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RESUMEN

En el laboratorio se estd investigando los mecanismos moleculares por los que las proteinas DELLA
regulan la expresion génica en plantas. Las DELLA son los reguladores negativos de la via de sefializacién
por giberelinas y sus niveles son regulados negativamente por esta hormona. Los resultados obtenidos en
el laboratorio, junto a los de otros, han mostrado que una parte importante de esta regulacion ocurre
mediante la interaccidn fisica de las proteinas DELLA con factores de transcripcion, en unos casos los
inactiva, mientras que en otros la interaccién promueve su actividad. Los ultimos resultados del
laboratorio apuntan a que las DELLA pueden actuar mediante otros mecanismos para regular la expresién
génica, en particular, se ha encontrado interaccién fisica con varias proteinas que regulan directamente
la actividad de la RNA Pol II.

Una de estas proteinas es MED31. MED31 forma parte del complejo Mediator, que es un complejo
multiproteico conservado de levaduras a humanos y que asiste a la RNA Pol Il en practicamente todas las
etapas de la transcripcién de un gen, por lo que es considerado como un activador transcripcional. Por
tanto, estos resultados preliminares apuntan a que las DELLA podrian regular la transcripcion de ciertos
genes modulando la actividad del complejo Mediator y por tanto de la RNA Pol Il a través de la interaccidn
con la subunidad MED31. Trabajo previo en el laboratorio ha mostrado que una mutacion hipomorfa
med31 tiene consecuencias muy importantes en el desarrollo de la planta, apuntando a que tiene una
funcion relevante. En el contexto de este TFM vamos a tratar de (i) obtener nuevos alelos med31 de
Arabidopsis por amiRNA; (ii) caracterizar la interaccion entre las proteinas DELLA y MED31 en plantas de
Nicotiana benthamiana y de Arabidopsis, y (iii) evaluar la relevancia de la interaccion mediante analisis
transcriptémicos y fisiolégicos.
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ABSTRACT

In our laboratory we are investigating about the molecular mechanisms by which DELLA proteins
regulate gene expression in plants. DELLA are the negative regulators of the signaling pathway for
gibberellins and their levels are negatively regulated by this hormone. The results obtained in the
laboratory, together with those of others, have shown that an important part of this regulation occurs
through the physical interaction of DELLA proteins with transcription factors, in some cases inactivating
them, while in others the interaction promotes their activity. The latest results of the laboratory suggest
that DELLA can act through other mechanisms to regulate gene expression, in particular, physical
interactions have been found with several proteins that directly regulate RNA Pol Il activity.

One of these proteins is MED31. MED31 is part of the Mediator complex, a multiprotein complex
conserved from yeast to humans which assists RNA Pol Il practically all the stages of gene transcription,
so it’s considered as a transcriptional activator. All in all, these preliminary results suggest that DELLA
could regulate the transcription of certain genes modulating the activity of the Mediator complex and
therefore of the RNA Pol Il through the interaction with subunit MED31. Previous work in the laboratory
has shown that a hypomorphic mutation med31 has very important consequences in plant development,
pointing out to a relevant function. In this TFM context, we will try to (i) obtain new med31 alleles of
Arabidopsis by amiRNA,; (ii) characterize the interaction between DELLA and MED31 proteins in Nicotiana
benthamiana and Arabidopsis plants and (iii) evaluate the relevance of the interaction through
transcriptomic and physiological analysis.
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ABREVIATURAS

AD Dominio de activacion

amiRNA MicroRNA artificial

Amp Ampicilina

BD Dominio de activacion

Car Carbenicilina

CDK8 Kinasa dependiente de ciclina-8

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario
Cr Cycle threshold, ciclo umbral

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTP Desoxirribonucleétido trifosfato

dT Desoxitimidina

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

F Forward, Directo

GA Giberelina

GAI GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE

GID1 GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1

GID2 GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2

Gnt Gentamicina

Kan Kanamicina

LB Medio Luria-Bertani

mRNA Acido ribonucleico mensajero
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PCR Polymerase Chain Reaction, Reaccién en cadena de la polimerasa
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R Reverso
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RGL1 REPRESSOR OF gal-3-LIKE1
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Rif Rifampicina

RNA Acido ribonucleico
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I. INTRODUCCION
1. Llas giberelinas

Las plantas, a diferencia de los animales, son seres sésiles, es decir, que no tienen capacidad
de desplazarse. Esta caracteristica hace que las plantas deban interpretar e integrar de alguna
manera las sefales ambientales para conseguir la supervivencia. Un papel relevante en la
integracién de estas sefiales medioambientales con los procesos de crecimiento, desarrollo y
defensa frente a estrés lo juegan las fitohormonas, unos compuestos quimicos sintetizados por
las plantas que actian como sefializadores y activan una cascada de eventos que derivan en la
modificacion de la expresién génica para activar diferentes respuestas fisioldgicas en funcion de
las condiciones en las que se encuentren.

Una de las fitohormonas mas conocidas y estudiadas son las giberelinas (GA). Las GAs
promueven cambios en la expresién génica que principalmente activan el crecimiento de la
planta y sus drganos induciendo la division y la elongacién celular, y actdan a lo largo de todo el
ciclo de vida de la planta, desde la germinacién al desarrollo de érganos reproductivos y frutos.
Aquellas plantas que presenten bajos niveles de GAs o sean insensibles a estas hormonas
mostraran defectos en todos estos procesos, siendo el mas caracteristico un fenotipo enano.

1.1 Las giberelinas y el medio ambiente

Los niveles de GAs en la planta se ven modificados en funcién del ambiente. En condiciones
de oscuridad (por ejemplo, cuando la semilla acaba de germinar enterrada en el suelo), los
niveles de GAs se ven incrementados e inducen un programa de desarrollo que se denomina
escotomorfogénesis, y que resulta en una elongacion rapida del hipocotilo, la presencia de un
gancho apical y cotiledones pequefios y plegados, ademas la expresidn de los genes asociados a
procesos fotosintéticos, por ejemplo, estd apagada; pero en el momento en que las plantas son
expuestas a la luz (cuando la plantula emerge a la superficie), la biosintesis de GAs disminuye y
se promueve su degradacion, por lo que se cambia el programa de desarrollo a Ia
fotomorfogénesis. Asi pues, se puede decir que los niveles de GAs son inversamente
proporcionales a la cantidad de luz que recibe la plantas (Achard et al., 2007). Cabe mencionar
gue una situacion opuesta la encontramos cuando las variaciones son en la temperatura
ambiente (Stavang et al., 2009). Los niveles de GAs son mas elevados a altas temperaturas, lo
gue resulta en la elongacidon de la planta. Por ultimo, los niveles de GAs se ven reducidos por
diferentes tipos de estrés abidtico, como sequia, frio o salinidad, pero otros tipos de condiciones
adversas como la sombra o la sumersién hacen que los niveles de GAs aumenten para que asi la
planta elongue y vuelva a condiciones normales de luz u oxigenacidn, respectivamente. En
definitiva, las GAs ocupan una posicion central a la hora de organizar la vida de la planta en
funcion de las condiciones del entorno.

1.2 Seializacion por giberelinas

La ruta de sefalizacién por GAs se activa cuando éstas son detectadas en la célula por su
receptor, la proteina soluble GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1). Las GAs se introducen
en un bolsillo de GID1 y al unirse hacen que su dominio N-terminal sufra un cambio
conformacional, haciendo que actie como una tapa cerrando el bolsillo y permitiendo la
interaccion de GID1 con las proteinas DELLA, que son los principales represores de la respuesta



a GAs (apartado 1.3). La interaccion de las DELLA con GID1 produce un cambio conformacional
en las DELLA que facilita la interaccion con SLEEPY1 (SLY1 en Arabidopsis; GID2 en arroz), una
proteina F-box que forma parte del complejo E3 ubiquitin-ligasa SCF*'1. Cuando SLY1 reconoce
las DELLA se produce la poliubiquitinacién de éstas y como consecuencia, son enviadas al
proteasoma 26S, donde se produce su degradacion.

De este modo, unos elevados niveles de GAs tienen como consecuencia la eliminacion del
efecto represor de las DELLA sobre la respuesta a GAs, mientras que cuando los niveles de GAs
son bajos, las DELLA ejercen su papel de respresor de la respuesta a GAs (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Representacion esquematica del mecanismo de accién de las GAs.

