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RESUMEN

Las proteinas DELLA son reguladores transcripcionales cuya degradacion es
inducida por las giberelinas (GAs), hormonas vegetales que participan en la
modulacion de numerosos procesos de desarrollo y defensa frente al estrés. Las
proteinas DELLA no son capaces de unirse por si mismas al ADN y actian a través de la
interaccion con decenas de factores de transcripcion, modulando su actividad,
constituyendo nodos centrales de integracion de diferentes rutas de sefializacién. La
implicacidon de las proteinas DELLA en tantos procesos (i) dificulta el estudio de cada
una de sus funciones sin afectar otras y (ii) reduce las posibilidades de su utilizacién
como herramienta biotecnoldgica. Es por este motivo que resulta especialmente
interesante la identificacion de alelos aristicos, versiones de las proteinas DELLA que
han perdido la capacidad de interaccion con una o mas proteinas mientras que la
mantienen con otros interactores. En este trabajo se plantea, por primera vez, la
identificacion de alelos aristicos de la proteina DELLA GAI de Arabidopsis thaliana. Para
ello se ha generado una genoteca mutagenizada del gen GA/ mediante PCR de baja
fidelidad y se han realizado dos rastreos por doble hibrido en levadura, frente a ARR1y
PIF4, para encontrar versiones de GAl con potencial de ser alelos aristicos. Finalmente
se ha evaluado la capacidad de interaccién de dichos candidatos con una bateria de
interactores conocidos de GAIl haciendo uso de técnicas como el ensayo de doble
hibrido en levadura, identificando 46 alelos aristicos, y como prueba de concepto, se
ha verificado en planta el comportamiento de uno de ellos mediante BiFC (Bimolecular
fluorescence complementation).

DELLA proteins are transcriptional regulators whose degradation is induced by
gibberellins (GAs), plant hormones that participate in the modulation of numerous
processes of development and defense against stress. DELLA proteins are not able to
bind themselves to DNA and act through the interaction with dozens of transcription
factors, modulating their activity, constituting central nodes for the integration of
different signaling pathways. The implication of DELLA proteins in so many processes
(i) makes it difficult to study each of their functions without affecting others and (ii)
reduces the possibilities of their use as a biotechnological tool. It is for this reason that
the identification of edgetics alleles, versions of DELLA proteins that have lost the
ability to interact with one or more proteins while maintaining them with other
interactors, is especially interesting. In this work, the identification of aristic alleles of
the protein DELLA GAI of Arabidopsis thaliana is proposed for the first time. To this
end, a mutagenized gene library of the GA/ gene was generated by low fidelity PCR and
two screenings were performed by double hybrid in yeast, against ARR1 and PIF4, to
find GAI versions with potential to be edgetics alleles. Finally, the interaction capacity
of these candidates has been evaluated with a battery of known GAI interactors using
techniques such as the double hybrid assay in yeast, identifying 46 edgetics alleles, and
as a proof of concept, the behavior has been verified in plant of one of them using BiFC
(Bimolecular fluorescence complementation).
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INTRODUCCION

1. Introduccion

Las hormonas participan en la regulacion de la gran mayoria de procesos que
ocurren durante la vida de las plantas. Durante las uUltimas décadas la fisiologia, la
genética y la biologia molecular han permitido alcanzar un amplio conocimiento sobre
cémo funcionan el metabolismo y la sefializacién hormonal. Ademds se han descrito
las principales proteinas involucradas en las rutas de sefializacién de la mayoria de las
hormonas. No obstante, todo este conocimiento ha revelado una elevada
interconexion de las cascadas de sefializacion de las distintas hormonas y dificulta la
interpretacion del papel e interaccion de cada hormona en los procesos fisioldgicos. Es
precisamente esa compleja red de interacciones que se establecen entre las diferentes
rutas de sefalizacién la que da lugar a la elevada plasticidad y robustez que
demuestran las plantas durante su desarrollo (Casal et al., 2004), y por ello muchas
lineas actuales de investigacion se centran en descifrar cual es su ldgica y estructura,
como llegan a producirse los efectos fisiolégicos y como se produce la integracion con
otras sefales.

Un buen candidato para el estudio de la integracién de sefiales es la ruta de
sefializacion de las giberelinas (GA). Las dos caracteristicas que apuntan a un papel de
las GAs en la adquisicion de la plasticidad son: (1) una misma sefial (o molécula)
modula procesos muy diversos, lo que implica que hay ramificaciones en la
sefializacion; y (2) cada proceso regulado por GAs también lo regula al menos otra ruta
de sefializacion mas, lo que implica que hay posibilidades de establecer interacciones
regulatorias. Ambas propiedades contribuyen a la necesaria complejidad de la red que
sostiene la plasticidad (Casal et al., 2004).
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INTRODUCCION

1.1 Las Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son hormonas vegetales con funciones en todos los
estadios de la vida de las plantas, desde la germinacion hasta la floracién y el
desarrollo embrionario (Taiz and Zeiger, 2006). Quimicamente son &cidos
diterpenoides sintetizados en los plastidios y que sufren modificaciones en el
citoplasma y el reticulo citoplasmatico (Helliwell et al., 2001). Aunque se han descrito
mas de 120 GAs en plantas y otros organismos como hongos o bacterias, las mas
importantes en los vegetales son la GA; y GA; (Hedden, 2001). Estas hormonas
promueven la germinacion de las semillas (Seo et al., 2006), estimulan la expansién
foliar y la elongacién del tallo. Ademas son esenciales para el buen desarrollo tanto del
polen como del fruto y para la transicion floral (Yu et al., 2004; Arnaud et al., 2010; Yu
et al.,, 2012).

La expresiéon de los enzimas responsables de la biosintesis de las GAs en
Arabidopsis thaliana, GA 3-oxidasa (GA3ox) y GA 20-oxidasa (GA20ox), asi como la
expresion de la enzima catabdlica GA 2-oxidasa (GA20x), encargada de inactivar las
GAs (Hedden and Phillips, 2000), determinan los niveles de GAs activas en este
organismo. Estos genes tienen regulada su expresidon por factores ambientales o
sefiales del desarrollo.

La respuesta a GAs comienza con la
percepcion de esta hormona por parte del
receptor nuclear soluble GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF1 (GID1) (Ueguchi-Tanaka

:> ‘ et al., 2005). Esta union desencadena un
S\ cambio en la estructura del receptor que hace

posible la interaccion del receptor GID1 con el

dominio N-terminal de las proteinas DELLA.

La formacion del complejo GA-GID1-DELLA es

reconocida por la proteina F-box SLEEPY1

PIF (SLY) (McGinnis et al.,, 2003; Sasaki et al.,
Va4 \/‘) "7 77 ¢ 2003). Esta proteina SLY estd integrada en un
. . complejo SCF ( SKP, CULLIN y F-BOX) E3
Figura 1: Representacion de la degradacion ubiquitin ligasa encargado de la

de las proteinas DELLA y activacién de la  poliubiquitinacion de la proteina DELLA a la

expresion de los genes de respuesta a GAs  que se une marcandola para ser degradada

como consecuencia de la liberacion de sus por el proteasoma 26S (Itoh et al., 2003)

respectivos factores de transcripcion (PIF). . ,
como se representa en la Figura 1. La caida
en los niveles de DELLA desencadena la
activacion de la respuesta a GAs (Minguet et
al., 2014).
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INTRODUCCION

1.2 Las Proteinas DELLA

En Arabidopsis existen cinco genes que codifican proteinas DELLA: GA-
INSENSITIVE (GAI), REPRESOR OF GAI-3 (RGA), RGA-LIKE 1 (RGL1), RGA-LIKE2 (RGL2) y
RGA-LIKE3 (RGL3)(Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998; Lee et al., 2002; Fleet and
Sun, 2005). Las 5 proteinas DELLA estan implicadas en diferentes procesos internos en
Arabidopsis (Daviere and Achard, 2013) y esa especializacion funcional es debida a que
presentan distintos patrones de expresion consecuencia de diferencias en las regiones
reguladoras de estos genes (Gallego-Bartolomé et al., 2010).

Las proteinas DELLA, de localizaciéon nuclear, estan implicadas en la regulacidn
transcripcional y son los responsables de la represion de las respuestas a GAs. Se
encuentran Unicamente en plantas y pertenecen a la familia de reguladores
transcripcionales de tipo GRAS, caracterizada por presentar el dominio GRAS, que da
nombre al grupo, en el extremo carboxi-terminal (Ct) (Peng et al., 1997; Dill and Sun,
2001; Feng et al., 2008). Las proteinas DELLA se caracterizan por presentar dos
dominios especificos en el extremo amino-terminal (Nt): el dominio DELLA, que les da
nombre y es necesario para que se produzca la interaccién con los receptores de las
GAs que las marca para ser degradadas por el proteosoma (Dill et al., 2001), vy el
dominio TVHYNP (Bolle, 2004)(Figura 2).

Alelos de las proteinas DELLA que carecen del dominio DELLA son insensibles a
la degradaciéon mediada por las GAs y presentan una represion constitutiva de la ruta
de sefializacion de estas hormonas. Plantas con este tipo de alelos tienen multiples
procesos del desarrollo afectados, destacando un color verde mds oscuro y un
reducido tamafio debido principalmente a una inhibicion de la elongacién celular.

DELLA/VHYNP poll STV I LHR1 I I VHIID I LHR2 I PFYRE I SAW I

NLS NLS

Dominio GRAS

P & a@ £«
f) " (fo /5;,} "_-\»ﬂ
G e ‘ y 2V, &
s N b i 2w
C ‘-//‘ ' ’ % 7["/—$ t
' ! 90 Af,z_ 'Al‘

Figura 2: Dominios proteicos de DELLA y su estructura tridimensional.
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INTRODUCCION

1.3 Interactores de las proteinas DELLA

En el laboratorio se han realizado diferentes rastreos para encontrar nuevos
interactores de DELLA como el que se realiza en (Marin-de la Rosa et al., 2015) y
trabajos no publicados que han revelado la existencia de mas de 150 interactores
entre los que se encuentran el factor de transcripcién BBX24 (SALT TOLERANCE)
(Crocco et al., 2015), ARR1 (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR1) implicado en la
ruta de sefalizaciéon de citoquininas (Marin-de la Rosa et al., 2015) y PDF5
(PREFOLDINS) implicada en la regulacion de la organizacién del citoesqueleto (Locascio
et al.,, 2013a). DELLA también interacciona fisicamente con la proteina reguladora
JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ), una proteina que inhibe la expresién de los genes de
respuesta al acido jasmoénico (Figura 3b) (Hou et al., 2010). Interaccionan con los
factores de transcripcién PIF (PHYTOCROME INTERACTING FACTORS), de la familia de
factores de transcripciéon bHLH (Feng et al., 2008; Lucas et al., 2008), esta interaccion
evita que se unan a los promotores de sus genes diana implicados en la elongacién del
hipocotilo. Un aumento en los niveles de GAs es capaz de promover el crecimiento de
este al favorecer la degradacién de las proteinas DELLA que reprimen la respuesta
(Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998; Lee et al., 2002; Wen and Chang, 2002).
También entran en contacto con BZR1 (BRASSINAZOLE RESISTANT1) (Gallego-
Bartolome et al., 2012), implicado en la activacion de genes de respuesta a
brasinosteroides (Feng et al., 2008; Bai et al., 2012), impidiendo que se unan a los
promotores de sus genes diana. Controlan la induccion floral secuestrando las
proteinas SPLs (SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE) y el desarrollo del fruto al
interaccionar con ALC (ALCATRAZ) (Arnaud et al., 2010; Yu et al.,, 2012). Ademas
establecen interaccion fisica con las proteinas SAW1/BLH2 y SAW2/BLH4 (BEL1-LIKE
HOMEODOMAIN proteins), alterando la regulacién de la expresién que estas ejercen
sobre los genes KNOX implicados en la regulacién de la arquitectura e identidad del
meristemo (Kumar et al., 2007) (Figura 3a).

