YFN43 y YFC43 (Belda-Palazén et al., 2012). Ademas
se uso la construccion anti-silenciamiento p19 (Voinnet et al., 2003). Las cepas de
Agrobacterium tumefaciens se crecieron toda la noche a 28-30°C. Al dia siguiente se
recogen las bacterias con una ODeeo (entre 1 y 2 unidades), se centrifugan y se
resuspenden en el medio de induccién (10mM MES pH5.6, 10mM ClMg y 200 uM
acetosiringona). A continuacion se mezclaron las cepas de Agrobacterium de interés
junto con p19 a una ODeeo aproximada de 1y se incubaron 2-3 horas en la cdmara de
cultivo a 28-30°C. Posteriormente se infiltraron hojas de plantas de Nicotiana
benthamiana de unas 4 semanas de edad mediante jeringuilla sin aguja por la cara
abaxial de las hojas a ambos lados del nervio principal. Las hojas se recogieron entre 2 'y
3 dias tras la infiltracidn para su observacion en el microscopio confocal.

7.1.4 Arabidopsis thaliana

Cultivo en invernadero y transformacion por floral-dip

El genotipo silvestre con el que se trabajoé es el ecotipo Col-0 que es el fondo genético
utilizado para generar las plantas transgénicas. Para el cultivo de las plantas en el
invernadero se utilizaron alveolos de poliestireno con sustrato compuesto por turba,
vermiculita y perlita. Las condiciones de la cdmara de cultivo son fotoperiodo de dia largo
(16 horas luz y 6 horas oscuridad) a 22°C. Una vez llegaron las plantas a floracién se
realizd la técnica de floral-dip. Para ello se crecieron las cepas de Agrobacterium toda la
noche (200 mL cultivo) y al dia siguiente se centrifugaron y resuspendieron con la
solucidén de infiltracidon (5% sacarosa con 0.05% Silwet L77) a una ODggo aproximada de
1, y se utilizaron para sumergir las plantas con flores dos veces seguidas durante 10-15
segundos. Después se colocaron las plantas en posicién lateral y cubiertas con plastico
transparente para mantener la humedad durante 24 horas. Posteriormente se continud
el proceso de regado durante unos dias y se procedid al secado de las semillas.

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento in vitro.

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento in vitro de las semillas es el medio
Murashige & Skoog (MS) cuya composicién es 2.45 gr/L de sales MS (Duchefa
Biochemie); 1.03 gr/L de MES. El pH de los medios se ajustd a 5.7 con KOH 2M. Ademas
se agrega 1% de Phyto agar (Duchefa Biochemie) para su solidificacién. Los medios
preparados se autoclavaron a 120°C a 1 atm de presién durante 20 minutos. Para la
seleccidn de plantulas transgénicas se adiciond antibidtico higromicina (50mg/L). Los
cultivos se realizaron en placas Petri de 100 mm x 15 mm, ademas de placas cuadradas
de 245 mm x 245 mm. Para realizar los ensayos in vitro de forma estéril se usaron cabinas
de flujo laminar.

37



Las condiciones de crecimiento in vitro para las semillas y plantulas son en el fitotrén con
fotoperiodo de dia largo 16 horas luz (22°C) y 8 de oscuridad (19°C). Para aquellos
experimentos que se sometieron a oscuridad las semillas o plantulas en las placas se
envolvieron en papel de aluminio dentro de la cdmara de cultivo en las mismas
condiciones de temperatura.

Esterilizacidon y siembra de las semillas

Para la esterilizacion de las semillas se utilizaron dos metodologias diferentes: a)
esterilizacion con gas cloro para la identificacion de plantas transgénicas T1, y b)
esterilizacion con etanol para el resto de experimentos. La esterilizaciéon con gas cloro,
se realizd en tubos eppendorf de 1.5 mL que contenian aproximadamente 100-150
semillas. Los tubos se colocaron abiertos en una gradilla en el interior de un recipiente
hermético de 10 L de capacidad cuyo interior colocamos en vaso de precipitados una
solucién de 200 mL de hipoclorito de sodio (lejia comercial) al que se le adiciono con
mucho cuidado 6 mL de HCl y se cerrd el recipiente de forma hermética. Transcurrida
una hora recogemos las semillas esterilizadas. En el caso de la esterilizacién con etanol,
las semillas (aproximadamente 40 uL en tubo eppendorf) fueron lavadas por inmersién
continua durante 2-3 minutos con la solucidn | (etanol 70% + Tritén X-100 0.005%) que
se retira y a continuacion con 1 mL solucién Il (etanol 96%) nuevamente durante 2-3
minutos para finalmente, colocar las semillas en papel de filtro estéril para su secado.

