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ABSTRACT |

The role of ‘DELLA’ proteins in alternative splicing

DELLA proteins, the master repressors of the gibberellin (GA) signaling pathway, are thought
to regulate gene expression by mechanisms other than their interaction with bona fide transcription
factors. In particular, current work in our lab shows that DELLA and their atypical interactors
prefoldins are able to interact with and regulate a number of proteins that are part of the basal
transcriptional machinery, regulating the RNA polymerase Il activity. Among the novel interactors

being studied are proteins involved in mMRNA splicing.

In this TFM, we have investigated the participation of DELLA and prefoldin in alternative
splicing by analyzing protein-protein interaction between these proteins and Sm/LSm, which form
heteroheptameric complexes and are an essential part of the spliceosome. We have also advanced in
obtaining resources to test genetic interactions between della and sm/Ism mutants. In addition, some
alternative splicing events affected by DELLA activity identified in a transcriptomic analysis by
RNA-seq, have been validated by semiquantitative RT-PCR. Finally, it has been shown that GA

signaling alters the Sm and LSm protein levels.
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I.1. Las giberelinas

Las giberelinas (GA) son hormonas vegetales relacionadas con procesos promotores del
crecimiento, como la division y elongacion celular. De hecho, ambos procesos se ven muy
disminuidos en mutantes deficientes en la hormona, siendo la causa de su fenotipo de enanismo. La
GA se han relacionado histéricamente con procesos de crecimiento y desarrollo (inducen el desarrollo
floral y del fruto, la dominancia apical, la expansién foliar o la elongacion de los internudos). Sin
embargo, numerosos trabajos aparecidos en la tltima década han mostrado que estas hormonas juegan
un papel clave en la respuesta de la planta a situaciones de estrés (Colebrook et al., 2014). En estas
situaciones, los niveles de la hormona disminuyen y esto no tiene como consecuencia Unicamente un
freno en el crecimiento, sino también una activacion de los mecanismos de defensa frente a la nueva
situacion en la que se encuentra la planta. Por tanto, el alcance de las GA en la vida de la planta es

enorme.

Como ya se ha adelantado, los niveles de la hormona estan muy relacionados con el medio
ambiente. Por ejemplo, las GA inducen el proceso de escotomorfogénesis, que es el programa de
desarrollo que siguen las plantas tras germinar las semillas en oscuridad, pero cuando la planta recibe
luz este proceso se revierte hacia la fotomorfogénesis mediante la inhibicion de los genes de sintesis
de GA y el aumento de los niveles de enzimas degradadoras, que tiene como consecuencia, entre
otras cosas, un freno en el crecimiento del hipocotilo. Con la temperatura ocurre lo contrario: cuando
las temperaturas aumentan, dentro de un rango fisioldgico, se incrementa la expresion de los genes
de sintesis y disminuyen los de inactivacion, provocando un aumento en la tasa de crecimiento del
hipocotilo. Ademaés, hay una regulacion endégena de los niveles de hormona: cuando hay un exceso
de GA, los niveles de enzimas de sintesis disminuyen y los de desactivacion aumentan, y viceversa

(Yamaguchi y Kamiya, 2000).

En muchos casos las GA interaccionan con otras hormonas para regular un proceso fisioldgico
particular. Por ejemplo, su papel como promotora del desarrollo vegetal la coloca como antagonista
de otra hormona vegetal, el acido abscisico (ABA). Por ejemplo, en el proceso de germinacion,
mientras que el ABA inhibe que la semilla salga de dormicién, las GA promueven el proceso de
germinacion mediante la movilizacion de sustancias de reserva del endospermo (Koornneef y van der
Veen, 1980; Groot y Karssen, 1987). Si las semillas se cultivan con paclobutrazol (PAC), un inhibidor
de la sintesis de GA, el proceso de germinacion se ve blogueado (Karssen et al., 1989; Nambara et
al., 1991).
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Las GA median las respuestas fisioldgicas a través del cambio en la expresion de genes. El
receptor de GA, descubierto en arroz, es la proteina GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1
(GID1) (Ueguchi-Tanaka et al., 2005), una proteina soluble que se encuentra en el citosol y en el
nucleo. GID1 contiene un bolsillo de union a GA y una extension del extremo N terminal flexible
(Murase et al., 2008; Shimada et al., 2008). Asi, cuando la GA bioactiva entra en el bolsillo de GID1
y se une a él, el extremo N terminal sufre un cambio conformacional que cubre el bolsillo. La
superficie del extremo N terminal que cubre el bolsillo es capaz, a su vez, de unirse al principal
represor de las respuestas a GA, la proteina DELLA (Ueguchi-Tanaka et al., 2007), que se describe