Esta situacion, en la que DELLA entra en contacto con numerosas proteinas
implicadas en el control de la expresién génica explica las multiples funciones e
importancia de esta proteina. Sin embargo, es complicado atribuir a cada interaccién
DELLA-TF concreta su importancia relativa dentro de la red de procesos regulados.
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Figura 3: Representacion de algunas de las interacciones que establece DELLA y sus efectos.

1.4 Integracion hormonal mediada por DELLA

Las proteinas DELLA no presentan un dominio de unién al ADN que les permita
regular por si mismas la expresion de los genes que controlan. En su lugar, estas
proteinas serian capaces de interaccionar, estableciendo interacciones proteina-
proteina, con un amplio repertorio de factores de transcripcidn. Secuestran
reguladores negativos como PIF o BZR activando la expresidn génica o impiden la
interaccién de activadores transcripcionales con sus secuencias diana reprimiendo la
expresion (Lucas et al.,, 2008; Gallego-Bartolome et al., 2012). También se ha
demostrado la capacidad de DELLA de actuar como coactivadoras de la transcripcion al
unirse a algunas proteinas como los ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARR)
(Marin-de la Rosa et al., 2015). Esta capacidad de interaccion con otras proteinas hace
que las proteinas DELLAs se hayan propuesto como nodos centrales de redes de
regulacién transcripcional, lo que explica la implicacién de las GAs en tantos y tan
diversos procesos del desarrollo de la plantas (Locascio et al., 2013b; la Rosa et al.,
2014).

Las GAs/DELLA interaccionan con otras rutas hormonales. Pueden modular el
transporte de las auxinas, implicadas en el crecimiento vegetal, ya que son capaces de
reprimir la expresion de las proteinas PIN-FORMED (PIN), encargadas de movilizar esta
hormona a lo largo de toda la planta (Willige et al., 2011). Las GAs también son
capaces de contrarrestar la accién que las citokininas desempeiian en el
mantenimiento del meristemo apical del tallo (Jasinski et al., 2005) y de potenciar su
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INTRODUCCION

accion de promocioén de la fotomorfogénesis y bloqueo del crecimiento de la raiz
(Marin-de la Rosa et al.,, 2015). Las GAs y los brasinoesteroides reprimen
conjuntamente la fotomorfogénesis en oscuridad (Alabadi, 2004) y con el etileno estas
hormonas son capaces de promover la formacidn y mantenimiento del gancho apical
(Achard et al., 2003; Vriezen et al., 2004; |la Rosa et al., 2014).

1.5 Alelos aristicos

Para el estudio de la relevancia fisioldgica de interacciones proteina-proteina se
ha recurrido tradicionalmente a la utilizacion de alelos nulos o utilizando
sobreexpresidn. Si representamos las vias de transduccién de sefiales como redes en
las que los diferentes elementos involucrados conforman nodos, obtenemos algo
parecido a lo que podemos observar en la figura 4A. Cuando se utiliza un alelo de
pérdida de funcién eliminamos por completo el nodo y todas sus interacciones, lo que
dificulta la evaluacion individual de cada una de estas (Figura 4B). Para solventar este
problema se ha desarrollado una estrategia que consiste en identificar y analizar el
efecto de los llamados alelos aristicos (en inglés “edgetic alleles”), que se caracterizan
por la pérdida de una o mas interacciones, manteniendo el resto (Figura 4C y 4D)
(Dreze et al., 2009). Con esta estrategia es posible también evaluar la robustez de la
red cuando se reduce su complejidad.

Alelo salvaje Alelo nulo Alelos aristicos

Iy!

Fenotipo Fenotipo Fenotipo Fenotipo
salvaje nulo aristico 1 arisitico 2

Figura 4: Representacién de las ventajas del uso del alelos aristicos en el estudio de una red de
sefializacion.
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1.6 Meétodo de obtencion de alelos aristicos

Para la obtencién de alelos aristicos es necesario generar una buena coleccién
de alelos mutados en el gen de interés. Se han desarrollado distintas estrategias para
conseguirlo y entre ellas esta el uso de una PCR de baja fidelidad (Gray et al., 2006).
Mediante una PCR con proporciones no equimolares de nucledtidos se reduce la
fidelidad de copia de la polimerasa generando una PCR degenerada en la que cada
copia presentard mutaciones diferentes. Esta PCR se realiza con oligos con extremos
adecuados para transferirla al vector pDONR-Express, mediante una reaccion BP
(Sistema Gateway, Invitrogen), de forma que el gen de interés queda en pauta con una
proteina que confiere resistencia a kanamicina (que se utiliza como medio selectivo)
para garantizar que mutaciones que generen codones de parada prematuros o
cambios en la pauta de lectura no sean seleccionados (Figura 5). Mediante la
secuenciacion de un numero reducido de colonias independientes se evallua la
eficiencia de mutagénesis y a continuacion se transfiere la coleccién a los vectores
destino que se utilizaran en el rastreo.

. )
atiBl an B2 atLl® Gy o missense mutations  211L2

¢
++ {memmmmmmmpem  Kan selected pENTR allele library

mutagenized ORF pool B 00000 D00 06 00 000 ( M
* 2
, ant Pl ar P2 L attR1 anR2
pDONR-Express A —————— pDEST32
oodB Cm® Kan' (no ATG) GAL4 DED ccdB ©m*

l BP recombination LR recombination
Growth on Kan

artL1* - arl2 anB1 an B2
POR SESE silent
L 2 — - e — -
N
I [ >
anLl* fameshiry @112 attB1 missense an B2
PENTR allele library  wipmp . - I—— L]
» »
attll®  Glemt  missense att1.2 anB1 — att B2
L) _— + I -
Ly » - n

Figura 5: Representacién del procedimiento de obtencidn de la coleccién de alelos de M5GAI descrito
en (Gray et al., 2006). Las copias de la proteina de interés con diferentes mutaciones, obtenidas con una
PCR de baja fidelidad en la que se han empleado oligos que les afiaden los extremos adecuados, son
transferidas al vector pDONR-Express. En ese vector el gen queda en pauta con una proteina que
confiere resistencia a kanamicina. Esto permite que cuando las mutaciones generen codones de parada
prematuros o cambios en la pauta de lectura no sean seleccionadas. A continuacion se transfiere la
coleccidn a los vectores destino que se utilizaran en el rastreo.

Los vectores pDEST22 y pDEST32 permiten realizar analisis de interaccidén en
levadura gracias a que permiten fusionar el extremo N-terminal de la proteina al
dominio de activacién (GAL4-AD) o al dominio de unién (GAL4-DBD), respectivamente.
Cuando estos dos vectores, presentes en una misma célula de levadura, expresan
proteinas capaces de interaccionar se recompone GAL4 y se une a las secuencias UAS
activindose la expresion de genes reporteros como pueden ser ADE2 o HIS3. La
ausencia de la actividad de ADE2, implicado en la ruta de sintesis de la adenina, da
lugar a la acumulacidn de un intermediario de la ruta de sintesis de adenina de color
rojo, mientras que la activacion del gen ADE2 da lugar a colonias de levadura de color
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blanco (Ugolini and Bruschi, 1997). El gen HIS3 codifica la proteina imidazolglicerol
fosfato dehidratasa y es necesario para la sintesis de histidina. En la seleccion de
interacciones es habitual también el uso del 3 amino 1,2,4 triazol, un inhibidor
competitivo del producto del gen HIS3 para ajustar el umbral de activacion este gen
reportero.

ALBERTO FUSTER PONS 8



OBJETIVOS

2.0bjetivos

1.- Identificacion de alelos aristicos de la proteina DELLA GAI, mediante rastreo de
doble hibrido en levadura, que hayan perdido la capacidad de interaccionar con ARR1
o PIF4.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Caracteristicas y manejo del material biolégico.

3.1.1 Cepas bacterianas

Se crecieron en medio LB (extracto de levadura 0,5%, triptona 1% y NaCl 1%)
suplementado con los correspondientes antibidticos dos tipos de cepas bacterianas:

- Cepa TOP10 de Escherichia coli para la produccién y mantenimiento de
plasmidos.

- Cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens para la infiltracion en Nicotiana
benthamiana.

En el caso de E. coli, se cultivaron en medio liquido durante 1 dia a 372Cy en el
caso de A. tumefaciens 2 dias a 282C, siempre en agitaciéon. Cuando el cultivo era en
medio sélido, se empleaba agarosa al 1,5%.

Las construcciones creadas se almacenaron posteriormente a -809C
glicerinadas. Para ello se utilizaron 700 pl de un cultivo liquido saturado mezclado con
300 ul de glicerol al 50%.

3.1.2 Cepas de levadura

Los experimentos en levadura se llevaron a cabo utilizando 3 cepas de
Saccharomyces cerevisiae modificadas genéticamente:

a) Cepa AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA, gal80A4,
LYS2:: GALLUAS—Gal1TATA—His3, GAL2UAS—Gal2TATA-Ade2, URA3::MEL1UAS—
MellTATA-lacZ, MEL1).

b) Cepa Y2HGold (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA,
gal80A, LYS2:: GAL1UAS—Gal1TATA—His3, GAL2UAS—Gal2TATA-Ade2
URA3::MEL1UAS—Mel1TATA AUR1-C MEL).

c) Cepa Y187 (MATaq, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A,
gal80A, met-, URA3::GAL1UAS-Gal1TATA-LacZ MEL1).

El cultivo de las levaduras se realizdé durante 2-3 dias a 282C en agitacién en
medio liquido SD (0.7% base nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0,14% solucién
de suplemento de aminodcidos) suplementado con un 2% en glucosa y los
requerimientos aminoacidicos y nucleotidicos (1X) de cada cepa con su respectivo
plasmido ya que el método de seleccidn de las levaduras transformadas con plasmido
de interés esta basado en la auxotrofia. Para el cultivo en medio sélido en placa se
afiadié agar al 2%.
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3.1.3 Material vegetal

Para realizar los ensayos de expresion transitoria en planta utilizamos la especie
Nicotiana benthamiana. Las semillas fueron germinadas y repicadas en macetas
individuales con turba, perlita y vermiculita. Crecieron en estos recipientes durante 3
semanas en condiciones de dia largo (ciclos fotoperiddicos de 16h de luz y 8h de
oscuridad) a una temperatura constante de 229C.