Una vez esterilizadas las semillas se procede a la siembra de forma manual con palillos
de madera estériles. Una vez sembradas las placas son selladas con Micropore 3M y
llevadas a estratificacién a 4°C en oscuridad durante 2 dias antes de colocarlas en el
fitotrén para su crecimiento.

7.2 Técnicas de manipulacién y analisis de ADN

7.2.1 Técnica de clonacidn

Utilizamos la técnica de clonaje por recombinaciéon GATEWAY. Para la reaccion LR en un
tubo de 1,5 mL se aifadieron 2 pL del vector de entrada (aproximadamente 100ng) que
contiene el fragmento de interés con sitios attl, 2 uL del vector destino
(aproximadamente 100ng) con sitios attR y 1 pL de LR Clonasa y se deja incubar toda la
noche a 25°C. Posteriormente se afiadid 1 pL de proteinasa K se incubé 10 minutos a
37°C. La mezcla de reaccién la guardamos a -20°C hasta el momento de ser utilizada para
la transformacién de celulas competentes de E. coli.
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Tabla 3. Plasmidos de entradas y destino utilizados para la clonacién de GATEWAY.

Plasmido Plasmido Seleccion Fuente
entrada (attL) destino (attR)
elF5A2WT pDONRZeo pGBKT7 Kan®R
elF5A252A pDONRZeo pGBKT7 KanR
elF5A25%P pDONRZeo pGBKT7 KanR
NBR1 pDONRZeo pGBKT7 KanR
ATGS (E) pGADT7 Carbef  INRAE, Paris

7.2.2 Extraccién de ADN plasmldico

Para la extraccién de plasmidos de E. coli transformadas crecimos las colonias en 3 mL
de medio LB con el antibidtico de interés. Para la extraccion de los plasmidos se utilizd
el kit NZY Miniprep (NZYTECH) siguiendo las instrucciones del fabricante. Por ultimo
medimos con el nanodrop la concentracion del plasmido extraido.

7.2.3 Andlisis de restriccion

Para la digestién de los plasmidos se utilizd6 un tubo de 1,5 mL con 100 pug ADN
plasmidico, 1 pL del tampdn de restriccién x10 apropiado, 5U/ug ADN de la enzima de
restriccion y agua estéril en un volumen final de 10 pL . Tras la incubacién a la
temperatura adecuada segln la enzima de restriccidn utilizada, se procede a su analisis
por electroforesis de agarosa.

7.2.4 Geles de electroforesis de ADN

Los geles de electroforesis de ADN se prepararon con 1% de agarosa en 1x TAE (0.1M
Tris, 0.05M acido acético y 5mM EDTA). La solucidn se disolvié por calor y una vez
atemperado se afladidé 1x Real Safe y se esperd a que se solidifique. El marcador de peso
molecular usado fue GeneRular 1Kb (Thermofisher) y el tampdn de carga con el que se
cargaron las muestras fue 6x Loading Dye comercial. Los geles se corrieron y se
visualizaron bajo luz UV en el fotodocumentador para su lectura.

7.3 Técnicas de manipulacidén y analisis de proteinas.

7.3.1 Extraccién de proteinas de Arabidopsis thaliana.

El material vegetal previamente almacenado a -80°C, se pulveriza con nitrégeno liquido
haciendo uso de un mortero previamente esterilizado. Cada muestra se coloca en un
tubo de 1.5 mL al que le afladimos 1 L del tampdn de de extraccidon (50 mM Tris- HCI
pH 8.0, 150 mM NacCl, 1% Tritén X-100, 3 mM DTT y PIC (Protein Inhibitor Coctail, Sigma-
Aldrich) una pastilla por cada 10 mL de buffer) por cada miligramo de peso fresco de la
muestra. Una vez resuspendido el material pulverizado en el tampdn, se agito con vortex
y se incuba en hielo durante al menos 20 minutos. Las muestras se centrifugan luego a
1200 xg 15 minutos a 4°Cy se recupera el sobrenadante en nuevos tubos. A continuacién

39



se toman 40 pL de cada muestra que se congelaron a -80 °C previa cuantificacion
mediante el método de Bradford y se separan también 60 pL del extracto para procesarla
directamente con tampdén 4x Laemmli, calentando a 95°C durante 5 minutos y se
almacenaron a -20 para su posterior analisis.

7.3.2 Geles de electroforesis SDS-PAGE y transferencia

Los genes de SDS-PAGE se preparan habitualmente entre el 10 y el 12% de
acrilamida/bisacrilamida con el gel separador 375mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS,0.2%
Temed y 0.08% persulfatoamonico (APS). El gel de empaquetamiento contiene 4%
acrilamida/bisacrilamida, 125mM Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS,0.8% Temed y 0.1%
persulfatoamonico (APS). Una vez se polimerizado el gel, se carga el volumen calculado
de las muestras junto al marcador molecular (PageRuler prestained protein ladder,
ThermoScientific) con 5 uL, y se corre el gel con el sistema de BioRad.