a continuacion.

I.1.1. Las proteinas DELLA y su papel en la sefializacién de las giberelinas

Las proteinas DELLA acttan como reguladores transcripcionales y se encargan de reprimir las
respuestas a GA (Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998; Ogawa et al., 2000; lkeda et al., 2001;
Chandler et al., 2002). Forman parte de la familia GRAS y, como el resto de miembros de la familia,
sus dos tercios C-terminal se denomina dominio GRAS, que esta conservado y que se encarga de la
regulacion transcripcional (Bolle, 2004). Lo que distingue a las proteinas DELLA del resto de
proteinas de la familia GRAS es su extremo N terminal, que contiene dos motivos conservados: el
DELLA (que da nombre a las proteinas) y el TVHYNP. EI genoma de Arabidopsis thaliana (en
adelante, Arabidopsis) codifica 5 proteinas DELLA (GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE [GAI],
REPRESSOR OF gal-3 [RGA], REPRESSOR OF gal-3-LIKE1 [RGL1], RGL2 y RGL3) que
juegan tanto papeles especificos como redundantes en la represion de la respuesta a GA. En cualquier
caso, la ausencia de actividad de las DELLA revierte los fenotipos de plantas deficientes en GA (Dill
etal., 2001; King et al., 2001; Lee et al., 2002; Tyler, 2004; Yang et al., 2004).

Como se comento anteriormente, el complejo GA-GID1 se une a las proteinas DELLA mediante
el extremo N terminal de GID1. Esta unién se realiza con los motivos DELLA y TVHYNP (Ueguchi-
Tanaka et al., 2007). Estos motivos son esenciales para poder formar el complejo, ya que su
eliminacion provoca que las proteinas DELLA son incapaces de unirse a GID1 en presencia de GA
(Griffiths et al., 2006; Willige et al., 2007). En ausencia de GA las DELLA se acumulan y se reprimen
las respuestas de la hormona. Cuando los niveles de GA aumentan, sin embargo, se estimula la

degradacion de las proteinas DELLA (Silverstone et al., 2001).

La formacion del complejo GA-GID1-DELLA promueve la degradacion de la propia DELLA
mediante cambios conformacionales del dominio GRAS, lo que le permite ser reconocida y unirse a
la proteina F-box SLY1/GID2 (SLEEPY1/GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2) (Hirano et al.,
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2010). Esta proteina F-box forma parte del complejo E3 ligasa de ubiquitina SCF (S-PHASE
KINASE-ASSOCIATED PROTEIN1 (SKP1), CULLIN1, F-BOX), complejo que se encargar de
marcar a las proteinas diana con cadenas de poliubiquitina, sefial que manda a esas proteinas a
degradarse en el proteasoma 26S (Lechner et al., 2006). En consecuencia, cuando la proteina DELLA
interacciona con el complejo SCFS-YVGIP2 o5 marcada como proteina diana y se poliubiquitina para
ser finalmente degradada por el proteasoma (McGinnis, 2003; Sasaki, 2003; Dill, 2004; Fu, 2004),

permitiéndose las respuestas de GA.