1.3 Proteinas DELLA

Las DELLA son reguladores transcripcionales de la familia GRAS (de GAI, RGA y SCR) (Pysh et
al., 1999). Esta familia estd formada por unos setenta reguladores transcripcionales que se
caracterizan por un dominio que ocupa los dos tercios C-terminal de la proteina y que se
denomina GRAS, mediante el cual interactian fisicamente con otros reguladores
transcripcionales y factores de transcripcion. A su vez, las proteinas DELLA forman una
subfamilia caracterizada por la presencia de un motivo de secuencia, DELLA (de Asp, Glu, Leu,
Leuy Ala), de donde toman el nombre y que estd presente en el extremo N-terminal junto a otra
secuencia caracteristica, VHNYP (Val, His, Asn, Tyr y Pro), siendo ambas esenciales para la
activacion de la sefalizacién por GAs, ya que son las zonas de interaccion con GID1.

Como se ha mencionado antes, las DELLA son los principales represores de la respuesta a
GAs. Carecen de dominio de unidn a DNA, por lo que muy probablemente no sean capaces de
unirlo directamente, y asi, la visién actual que se tiene de su modo de accién es que se produce
mediante la interaccion con TFs, bien secuestrandolos para impedir su uniéon a DNA bien



actuando como coactivador mediante la unidn al factor de transcripcién mientras este esta
unido al promotor diana.

El nimero de DELLASs que presentan distintas especies puede no ser el mismo: mientras que
algunas especies solamente poseen una, como es SLENDER1 (SLR1) en arroz o PROCERA en
tomate; en Arabidopsis thaliana se encuentran hasta cinco: GIBBERELLIC-ACID INSENSITIVE
(GAI), REPRESSOR OF gal-3 (RGA), REPRESSOR OF gal-3-LIKE1 (RGL1), RGL2 y RGL3. Los analisis
genéticos han demostrado que las DELLA en estas especies son los reguladores negativos
maestros de la sefializacion por GAs, al mostrar que una planta que carece de proteinas DELLA
presenta un fenotipo de respuesta constitutiva a la hormona. Las cinco proteinas DELLA de
Arabidopsis tienen la misma funcidn bioquimica, y su especificidad de funcidn viene
determinada por los patrones de expresion de los diferentes genes (Gallego-Bartolomé et al.,
2010).

Gracias a muchos trabajos recientes sobre las proteinas DELLA, tenemos una vision bastante
clara del papel que ejercen a la hora de conectar las sefiales ambientales con los factores de
transcripcidon que regulan la expresiéon de los genes y por tanto promueven las respuestas
fisioldgicas.

No obstante, aunque el principal mecanismo de accién de las DELLA se basa en la
interaccion con multiples factores de transcripcidn, en los ultimos afios se ha descubierto que
también existen interacciones con complejos remodeladores de la cromatina (Archacki et al.,
2013; resultados no publicados de nuestro laboratorio) y con el complejo Prefoldina, que ha
permitido definir un papel no gendmico para las DELLA (Locascio et al, 2013). Estos trabajos
abren la puerta a nuevos mecanismos de conexidn entre sefiales ambientales y regulacién de la
expresion génica mediada por DELLAs.

2. El complejo Mediator
2.1 Estructura del Mediator

El Mediator es un complejo proteico altamente conservado en organismos eucariotas que
forma parte imprescindible del mecanismo celular de la transcripcion como regulador de la RNA
polimerasa Il (RNA Pol Il). Esta constituido por varias subunidades repartidas en 4 mddulos
(Figura 1.2): cabeza, centro, colay un médulo kinasa dependiente de ciclina 8 (CDK8). Este ultimo
no forma parte intrinseca del Mediator, sino que se une de forma reversible por medio de
MED13 (Knuesel et al., 2009) cuando la actividad kinasa del médulo CDK8 es requerida para
regular la actividad de los TFs o enviarlos al proteasoma para su degradacién (Akoulitchev et al.,
2000; Alarcén et al., 2009; Bancerek et al., 2013).
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Figura 2: Estructura y composicion de subunidades del Mediator en levaduras (a) y en mamiferos
(b) (Soutourina, 2017).

Una particularidad a tener en cuenta del Mediator es que, en células especializadas, puede
cambiar su composicidon de subunidades, afadiéndose o perdiéndose las necesarias para
adecuar su funcidn en ciertos contextos, lo que resulta en una especializacién funcional del
complejo que consigue una expresién génica dirigida al tipo celular (Malik et al., 2004; Taatjes y
Tijan, 2004). Ademas de esta plasticidad a nivel conformacional, el Mediator también presenta
una destacada variabilidad estructural que se corresponde con cambios en su funcién
dependiendo del interactor con el que se encuentre. Asi, la uniéon de un TF hace que el Mediator
sufra cambios estructurales que coinciden con la activacién de la transcripcidn por la RNA Pol I
(Taatjes et al., 2002; Meyer et al., 2010). Del mismo modo, la unién del médulo CDK8 o la RNA
Pol Il al Mediator son mutuamente exclusivas al inducir cambios estructurales que impiden la
interaccion del otro (Naar et al., 2002).

2.2 Funciones del Mediator

La funcién principal del complejo Mediator es actuar como un regulador del proceso de
transcripcion. Este papel lo lleva a cabo estableciendo interacciones entre la RNA Pol Il y factores
reguladores de la transcripcién, como son los TFs unidos a DNA, y trasmitiendo sefiales de una
parte a otra que modulan la actividad de la RNA Pol Il, aunque este mecanismo de regulacion
todavia esta poco explorado.

El Mediator es necesario para que la RNA Pol Il sea reclutada a los sitios del genoma donde
hay TFs unidos a DNA. El complejo forma numerosos puntos de contacto con la RNA Pol Il
(Asturias et al., 1999; Bernecky et al., 2011; Davis et al., 2002) y gracias a su gran tamafio facilita
qgue el complejo de pre-iniciacién de la transcripcion (PIC) se ensamble alrededor de forma
estable, ademas de regular el reclutamiento o la actividad de algunos componentes del PIC.
Cuando comienza la transcripcion, la RNA Pol Il se separa del Mediator mediante la fosforilacion
de su extremo C-terminal (Svejstrup et al., 1997), lo que permite la unién del médulo CDKS8 para
regular la actividad de los TFs y estimular la elongacién transcripcional mediante la interaccion
con factores del complejo de super elongacién (SEC) (Ebmeier y Taatjes, 2010).



Ademas de estar involucrado en el proceso transcripcional, el Mediator también participa
en procesos de remodelacién de la cromatina, manteniendo las regiones promotoras de los
genes libres de nucleosomas para facilitar el ensamblaje del PIC y promover la activacién de la
transcripcion (Gilchrist et al., 2010). Otro aspecto en el que el Mediator toma parte es la
formacion estable de bucles génicos que permiten acercar las regiones reguladoras distales del
DNA a los promotores génicos (Plank y Dean, 2014).

La mayor parte de estas funciones del Mediator estdn conservadas a lo largo de los
organismos eucariotas, sin embargo, en organismos superiores se han observado diferencias en
la composicion y en las secuencias de las subunidades, junto a una mayor diversidad funcional
con respecto a organismos mas simples como levaduras (Poss et al., 2013). Estas variaciones
posiblemente sean debidas parcialmente a la amplia diversidad de TFs presentes en estos
organismos superiores.

En plantas se han realizado numerosos estudios sobre diferentes subunidades del Mediator
para comprender los procesos en los que se ve involucrado. Muchos de los estudios se han
dirigido a investigar el papel del Mediator en diferentes estreses tanto bidticos como abidticos.
Por ejemplo, se ha comprobado el papel de las subunidades MED14, MED15 y MED16 en la
expresion de genes activados por acido salicilico (Wang et al., 2016) y su relevancia en la
regulacion cruzada entre rutas de sefalizacién por acido salicilico, etileno y dcido jasmodnico. Por
otra parte, MED25, esta involucrado en la regulacién de la sefializacién por acido jasmdnico y
acido abscisico (Chen et al., 2012), ademds de tener una importante funcion en la regulacion del
tamafio celular (Xu y Li, 2013) que es complementaria a la de MEDS8 (Xu y Li, 2009).

2.3 Antecedentes

Previamente a la realizaciéon de este trabajo, en el laboratorio se encontré en un rastreo de
interactores de DELLA un resultado positivo en la interaccién entre MED31 y la versién truncada
de GAI M5GAI. Esta interaccién se confirmd y, ademds, se comprobé que MED31 también
interacciona en levadura con otra DELLA, en este caso RGA (su versidn truncada RGA52) (Figura
1.3).

+ AD-MED31 + empty vector
GAI
-H +H -H +H
e :lo ol N0 0
+ AD-MED31 + empty vector
RGA

-H +H -H +H
BD-RGAS2 ool NO O

Figura 1.3: Interaccién de MED31 con M5GAI y RGA52 en levadura. Vectores: pGADT7/pGBKT7. +/- H:
con/sin histidina.