Una vez finalizada la electroforesis, se contintda con la transferencia de los geles a las
membranas PVDF (Inmmuno-Blot PVDF Membrane), con el tampdn de transferencia que
contenia 6 gr/L de Tris base y 3.1 gr/L de acido bodrico. Las membranas de PVDF (8 cm de
ancho por 6 cm de alto) se activaron previamente con etanol 96% . El sistema de
transferencia (Mini Trans-Blot de Bio-Rad) se deja toda la noche a un voltaje de 12 Vy
en agitacion. Terminada la transferencia con las membranas se procedieron a tefiirlas
con la solucidn Ponceau S solution (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos. Luego se procede
a desteiiir con acido acético al 1% para tomar la foto y posteriormente se realizan tres
lavados con 1x TBS-T (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.6 y 0.05% Tween 20) para
eliminar por completo la tincién.

7.3.3 Andlisis Western Blot (WB)

Se inicia el protocolo incubando la membrana con la solucién de bloqueo (5% leche
desnatada en 1x TBS-T) durante 60 minutos. Finalizando este tiempo, se incuba con la
solucién del anticuerpo primario en 1x TBS-T toda la noche a 4°C. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron el policlonal anti-elF5A (dilucién 1:5000) (Belda-Palazén et
al., 2014) y el anti-GFP (Rockland, dilucién 1:5000). Después de la incubacion se realizaron
tres lavados con 1x TBS-T duracion de 10 minutos, y luego se incuba la membrana con el
anticuerpo secundario policlonal conjugado a HRP (Peroxidase Affinipure goat anti-
rabbit 1gG, Jacksons, dil. 1:15000) durante 60 minutos y nuevamente se realizan tres
lavados con 1x TBS-T antes de proceder a la deteccién por quimioluminiscencia.

Para la deteccidn se utilizé el kit de soluciones quimioluminiscentes Supersignal West
PICO PLUS Chemiluminiscent Substrate (Thermofisher) y ECL Western Blotting Deteccion
Reagent (Amesham) y en membranas en las que se necesitd mayor sefial , se utilizé el
Kit ECL Select (Amesham). La sefial quimioluminiscente se detectd con el equipo Image
Quant 800 (Amersham, GE).
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7.4 Técnicas de microscopia confocal.

Las plantas agroinfiltradas con las construcciones para BiFC se observaron por la cara
abaxial mediante el microscopio confocal. Para ello, se tomaron secciones circulares del
area infectada de la hoja que se montaron sobre portaobjetos con agua. Se utilizé el
microscopio AxioObserver 780 confocal microscope (Zeiss). Las condiciones de
visualizacion fueron las siguientes: objetivo 40X; excitacion laser argén (488 nm) con
ventana de emision entre 516-560 nm para YFP y 648-709 nm para la fluorescencia de
clorofila y laser helio/nedn (594nm) para la excitacion de la mRFP de localizacion nuclear
con ventana de emision entre 598-652 nm. Las imagenes obtenidas se procesaron con
el software FlJI.
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ANEXO

Tabla 4. Andlisis de segregacién de las lineas GFP (T2). Se sembraron 100 semillas para cada linea
(17) en medio con higromicina. Las lineas marcadas con verde son las que tuvieron un buen chi2
(Chi2 < 3,84 con p-value=0,05) y sefial en el microscopio confocal

T2 OBSERVED EXPECTED CONFOCAL
LINE HYG+ HGY- ToTat HYG+ | HYG- Chi*Yates) ~ Chi signal
T2GEPA 72 26 98 73.5 245 | 0.095 | 0.122 +
T2GFPB 49 44 93 69.75 | 23.25 | 24.111 | 24.692
T2GFPC 71 27 98 73.5 245 | 0286 | 0.340 +
T2GFPD 65 34 99 74.25 | 2475 | 4.374 | 4.609
T2GFPE 66 33 99 74.25 | 2475 | 3.458 | 3.667
T2GEPF 77 23 100 75 25 0280 | 0.213 +
T2GFPG 84 15 99 7425 | 2475 | 5397 | 5.121
T2GFPH 55 45 100 75 25 | 20.813 | 21.333
T2GEPI 61 38 99 7425 | 2475 | 9.114 | 9.458
T2GFP) 82 17 99 7425 | 2475 | 3.458 | 3.236
T2GFPK 71 28 99 7425 | 2475 | 0495 | 0.569 +
T2GFPL 64 33 100 75 25 4.013 | 4.173
T2GFPM 76 29 93 69.75 | 23.25 | 1.659 | 1.982 <
T2GFPN 39 45 84 63 21 | 35.825 | 36.571
T2GFPO 31 42 73 54.75 | 18.25 | 40.361 | 41.210
T2GEPP 75 25 100 75 25 0.013 | 0.000 +
T2GFPQ 64 36 100 95 25 | 14.855 | 14.956
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Tabla 5. Andlisis de segregacion de las lineas elF5A2WT-GFP (T2). Se sembraron 100 semillas para
cada linea (10) en medio con higromicina. Las lineas marcadas con verde son las que tuvieron un
buen chi2 (Chi2 < 3,84 con p-value=0,05) y sefial en el microscopio confocal