Los mecanismos por los que las DELLA reprimen la respuesta a GA residen en su capacidad de
interaccionar con una gran diversidad de proteinas reguladoras. Mediante estas interacciones son
capaces de eliminar la capacidad de union a DNA de muchos factores de transcripcion a travées de su
secuestro, como es el caso de algunos de la clase PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR (PIF)
(Feng et al., 2008; De Lucas et al., 2008), o inhibiendo directamente la actividad de reguladores
transcripcionales, como pasa con los JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ) (Hou et al., 2010). En
otros casos las DELLA actian en el contexto de los promotores, interaccionando con los factores de
transcripcion unidos al ADN (las DELLA no parecen unir ADN directamente), como es el caso de
ARR1 (Marin-de la Rosa et al., 2015). De hecho, anélisis por ChlP-seq han mostrado que las DELLA
aparecen asociadas a numerosas regiones gendémicas (Marin-de la Rosa et al., 2015; Serrano-Mislata
etal., 2017). Por tanto, las GA, a través de su capacidad de mandar a degradar a las proteinas DELLA,
hacen posible que un gran nimero de factores de transcripcién puedan llevar a cabo su funcion

correctamente.

Hasta ahora hemos hablado Unicamente de las respuestas de las proteinas DELLA a través de sus
interacciones con factores de transcripcion, pero en los ultimos afios se ha comprobado que también
es capaz de tomar parte en procesos gendémicos por diferentes vias. Esto se vio al identificar como
interactores de las proteinas DELLA a las proteinas PREFOLDIN3 (PFD3) y PFD5 (Locascio et al.,
2013).

1.2. EI complejo prefoldina

El complejo prefoldina es un complejo heterohexamérico (PFD1-6), se encuentra conservado
desde levaduras hasta humanos y actia como cochaperona en el citosol donde se encarga de
transportar polipéptidos crecientes de actinas y tubulinas a la chaperona molecular CCT (Vainberg et

al., 1998). La actividad de este complejo controla la formacion de los heterodimeros de o/ tubulina,
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gue son la unidad basica que componen los microtibulos (MT). En Arabidopsis, la ausencia o
disfuncion de alguno de los componentes de complejo causa fallos en la organizacion de los MT (Gu
et al., 2008; Rodriguez-Milla and Salinas, 2009).

La organizacién de MT en el citosol determina el crecimiento y elongacién celular. Si se
encuentran desorganizados o de manera longitudinal a la célula se inhibe el crecimiento anisotrépico,
pero si se encuentran de manera transversal se da la elongacion (Lloyd, 2011). Por otro lado, era
sabido que las GA son capaces de inducir la organizacion transversal de los MT mediante un
mecanismo desconocido (Wenzel et al., 2000). Este mecanismo se acabé dilucidando al descubrir
que las DELLA interaccionan con el complejo PFD (Locascio et al., 2013). Asi, las DELLA
promueven la localizacion de PFD en el nicleo mediante su interaccion fisica, donde no pueden llevar
a cabo su funcion canonica en el citosol, y como consecuencia la cantidad de heterodimeros de o/
tubulina disminuye, causando una desorganizacion de los MT y frenando el crecimiento anisotropico
de la célula. Esta regulacion de PFD por DELLA varia a lo largo del dia, ya que las DELLA estan

reguladas por el reloj circadiano (Arana et al., 2011; Locascio et al., 2013).

En trabajos recientes con levaduras se observé que las PFD tienen un papel adicional cuando se
encuentran en el ndcleo, participan en la elongacion de la transcripcion de genes de gran longitud
(Millan-Zambrano et al., 2013). Teniendo en cuenta la fuerte conservacion del complejo PFD en
diferentes organismos, cabe esperar que este complejo pudiese tener un papel similar en las plantas.
En el laboratorio en el que se realizd este Trabajo Final de Master (TFM) se esta estudiando las
posibles funciones nucleares del complejo en Arabidopsis. Se ha visto que varias subunidades del
complejo PFD interaccionan con proteinas de los complejos Sm y LSm (Like-Sm), que son de gran

importancia en el proceso de transcripcion de RNA mensajeros (RNAM).