Mi TFG consistio en el estudio de mutantes hipomorfos med31, en los que se observaron varios
defectos en el desarrollo de las plantas a lo largo de todas sus etapas, debidos parcialmente a
los bajos niveles de expresion de MED31.



Estos resultados, junto con el nuevo papel no gendmico de las DELLA llevaron a plantear la
hipdtesis de que MED31 es capaz de interaccionar in planta con las proteinas DELLA y que esta
interaccion tiene una relevancia fisioldgica.



Il. OBJETIVO

La realizacion de este TFM se basa en la hipétesis de que la subunidad MED31 interacciona con
las proteinas DELLA y que esta interaccidn tiene una importante relevancia fisioldgica a lo largo
del desarrollo de la planta. Para probar esta hipdtesis se han fijado los siguientes objetivos:

i) Obtener nuevos alelos med31 de Arabidopsis por amiRNA

i) Caracterizar la interaccidon entre las proteinas DELLA y MED31 en plantas de
Nicotiana benthamiana

iii) Evaluar la relevancia de la interacciéon mediante analisis transcriptdmicos vy
fisioldgicos



I1l. MATERIALES Y METODOS
1. Materiales bioldgicos y condiciones de crecimiento
1.1 Material vegetal
1.1.1 Arabidopsis thaliana

En este trabajo se emplearon plantas de la accesion Columbia-0 (Col-0) como silvestre (WT)
y las lineas mutantes med31-2, gai-1D y dellaP (Park et al., 2013). Todas las lineas mutantes se
encontraban en fondo genético Col-0. El mutante med31-2 proviene de la coleccidn de lineas de
insercion del Salk Institute y la describimos en mi TFG. Los fenotipos que se muestran en este
trabajo se han hecho con una linea obtenida tras un retrocruzamiento con el WT y basicamente
son los mismos que se observaron en la linea original.

Las semillas sembradas se estratificaron durante 4-5 dias a 4° C en oscuridad y a
continuacién se cultivaron en condiciones de dia largo (ciclos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad)
a22° Cdurante 7 dias. Tras este periodo las plantas se trasplantaron a tierra regada con solucidn
nutritiva. Estas plantas se dejaban crecer en las mismas condiciones de luz hasta que se
recolectaban las semillas.

1.1.1.1 Esterilizacion y siembra

Las semillas se esterilizaron con un lavado de 5 minutos con 1 mL de solucién de etanol 70%
y Triton X-100 0,05% y un segundo con 1 mL de etanol 96% también de 5 minutos. Se sembraron
en condiciones de esterilidad en medio Murashige-Skoog (MS) con 0.8 % (p/v) agar, 1% (p/v) de
sacarosay pH 5.7.

1.1.1.2 Tratamientos con GAs y paclobutrazol

Los tratamientos con GA y paclobutrazol (PAC) se llevaron a cabo en placas de MS
suplementadas con distintas concentraciones de estos compuestos: 0,1; 0,5; 1; 5y 10 uM de
GA;3y 5, 10,50y 100 nM de PAC. Los tratamientos se llevaron a cabo durante 7 dias.

1.1.1.3 Transformacion

Las plantas fueron sometidas al tratamiento de inmersién floral para su transformacion
(Clough y Bent, 1998; protocolo modificado). Una vez se consiguié el cultivo de preinoculacion
saturado de Agrobacterium tumefaciens, se centrifugd durante 20 minutos a 3000 rpm. El pellet
se resuspendié en una solucién de sacarosa 5% y Silwet (240 plL por 1 L). En esta solucidn se
introdujeron las plantas de Arabidopsis de modo que se impregnaran bien las flores jovenes,
gue son las que serian inoculadas con A. tumefaciens y adquirian el T-DNA con el inserto
construido. Las lineas transformadas fueron WT, gai-1D y dellaP.

Las plantas inoculadas se taparon y se dejaron a 22° C durante unas 18 h para facilitar la
infeccidn de A. tumefaciens. Tras este tiempo, ya se dejaron destapadas en condiciones de dia
largo y se esperd a la maduracion de las flores para recolectar las semillas transgénicas.

Las semillas recolectadas de las flores inoculadas (T1) se sembraron en medio MS con el
herbicida BASTA 0.01% (p/v) y el antibidtico carbenicilina (Car) 0.01% (p/v) para seleccionar



aquellas plantas que hayan adquirido el inserto de T-DNA y eliminar cualquier presencia de
células de A. tumefaciens respectivamente. Posteriormente, las plantas seleccionadas se
pasaron a tierra para examinar su desarrollo.

1.1.2 Nicotiana benthamiana

Las plantas de Nicotiana benthamiana fueron empleadas para la expresidn transitoria de
proteinas, ya que esta planta presenta un sistema de RNA de interferencia alterado (Yang et al.,
2004). Las proteinas se sobreexpresaron mediante la infiltracién de hojas con células de A.
tumefaciens.

1.1.2.1 Agroinfiltracion

Las células de A. tumefaciens se cultivaron en medio LB liquido suplementado con los
antibidticos correspondientes a la resistencia de la cepa y la proporcionada por la construccién
de DNA para seleccionar las células que la contenian. El cultivo se refrescé el dia previo a la
infiltracién en 5 mL de LB con los mismos antibidticos para obtener un cultivo saturado apto
para la inoculacién.

Las células fueron centrifugadas el dia de la infiltraciéon y fueron resuspendidas en 2 mL
solucidn de infiltracion (MES 1 mM, MgCl; 0,1 mM y acetosiringona 200 uM). A continuacién, se
dejaronincubando en oscuridad durante 2 h a Tambiente. Por ultimo, se prepararon los inéculos
con las células necesarias para expresar las proteinas de interés y se infiltraron en hojas de N.
benthamiana usando jeringuillas de 1 mL.

Las plantas infiltradas se dejaron en cdmara de cultivo durante 3 dias a 22° C en condiciones
de dia largo. Pasado este tiempo se recogioé la muestra de tejido infiltrado para su observacién
al microscopio confocal o para analizar las interacciones de proteinas por co-
inmunoprecipitacion (co-IP).

1.1.3 Recogida de muestras

Para la recogida de muestras de tejido tanto de Arabidopsis como de N. benthamiana, se
congeld el material vegetal (dpices caulinares y hojas infiltradas, respectivamente) usando
nitrégeno liquido y se guardé a -80° C para posteriormente machacar el tejido con un mortero
enfriado con nitrégeno liquido. El tejido machacado se recogié en tubos de microcentrifuga de
2 mL.

1.2 Microorganismos
1.2.1 Escherichia coli

Para la construccién y la clonacion de los diferentes vectores se transformaron células de
Escherichia coli. La cepa TOP10 fue la empleada en este trabajo, apta para la transformacion
mediante electroporacion.



El medio basico empleado para el crecimiento era Luria-Bertani (LB), al que se le afiadia agar
para el cultivo en placa y los antibidticos necesarios. La composiciéon del medio es 1% (p/v)
triptona, 0.5% (p/v) extracto de levadura, 1% (p/v) NaCl vy, si era sélido, 1.5% (p/v) agar. Tras la
siembra, los cultivos se dejaban a 37° C o/n y en agitacion si eran liquidos.

1.2.1.1 Transformacion

Para la transformacion, se afiadié 1 pL de la solucién donde estaba el plasmido a una
alicuota de 50 pL de células de la cepa TOP10. A continuacién, esta solucidn se introduce en un
vial de electroporacién y se somete a un pulso de 1500 V durante 4 ms. Después, las células se
rescatan con 250 plL de medio LB y se mantienen durante 1 hora a 37° C en agitacién para que
expresen los genes de resistencia a antibiético del vector que portan.

Las células se sembraron en LB agar al que se afiadia un antibidtico en funcién de la
resistencia del vector (espectinomicina (Spm), kanamicina (Kan), ampicilina (Amp) o gentamicina
(Gnt) 0,01% (p/v)) y se dejaron incubando o/n para seleccionar aquellas colonias
transformantes. A partir de las colonias resistentes se inocularon cultivos liquidos de 3 mL con
el fin de aislar DNA del plasmido correspondiente.

1.2.2 Agrobacterium tumefaciens

La cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens fue la empleada en este trabajo, apta para ser
transformada por electroporacién y con resistencias a los antibidticos rifampicina (Rif) y Gnt. El
medio en donde se cultivaba es el mismo que en el caso de E. coli. Tras la siembra los cultivos
se dejaban a 28° C durante 2 dias, si eran sélidos, y o/n en agitacion si eran liquidos.