3.2 Métodos de transformacion
3.2.1 Transformacidn de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens

Para la transformacién de E.coli se empled el método de la electroporacion.
Previa dialisis de las muestras se mezclé el DNA a introducir con una alicuota de células
electrocompetentes mantenidas en hielo a 42C. En cubetas de electroporacién
estériles se sometieron las células a un pulso eléctrico de 1500V durante 5 ms.
Posteriormente se afiadid 200 ul de medio LB donde se resuspendieron las células
electroporadas. En un tubo de microcentrifuga permanecieron durante 1 hora a 372C
en agitacion. Pasado este tiempo fueron plaqueadas en LB sélido con el antibidtico
necesario en funcién del plasmido introducido.

En el caso de Agrobacterium tumefaciens se utilizé el mismo método de
transformacién con algunas variaciones. El voltaje empleado para el pulso eléctrico fue
de 1440V, y posteriormente las células se mantuvieron 2-3 horas en agitacién a 282C
antes de plaquearse en placas de LB sdélido con los antibiéticos necesarios: rifampicina
y gentamicina (a los que A. tumefaciens tiene resistencia), mas el entibidtico necesario
en funcién del pldsmido introducido.

3.2.2 Transformacion de levadura por choque térmico

Para llevar a cabo la transformaciéon de levadura se cultivaron las cepas
utilizadas en una placa de SD suplementado con glucosa, los respectivos aminoacidos
y nucleotidicos requeridos y agar durante 2 dias a 282C. Se inoculé una colonia en 2 ml
de SD liquido suplementado y se dejé crecer a 289C en agitacidon durante 12 horas. Se
utilizé este cultivo saturado para inocular 50 ml de medio SD liquido suplementado con
glucosa y los respectivos aminodacidos. Se cultivé durante 12 horas y se centrifugd 5
minutos a 3000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 25
ml de agua destilada estéril. Se repitid la centrifugacidn, se elimind el sobrenadante y
se resuspendid el sedimento en 15 ml de agua destilada estéril. Esta solucién se
depositd en los tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y se centrifugd a 6000 rpm durante
3 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se afiadié en cada tubo 534 ul de PEG 45%, 72
pl de LiAc 1M pH7,5, 100 ng de “DNA carrier” previamente hervido durante 10 minutos
y 86 ul de agua destilada estéril conteniendo entre 0,5y 1 ug del pldsmido en cuestidn.
Se incubd durante 30 minutos a 282C en agitacion y se sometié a un choque térmico
de 42°C durante 15 minutos moviéndose varias veces. Se centrifugd durante 5 minutos
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a 6000 rpm, se elimind el sobrenadante y se resuspendié en 100 pl de agua destilada
estéril para plaquear la solucién en SD sdélido suplementado con glucosa y los
requerimientos necesarios. Las placas se cultivaron a 282C durante 2-3 dias hasta la
aparicidén de las colonias.

3.3 Técnicas de biologia molecular y celular

3.3.1 Extraccion de DNA plasmidico de E. coli y S. cerevisiae

Para extraer DNA plasmidico se cultivo E coli en 5 ml de medio LB liquido con
los antibidticos correspondientes y se empled el kit “Plasmid Mini Kit | (E.Z.N.A.)”
siguiendo el protocolo del proveedor. En el caso de las extracciones masivas de DNA
plasmidico de E.coli durante la obtencién de la genoteca se empled el kit “Plasmid
Midi Kit (QIAGEN)” siguiendo el protocolo del proveedor.

Cuando la extraccidn se realizd en S. cerevisiae, se utilizd, en algunos de los
casos y con algunas modificaciones, el kit que utilizamos para E.coli “Plasmid Mini Kit |
(E.Z.N.A.)”. En el paso de la lisis de las células ademds de emplear la solucidn de lisis
del kit con RNAsa se sometieron las células a una lisis mecanica utilizando micro
esferas de vidrio. Ya que la pared celular de las levaduras es mas resistente que la que
presenta E.coli.

En algunos casos, se realizaron también extracciones de DNA plasmidico de
levadura empleando el protocolo descrito en (Robzyk and Kassir, 1992). Las levaduras
son cultivadas durante 12 horas en SD con los requerimientos aminoacidicos
correspondientes y centrifugadas para eliminar el sobrenadante. Se afiaden 100ul de la
solucion STET (8% Sacarosa, 5mM Tris pH8, 50mM EDTA, 5% Triton X-100), se
resuspenden las células y se anaden 0,2g de bolas de vidrio de 0,45mm.
Posteriormente los tubos son agitados vigorosamente utilizando un vértex durante 5
minutos antes de afiadir otros 100ul de STET. Mas tarde se hierven las células durante
5 minutos, se enfrian en hielo y se centrifugan en frio para obtener un sobrenadante
limpio. 100ul de este sobrenadante se pipetean en un tubo de microcentrifuga que
contiene 50ul de acetato de amonio 7,5M y se incuban durante 1 hora a -202C.
Vuelven a centrifugarse en frio y se vuelve a transferir 100ul del sobrenadante a un
tubo que contiene etanol absoluto frio que harda que el DNA precipite. Los tubos
vuelven a ser centrifugados y tras un lavado con etanol 70% el DNA es resuspendido en
20ul de agua.
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3.3.2 Extraccion y cuantificacion de proteinas de hojas de N. benthamiana

Se extrajeron las proteinas totales procediendo a la homogeneizacién de un
volumen de 150ul de tejido infiltrado de hoja de Nicotiana benthamiana, previamente
triturado manteniendo el tejido congelado con nitrégeno liquido, en 150ul tampdn
Laemli 2X [Tris-Cl 0,5 M pH 6,8, 10%SDS, glicerol, 1,5% azul de bromofenol y agua
estéril] suplementado con DTT 1M. Los extractos fueron agitados vigorosamente en
vortex durante 30s y hervidos a 952C durante 5 minutos. Inmediatamente las muestras
se enfriaron en hielo y se centrifugaron a 42C durante 15 minutos a 13000 rpm. Las
proteinas solubles totales se recogieron con el sobrenadante y se cuantificaron
mediante una curva de calibrado utilizando diferentes concentraciones conocidas de
BSA (0.0, 0.2, 0.5, 1.1 y 1.5 pg/ul). De las muestras se afiadieron 5 pl de cada una a 20
pl de Laemli 1X. Tanto las muestras de interés como los controles se cuantificaron
mediante un método colorimétrico derivado del de Lowry (LOWRY et al., 1951): el Kit
de cuantificacién de proteinas RC DCTM (BioRad). Se midié la absorbancia a 750 nm de
los controles con BSA para realizar la recta de calibrado y del mismo modo se midié la
absorbancia de las muestras. Con ayuda de la funcién resultante de la recta se calculd
la concentracién total de proteinas.

3.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los programas de amplificaciéon empleados en el termociclador variaron segin
el producto de PCR a obtener.

En el caso de la amplificacién de M5GAI para su aislamiento y verificacion el
programa constd de 1 minuto inicial a 942C para la desnaturalizacién del DNA y 30-40
ciclos de: 30 segundos a 942C para la separacién de las hebras, 30 segundos a 50-602C
(segun la Tm de los oligonucledtidos) para la hibridacion de los oligos y un tiempo
variable (segin tamafio del producto a amplificar; 1 Kb/min) a 722C para la sintesis de
la nueva cadena. En tubos de 0,2 ml y en un volumen final de reacciéon de 50 ul se
incluyé el DNA molde, agua desionizada estéril, el tampdn de la reaccién 1x, 0,2 uM
oligonucleétidos, 0,2 mM nucledtidos y 1 unidad de polimerasa. Dependiendo del caso
de utilizo la polimerasa Biotaq o la Cleanup UvatBio.

La PCR de baja fidelidad utilizada para obtener la genoteca el programa fue
diferente. Constd de 15 segundos a 9629C para la desnaturalizacion 35 ciclos de: 15
segundos a 962C, 30 segundos a 582C y 1 minuto y 15 segundos a 722C para la sintesis
de la nueva cadena con una extensién final de 5 minutos a 722C. En tubos de 0,2 ml y
en un volumen final de reaccion de 50 ul se incluyé 1 ng de DNA molde, agua
desionizada estéril, el tampdn de la reaccién 1x, 2 uM de los oligonucleétidos, 10 mM
de 3 de los nucledtidos y 5mM del nucledtido donde se deseaba que la polimerasa
cometiera un error y 2 unidades de polimerasa Biotools.
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3.3.4 Digestiones

Las digestiones de DNA se llevaron a cabo en tubos de 0,2 ml. En un volumen
final de reaccién de 15 ul se incluyeron 100 ng del DNA molde, un nimero de unidades
de enzima calculado con la férmula que se muestra al final de este apartado y como
tampon se utilizé en cada caso el indicado por el proveedor a una concentracién final
de 10X. Las reacciones se desarrollaron en el termobloque a 372C durante 2 horas.

Kb ADN referencia N cortes ADN diana
Kb ADN diana x N2 cortes ADN referencia

N2 unidades = x ug ADN diana

3.3.5 Sistema Gateway

El sistema Gateway es una tecnologia de cloning basada en la recombinacion
del fago A que permite la transferencia de secuencias de DNA heterdlogas entre
vectores con secuencias de reconocimiento (att). Existen dos tipos de reacciones
Gateway, la reaccién BP, llevada a cabo por una BP clonasa y la reaccién LR, producto
de la accién de una LR clonasa.

Para llevar a cabo las reacciones BP afiadimos en tubos de 0,2 ml entre 100 y
150 ng de ese producto de PCR, 100 ng del vector pDONR, 1 pl del enzima BP clonasa Il
y el volumen necesario del tampon que suministra la casa comercial Invitrogen para
alcanzar un volumen final de 4pl. La reaccidon se incuba a 252C durante 8-12 horas. A
continuacion se aifade 0,5 ul de proteinasa K y se incuba a 372C durante 10.

Las reacciones LR se llevaron a cabo afiadiendo en el tubo de microcentrifuga
entre 50 y 150 ng del vector pENTRY con el gen de interés, 150 ng del vector destino, 1
ul del enzima LR clonasa Il y el volumen necesario del tampdn que suministra la casa
comercial Invitrogen hasta llegar a un volumen final de 4 ul. La reaccién se incuba a
252C durante 8-12 horas. A continuacién se afiade 0,5 pl de proteinasa Ky se incuba a
37°C durante 10.