1.3. Los complejos Smy LSm y el procesamiento alternativo de mensajeros

Las proteinas Sm y LSm son miembros de una familia de factores encargados principalmente del
metabolismo del RNA. Actlan como chaperonas permitiendo una gran variedad de interacciones
proteina-RNA y RNA-RNA. Su importancia bioldgica queda demostrada al haber sido observadas en
eucariotas, procariotas y arqueas (Salgado-Garrido et al., 1999; Moller et al., 2002). EI nombre Sm
proviene del apellido de Stephanie Smith, paciente de lupus en la que se describid a las proteinas Sm
como precipitina y antigeno de la enfermedad (Reeves et al., 2003).
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En Arabidopsis se han identificado 7 proteinas Sm (B, D1, D2, D3, E, F y G), cada una de ellas
codificada por dos genes. Como en todos los eucariotas, las 7 proteinas forman heteroheptameros en
el nucleo, que se pueden unir a 4 RNA pequefios nucleares (SnRNA) diferentes: U1, U2, U4 y U5.
De esta forma, dan lugar a 4 particulas ribonucleoproteicas pequefias nucleares (ShRNP) encargadas
del procesamiento de mensajeros que se define mas adelante (Kambach et al., 1999). Este complejo
heptamérico, con forma de anillo o donut (Figura 1; Pruijn, 2005), se forma a partir del ensamblaje
de 3 subcomplejos (D1-D2, D3-B y E-F-G) en presencia de los SnRNA (Nagai y Muto, 2001). Todas
las proteinas Sm comparten 2 motivos conservados en sus secuencias, los motivos Sm1y Sm2. El
primero se encuentra cerca del extremo N terminal y cuenta con 32 aminoacidos, mientras que el
segundo esta préximo al C terminal y comprende solo 14 amino&cidos (LUhrmann et al., 1990).
Aunqgue no se ha reconocido ningun motivo de union a RNA, algunos estudios sugieren que el motivo
Sm1 es el encargado de la interaccién de las proteinas Sm con los RNA, mientras que el motivo Sm2

es el responsable de las interacciones proteina-proteina (Raker et al., 1999).

Por su parte, las proteinas LSm cuentan con 8 miembros (1-8) codificados por 11 genes, ya que
LSm1, LSm3 y LSm6 se encuentran duplicados (Perea-Resa et al., 2012). Del mismo modo que las
proteinas Sm, contienen los motivos especificos Sm1y Sm2 que les permiten interaccionar con RNA
y con proteinas. A diferencia de las Sm, las LSm son capaces de formar dos complejos
heteroheptaméricos diferentes, el complejo LSm1-7 y el complejo LSm2-8 (Figura 1). El primero se
localiza en el citosol donde participa en el proceso del decaimiento del RNA mensajero (MRNA). El
complejo LSm2-8 se localiza en el nicleo y, como los complejos Sm, se une a un snRNA (U6) para
formar un snRNP que participa en el procesamiento de mensajeros (Mayes et al., 1999; Lopez y
Séraphin, 2000; Olivas y Parker, 2000). Otra diferencia con respecto al complejo Sm es que ambos
complejos LSm no forman subcomplejos en ausencia de sSnRNA y se ensamblan desde un principio

como heteroheptameros con forma de dénut.
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( Citosol

Lsmi1-7

\Decaimiento del mRNA

U1, U2, U4, Ue
Procesamiento alternativo
de mRNA

Figura 1. Esquema de la estructura, localizacion y funcién de los complejos heteroheptaméricos Smy
LSm. Los colores representan homologia de secuencia entre las subunidades Sm y LSm. Tomado, con
modificaciones de Wilusz y Wilusz (2005).