1.2.2.1 Transformacion

Los vectores, ya clonados en Escherichia coli y recogidos en minipreps se utilizaron para
transformar las células de Agrobacterium tumefaciens, para mas tarde transferir el inserto de
ADN a Arabidopsis.

Para la transformacion se afiadié 1 pL de plasmido a una alicuota de 50 pL de células de la
cepa C58. A continuacidn, esta solucidn se introduce en un vial de electroporacién y se somete
a un pulso de 1440 V durante 4 ms. Después, las células se rescatan con 250 uL de medio LBy
se mantienen durante 2 h a 28° C en agitacidon para que expresen los genes de resistencia a
antibiotico del vector que portan.

Las células se sembraron en LB agar al que se afiadia un antibidtico en funcién de la
resistencia del vector (Spm o Kan 0.01% (p/v)), junto con Rif y Gnt 0.01% (p/v), y se incubaron
durante 2 dias para seleccionar las colonias que se hubieran transformado. Se seleccionaron
aquellas colonias que hubieran crecido parainocularlasen 5 mL de LB liquido con los antibiéticos
respectivos y se volvian a incubar, esta vez o/n.
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1.2.3 Saccharomyces cerevisiae

Las cepas Y2HGold e Y187 de Saccharomyces cerevisiae fueron las empleadas en este
trabajo. Estas cepas presentan doble auxotrofia para leucina vy triptéfano, por lo que la seleccién
de células transformadas se basé en su capacidad para crecer en medios carentes de estos
aminodcidos gracias al pldsmido con el que se transformen.

Para el crecimiento de la levadura se empled el medio minimo sintético (SD), pH 5.8, al que
se le afiadia agar para el cultivo en placa. La composicion del medio es YNB 0.77% (p/v),
suplemento de aminoacidos 0.14% (p/v) vy, si era sélido, 2% (p/v) agar. Antes de sembrar, al
medio se le afiadia glucosa 0.2% (p/v), histidina y uracilo 0.04% (p/v), junto a leucina o
triptéfano, si era necesario, en funcion de la auxotrofia. Tras la siembra, los cultivos se dejaban
a 28° C durante 2/3 dias y en agitacion y o/n si eran liquidos.

Para el mating se empled el medio levadura peptona dextrosa (YPD), cuya composicidn es
peptona 2% (p/v) y extracto de levadura 1% (p/v), al que se afiadia posteriormente glucosa 2%
(p/v). Este medio es escaso en nitrogeno, lo que induce la diploidizacion de las levaduras. Las
células se dejaban en este medio a 28° C o/n.

1.2.3.1 Transformacion

La transformacién de levaduras haploides se realizd mediante un protocolo que combina el
tratamiento con polietilenglicol (PEG), acetato de litio (LiAc) y DNA de simple cadena (ssDNA)
junto a un choque térmico (Schiestl y Gietz, 1989; protocolo modificado). Tras el proceso, se
sembraron las células en SD sin triptéfano o leucina para seleccionar las colonias que hubieran
incorporado el plasmido.

1.2.3.2 Mating

Tras el crecimiento de células haploides, se realizé el apareamiento o mating para la
generacioén de células diploides (Fields y Song, 1989). Para el mating se inocula una colonia de
cada cepa en 0,5 mL de medio YPD y posteriormente se siembra en placa en medio SD sin
triptéfano ni leucina para seleccionar las células que porten los dos plasmidos necesarios para
el ensayo de doble hibrido.

1.2.3.3 Doble hibrido

Para el ensayo de doble hibrido, se picaron colonias seleccionadas tras el mating que se
resuspendieron en agua y se hicieron diluciones seriadas de las mismas (1:10, 1:100 y 1:1000).
A continuacidn, se sembraron en cuatro placas con SD: una sin triptéfano ni leucina como control
de crecimiento, otra igual, pero sin histidina para seleccionar células que expresan el gen HIS3
gracias a la interaccidon entre las proteinas, y otras dos a las que se afiadia 3-amino-1,2,4-triazol
(3AT) 5 mM y 10 mM para eliminar falsos positivos, ya que es un inhibidor competitivo del
enzima codificado por el gen HIS3. Las células se dejaron creciendo durante 3-6 dias para
observar el crecimiento de las colonias.
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2. Técnicas de Biologia Molecular
2.1 Construcciones de DNA
2.1.1 Reaccion LR

Para generar los vectores de expresion necesarios para este trabajo, se partié de vectores
de entrada que llevaban insertada la secuencia de los genes de interés flanqueadas por los sitios
de recombinacidn attL, para llevar a cabo una reaccidn LR que resultara en los genes de interés
insertados en los vectores de expresion flanqueados por sitios attB generados tras la reaccién.
Esta reaccion se puso a punto empleando el kit comercial Gateway LR Clonase Il de Invitrogen.

Vector de entrada (50 ng/uL) 0,5 pL
Vector de destino (150 ng/pL) 0,5 uL
Tampon TE 1X 3uL

LR clonasa Il 1l
Tabla 2.1: Reactivos empleados en la reaccion LR.

La LR tuvo lugar durante 1-16 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
reaccioén, la LR se detuvo mediante la adicién de 1 uL de proteinasa K y posteriormente se
mantuvo 10 minutos a 37° C. El producto fue empleado para trasformar células de E. coli.

2.1.2 Extraccion de DNA plasmidico

Después de la incubacion de los cultivos liquidos de E. coli se procedid a la extraccion y
purificacion de los vectores clonados mediante el kit comercial E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini | de
Omega, basado en la purificacion del ADN plasmidico por columna tras una lisis alcalina. El
plasmido es eluido en 40 pL de tampdn de elucién y es cuantificado espectrofotométricamente
mediante NanoDrop.

Para comprobar que el pldsmido obtenido era el deseado se llevaba a cabo una digestién
del mismo con diferentes combinaciones de enzimas de restriccion. La digestion se dejaba a
37° C durante 1-16 h. Tras la reaccidn, se analizaba el tamafo de los fragmentos generados
mediante electroforesis en geles de agarosa, normalmente del 1% (p/v).

2.2 Anadlisis de la expresion de proteinas
2.2.1 Extraccion de proteinas totales

La extraccion de proteinas de hojas de N. benthamiana se realizé de dos formas:

i) Para comprobar la expresion de las proteinas sobreexpresadas, se
realizd una extraccion de proteinas en condiciones desnaturalizantes con tampdn
Laemli 2X (Tris-HCI pH 6,8 (67,5 mM), SDS 2%, glicerol 25% y azul de bromofenol
0,015%) con DTT 1M a partir de 100 uL de tejido pulverizado. La mezcla se agité con
vortex durante 30” y se hirvié durante 5’ a 95° C. Posteriormente se centrifugo a
4° C durante 15’ a 13000 rpm. Se recogieron 5 L del sobrenadante y se diluyeron
en 20 uL de Laemli 1X para su cuantificacién mediante un método colorimétrico
derivado del de Lowry et al. (1951), midiendo la absorbancia a 750 nm. Para la recta
de calibrado se prepararon tubos con BSA a diferentes concentraciones (0,2; 0,5;
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1,1y 1,5 pg/uL). Mediante la funcion obtenida se calculd la concentracion de
proteina de las muestras.

i) Para los andlisis por co-inmunoprecipitacion (Co-IP) se realizd una extraccion de
proteinas en condiciones nativas. Para ello se partid de unos 800 pL de material
pulverizado que se resuspendieron en 1 mL de tampdn de extraccién, que estaba
compuesto de Tris-HCl 50 mM pH 7.5, 150 mM NacCl, Triton-X100 1% (p/v), 1 mM
PMSF y 1x del “cocktail” de inhibidores de proteasas de Roche. Las muestras
homogenizadas se mantuvieron 15 minutos en hielo y a continuacidn se
centrifugaron dos veces a 13000 rpm y 4° C para eliminar los restos celulares. Las
proteinas en el extracto se cuantificaron por el método de Bradford.

2.2.2 Co-inmunoprecipitacion

Tras la cuantificacidon, se guardaron 40 ug de proteinas totales desnaturalizadas con tampdn
laemli para emplearse como input. Parala IP se empled 1 mg de proteinas totales en un volumen
de 1 mL de tampdn de extraccion, que se incubaron con 50 pL de anticuerpo anti-GFP conjugado
a bolas paramagnéticas (Miltenyi) durante 2 h a 4° C con rotacién suave. Tras la incubacion el
extracto se pasé por columnas “puColumn” (Miltenyi) a T ambiente y se lavaron con 800 pL de
tampon de lavado frio (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; 150 mM NaCl, Triton-X100 0,1% (p/v)).
Finalmente, las proteinas inmunoprecipitadas se eluyeron con tampdén de elucidn
desnaturalizante proporcionado por el fabricante (Miltenyi).