3.3.6 Separacion en geles de agarosa en gel y visualizacion de acidos nucleicos

Los fragmentos de ADN se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa 1,0% (p/v) en tampdn TAE1X (Tris 0,40 M; acetato 0,19M; EDTA 1mM; pH 7,5),
gue también fue utilizado como tampcon de electroforesis. Las muestras se mezclaron
con tampon de carga 6X (azul de bromofenol 0,25% (p/v); azul de xilencianol 0,25%
(p/v); glicerol 30% (v/v) hasta una concentracion final de 1X y la electroforesis se
realizé a voltaje constante (80V) durante el tiempo necesario. Ademas los geles
contenian 0,5 ug/ml de bromuro de etidio, lo que permitié visualizar el ADN tras
exponer el gel a luz ultravioleta.
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3.3.7 Ensayo de doble hibrido

Para realizar los ensayos de doble hibrido se clonaron tanto las diferentes
versiones mutadas de la DELLA M5GAI como cada uno de los factores de transcripcion
en los vectores pDEST22 y pDEST32 respectivamente como se detalla en el apartado
3.4 Construcciones generadas’”. Estos vectores permiten fusionar estas proteinas al
dominio de activacion (GAL4-AD) y al dominio de unidon (GAL4-DBD) de la proteina
GAL4 que actua como activador transcripcional del gen reportero (HIS3). Tras la
obtencién de las cepas de levadura con sus respectivos plasmidos se realizé el
apareamiento o mating de estas cepas haploides obteniéndose cepas diploides (Fields
and Song, 1989). Para ello se inocularon en 100 pl de medio YPDA 2x (1% extracto de
levadura, 1% peptona, 2%glucosa) liquido una colonia de cada cepa haploide con su
pldsmido correspondiente dejandolo posteriormente a 282C durante 18 horas.
Transcurrido el tiempo, los 100 ul son centrifugados para eliminar el sobrenadante. Las
células fueron resuspendidas posteriormente en 100 ul agua destilada estéril y
plagueadas en SD sdélido suplementado con glucosa y los requerimientos
aminoacidicos de las nuevas células diploides. La cepa Y187 con pDEST32 (DBD) es
auxotrofica para triptdéfano y la cepa Y2HGold con pDEST22 (AD) son auxotrdficas para
leucina. Las nuevas cepas diploides presentan estas dos auxotrofias. Después de 2-3
dias a 282C se volvid a cultivar en medio de seleccidn, sin leucina ni triptéfano, una de
las colonias mediante triple estria para obtener una colonia aislada. La colonia Unica
aislada se creci6 en 0,5 ml de SD liquido suplementado con glucosa y los
requerimientos aminoacidicos 1 dia a 282C y en agitaciéon para proceder con los
ensayos de crecimiento en medio sélido o goteos. Con los cultivos de levadura que se
dejaron en agitacién se realizaron diluciones seriadas en agua destilada estéril y se
depositaron 5 ul de cada dilucién en placas control (SD- L-W), placas con medio de
seleccion (SD-L-W-H) y con concentraciones crecientes de 3AT (3-Amino-1, 2, 4-triazol),
un inhibidor competitivo del producto del gen HIS3 que permite evitar falsos positivos
por el efecto de una posible autoactivacién del gen HIS3. Los goteos se cultivaron
durante 5 dias a 282C y se analizaron los resultados teniendo en cuenta la mayor
dilucién a la que aun se observaba crecimiento.

3.3.8 Ensayo de BiFC

Los factores de transcripcion PIF4, ARR1 y SAW1 junto con las diferentes
versiones de la proteina DELLA GAI se clonaron por Gateway en los vectores pMDC43-
YFN y pMDC43-YFC, respectivamente. Mediante electroporacion se introdujeron cada
una de las construcciones en la cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens y los distintos
clones obtenidos se emplearon para infiltrar hojas de Nicotiana benthamiana de 2
semanas de edad. Este procedimiento se llevd a cabo preparando un preindculo de
todos los clones en 5ml de LB con los respectivos antibidticos a 282C en agitacion y
oscuridad durante 18 horas. Después se midié la OD de cada uno de los cultivos con las
diferentes construcciones y se calculd el volumen necesario para obtener una OD de 1
en un volumen total de 2 ml. Se afiadié ese volumen en tubos de centrifuga de 2 ml, se
centrifugaron a 4.000 rpm durante 20 min para obtener los respectivos sedimentos y
se resuspendieron en 2 ml de solucién de infiltracién (1 mM MES, 0,1 mM MgCl2 y
acetosiringona 200 uM). Posteriormente se incubaron a temperatura ambiente, en
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oscuridad y durante 2 horas. Finalmente se mezclaron los cultivos en las
combinaciones deseadas a una OD en la mezcla final de 0,2. Posteriormente se
agroinfiltraron las hojas de N. benthamiana. Pasados tres dias se observd la
fluorescencia de las muestras utilizando un microscopio confocal Leica TCS SL (Leica,
http://www.leica.com) y. Para excitar la YFP fue necesario emplear un laser de 488 nm
y la emisién generada se recogio entre 490 y 540 nm (mdaximo de emision: 509 nm).

3.3.9 Western Blot

Para verificar la presencia de las diferentes versiones de M5GAI y de los
factores de transcripcion en el ensayo de bioluminiscencia (BiFC) se llevd a cabo un
Western Blot. Se emplearon muestras recogidas en el mismo momento en el que se
realizd la observacién al confocal de plantas de 3 semanas de edad. Las proteinas
totales desnaturalizadas se separaron en geles SDS-PAGE al 12% y posteriormente se
transfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad). Las membranas se tifieron con Rojo
Ponceau para comprobar que los pocillos se habian cargado con cantidades iguales de
proteinas vy, tras la eliminacién del colorante, se saturaron con una solucién de
bloqueo (TBS 0.1% Tween 20 + 20% leche en polvo) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Finalmente, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario
durante una hora en agitacion a temperatura ambiente y posteriormente con el
anticuerpo secundario de la misma forma. Se empled un anticuerpos primario anti-YFN
policlonal (ab 280 SigmaAldrich) capaz de reconocer la dos partes de la proteina, la
parte C terminal de la YFN vy la parte N terminal. Se revelaron las membranas con “Bio-
Rad DC Protein Assay’’ y se observaron empleando el imager LAS-3000 de Fujifilm.

3.4Construcciones generadas

3.4.1 Generacion de la coleccion de mutantes

Para obtener las versiones mutantes de M5GAI se generd una libreria de alelos
mediante PCR mutagénica en la que ademas los oligos afiaden secuencias attB para
posteriormente llevar a cabo una reaccién gateway. Se llevaron a cabo dos PCRs de
baja fidelidad empleando mezclas no equilibradas de aminoacidos (Tabla 1).
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PCR1 PCR2
DNA 1ng 1ng
Tampon 1X 1X
dATP 5mM 10 mM
dTTP 10 mM 10 mM
dGTP 10mM 5mM
dCTP 10mM 10 mM
attB1M5GAI-For 2 uM 2 uM
attB2M5GAI-Rev 2 uM 2 uM
Polimerasa 2 ud. 2 ud.

Tabla 1: Detalle de los componentes de las dos PCRs de baja fidelidad realizadas para la obtencidn de la
genoteca de mutantes de M5GAL.

El programa empleado fue de 15 segundos iniciales a 962C, 30 ciclos de: 15
segundos a 962C, 30 segundos a 582C y 1 minuto a 722C con una extension final de 5
minutos a 722C. Posteriormente los productos de PCR fueron purificados en gel,
cuantificados por separado y se realizaron los cdlculos pertinentes para mezclarlos de
forma equimolar.

Los oligos empleados que permitieron afadir sitios attB en los extremos de los
productos de PCR para su posterior cloning mediante Gateway se detallan en la tabla
2.

Oligonucleétido Secuencia (5’ a 3’)
attB1IMSGAI-For GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT caAACGGCGTCGTGGAAACCA
attB2M5GAI-Rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTtcgcATTGGTGGAGAGTTTCCA

Tabla 2: Nombre y secuencia de los oligos empleados en las PCRs mutagénicas realizadas.

En la reaccidn BP se utilizaron 244 ng del vector destino pDONR-express, 163 ng
del mix de productos de PCR con las versiones mutadas, 3,26 ul de TrisHCl 10mM pH8
y 2 ul de BP clonasa Il. La reaccion se llevd a cabo a 259C durante 12 horas.

Para comprobar si se habia obtenido una genoteca representativa, con la
capacidad de generar mutaciones en todas sus posiciones se transformaron células
competentes top10 de E.coli con la reaccién de BP previa didlisis en glicerol al 10%. La
transformacién se llevo a cabo empleando 2ul de la BP, 950 ul de LB y 1mM de IPTG,
inductor del promotor que gobierna la expresion de M5GAI fusionado a la resistencia a
kanamician en estos vectores y que no es necesario pero afiadimos con la intencién de
maximizar la expresién. Por otra parte, 2ul de la transformacién de coli con la BP
fueron plagueados en espectinomicina y el resto en 3 placas con kanamicina, 260ul en
cada una de ellas. Se contaron las colonias totales obtenidas (545) y las colonias
presentes en las placas con kanamicina para determinar el total tedrico de plasmidos
presentes y los cambios tedricos en cada una de las posiciones de la secuencia de
nucledtidos.
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Posteriormente se extrajo el DNA plasmidico del césped obtenido en las 3
placas con kanamicina realizando una midiprep que alcanzé los 1820ng/ul y mediante
una reaccién LR se introdujo la genoteca de M5GAI generada en los vectores destino
pDEST32 y pDEST22. La LR se desarrollé durante 12 horas a 252C empleando 594ng del
vector de destino pDEST32 y pDEST22, 300 ng del vector origen pDONR-express con la
genoteca de M5GAI, 2ul del enzima LR clonasa Il y 3,58 ul del tampdén TrisHCl 10mM
pH8. Previa didlisis con gliceron 10% se transformo la cepa top10 de E.coli con los 10ul
de la reacciéon de LR a un voltaje de 1600V y utilizando SOC como medio de
resuspension, se plagueé en 7 placas con ampicilina en el caso del pDEST22,
gentamicina para pDEST32 y se extrajo el DNA plasmidico mediante midiprep.

3.4.2 Construcciones para la seleccidn por color

Para llevar a cabo los rastreos por color frente a ARR1 basados en el mutante
ade2 se transformo la cepa AH109 de levadura con ARR1 clonado mediante tecnologia
gateway en el vector pDEST22, y la libreria de M5GAI en pDEST32. Para los rastreos
por color frente a PIF4 se transformd esta misma cepa de levadura mutante con otro
de los interactores descritos, PIF4 clonado mediante gateway en el vector PDEST22, y
la libreria de M5GAI en PDEST32. Las colonias obtenidas durante esta seleccién
crecieron en medio SD sin leucina ni triptéfano, auxotrofias que les proporcionan los
vectores pDEST22 y pDEST32 respectivamente. En ambos casos durante la seleccion se
utilizaron controles de coloracidn para contrarrestar las posibles variaciones.

3.4.3 Construcciones para los ensayos de doble hibrido

Para realizar los ensayos de doble hibrido se transformo la cepa de levadura
Y187 con las diferentes versiones mutadas de la DELLA M5GAI en el vector pDEST32,
clonacion obtenida mediante gateway. Se disponia en el laboratorio de cada uno de los
factores de transcripcidn con los que se queria comprobar la interaccion en pDEST22 y
se transformd con ellos la cepa Y2HGold. Estas construcciones aparecen detalladas en
la tabla 6 del apartado de resultados.