En eucariotas la gran mayoria de los genes se transcriben a pre-mRNA (MRNA transcritos
primarios). Los pre-mRNA no se traducen directamente por la maquinaria ribosémica, sino que deben
ser procesados previamente para dar lugar a los mMRNA maduros. Los pre-mRNA pueden contener,
ademas de regiones que no se traducen en los extremos (5’UTR y 3’UTR), dos tipos de secuencias,
las que se acaban expresando (exones) y las secuencias intermedias que no se traducen (intrones).
Para formar el mMRNA maduro los intrones son eliminados de la secuencia, uniendo los exones, en un
proceso conocido como splicing o corte y empalme (Berget et al., 1977; Chow et al., 1977). Este
procesamiento de los pre-mRNA esta catalizado por una maquinaria dinamica de ribonucleoproteinas
Ilamada espliceosoma (Lerner et al., 1980), que estd compuesta por las 5 snRNP previamente
mencionadas (Jurica y Moore, 2003; Will y Lihrmann, 2011).

Tal y como ocurre en el ensamblaje de los ribosomas, la formacion del espliceosoma es un
proceso que cuenta de varios pasos que suceden en diferentes compartimentos celulares. Los ShARNP
se ensamblan de manera estable pero inactiva en el citosol. Posteriormente pasan por un proceso de
maduracion que les permite llegar a su localizacion final, el nucleo, donde se ensambla el
espliceosoma funcional que requiere de la hidroélisis de gran cantidad de ATP para procesar el pre-
mMRNA (Will y Lihrmann, 2011).
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Durante el procesamiento de los pre-mRNA, los intrones y los exones no siempre estan
determinados. A partir de un mismo gen se pueden producir varios mRNA diferentes mediante la
seleccidn variable de las zonas de corte y empalme, a este proceso de formacion de mRNA maduros
diferentes se le conoce como procesamiento alternativo de mensajeros o splicing alternativo (Black,
2003). El procesamiento alternativo tiene un papel clave en la expresion génica durante el desarrollo
y en respuesta a sefiales ambientales. Asi, su regulacion en diferentes tipos celulares y bajo diferentes
condiciones depende de la secuencia de los pre-mRNA y de la concentracion y actividad de las
proteinas de unién a RNA (Graveley, 2001; Lareau et al., 2004; Kelemen et al., 2013). El
procesamiento alternativo no solo contribuye en incrementar la diversidad del proteoma ante sefiales
enddgenas y exdgenas, sino que también forma parte de la regulacion de la expresion génica mediante

la generacion de isoformas de mRNA que acaban siendo degradadas, principalmente por decaimiento.

En plantas, se ha desvelado la frecuencia con la que ocurre el procesamiento alternativo de
mensajeros en algunas especies, ademas de la frecuencia relativa de los cuatro tipos de eventos

alternativos (Figura 2) que pueden darse (Wang y Brendel, 2006; Filichkin et al., 2010):

- Sitio de empalme alternativo 5 (Alt 5° ss): se usa una zona de empalme diferente para el
inicio del intrén (sitio 5°).

- Sitio de empalme alternativo 3° (Alt 3’ ss): se usa una zona de empalme diferente para el
final del intron (sitio 3°).

- Retencidn de intrén (IR): un intrén no es eliminado del pre-mRNA. Es el tipo de evento més
frecuente en plantas (Barbazuk et al., 2008).

- Exclusion de exon (ES): un exon es eliminado en el proceso de corte y empalme.

En los 4 tipos de procesamiento alternativo la consecuencia es que el mMRNA maduro tiene una
secuencia afiadida o eliminada con respecto al estandar. A nivel de la proteina, podra tener mas o
menos aminoacidos si no se cambia la fase (la pauta de lectura). Si se cambia la fase, ademas del
cambio de algunos aminoacidos, la consecuencia mas frecuente es la generacion de un codon de

terminacion prematuro.

En los ultimos afios, gracias al andlisis por RNA-seq, ha aumentado el nimero de eventos
alternativos descritos en Arabidopsis. Hasta un 61% de los genes con intrones son susceptibles de
sufrir procesamiento alternativo (Marquez et al., 2012; Syed et al., 2012). Se debe tener en cuenta
gue esta estimacion se basa, tan solo, en los analisis de plantas cultivadas en condiciones estandar. Es

muy posible que el nimero de genes que sufren procesamiento alternativo aumente ain mas si se
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mira en diferentes fases del desarrollo vegetal, en distintos tejidos o ante diferentes condiciones de

crecimiento y/o estrés.