2.2.3 Western blot

Los extractos de proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los geles contaban con una fase superior de
concentracidn, de menor concentracién de acrilamida/bisacrilamida, y una fase inferior de
separacion del 12,5% de acrilamida/bisacrilamida. La SDS-PAGE se llevé a cabo a 170 V durante
90’-120’ a T ambiente.

Tras finalizar la SDS-PAGE, se procedio a la transferencia de las proteinas a membranas de
PVDF (Amersham Hybond, GE Healthcare Life Sciences) activadas con metanol. La transferencia
se realizd en condiciones himedas en tampdn de transferencia continuamente en agitacién a
100 V durante una hora a 4°C. A continuacién, la membrana se tifié con Ponceau S (Ponceau S
0,1% en 4acido acético 5%) para comprobar que las proteinas se habian transferido a la
membrana. Para ello se sumergié la membrana durante 10’ en agitacién lenta; pasado este
tiempo se observaban las bandas de las proteinas mas abundantes (la subunidad grande de la
RuBisCO).

Tras la transferencia, se bloqued la membrana con una solucidn de bloqueo (TBS-T (TBS +
Tween 20 0,1%) y leche desnatada en polvo 5% (p/v). La membrana se sumergié durante 1 h en
agitacion lenta y se lavd posteriormente con TBS-T. A continuacion, se incubé la membrana con
el anticuerpo primario durante 1 h a T ambiente u o/n a 4° C. Se trabajé con anticuerpos
monoclonales producidos en ratén a-GFP (JL8, Clontech Laboratories), a-c-myc (9E10, Sigma
Aldrich) y a-HA, este ultimo conjugado a la peroxidasa de rabano (HA-HRP, Roche Applied
Science). Los anticuerpos se diluyeron en la solucién de bloqueo en proporcién 1:1000 (a-c-myc)
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0 1:5000 (a-GFP y a-HA). Al acabar la incubacion se lavé la membrana 4 veces (1 lavado de 15
y 3 de 5’) con TBS-T para seguidamente realizar la incubacién con el anticuerpo secundario
producido en oveja a-mouse IgG-HRP (GE Healthcare), diluido en soluciéon de bloqueo en
proporcién 1:10000 (a excepcion de las membranas incubadas con HA-HRP). La incubacidn se
realiza de la misma forma que con el anticuerpo primario. Tras la incubacidn se lava la
membrana de la manera antes mencionada y se dispensaron 300 pL de la solucidn de revelado
(SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity, Thermo Scientific), mediante la cual se produce
una reaccion quimioluminiscente por la accién de la HRP. Tras 5’ de reaccion, la membrana se
introduce en la cdmara de revelado y se observan las bandas de las proteinas mediante la

magquina LAS 3000 (FujiFilm).

23 MicroRNA artificial (amiRNA)

Para la obtencion de nuevas lineas mutantes que presentasen una reduccién en la expresion
de MED31, se recurrié a la técnica de silenciamiento dirigido por amiRNA, siguiendo el protocolo
desarrollado por Carbonell et al. (2014). Esta técnica consiste en la generacién de amiRNAs
basados en el microRNA MIR390a de Arabidopsis thaliana mediante el apareamiento de dos
oligonucledtidos solapantes y parcialmente complementarios. Estos son insertados de forma
direccional en vectores de expresion Bsal/ccdB (B/c) mediante digestion parcial por Bsal y
ligacion por T4 DNA ligasa, reemplazando en el vector el gen letal ccdB por el amiRNA.
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Figura 2.1: Representacion esquematica del sistema de generacion de amiRNAs. Las X indican las
bases que el programa genera de novo para dirigir el amiRNA al gen deseado. Fuente: http://p-
sams.carringtonlab.org/amirna/designer

2.3.1 Generacion del amiRNA

Para generar un amiRNA que silencie la expresion de MED31, se accedié al sitio web
http://p-sams.carringtonlab.org/amirna/designer, una herramienta online para el disefio de
amiRNAs que provee la secuencia del amiRNA junto con la de los oligonucledtidos requeridos
para clonar el amiRNA en vectores B/c en medio de la secuencia de AtMIR390a, necesaria para
formar un RNA de doble cadena, y obtener un amiRNA funcional.

La herramienta nos pide la entrada del gen para generar un amiRNA vy los oligonucledtidos
necesarios para obtenerlo, ofreciendo varias opciones en funcién de cuales son considerados

una mejor opcion por el programa.
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amiRMED31-F Longitud: 75 pb; Tm: 87,6°C
TGTATGAGTCAAGTAGGCTTCCCTGATGATGATCACATTCGTTATCTATTTTTTCAGGGAAGCCGACTTGACTCA

amiRMED31-R Longitud: 75 pb; Tm: 87,9°C
AATGTGAGTCAAGTCGGCTTCCCTGAAAAAATAGATAACGAATGTGATCATCATCAGGGAAGCCTACTTGACTCA

Figura 2.2: Secuencias de los oligonucleétidos empleados para la generacion del amiRNA.

Los oligonucledtidos son disueltos en un tampdn de apareamiento (Tris-HCl pH 7,5 (60 mM),
NaCl (500 mM), MgCl, (60 mM) y DTT (10 mM)) a una concentracion de 4 uM y son incubados
durante 5 a 94° C en un termobloque. A continuacion, se deja enfriar el termobloque a T
ambiente durante 1 h. Los oligonucleétidos apareados se disuelven en agua a una concentracion
de 0.15 uM y se procede a la reaccion de digestidn-ligacion para su insercion en el vector de
expresion, que tiene lugar a 37°C durante 30'.

Vector B/c 50 ng
Oligos apareados 1l
10X buffer T4 DNA ligasa 1l
T4 DNA ligasa (3 U/pL) 1puL
Bsal (10 U/uL) 1uL
Agua Hasta 10 pL
Tabla 2.2: Reactivos empleados en la reaccion de digestion-ligacion.

Para comprobar que el amiRNA se habia ligado correctamente, se realizé una digestion del
vector ya clonado en Escherichia coli con los enzimas EcoRl y Pstl que fue analizada
posteriormente mediante electroforesis en gel de agarosa 1% y secuenciado. Al amiRNA
generado se le denomindé amiR-MED31.

2.4 Anadlisis del nivel de expresion génica
2.4.1 Extraccion de RNA total

El RNA total se obtuvo a partir de material vegetal congelado de cada una de las diferentes
lineas transformadas con amiR-MED31. Para la extraccion del RNA se empled el kit comercial
NucleoSpin RNA Plant de Macherey-Nagel. En primer lugar, se afiadié 350 uL de tampdn RA1
mezclado con 3.5 L de B-mercaptoetanol, esta mezcla lisa las células e inactiva las RNasas. A
continuacion, el lisado es filtrado mediante minicolumnas para retener y purificar el RNA. Por
ultimo, se eluye el RNA en 30 ulL de agua libre de RNasas. El RNA recogido es cuantificado en el
NanoDrop.

2.4.2 Sintesis de cDNA

A partir del RNA obtenido se sintetiza el cDNA mediante el kit comercial PrimeScript 1st
Strand cDNA Synthesis de Takara. Este kit permite la sintesis de cDNA en dos fases: en la primera
se produce el alineamiento de oligonucledtidos dT en la cola poliA de los RNA mensajeros
(mRNA) y en la segunda la sintesis propiamente dicha con la transcriptasa reversa PrimeScript.
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Oligonucledtido dT 1pl
dNTPs 1uL
mRNA molde 1ug

Agua libre de RNasas Hasta 10 pL
Tabla 2.3: Reactivos empleados para la alineacion de los oligonucleétidos dT con el mMRNA molde.

Esta mezcla se mantiene durante 5 minutos a 65° C y seguidamente se introduce en hielo.
A continuacién, se afiaden los reactivos necesarios para completar la reaccién de sintesis de
cDNA.

Mezcla de mRNA molde y

oligonucleédtido dT 10ut
Tampon PrimeScript 5X 4 L

Inhibidor de RNasas (40U/uL) 0.5 pL
PrimeScript RTasa (200U/pL) 2 uL

Tabla 2.4: Reactivos empleados en la reaccion de sintesis de cDNA genémico.

La reaccion tiene lugar a 42° C durante 1 h. Seguidamente, se inactiva el enzima incubando
la reaccidn a 95° C durante 5'. El producto de la reaccidn se diluye en agua hasta los 100 uL y se
guarda a -20° C.