3.4.4 Construcciones para BiFC

Todos los genes detallados en la tabla 7 del apartado de resultados, excepto
MS5GAI y del2-M5GAI, fueron clonados a un vector pDONR221 mediante clonacion
gateway. Posteriormente desde este vector pDONR221 fueron transferidos a los
vectores pYFC o pYFN mediante una reaccién LR. A las versiones mutadas de M5GAI,
seleccionadas mediante ensayo de doble hibrido (315, 329 y 373), se les tuvieron que
afiadir secuencias attB a cada uno de sus extremos mediante PCR para poder clonarlas
en pDONR221 por gateway. Los oligos que se utilizaron para ello se detallan en la tabla
3.
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Oligonucleétido Secuencia (5’ a 3’)
attB1-M5GAI GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTAACGGCGTCGTGGAAAC
attB2-M5GAI GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGAATTCGCCCTTCTAATTGGTGGAGAGTTT

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para clonar las versiones mutadas de M5GAI en los vectores pDONR.
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4.Resultados

4.1 Generacion de una genoteca mutagenizada de GAI

Se ha descrito que el dominio N-terminal de SLR (la proteina DELLA presente
en el arroz) tiene una alta capacidad de transactivacion de la expresion génica (Hirano
et al., 2012). Por eso en los rastreos de doble hibrido usando DELLAs como cebo se
utiliza una versién truncada sin el extremo N-terminal, para que sélo se active la
expresion del gen reportero cuando exista interaccion entre la DELLA y la proteina
presa. Ademas, la interaccion con los factores de transcripcion siempre sucede a través
del dominio GRAS, presente en su forma completa en dicha versién truncada, que en
el caso de la proteina GAIl se ha denominado “M5-GAI”. Por esta razon, se utiliza en
este trabajo el dominio GRAS de la proteina GAl (M5GAI), ya que tiene la misma
capacidad de interaccién en levadura que la proteina entera y sin embargo no
presenta una autoactivacion tan fuerte en ausencia de interactores.

Para obtener la coleccién mutagenizada de M5GAI, se realizaron dos PCRs: una
favoreciendo la aparicidn de sustituciones en posiciones con el nucleétido Ao T, y otra
favoreciendo los cambios en posiciones C o G. Una vez purificados y cuantificados los
productos de ambas PCRs, se mezclaron en proporciones equimolares para maximizar
una distribucién homogénea y aleatoria de mutaciones en todas las posiciones. Se
utilizaron aproximadamente 250 ng de producto de PCR para transferirlo, mediante
una reaccidon de recombinacion BP (Sistema Gateway, Invitrogen), al vector pDONR-
Express y a continuacién transformar E. coli (TOP10). Las pruebas de transformacion
con diferentes concentraciones de kanamicina no mostraron diferencias importantes,
asi que se selecciond una concentracion de 50 pg/ml para ser utilizada en la seleccidn
de la libreria. La secuenciacién de 16 colonias aisladas de las placas de prueba mostré
una incidencia de mutaciones que se aproximaba a una distribucion Poisson de valor n
entre 1y 2, que es el valor que indica la presencia de forma mayoritaria de secuencias
con 1 o 2 mutaciones. Los cambios de nucledtido observados también indicaban una
distribuciéon homogénea entre mutaciones en posiciones A/Ty C/G (Tabla 4).

La cuantificacién del numero de colonias en las placas de evaluacién (con 2 ul
de la transformacion) indicé que la estimacién de nimero de colonias en el total
restante seria de alrededor de 70.000 colonias individuales. Teniendo en cuenta el
tamafio de M5GAI (1.142 pb) y la distribucidon poisson observada, se estimé que cada
posicion presentaria unos 30 cambios. El total restante de la transformacién fue
plagueado en 3 placas de selecciéon con kanamicina e IPTG, y tras 16h a 379C, la
pelicula uniforme de crecimiento bacteriano que cubria cada placa fue recogida
totalmente para realizar una extraccién de ADN plasmidico con un kit de midiprep.

Para transferir la libreria a los vectores destino que se utilizaran en al rastreo de
doble hibrido (los vectores pDest22 y pDest32) se realizd una reaccion de
recombinacién LR (Sistema Gateway, Invitrogen), utilizando 500 ng de la libreria en
pDONR-Express; a continuacién se transformd E. coli (TOP10) con toda la reaccién LR y
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se plaqued en varias placas con las seleccion adecuada para cada vector. Se recogid
todo el crecimiento bacteriano y se obtuvo ADN plasmidico con un kit de midiprep.

3 Secuencia

7 Mutacion
16 colonias

4 2 mutaciones

1 3 mutaciones

1 4 mutaciones

Tabla 4. Numero de mutaciones obtenidas en las 16 colonias muestrales secuenciadas tras la primera
transformacion de E.coli con la genoteca obtenida.

4.2 Identificacion de aristicos

4.2.1 Rastreo de doble hibrido

Dado que es la primera vez que se aborda la identificacidon de alelos aristicos de
las proteinas DELLA, se seleccionaron interactores que presentan una interaccién
fuerte, es decir aquellas que crecen en altas concentraciones de 3AT, ya que facilitan el
rastreo de doble hibrido. Entre las posibles opciones se seleccionaron ARR1, cuya
union a sus genes diana se ve mejorada por la interaccion con las DELLAs, y PIF4, al que
las DELLAs impiden su unién al DNA.

Se decidid comenzar con ARR1 para la puesta a punto del rastreo y con la
experiencia adquirida, que serd discutida en este trabajo, se modificé el protocolo para
realizar el rastreo con PIF4.

4.2.2. Método de seleccion de ausencia de interaccion

Como se ha comentado previamente hemos utilizado la version M5GAI por la fuerte
autoactivacion de la proteina entera (GAl) en levadura; aun asi, M5GAI también
presenta, aunque de forma leve, cierto grado de autoactivacion. En nuestro caso se
considero esta caracteristica como una ventaja para el rastreo de doble hibrido debido
al efecto sobre el color.
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Los rastreos por color se han realizado, como se ha explicado en la
introduccioén, creando las fusiones proteicas GAL4AAD-ARR1 y GAL4BD-M5GAI con la
ayuda de los vectores pDEST22 y pDEST32 respectivamente. Cuando estas dos
proteinas, presentes en una misma célula, son capaces de interaccionar se recompone
GAL4 y se une a las secuencias UAS(GAL1-10)-ADE2 activandose la expresion del gen
reportero ADE2. Esto nos permiten realizar andlisis de interaccidon por coloracién en
cepas de levadura con una version mutada no funcional de este gen ADE2. Al estar
implicado en la ruta de sintesis de la adenina, una versién no funcional del mismo da
lugar a la acumulacién de un intermediario de color rojo. Cuando se produce la
activacidn del gen reportero ADE2 se obtienen colonias de levadura de color blanco. La
leve, pero significativa, autoactivacion del gen ADE2 cuando M5GAI se expresa hace
gue la colonia presente un color menos intenso que cuando M5GAI no esta presente y
solo se expresa, por ejemplo, ARR1 o se usan los vectores vacios, mientras que cuando
ambas proteinas estan presentes y se da la interaccién las colonias son blancas (figura
6).

pD22-ARR1 pD22-¢ pD22-@ pD22-ARR1
pD32-¢ pD32-M5GAI pD32-¢ pD32-M5GAI

Figura 6: Gama de coloraciones que adquiere la cepa de levadura AH109 segun las construcciones con
las que es transformada que se utilizaron como control de crecimiento y coloracion durante el rastreo.

Algunas mutaciones presentes en la coleccion pueden afectar a la estructura
terciaria de tal forma que la proteina pierda toda su funcionalidad; es esperable en ese
caso que también se pierda la capacidad de autoactivacién de M5GAI y por tanto las
colonias presenten un color rojo mas oscuro. En base a este razonamiento, las colonias
mas interesantes para la identificacion de alelos aristicos de GAl serian las de color rojo
claro, ya que las de color blanco denotarian una interaccién normal entre M5GAI y
ARR1, y las de color rojo indicarian presumiblemente una inactivacién completa de la
proteina M5GAI

4.2.3 Rastreo de versiones de M5GAI incapaces de interactuar con ARR1

La cepa AH109 de S. cerevisiae se transformé por separado con los vectores
pDest22-ARR1 y pDest22-@, dando lugar a las cepas AH109-ARR1 y AH109-@
respectivamente, y éstas a su vez se transformaron con los vectores pDest32-M5GAIl y
pDest32-@ (AH109-ARR1-M5GAl, AH109-ARR1-@, AH109-@-M5GAl y AH109-@-@,
respectivamente). Estas cepas, que podemos ver en la figura 6, fueron utilizadas como
controles en el rastreo.

El rastreo se realizd transformando la cepa AH109-ARR1 con la genoteca de
M5GAI en pDEST32 y plaqueando sobre medio SD sin leucina y sin triptéfano (SD-L-W)
para permitir el crecimiento de las colonias que contengan los dos vectores. Como se
esperaba, se observé la presencia de colonias con diferentes tonalidades entre el rojo
oscuro y el blanco (Figura 7 A). Estas colonias fueron replicadas y numeradas en placas
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con medio SD sin Leucina y sin Triptéfano (SD-L-W) junto a los controles de coloracion
(Figura 7 B).

Figura 7: (A), Coloracion de las colonias obtenidas tras la transformacion la cepa Y2H-ARR1 con la
genoteca de M5GAI en pDest32 en medio SD sin Leucina y sin Triptéfano (SD-L-W). (B), Detalle de las
colonias rosas replicadas y numeradas en medio SD sin Leucina y sin Triptéfano (SD-L-W) obtenidas tras
la transformacion la cepa Y2H-ARR1 con la genoteca de M5GAI en pDEST32 junto a los controles de
coloracién.

4.2.3.1 Identificacion de las mutaciones seleccionadas en el rastreo

Como era la primera vez que este tipo de rastreo se realizaba, decidimos
evaluar las secuencias presentes en los tres grupos de color establecidos. Para ello, se
extrajo ADN plasmidico de 68 colonias rojas, 124 colonias rosas y 48 colonias blancas,
utilizando el protocolo descrito en (Robzyk and Kassir, 1992). Se procedié a la
amplificacién de M5GAI por PCR y a su secuenciacién para determinar las mutaciones
presentes en cada colonia. Una primera evaluacion rapida de la distribucidén de las
mutaciones identificadas en cada grupo de color refleja diferencias claras entre los
grupos (Figura 8).