2 OBSERVED EXPECTED CONFOCAL
LINE HYG+ HGY- TOTAL HYG+ | HYG- Chi*Yates) ~ Chi signal
T2WTA 71 29 100 75 25 0.760 | 0.853 <
T2WTB 46 43 89 66.75 | 22.25 | 25.195 | 25.801
T2WTC 63 35 98 73.5 245 | 5728 | 6.000
T2WTD 80 20 100 75 25 1.480 | 1.333 +
T2WTE 50 49 99 7425 | 24.75 | 31.040 | 31.680
T2WTF 63 37 100 75 25 7.373 | 7.680
T2WTG 68 27 95 7125 | 2375 | 0516 | 0.593 -
T2WTH 72 28 100 75 25 0.413 | 0.480 ++
T2WTI 74 26 100 75 25 0.040 | 0.053 ++
T2WT) 6 82 88 66 22 |[216.379 | 218.182

Tabla 6 Analisis de segregacion de las lineas elF5A

252A

-GFP (T2). Se sembraron 100 semillas para

cada linea (9) en medio con higromicina. Las lineas marcadas con verde son las que tuvieron un
buen chi2 (Chi2 < 3,84 con p-value=0,05) y sefial en el microscopio confocal

T2 OBSERVED EXPECTED CONFOCAL
TOTAL Chi’Yates| Chi® signal
LINE HYG+ HGY- HYG+ | HYG-
T252AA 74 25 99 7425 | 2475 | 0.010 | 0.003 <
T252AB 69 29 98 73.5 245 | 0993 | 1.102 +
T252AC 61 33 94 70.5 235 | 4865 | 5.121
T252AD 60 32 92 69 23 4.449 | 4.696
T2S2AE 59 28 87 6525 | 21.75 | 2218 | 2395
T2S2AF 66 26 92 69 23 0.449 | 0.522 +
T252AG 35 54 89 66.75 | 2225 | 59.472 | 60.408
T252AH 43 46 89 66.75 | 2225 | 33.105 | 33.801
T252Al 16 62 78 58.5 19.5 | 122.068 | 123.504
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Tabla 7. Anadlisis de segregacidn de las lineas elF5A

ZSZD

-GFP (T2). Se sembraron 100 semillas para

cada linea (18) en medio con higromicina. Las lineas marcadas con verde son las que tuvieron un
buen chi2 (Chi2 < 3,84 con p-value=0,05) y sefial en el microscopio confocal

T2 OBSERVED EXPECTED CONFOCAL
LINE HYG+ nov. | O [Thves | wve. Chi*Yates)  ChP signal
T2 A 50 46 96 72 24 | 26292 | 26.889
T2520B 73 27 100 75 25 0.173 | 0.213 N
T2 00C 62 37 99 7425 | 2475 | 7.768 | 8.084
T2520D 88 22 100 75 25 2573 | 2.613
T2500F 68 30 98 735 245 | 1510 | 1.646 s
T252DF 72 22 94 70.5 235 | 0.184 | 0.128 +
T2:06G 76 23 99 7425 | 2475 | 0226 | 0.165 it
T2520H 79 20 99 7425 | 2475 | 1357 | 1.215 .+
25001 51 39 90 67.5 225 | 15659 | 16.133
12000 36 51 87 6525 | 21.75 | 51.567 | 52.448
T2 0K 38 47 85 63.75 | 21.25 | 40.812 | 41.604
T20001 32 52 84 63 21 60.048 | 61.016
T2.0M 46 44 90 67.5 225 | 26.770 | 27.393
T20 00N 57 41 98 735 245 | 14381 | 14.816
125200 73 25 98 735 245 | 0014 | 0.014 N
T20p 57 37 94 70.5 235 | 9.972 | 10.340
122000 0 0 100 75 25 | 102.013 | 100.000
T2520R 80 20 100 75 25 1480 | 1.333 N
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