2.4.3 PCR cuantitativa “real-time”

El nivel de expresion se determind mediante una PCR cuantitativa “real-time” (RT-qPCR),
con la que se puede, segln la cantidad de cDNA de partida (y, por tanto, de mRNA), obtener un
valor relativo de la expresion del gen de interés con respecto a la de un gen control. Esto se
realiza al establecer un valor umbral de producto amplificado y determinando el ciclo de la PCR
en el que se supera este valor (“Cycle threshold”, C;). La cantidad de producto amplificado se
determina midiendo la intensidad de fluorescencia emitida por el marcador SYBR Green, que se
activa una vez se une a los fragmentos amplificados. Esta PCR se realizé en un termociclador de
RT-gPCR ABI 7500 Fast-Real Time y los resultados se analizaron mediante el software con el que
funciona la maquina.

El perfil térmico empleado en la qPCR fue 10’ a 95° Cy a continuacidn 40 ciclos de 15" a 95°
Cy1l a60°C.

Las secuencias de los oligonucledtidos para la RT-gPCR se obtuvieron mediante el software
Primer Express 3.0y los oligonucleétidos son previamente validados para comprobar que no se
dan anomalias que interfieran en la determinacién de la cantidad de producto amplificado. En
este caso el gen control es EFla.

MED31qRTf: 5’-GAAACAACAGACTGAAGCACATTCTAC-3’ Longitud: 27 pb; Tm: 64.9°C
MED31qRTr: 5'-TTGAAGGTGCAACTGGTGGTT-3’ Longitud: 21 pb; Tm: 66.8°C

Figura 3.4: Secuencias de los oligonucleétidos empleados para la RT-qPCR de los cDNA de MED31.
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cDNA 1pl
SYBR Premix + Dye 10.4 pL
Oligonucleétido F 10 uM 0.4 pL
Oligonucleétido R 10 uM 0.4 uL

Agua Hasta 20 pL
Tabla 2.5: Reactivos empleados en la RT-qPCR.

3. Microscopia
3.1 Lupa

Para la observacidn y toma de imdagenes de plantulas de Arabidopsis se utilizé la lupa de
fluorescencia MacroFluo (MZZ16F Leica) con camara digital (DFC300 FX Leica) equipada de un
sistema de filtros para GFP2, DSR y Violet.

3.2 Microscopio confocal

Para la observacion de la localizacion celular de MED31 en hojas infiltradas de N.
benthamiana se empled el microscopio confocal Leica TCS SL, con el Idser de 488 nm para excitar
la proteina YFP fusionada al extremo N-terminal de MED31. Para la observacién se obtuvieron
muestras circulares de tejido empleando un sacabocados que se depositaron en un portaobjetos
con agua. La emisidn emitida por la YFP se recogié entre 509-553 nm.
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IV.RESULTADOS
1. Interaccion entre MED31 y otras subunidades del Mediator

Antes de pasar a investigar la interaccion de MED31 con proteinas DELLA y la posible
relevancia fisiolégica de esta interaccidn, se tratd de definir algunas caracteristicas bdsicas que
MED31 de Arabidopsis deberia cumplir si acta como el MED31 de otros organismos modelo
como humanos o levaduras. Esto es, tiene que estar integrado en el complejo Mediator de la
misma manera que lo es en otros organismos y, por supuesto, tiene que tener una localizacién
nuclear.

En levadura, MED31 se encuentra en el mddulo central, formando un submddulo junto a
MED7, MED21y MED10, siendo MED7 el nucleo de este submddulo, ya que interactla con todos
los demas (Koschubs et al., 2009; Lariviere et al., 2013). MED31 esta conectado al resto del
complejo, por tanto, a través de MED7. Para comprobar que esta organizacidn se mantiene
también en plantas, se procedid a realizar un ensayo de interacciéon entre MED31 y MED7 por
co-IP en hojas de N. benthamiana. El CDS de MED31 se clond en el vector pEarleyGatel104,
generando una fusién traduccional YFP-MED31 y el de MED7 en el vector pEarleyGate201 para
generar una fusion HA-MED7, ambas bajo el control del promotor 35S. A continuacidn, se
expreso transitoriamente HA-MED7, YFP-MED31 y una mezcla de las dos en dos hojas de N.
benthamiana cada una por infiltracién con A. tumefaciens, y determinamos si las proteinas se
expresaban y si tenian el tamafio esperado.

i}
HA-MEDT - - + + + + O+ 4
YFP-MED31 + + + + - - s 4
hoja# 1 2 3 4 5 6 3 4
YFP-MED31 | g -t il Ny, | HA-MED7
o-GFP o-HA
B
c-myc-MaGAlL - - + + + + o+ 4+
YFP-MED31 + + + + , -+
hoja# 1 2 3 4 5 6 3 4

YFP-MED31
— —_ R — c-myc-M5GAI

o-GFP o-C-MYC.

Figura 4.1: Analisis Western de los niveles de proteinas transgénicas en plantas de N. benthamiana.
(A) Infiltraciones con HA-MED7 y/o YFP-MED31. (B) Infiltraciones con c-myc-M5GAI y/o YFP-MED31.
Se infiltraron dos hojas con cada mezcla segtin en los paneles que hay encima de las imagenes. Los
numeros son los identificadores las hojas en cada experimento.
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Como se puede ver en la Figura 4.1A, las proteinas del tamafio esperado se acumularon de
la manera esperada. Por tanto, teniamos material adecuado para realizar las IPs. Para ello
usamos dos extractos control provenientes de las hojas 1y 6, y que expresan YFP-MED31 y HA-
MED?7, respectivamente, asi como un extracto de la hoja 4 que expresa ambas proteinas. La IP
se realizé con anticuerpos a-GFP para inmunoprecipitar YFP-MED31.

input IP (o-GFP)
c-myc-MsGAl - - - + o+ - - - + o+
HA-MED7T -+ o+ - - -+ o+ - -
¥YFP-MED31 + - + - & + - o+ - %

QI_—C-!'_!"!EI'\[E N — .d

o-HA
— — L |
Q-GFP | s— — - s - P

Figura 4.2: Resultado del ensayo de co-IP de proteinas transgénicas en N. benthamiana. El * marca
una banda inespecifica; las puntas de flecha indican la banda correspondiente a la proteina
expresada.

Como se puede ver en la Figura 4.2 y consistente con los resultados de la Figura 4.1A, YFP-
MED31y HA-MED7 se acumularon en las hojas esperadas (input). Y lo mas importante, HA-MED7
fue inmunoprecipitado con anticuerpos a-GFP Unicamente de las hojas que co-expresaban HA-
MED7, indicando que ambas proteinas estaban interaccionando fisicamente. Aunque el ensayo
de co-IP no es cuantitativo, si pudimos observar que la sefial de HA-MED7 co-inmunoprecipitada
es bastante fuerte, apuntando a que la interaccidon entre ambas proteinas es muy estrecha,
probablemente con una relacidn de 1:1, de forma similar a como se encuentran en levadura o
mamiferos. Por tanto, MED31 y MED7 de Arabidopsis se comportan como cabria esperar al
interaccionar in vivo.
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2. Localizacion nuclear de MED31

Para el ensayo de localizacién se infiltraron hojas de N. benthamiana con la construccién
gue sobreexpresa YFP-MED31 (la misma construccion empleada para las IP) mediante el
promotor 35S. Como era de esperar, y consistente con un papel relacionado con la expresién
génica, YFP-MED31 aparecié localizado exclusivamente en los nucleos de las células epidérmicas
de hojas de N. benthamiana (Figura 4.3).

Figura 4.3: Imagenes de microscopia confocal de células de la epidermis del envés de hojas
infiltradas de N. benthamiana con la construccion YFP-MED31. Las imagenes de la izquierda se
corresponden con el canal de la frecuencia emitida por YFP y las de la derecha, la convergencia de la
imagen trasmitida con la fluorescencia emitida.