Como era esperable, la mayoria de las secuencias de las 48 colonias blancas no
presentaron mutaciones o eran sindnimas y sélo 14 secuencias presentaron algun
cambio de aminoacido. En el caso de las colonias rojas, las mutaciones se distribuian a
lo largo de toda la secuencia sin repeticiones, mientras que las identificadas en las
secuencias rosas parecian agruparse en ciertas regiones y mutaciones idénticas o
equivalentes se aislaron varias veces de forma independiente. En definitiva, estaba
enriquecido en mutaciones diferentes, lo que sugiere que la seleccidn por color habia
separado efectivamente diferentes tipos de mutaciones.
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Figura 8: Localizacién de las mutaciones en la secuencia aminoacidica de la proteina M5GAI presentes
en las colonias, (A) blancas; (B) rojas y (C) rosas obtenidas en el rastreo por color frente ARR1. Las
etiquetas rojas corresponden a cambios de aminoacido Unicos en la secuencia. Las etiquetas naranjas
indican cambios de aminoacido acompafiados de otro cambio en la misma secuencia y las etiquetas
amarillas son cambios de aminoacido acompaifiados de dos 0 mas cambios en la misma secuencia.

La representacion de las mutaciones en la estructura tridimensional de M5GAI,
a partir de la modelizacién sobre la estructura de la proteina GRAS Scarecrow-Like7 de
arroz (Li et al., 2016), confirma las diferencias entre grupos de color. Curiosamente, la
mayoria de las mutaciones identificadas en las colonias rosas afectan a aminoacidos
gue no se encuentran en la superficie de la proteina y que preferentemente se
agrupan en dos regiones (Figura 9), lo que sugiere que mas que afectar directamente a
los aminoacidos implicados en las interacciones, los cambios pueden estar generando
desplazamientos de la posicidn de algunos aminoacidos de superficie, lo que haria que
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no pudieran establecer las interacciones requeridas, y que es especialmente en esas
dos regiones donde los cambios afectan a la interaccion con ARR1.

Figura 9: Localizaciéon de los cambios aminoacidicos Unicos en la estructura tridimensional de la proteina
MS5GAI presentes en las colonias blancas (A), rojas (B), y rosas (C), obtenidas en el rastreo por color
frente a ARR1. Las zonas marcadas en naranja corresponden a cambios aminoacidicos Unicos en la
secuencia (las etiquetas rojas de la figura 8), la intensidad creciente de coloracién que aparece en la
figura C corresponde a un nimero creciente de secuencias en las que aparece ese mismo cambio Unico
(el nimero de etiquetas rojas de cada posicion en la figura 8). Las marcas rosas son los dtomos que
componen los aminoacidos marcados que nos permiten visualizarlos en la estructura aunque estos se
encuentren en el interior de la proteina.

4.2.3.2 Seleccion de 10 alelos M5GAI candidatos a aristicos

En este punto se decidid seleccionar un reducido nimero de alelos de M5GAI
para llevar acabo con ellos los posteriores andlisis de interacciéon de acuerdo a dos
criterios de preferencia: 1) que contengan una mutaciéon Unica de cambio de
aminoacido, que facilitaria la interpretacién futura si se confirmaba como alelo
aristico, y 2) aquellas posiciones en las que se han identificado repetidamente cambios
en secuencias diferentes. De entre las 124 colonias rosas se seleccionaron 10 mutantes
con cambios Unicos de aminoacido en sus secuencias, en posiciones donde se
produjeron un mayor numero de cambios. Se seleccioné también una de las
secuencias sin mutaciones de las colonias blancas para ser usada como control
silvestre exactamente equivalente en secuencia a las mutadas. La versiéon no mutada
de M5GAI se nombro como 315 y las 10 versiones mutantes recibieron los
identificadores (329, 338, 344, 345, 346, 348, 349, 373, 386, 391). La localizacién de
sus mutaciones aminoacidicas Unicas en la secuencia y el cambio de aminoacido
correspondiente se presenta en la figura 10.

ALBERTO FUSTER PONS 26



RESULTADOS

A
i

AJ,.?EA{W

133

3.?;;‘?{:

5;;:1
girss

‘v;;

: 1 Jau
VALY FAEALA
(‘z
& -xq;d

mA v n
NLS
346 391 386

F3s Y3H L3S

AR

N PSR
ol -nnnuum;!u L

Figura 10: Localizaciéon de las mutaciones Unicas en la secuencia aminoacidica de M5GAI de cada una de
las 10 versiones seleccionadas de entre las colonias rosas obtenidas en el rastreo por color frente a
ARR1. Acompaiiado del identificador de cada uno de los mutantes en negrita aparece cual es el cambio
de aminoacido en cada posicidn.

4.2.3.3 Aislamiento de los 10 alelos M5GAI candidatos seleccionados

La confirmacién de que un alelo M5GAI candidato es realmente un alelo
aristico requiere comprobar que mantiene su capacidad de interacciéon con otros
interactores, para ello debemos recuperar el vector con el alelo candidato y
reintroducirlo en levadura con otros interactores. Se extrajo el ADN plasmidico de cada
cepa seleccionada, y se utilizé para transformar E. coli (cepa TOP10) usando como
seleccion la resistencia a gentamicina, presente sélo en el vector pDEST32.
Posteriormente se extrajo ADN plasmidico de una colonia aislada de cada
transformacién y se secuencio para verificar la secuencia del alelo M5GAI recuperado.

Como podemos ver en la tabla 5, en la mayoria de los casos las mutaciones
continuaban siendo las mismas excepto para el mutante 373. En el caso del 373, no se
encontro la mutacién identificada en la PCR de levadura y se encontré una mutacién
diferente en otra posicién. La explicacion mas plausible es que en la cepa de levadura
original hubiera una mezcla de plasmidos que por PCR no se hizo evidente, aunque no
podemos descartar otras posibilidades, como contaminacién en la PCR de levadura.
Por tanto y dado que sdlo se vid discrepancia en el 373, se decididé no descartarlo en
este punto y continuar con los 10 candidatos.
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Alelo M5GAI PCR levadura E. coli
315 - -
329 E-589-G E-589-G
338 L-569-S L-569-S
344 A-314-V A-314-V
345 A-314-T A-314-T
346 F-517-S F-517-S
348 C-274-R C-274-R
349 L-426-Q L-426-Q
373 F-378-S S-323-P
386 L-535-S L-535-S
391 Y-588-H Y-588-H

Tabla 5: Comparacion de las mutaciones identificadas por PCR de las colonias rosas seleccionadas en el
rastreo por color frente a ARR1, y las mutaciones identificadas en los vectores recuperados por
transformacion en E. coli.

4.2.3.4 Ensayos de doble hibrido de los 10 candidatos seleccionados.

Para determinar la capacidad de los 10 alelos candidatos de M5GAI para
interaccionar con otros interactores descritos en la bibliografia se llevd a cabo un
ensayo de doble hibrido frente a 10 de los factores de transcripcion mas interesantes
en los objetivos actuales del laboratorio: AJAX3, HUB1, PFD5, ARF19, BZR1, SAW2,
KNAT1, TCP2, KAN1 Y PIF4; ademas de con ARR1. Para ello, se transformd la cepa
haploide de levadura Y187 con las 10 versiones mutadas de M5GAI y la version
silvestre y se transformé la cepa haploide de levadura Y2H Gold con los 11 factores de
transcripcién seleccionados (Tabla 6).

Cepa de levadura Vector Gen Dominio GAL4
Y187 pDEST32 M5GAI (315) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (329) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (338) DBD
Y187 pDEST32 MS5GAI (344) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (345) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (346) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (348) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (349) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (373) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (386) DBD
Y187 pDEST32 M5GAI (391) DBD

Y2H Gold pDEST22 ARRI AD
Y2H Gold pDEST22 AJAX3 AD
Y2H Gold pDEST22 HUB1 AD
Y2H Gold pDEST22 PFD5 AD
Y2H Gold pDEST22 ARF19 AD
Y2H Gold pDEST22 BZR1 AD
Y2H Gold pDEST22 SAW2 AD
Y2H Gold pDEST22 KNAT1 AD
Y2H Gold pDEST22 TCP2 AD
Y2H Gold pDEST22 KAN1 AD
Y2H Gold pDEST22 PIF4 AD

Tabla 6: Detalle de las construcciones introducidas en las cepas haploides de levadura para obtener
cepas diploides mediante “mating” para el ensayo de doble hibrido.
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Se utilizdo la capacidad de cepas haploides compatibles para fusionarse vy
generar cepas diploides (proceso denominado “mating”), para obtener cepas de
levadura diploides con todas las combinaciones de los alelo M5GAI con interactor en
medio selectivo SD-L-W. El ensayo de doble hibrido se llevé a cabo obteniendo cultivos
liquidos de cada una de las cepas diploides obtenidas, y realizando diluciones seriadas
1/10, 1/100 y 1/1000 en agua estéril. Se fueron depositando 5ul de cada una de estas
diluciones de manera ordenada en placas control (SD -L-W), placas con medio de
seleccion (SD-L-W-H), y en placas con 5mM de 3AT (Figura 11). El control silvestre 315
crecio en las placas SD-L-W-H +3AT con todos los interactores con excepcion de PFD5,
por lo que no lo consideramos para la evaluacion de las interacciones de los alelos
MS5GAI con mutaciones, y el crecimiento con HUB1 tampoco fue éptimo aunque hubo
un leve crecimiento. Los alelos M5GAI candidatos no crecieron con ninguno de los
interactores utilizados, indicando una pérdida de interaccion con todos. Curiosamente,
fue el alelo 373, el que habia mostrado discrepancia entre la secuencia identificada en
la PCR de levaduray el vector recuperado en E. coli, el que mostré un patrén esperable
para un alelo aristico: pérdida de interaccion con HUB1, BP y KAN1, debilitamiento de
la interaccion con AJAX3, TCP2 y PIF4, y mantenimiento de la interaccion con ARR1,
SAW?2, BZR1 y ARF19. Fue sorprendente observar crecimiento con ARR1, ya que el
rastreo empleado era para seleccionar pérdida de interaccion con este factor de
transcripcién, siendo la Unica explicacidon que la colonia original de levadura contenia
una mezcla de plasmidos.
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ARR1
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SAW?2
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-H SmM 3AT
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SAW2
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BZR1
PIF4
ARF1S
KAN1
PFD5

386
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344
-H, SmM 3AT
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ARR1
HUB1

SAW2
TCP2
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BZR1
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ARF19
KAN1
PFD5

348
-H, 5SmM 3AT

ARR1
HUB1
AJAX3
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BZR1
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ARF1S
KAN1
PFD5

391
-H, SmM 3AT

Figura 11: Resultados de los ensayos de doble hibrido realizados con las 10 versiones de M5GAI
seleccionadas en los ensayos por color frente ARR1 y la versidn sin mutaciones (315).
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4.2.3.5 Ensayos de BiFC.