3. Interaccion entre MED31 y DELLAs por doble hibrido

Una vez mostrado que MED31 probablemente actia como parte del complejo Mediator en
Arabidopsis, tratamos de confirmar la interaccion encontrada en el laboratorio entre MED31 y
M5GAI, y ademas, extender este andlisis a las otras cuatro DELLA de Arabidopsis, RGA, RGL1,
RGL2 y RGL3 mediante doble hibrido en levadura. La posible interaccién entre las proteinas
DELLA y MED31 es muy interesante puesto que podria ser una manera de conectar la actividad
de Mediator con el ambiente, puesto que los niveles de DELLA son muy susceptibles a los
cambios en las condiciones del entorno de la planta (Sun et al., 2010). Ademas, MED31 ocupa
una posicion en el complejo que lo deja en la superficie del mismo, siendo asi accesible a
interacciones con otras proteinas ajenas al mismo (Larriviere et al.,, 2013). Para ello se
emplearon versiones de todas ellas don el dominio N-terminal delecionado, de manera similar
a M5, ya que causa que la versidn entera tenga una fuerte capacidad de autoactivacion
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transcripcional, haciéndola inservible para el ensayo de doble hibrido. Todas las versiones
empleadas consistian en el dominio GRAS. En los ensayos se emplearon los dos juegos de
vectores que normalmente se usan en este tipo de ensayo. Por un lado, M5GAI y RGA52 se
fusionaron al dominio de unién a ADN de Gal4 (BD) en el vector pDEST32 y se usaron para
transformar la cepa de levadura Y187; se empled el vector pDEST22 para fusionar el dominio de
activacion de Gal4 (AD) a MED31 vy se introdujo en la cepa de levadura Y2HGold. En el caso de
las versiones delecionadas de RGL1, RGL2 y RGL3, fueron insertadas en el vector pGBKT7 para
su fusion con el BD y MED31 se inserté en el vector pGADT7 para obtener la fusion AD-MED31.
Con estas construcciones de transformaron las cepas Y187 e Y2HGold, respectivamente.

BD-M5GAI BD-RGA52 BD-RGL1
AD +H -H +3AT 5mM +H -H +H -H +3AT 5mM

BD-RGL2 BD-RGL3
AD +H -H +3AT 5mM +H -H +3AT 5mM

Figura 4.4: Goteos realizados con levaduras diploides transformadas con BD-DELLA y AD-MED31. @:
pDEST22/pGADT7 vacio. +/-H: con/sin histidina.

Los resultados de la Figura 4.4 muestran que MED31 es capaz de interaccionar con tres de
las cinco DELLAs. A pesar de que BD-M5GAI presenta un pequeiio indice de autoactivacion, no
se observa el mismo crecimiento que en los goteos de las células que también portan AD-
MED31. Por otro lado, a pesar de que RGA52 es capaz de interaccionar con MED31 cuando se
expresa en el vector pGBKT7 (Figura 1.3), no se observa interaccion cuando se expresa desde el
pDEST32. Este ultimo vector es centromérico y por tanto se encuentra en menor niumero de
copias que los pGBKT7/pGADT7, que son episomales y por tanto permiten mayor acumulacion
de la proteina, que puede que sea limitante para la interaccion RGA52 y MED31. Las
interacciones con RGL1 y RGL3 se observan incluso en medio suplementado con 3AT 5mM,
indicando que la interaccién es lo suficientemente fuerte como para superar el efecto del
inhibidor. En cambio, tampoco se observa interaccion entre AD-MED31 y BD-RGL2. A falta de
comprobaciones futuras de las interacciones, estos resultados apuntan a cierta especificidad en
lainteraccién de MED31 con las DELLA.

Los resultados mostrados indican que la interaccién ocurre a través del dominio GRAS de
las proteinas DELLA, como ocurre con la mayoria de los interactores identificados hasta la fecha.
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DELLA LR1 LR2 532

1 il N GAl

]  BD-MSGAI
BD-del1
BD-del2
— BD-MD3
—— BD-MD4

Figura 4.5: Descripcion de las deleciones de GAl empleadas.

AD-MED31
BD +H -H

Figura 4.6: Goteos realizados con levaduras diploides transformadas con BD-GAI y AD-MED31. @&:
pDEST22 vacio. +/-H: con/sin histidina.

Para profundizar un poco mas en el mecanismo de interaccién, decidimos enfrentar MED31
con versiones de GAl en las que el dominio GRAS también ha sido delecionado en mayor o menor
medida (Figura 4.5 y 4.6). Con el resultado obtenido, se puede ver que la interaccién entre AD-
MED31 vy las deleciones de GAI solamente se da con BD-M5GAI. Este resultado indica que
posiblemente M5GAI contiene la secuencia minima con la que MED31 interacciona con GAI, ya
gue no se observa interaccion de AD-MED31 con las demas deleciones. Estos resultados son
consistentes con la idea general de que el motivo LR1 es esencial para mediar en la interaccion
de las proteinas DELLA con la mayoria de sus interactores.

4. Interaccidon entre MED31 y DELLAS por co-inmunoprecipitacion

Tras comprobar que MED31 es capaz de interaccionar directamente in vivo con proteinas
DELLA en un sistema heterélogo como Saccharomyces cerevisiae y que se localiza en el nucleo
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celular en plantas, se procedié a realizar un ensayo mediante co-IP para confirmar que la
interaccion entre MED31 y DELLASs tenia lugar también in planta. Para ello, siguié la misma légica
que para la interaccion entre MED7 y MED31, se infiltraron hojas de N. benthamiana con las
construcciones pEarleyGate104-MED31, con la que se fusiona MED31 a YFP, y pEarleyGate203-
M5GAI, para fusionar M5GAI al epitopo c-myc, ambas fusiones en el extremo N-terminal de la
proteina, bajo el control del promotor 35S.

Como se puede ver en la Figura 4.2, no se observa que haya interaccién entre MED31 y
M5GAI in planta por co-IP, a pesar del resultado positivo encontrado en levadura (Figura 4.4) y
de que los niveles de expresién de las proteinas de fusién son adecuados (Figura 4.1B).
Pensamos que esto puede deberse a varias razones. Puede que MED31 y M5GAI realmente no
sean capaces de interaccionar directamente en el contexto fisioldgico celular de la planta,
requiriendo la presencia de alguna otra proteina para favorecer la interaccién. De hecho, en el
laboratorio se ha identificado un caso en el que las DELLA requieren de una proteina adaptadora
para establecer una interaccion con una tercera proteina, un requerimiento que no ocurre para
ver la interaccion en levadura. No tenemos ninguna pista de cual podria ser esta proteina. Otra
posibilidad es que las construcciones empleadas afectan a las estructuras de las proteinas de
forma que los sitios de interaccidn no son reconocidos. Si bien YFP-MED31 es apto para
interaccionar con MED7, puede que la fusién a YFP enmascare especificamente los motivos de
interaccion con M5GAIL. Es menos probable que el problema sea en c-myc-M5GAI, dado el
pequefio tamafio del epitopo. En el laboratorio se va a fusionar MED31 a otros epitopos mds
pequefios como FLAG o HA para probar su interaccién con DELLAs. En cualquier caso, el hecho
de que MED31 interaccione claramente con tres de las cinco DELLAs en levadura nos hace pensar
gue no es una cuestién artefactual y que se podria dar en la planta.

5. Andlisis de mutantes med31

Previamente en el laboratorio, durante la realizacion de mi TFG, se realizé un analisis inicial
del papel ejercido por MED31 en Arabidopsis, empleando lineas mutantes SALK generadas por
lainsercion de un T-DNA que interrumpe la secuencia de MED31. En el trabajo se describié como
una de las lineas mutantes, med31-2, presentaba una gran variedad de fenotipos morfolégicos
en diferentes etapas del desarrollo de la planta, desde las fases tempranas hasta los érganos
reproductivos.

Ademas, a nivel molecular se comprobd que los niveles de expresién de MED31 de los
mutantes med31-2 eran aproximadamente un 50% mas bajos que en individuos WT, por lo que
med31-2 era un alelo hipomorfo. Esta bajada de los niveles de transcritos se daba a su vez en
otros genes implicados en el desarrollo de la planta como HANABA TARANU, cuyo mutante
ofrecia unos fenotipos con similitud a los de med31-2, como plantulas con 3 y 4 cotiledones
(Kanei et al., 2012).

La asociacion de los fenotipos con la baja expresion de MED31 se confirmd mediante la
generacion de lineas transgénicas en fondo med31-2 que sobreexpresaban MED31, ya que se
conseguia restaurar el fenotipo. Por lo tanto, se llegd a la conclusiéon de que |la baja expresion de
MED31 en med31-2 era la causa de los fenotipos observados en las lineas mutantes.

En este trabajo se decidié investigar la posible relacion entre MED31 y las DELLA y el posible
significado fisioldgico que puede tener esta relacién. Para ello, se generd una nueva linea a partir
de unretrocruzamiento entre las lineas med31-2 y el silvestre Col-0, con el fin de eventualmente
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limpiar el fondo genético de otras inserciones de T-DNA no ligadas, y asi poder abordar
genéticamente de una manera mas “limpia” la posible relacion de MED31 con DELLAs. Estas
nuevas lineas presentaban practicamente la misma variabilidad fenotipica descrita para el
mutante med31-2 (Figura 4.7 y 4.8). Estos resultados indican que probablemente, el fenotipo
observado durante la realizacién del TFG no estaba influenciado por otras posibles inserciones
en nuestro mutante.

ohs Vo X <

Figura 4.7: Vista detallada de las plantulas de la linea obtenida por el retrocruzamiento entre med31-2
y Col-0. En las imagenes se muestran plantulas mutantes med31-2 con diferentes grados fenotipicos.

Figura 4.8: Vista detallada de las flores de la linea obtenida por el retrocruzamiento entre med31-2y
Col-0. En las imagenes se muestran los diferentes fenotipos causados por la mutacion en los érganos
florales.

5.1 Efecto del tratamiento con GA y PAC

A pesar de no haber podido confirmar la interaccién de DELLAs y MED31 in planta,
pensamos que todavia valia la pena, como se ha mencionado con anterioridad, continuar hacia
delante. Lo primero que quisimos hacer fue disefiar algun experimento que nos permitiera
comprobar si la actividad de MED31 se veia comprometida si se alteraban los niveles de DELLA
enddgenos, es decir, comprobar la relevancia fisiolégica de la interaccidn. Para ello pensamos
qgue el mutante med31-2 era idéneo puesto que es hipomorfo, es decir, tiene menos actividad
qgue el silvestre, en este caso por una expresién reducida, una actividad susceptible de ser
potenciada o reducida por DELLAs. Este tipo de ensayos no se podrian realizar con un alelo nulo.
Por tanto, para comprobar si a nivel fisioldgico el nivel de proteinas DELLA podia alterar el
fenotipo del mutante med31-2, se sembraron semillas med31-2 de una linea nueva obtenida
tras el retrocruzamiento en MS suplementado con varias dosis de GAs; o PAC, de modo que los
niveles de DELLA disminuyeran o aumentaran, respectivamente, ya que el PAC es un inhibidor
de la sintesis de GAs. En este caso, se realizé el mismo analisis del fenotipo morfoldgico de los
individuos que en el TFG, atendiendo al nimero de cotiledones que tenian las plantulas puesto
gue este fenotipo era muy obvio y facil de determinar.
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Figura 4.9: Vista detallada de ejemplos de plantulas med31-2 en medio MS a) control, b) con GA;
5uM vy c) con PAC 50 nM.

GA, (uM) IV 0,1 0,5 1 5 10
90 86 84 91 83 84
Lo LS (100%) (100%)  (100%)  (100%)  (100%)  (100%)
WT :
cotiledones - - - - - -
4
cotiledones - - - - - -
2 43 54 45 22 41 51
Loyl (52,44%) (46,96%) (54,22%) (35,48%) (53,95%) (57,30%)
med31-2 3 37 59 35 39 34 38
ol EL [ ESN (45,12%) (51,30%) (42,17%) (62,90%) (44,74%) (42,70%)
4 2 2 3 1 1
Lol ELLNGESE (2,44%) (1,73%) (2,61%) (1,61%) (1,32%) -
Tabla 4.1: Frecuencia de los fenotipos de las plantulas med31-2 tratadas con GAs.
PAC (nM) Mock 5 10 50 100
2 90 94 87 88 93
(Lol LGS (100%)  (100%) (100%) (100%) (100%)
]
WT
cotiledones - - - - -
4
cotiledones - - - - -
2 48 49 40 53 50
(o)1l 6 5 (52,74%) (54,44%) (42,55%) (51,96%) (51,02%)
med31-2 3 41 39 45 46 45

(o111 613 (5130 (45,05%) (43,33%) (47,87%) (45,10%) (45,92%)

4 2 2 9 3 3
Lo RN (2,20%)  (2,22%)  (9,57%)  (2,94%) (3,06%)

Tabla 4.2: Frecuencia de los fenotipos de las plantulas med31-2 tratadas con PAC.

Como muestran los resultados de las Tablas 4.1 y 4.2 y la Figura 4.9, no parece que los
porcentajes de plantulas med31-2 con diferente nimero de cotiledones se vea afectado de
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manera muy significativa o consistente por los tratamientos con GAs; o PAC, es decir, por la
ausencia o la sobreacumulaciéon de DELLAs. Si se observé la respuesta esperada a los
tratamientos en cuanto a la elongacion de peciolos de las hojas, mas y menos elongados en
respuesta a GAs y PAC (Figura 4.9). Estos resultados fueron ciertamente frustrantes. No
obstante, pensamos que se podria hacer un andlisis mas exhaustivo del fenotipo de plantulas
med31-2 en presencia de los fdrmacos antes de descartar una relacidn fisioldgica en la funcién
de ambas proteinas. Por ejemplo, analizando longitud de la raiz o la presencia de cotiledones
asimétricos, e incluso estudiar si se ven afectados los fenotipos homedticos de flores, como
sépalos con aspecto de pétalo o numero variable de pétalos, muy tipicos del mutante. También
seria interesante abordar esta cuestion con una mayor resolucién mediante un analisis del
transcriptoma del mutante en presencia de GAs o PAC.

5.2 Andlisis de los mutantes generados por amiRNA

A la vista de los resultados obtenidos cuando se alteran los niveles de DELLA mediante
métodos farmacoldgicos, en los que no se aprecid efecto alguno en el fenotipo de los mutantes
med31-2, y como un abordaje alternativo, se decidié generar nuevas lineas mutantes knock-
down por silenciamiento genético mediante amiRNA (Carbonell et al., 2014), tanto en fondo
silvestre, como en un fondo dellaP, que es deficiente en las cinco DELLA de Arabidopsis (Park et
al., 2013), y otro que produce una DELLA hiperactiva, gai-1D, introgresado en fondo Col-0 (Park
et al., 2013). De esta manera podriamos comprobar si, a nivel genético, los niveles elevados o
reducidos de actividad DELLA junto con la disminucién de la expresién de MED31 producian
algun efecto que afectara a la planta a nivel fisioldgico. Puesto que el transgén amiRMED31 es
dominante, podiamos evaluar y comparar su efecto en plantulas T1s de los distintos fondos.

Desafortunadamente, los mas de 20 individuos T1 aislados en cada uno de los fondos,
resistentes al herbicida BASTA por la presencia del transgén amiRMED31, no presentaron
diferencias aparentes respecto a las lineas de origen en el aspecto morfolégico. El hecho de no
observar ningun fenotipo apuntaba a que la estrategia de silenciamiento no habia funcionado y
no nos permitia sacar ninguna conclusién a cerca de la relacién funcional DELLA-MED31. Por
tanto, se decidié comprobar si de alguna manera el nivel de expresién de MED31 se vio afectado
por amiRMED31. Se realizé una RT-gPCR a partir de cDNA de cinco individuos T1 de cada fondo
y se comparé el nivel de expresidon de MED31 entre las lineas transgénicas, las lineas parentales
de origen y el mutante med31-2.
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Figura 4.10: Niveles de expresidon de MED31 de las lineas parentales y de las lineas transgénicas. Los
datos se han agrupado en funcion del fondo genético.

En el resultado obtenido se puede apreciar que las diferencias en el nivel de expresidn de
MED31 de las lineas transgénicas respecto a las otras lineas son practicamente minimas, de
modo que el amiRMED31 no produjo el efecto esperado en las plantas transgénicas, mientras
que la expresion en el mutante estaba reducida aproximadamente en un 50%, tal como ya
habiamos observado en mi TFG. Pensamos que esta aproximacion es muy interesante y que vale
la pena retomarla mediante el disefio de otros amiR alternativos. También pensamos que esta
aproximacion probablemente sea mas adecuada que la generaciéon de una mutacién nula por
CRISPR-Cas9. Esta ultima probablemente resultaria en un fenotipo letal, si atendemos a que el
alelo med31-2 presenta en ocasiones individuos con fenotipos muy aberrantes con solo una
disminucion de la expresion de MED31 a la mitad.
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V. CONCLUSIONES

1. MED31 probablemente forma parte el complejo Mediator de Arabidopsis a través de la
interaccion con MED7, confirmando que el modelo de levadura es extrapolable a
plantas.

2. MED3L1 es capaz de interaccionar con M5GAI en levadura y que requiere el motivo LR1,
pero en las condiciones del ensayo de co-IP expuestas no se da esta interaccion in

planta.

3. Los niveles de proteina DELLA no alteran el fenotipo de nimero de cotiledones ni la
variabilidad fenotipica del mutante med31-2.
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