Como paso previo al establecimiento de lineas transgénicas estables, utilizamos
la técnica de BiFC para verificar en expresion transitoria en hojas de Nicotiana
benthamiana las interacciones determinadas por doble hibrido. Las secuencias de
MS5GAI desde el vector pDEST32 se pasaron al vector pDONR221 mediante PCR vy
reaccion BP. Por limitaciones de tiempo del presente TFM se han comprobado las
interacciones de alelo M5GAI-373 sélo frente a los interactores PIF4, SAW2 y ARR1,
utilizando M5GAI-315 como control positivo. Se decidié comprobar la pérdida de
interacciones de otro de los alelos y se utilizé el alelo M5GAI-329. Como control
negativo de la BiFC se decidi6 utilizar la delecidon del2GAl, que carece de gran parte de
la secuencia en amino-terminal, y que toda la informacién, tanto en la bibliografia
como en nuestro laboratorio, indica que no interacciona con ningun interactor.
Mediante reacciones LR se transfirieron los alelos M5GAI y los interactores PIF4, SAW2
y ARR1, a los vectores pMDC43-YFN y pMDC43-YFC (tabla 7). Se introdujeron cada una
de las construcciones en Agrobacterium tumefaciens para infiltrar hojas de Nicotiana
benthamiana. Se observd la fluorescencia emitida por la reconstitucion de la proteina
YFP mediante microcopia confocal (Figura 12).

Vector Gen
pYFC M5GAI (WT)
pYFC del2GAl
pYFC M5GAI (329)
pYFC M5GAI (373)
pYFN SAW2
PYFN ARR1
PYFN PIF4

Tabla 7: Detalle de las construcciones generadas para los ensayos de BiFC.

La interaccion de alelo silvestre M5GAI-315 con los tres interactores se refleja
en la formacion de puntos intensos de fluorescencia en los nucleos de las células
transformadas (en inglés “speckles”) (Figura 12). El control negativo utilizado, del2GAl,
no mostrd interaccion ni con SAW2 ni con PIF4, aunque sorprendentemente si se
formaron “speckles” con ARR1. Aunque inesperado, en realidad este resultado refleja
el hecho de que cualquier sistema heterdlogo tiene un margen de error y de falsos
positivos/negativos, si bien serian necesarias mas pruebas, incluyendo interaccion in
vivo en Arabidopsis thaliana. Por otro lado, el alelo M5GAI-329, que en el ensayo de
doble hibrido mostraba una pérdida total de interaccién, mostré un comportameinto
equivalente en BiFC, y en ningln caso se observd la aparicion de speckles. En el mismo
sentido, el alelo M5GAI-373 dio lugar a la formacién de “speckles” con ARR1 y SAW2
equivalentes a los observados con el alelos silvestre. También se observd interaccidon
con PIF4 aunque en comparacion con M5GAI-315 los “speckles” parecen claramente
de inferior intensidad, lo que resulta muy interesante ya que en el ensayo de doble
hibrido se observaba un debilitamiento de la interaccién.
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Figura 12: Imagenes del ensayo de BiFC realizado en las que se muestra la luminiscencia verde emitida
por la recomposicién de la YFP cuando se da interaccion entre los factores de transcripcion ARR1, PIF4y
SAW?2 vy las versiones de M5GAI 315, 329, 373 y del2.
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Se verifico la presencia proteica de las diferentes versiones de YFC-M5GAI (315,
329, 373; 56 KDa), YFC-del2GAl (39 KDa) y de los factores de transcripcion YFN-PIF4 (69
KDa), YFN-ARR1 (68 KDa) e YFN-SAW2 (95 KDa) en las muestras del ensayo de BiFC por
Western Blot. La detecciéon de YFC-M5GAI e YFC-del2GAl se correspondid
perfectamente a lo esperado. Mientras que en las muestras en las que se expresa YFC-
delGAl se detectd correctamente a los tres interactores con YFN, en las muestras con
los diferentes alelos de M5GAI, no se detecté la banda correspondiente a YFN-PIF4 ni
aYFN-ARR1 en las muestras que coexpresan YFC-M5GAI-315 o YFC-M5GAI-329 y
tampoco se detecta YFN-PIF4 en la coexpresién con YFC-M5GAI-373 (Figura 13). Se
repitio el Western-Blot para dichas muestras cargando una mayor cantidad de proteina
total y se consiguié detectar las bandas esperadas (Figura 14).

3 312 31> o
ARR1PIF4 SAW2 ARR1 PIF4 SAW2 ARR1 PIF4 SAW2 ARR1 PIF4 SAW2

| A
<—YFN-SAW2
YFN-ARR1
} v YFN-PIF4
| <—YFC-M5GAI
<—YFC-del2GAl
B

-

POy, A, S, Py, PR, SR, SR, RSN, PRSSSR q—, ¥
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Figura 13: (A), detalle de la membrana del primer western realizado de las muestras empleadas en los
ensayos de BiFC hibridada con el anticuerpo secundario (ab 290). (B), Membrana del primer western
realizado de las muestras empleadas en los ensayos de BiFC tefiido con rojo Ponceau.
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Figura 14: (A), detalle de la membrana del segundo western realizado de las muestras empleadas en los
ensayos de BiFC hibridada con el anticuerpo secundario (ab 290). (B), Membrana del segundo western
realizado de las muestras empleadas en los ensayos de BiFC tefiida con rojo Ponceau.

4.2.4 Rastreo de versiones de M5GAIl incapaces de interactuar con PIF4

Con el rastreo de ARR1 solo pudimos identificar un alelo aristico. Aunque no
puede descartarse que justamente ARR1 no sea un interactor dptimo para la busqueda
de aristicos, consideramos la modificacidon de la estrategia de rastreo con PIF4. Se ha
considerado que un paso restrictivo ha sido la seleccién previa de los candidatos para
recuperar de las colonias seleccionadas y evaluar con otros interactores: 1) la seleccidn
de mutaciones Unicas elimina las posibilidades de alelos aristicos con varias
mutaciones, y 2) hacer una seleccién reducida de candidatos sin conocer el efecto de
los cambios ha demostrado ser una mala decision. De hecho, el Unico aristico
encontrado con ARR1 en realidad no habia sido seleccionado. Por esta razéon se
descarté la secuenciacién de las colonias de levadura y se evalud la capacidad de
interaccion de todos los candidatos con otros interactores por doble hibrido. Los
posibles aristicos asi identificados se decidié que fueran secuenciados mas adelante
para identificar sus mutaciones.

La secuenciacidon de colonias rojas, rosas y blancas, mostré diferencias claras
entre estos tres grupos, por lo que la seleccidn de color sigue resultando atractiva por
su sencillez. En cualquier caso, se puede mejorar la seleccidn en este paso mediante
una evaluacién del crecimiento en placas selectivas sin histidina. En la figura 15 se
detallan esquematicamente de las dos estrategias seguidas.

ALBERTO FUSTER PONS 34



RESULTADOS

Rastreo por color * Secuenciacion eidentificacion de

frente ARRL taci B | Seleccidn de candidatos
rente mutaciones

—
» ; Transformacion de
Seleccidn en E.coli ‘ levaduray mating ’ Doble hibrido * BiFC

Genoteca mutagenizada
de M5GAI

Rastreo por color o> Doble hibrido [ Seleccidn en E.coli
frente PIF4

Transformacion de
levaduray mating

Figura 15: Esquema de las dos diferentes estrategias empleadas en este trabajo para la obtencién de
alelos aristicos.

4.2.4.1 Seleccidon de los alelos M5GAI candidatos a aristicos

La cepa de levadura Y2H-Gold se transformd con el vector pDEST22-PIF4. El
rastreo se realizd en medio SD-L-W transformando la cepa Y2H-Gold-PIF4 con la
genoteca pDEST32-M5GAI (Figura 16 A). Se descartaron todas las colonias blancas y el
resto de colonias se replicaron en placas SD-L-W, SD-L-W-H y SD-L-W-H +3AT(5mM)
(Figura 16 B). Cuando ni PIF4 ni M5Gai se expresan o cuando sélo se expresa PIF4, la
levadura sdlo crece en el medio SD-L-W; cuando sélo se expresa M5GAI la levadura
crece también en SD-L-W-H (debido a la leve autoactivacion de M5GAI); la interaccién
entre PIF4 y M5GAI permite crecer a la levadura incluso con 5 mM de 3AT. Los
candidatos interesantes son aquellos que crecen en SD-L-W-H pero no lo hacen en
presencia de 5 mM 3AT, indicando que se ha perdido la interaccién. Se seleccionaron
hasta 94 colonias que crecian en ausencia de histidina y no crecian en presencia de 5
mM 3AT.
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Figura 16: Detalle de la coloracién de las colonias obtenidas en la transformacion de Y2HGold pDEST22-
PIF4 con la genoteca en pDEST32 (A). Detalle de las distintas colonias rosas seleccionadas en la

seleccion por color frente PIF4 sometidas a seleccion por interaccion con PIF4 en medio con histidina
(+H), sin histidina (-H) y sin histidina con 5mM 3AT (-H +3AT 5mM) (B).

4.2.4.2 Ensayos de doble hibrido de los candidatos a aristicos

Como hemos comentado anteriormente, no se realizé secuenciacion de las
levaduras seleccionadas, directamente se extrajo ADN plasmidico de todas y se
transfromé E.coli seleccionando para la resistencia del vector pDEST32 (gentamicina).
Se obtuvieron colonias en 75 de las 94 transformaciones, de las que se selecciond una
colonia y se obtuvo ADN plasmidico con el que se transformé la cepa Y187. Todas las
combinaciones posibles entre candidatos (cepa Y187) e interactores (cepa Y2H-Gold:
TCP2, KAN1, ARF19, PIF4, BZR1, SAW2, AJAX3 Y ARR1; Tabla 6) se obtuvieron mediante
“mating”.

A diferencia de la estrategia seguida con ARR1, con PIF4 el nimero de ensayos
de doble hibrido fue mucho mayor por lo que para agilizar este paso, y en base a la
experiencia de los ensayos de doble hibrido con los interactores, sélo utilizamos una
dilucién (1/100) y tres placas de seleccidn: SD-L-W, SD-L-W-H y SD-L-H +3AT(5mM). El
crecimiento en la placa con 3AT reflejo el mantenimiento de la interaccion del alelo
MS5GAI expresado.

Como se muestra en el apéndice 1, si comparamos el crecimiento de las
levaduras de las diferentes versiones mutantes de M5GAI con el crecimiento de la
versién no mutada 315 podemos destacar que 29 de los 75 candidatos a alelos
aristicos seleccionados en esta estrategia perdieron totalmente su capacidad de
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interacciéon con los 8 factores de transcripcidn estudiados y por lo tanto deben ser
descarados como candidatos. Por el contrario las versiones mutantes 850, 887, 901 y
907 conservaron inalterada su capacidad de interaccion con los 8 factores de
transcripcién estudiados. Sin conocer su comportamiento frente a otros factores de
transcripciéon tampoco podemos considerar estas cuatro versiones de M5GAI como
candidatos.

Las 45 versiones restantes serian potenciales alelos aristicos ya que al comparar
su crecimiento con el que presenta la versidon 315 sin mutaciones encontramos tanto
interacciones inalteradas como pérdida total de interaccidn con alguno de los factores
de transcripcion estudiados. En la figura 17 podemos observar una tabla resumen de
las interacciones que presentaron estos 45 alelos aristicos encontrados. Unos
resultados que ponen de manifiesto que, si una vez secuenciados se confirma que son
45 versiones diferentes de M5GAI, con esta segunda estrategia de obtencidn de alelos
aristicos hemos conseguido obtener cerca de 6 veces mas candidatos, por nimero de
versiones mutantes estudiadas, que con la primera estrategia en la que se llevaba a
cabo una caracterizacién previa de las mutaciones.

Como podemos observar en la figura 18 las interacciones con ARF19 y ARR1
parecen ser las mads repetidas, 33 veces. Las interacciones con PIF4 son las mas
escasas, solo en 3 ocasiones, y cuando aparecen lo hacen generalmente de manera
débil. Algo esperado ya que el rastreo por color e interaccion en esta segunda
estrategia ha sido frente a PIF4. El crecimiento observado para AJAX3 y KAN1 es
también muy escaso, Unicamente lo observamos frente 7 y 6 versiones mutantes de
MS5GAI respectivamente. TCP2 y BZR1 presentan interaccion con 13 y 16 alelos
mutantes respectivamente y SAW con 21.
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gai-940
gai-860
gai-874
gai-934
gai-920
gai-923
gai-782
gai-831
gai-871
gai-914
gai-926
gai-939
gai-946
gai-783
gai-785
gai-787
gai-828
gai-832
gai-913
gai-918
gai-925
gai-933
gai-947
gai-941
gai-795
gai-890
gai-931

Figura 17: Resumen de las interacciones mostradas por los 45 alelos aristicos obtenidos en los ensayos
de doble hibrido realizados con las 75 versiones de M5GAI seleccionadas en los ensayos por color e
interaccién frente PIF4.
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5. Discusion

Con la intencién de generar nuevas herramientas biotecnoldgicas para el
estudio y utilizacion de las proteinas DELLA este trabajo ha tenido como objetivo
identificar alelos “aristicos” de M5GAI, versiones mutadas de esta proteina que
pierden su capacidad natural de interaccion con ciertos interactores mientras la
mantienen con otras proteinas. Con la genoteca creada seguimos dos metodologias
diferentes para la obtencion de alelos aristicos.

Rastreo con ARR1

La primera de ellas, en la que se llevd a cabo la secuenciacion y seleccion previa
de candidatos no fue demasiado exitosa en cuanto a nimero de aristicos obtenidos,
sélo se identificd uno (gai-373). No obstante, el primer paso de seleccidn por color
frente ARR1 nos sirvié para estudiar la distribucidon de las mutaciones en la secuencia 'y
en la estructura tridimensional de las colonias rojas, rosas y blancas obtenidas. Como
era de esperar la mayoria de secuencias de colonias blancas no presentaban
mutaciones o eran mutaciones sindnimas, sélo unas pocas daban lugar a cambio de
aminodcido y este no afectaba a la interaccién. En el caso de las colonias rojas la
distribucién no mostraba ningun patron aparente y se situaban en su mayoria en la
parte interna de la estructura tridimensional de la proteina, agrupadas en la zona
superior e inferior de la estructura, previsiblemente afectando estructuralmente el
plegamiento de la proteina. De las 124 colonias rosas secuenciadas todas ellas
presentaban mutaciones y si mostraban un patrén, coincidiendo una buena parte de
las mutaciones en varias zonas concretas de la secuencia. La concentracidon de cambios
de aminoacido en estas colonias rosas se produce principalmente en los dominios
descritos de esta proteina (LHR1, NLS, VHIID, LHR2, LXXLL). En la estructura
tridimensional las mutaciones aparecen en la mayoria de los casos en el interior de la
proteina y en dos regiones diferenciadas. Un grupo de mutaciones se sitlan en la parte
superior de la estructura y aparece otra agrupacion en la parte inferior de la misma.
Este hecho podria indicar que cambios en estas posiciones provocarian alteraciones en
la conformacién de la proteina que modificarian las posiciones de los aminoacidos de
superficie, alterando la capacidad de interaccion con ARR1.

A pesar del poco éxito de la estrategia seguida con ARR1, hemos sido capaces
de identificar un alelo aristico que no interacciona con BP, HUB1 y PFD5, y tiene
debilitada la interaccion con PIF4, TCP2 y AJAX3. La interaccidon de gai-373 con SAW2,
ARR1 y PIF4 fue observada mediante BiFC en planta, correspondiéndose con lo
observado en levadura, y aunque es necesario realizar el mismo tipo de verificaciones
con el resto de interactores, la ausencia de interaccidn con gai-329 nos sugiere que con
seguridad la mayoria de las interacciones (o ausencia de ellas) observadas en levadura
serdn funcionales en planta. No obstante, cabe destacar la interaccién identificada
entre ARR1 y del2GAl, que demuestra que un sistema heterélogo presenta siempre un
cierto grado de falsos positivos/negativos.
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Rastreo con PIF4

De acuerdo a la experiencia con el rastreo de ARR1, modificamos el protocolo
en el caso del rastreo de PIF4 y se ha demostrado una significativa mejora en la
eficiencia, ya que hemos sido capaces de identificar 45 alelos aristicos. Es evidente que
no limitar el nimero de candidatos de forma previa al ensayo de doble hibrido es un
cambio importante. También debemos resaltar que el cribado mediante crecimiento
en medio selectivo, para eliminar candidatos que no crecieran en medio sin histidina
ha debido influir en el elevado porcentaje de aristicos vdlidos entre los seleccionados.
Asi mismo, la utilizacién de una Unica concentracién de 3AT para el ensayo de doble
hibrido con los interactores y una uUnica dilucion del cultivo de levadura, agilizé todo el
ensayo y permitié evaluar un gran nimero de candidatos en menor tiempo.

La tabla de interacciones de los aristicos identificados refleja también un dato
interesante: la mayoria de los aristicos mantienen la capacidad de interaccién con
ARR1 y ARF19. Teniendo en cuenta la naturaleza de cada interactor utilizado, debe
observarse que el resto de interactores son bHLH o bHLH like, lo que sugiere que al
realizar el rastreo con PIF4 hemos obtenido un sesgo hacia mutaciones que afectan las
interacciones con este tipo de factores de transcripcion. Esto podria estar sugiriendo
gue puede existir una region en la proteina GAIl que es la que establece la interaccion
con todos los factores de interaccién de tipo bHLH, aunque también existan residuos
especificos para cada interactor de tipo bHLH. Esta informacion y posteriores datos
puedes ser de gran utilidad para definir y explicar la enorme capacidad de interaccién
de las proteinas DELLA.

Mejoras de la estrategia del rastreo

En base a la experiencia adquirida, los futuros rastreos que se tiene planificado
realizar en el laboratorio seguiran fundamentalmente el protocolo utilizado con PIF4,
gue ha demostrado ser una eficiente metodologia. No obstante, existen algunas
limitaciones.

En el caso de PIF4 y ARR1 la interaccién con GAl es muy fuerte, sin embargo
existen interactores con interacciones mds débiles que por ejemplo no dan lugar a
colonias blancas. En estos casos resulta imposible realizar una seleccidn inicial por
color. En estos casos existen dos opciones:

1. Emplear la estrategia definida con PIF4, pero usando todas las colonias
obtenidas en la transformacién con la genoteca a placas selectivas para descartar
todas las que crezcan con la concentracién de 3AT a la que la versidn silvestre crece,
pero si crecen en placas sin histidina.

2. Utilizar una estrategia de rastreo reverso, como la que puede realizarse
utlizando 5-FOA, que es sustrato de la actividad de HIS3 dando lugar a un producto
téxico. En este caso es la ausencia de interaccién, y por tanto la ausencia de
activacionde HIS3, lo que permite crecer a la levadura. La limitacion de esta
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metodologia reside en el ajuste preciso de la concentracién de 5-FOA, que no resulta
facil.

Perspectivas futuras

En primer lugar, se ha iniciado la repeticion del rastreo con ARR1 con la
estrategia actual. Hay dos aspectos que lo justifican: (i) si el rastreo con PIF4 ha
permitido identificar alelos que parecen perder la interaccion con todos los bHLH y
bHLH like, el rastreo con ARR1 (y en el futuro ARF19) puede permitirnos obtener
nuevos alelos que mantengan las interacciones con todos los bHLH; y (ii) se debe
explorar también la posibilidad de que ARR1 no sea un interactor optimo para el
rastreo de aristicos y que los alelos que dejen de interaccionar con él pierdan la
capacidad de interaccionar con el resto de interactores. El resultado del rastreo actual
nos dara las respuestas.

La identificaciéon de un total de 46 alelos aristicos abre muchas posibilidades
tanto a nivel de investigacién como de aplicaciones biotecnolégicas.

En primer lugar, todos los candidatos deberan ser identificados por
secuenciacion (estd en proceso y seguramente estard ya disponible en el momento de
presentar este trabajo, pero no ha sido posible incluirlo en la memoria), lo que
permitird evaluar las mutaciones presentes. Una vez con esta informacion y con la
informacién de interacciones se podran seleccionar los candidatos mas prometedores
(porque es imposible analizar todos) y realizar una contrastacion de las interacciones
mediante BiFC.

A nivel de la investigacion basica, todos lo aristicos que se identifiquen
presentan enormes potenciales, ya que permiten generar subdivisiones de la red de
interacciones de las proteinas DELLA. Una vez introducidas en plantas, por ejemplo en
fondo carente de DELLAs, se puede estudiar de forma mas precisa las implicaciones
funcionales de la perdida de determinadas interacciones. Sin duda esta informacién
serd util para entender tanto las diferentes funciones de las DELLA como las
funcionalidades de las interacciones entre rutas de sefializacién, pero también serd
una valiosa informacién para el estudio de las redes de regulacién y los efectos de la
perdida de su complejidad sobre la plasticidad y robustez de todos los procesos del
desarrollo de los seres vivos, aspectos fundamentales para la adaptacion y la
superviviencia.

El balance entre respuesta a estrés y crecimiento sigue siendo una cuestién
importante con grandes implicaciones en la produccidon agraria. Conseguir aristicos
gue sean capaces de activar las respuestas de adaptacion a estrés sin comprometer el
crecimiento, y por tanto la produccién, tendria un importante impacto en la
agricultura.

ALBERTO FUSTER PONS 41






CONCLUSION

6. Conclusion

Hemos podido establecer un método eficiente de rastreo en levadura que
nos ha permitido identificar un total de 46 alelos aristicos de GAI. La identificacién de
aristicos con diferentes combinaciones de pérdida de interaccion demuestra, no sélo
gue es posible identificar este tipo de alelos para las proteinas DELLA, si no que pone
de manifiesto también que estas proteinas establecen sus multiples interacciones con
diferentes regiones de su superficie, una cuestién debatida y sin respuesta hasta el
momento y que ahora podremos empezar a responder.
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Apéndice 1: Resultados de los ensayos de doble hibrido realizados con las 75 versiones de M5GAI
seleccionadas en los ensayos por color e interaccion frente PIF4 y de la versidn sin mutaciones (315).
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