Alt 5’ ss —_—

Alt 3’ ss —_

3 == &

Figura 2. Esquema de los diferentes tipos de procesamiento alternativo. Alt 5’ ss: sitio de empalme
alternativo 5°. Alt 3’ ss: sitio de empalme alternativo 3’. IR: retencion de intron. ES: exclusion de exon.
Tomado, con ligeras modificaciones, de Syed et al. (2012).

I.4. Antecedentes y planteamiento del trabajo

Como se ha indicado anteriormente, en el laboratorio se observé que las proteinas PFD
interaccionan con las proteinas LSm y Sm. Si bien se confirm6 mediante ensayos de doble hibrido y
coinmunoprecipitacion (Co-IP) la interaccion entre PFD y LSm, las interacciones entre PFD y Sm
solo se comprobaron mediante el primer tipo de ensayo. Ademas, en los meses previos al inicio de
este TFM, se obtuvieron plantas dobles mutantes de pérdida de funcion de PFD y LSm o Sm. Los
dobles mutantes muestran fenotipos sinérgicos con respecto a los parentales mutantes simples, lo que
sugiere una relacion funcional entre PFD y los genes que codifican las proteinas de los snRNP del
espliceosoma. Estudios mas intensivos en plantas con niveles de PFD disminuidos mostraron que los
niveles del SnRNA U6 se veian alterados (Esteve-Bruna, Blanco-Tourifian, Blazquez y Alabadi; sin

publicar).

La relacion entre las PFD y el procesamiento alternativo de mensajeros se confirmo al realizarse
un RNA-seq de alta cobertura con el mutante de pérdida de funcién pfd4, empleando el paguete de R
ASpli para su analisis (Mancini et al., 2016). Se observd que estos mutantes exhibian eventos de
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procesamiento alternativo tras un tratamiento en frio. Esto, junto con el conocimiento de que las
proteinas PFD interaccionan con las proteinas DELLA (Locascio et al., 2013), sugiri6 la posibilidad
de que las proteinas DELLA pudiesen regular de manera directa el procesamiento alternativo de

mensajeros.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, este TFM se planted en torno al objetivo principal de
que, como Ya se ha dicho, las proteinas DELLA puedan regular de manera directa el procesamiento
alternativo de mensajeros. Por lo tanto, y en base a lo expuesto, los objetivos concretos planteados en

este TFM son los siguientes:

- Confirmar las interacciones entre PFD y Sm.

- Encontrar y confirmar las interacciones ente DELLA y Sm/LSm.

- Estudiar las interacciones genéticas entre los mutantes della y sm/Ism.
- Validar dianas de procesamiento alternativo obtenidas por RNA-seq.

- Estudiar si la sefializacion por GA altera los niveles de los complejos Smy LSm.
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I1.1. Material bioldgico

11.1.1. Material vegetal

11.1.1.1. Arabidopsis thaliana.

En este trabajo se utilizd, como modelo experimental, la planta Arabidopsis, en concreto el
ecotipo Columbia-0 (Col-0). Todas las lineas mutantes y transgénicas utilizadas en este estudio se

encuentran en este fondo genético.

Las lineas mutantes usadas son gai-td1 rga-29 (cedida por el laboratorio de Stephen G. Thomas;
sin publicar), smd3b (Swaraz et al., 2011), Ism8-1 (Perea-Resa et al., 2012), dellaP (gai-t6 rga-28
rgl1-SK62 rgl2-SK54 rgl3-3; Park et al., 2013) y gai-1D (Park et al., 2013). Tanto gai-1D (Peng et
al., 1997) como gai-t6 (Oh et al., 2007) son lineas originalmente generadas en el ecotipo Landsberg

erecta (Ler) que posteriormente se introgresaron en el ecotipo Col-0.

Las lineas transgénicas son pLSm1A::LSm1A-GFP y pLSm8::LSm8-GFP (Perea-Resa et al.,
2012) y p35::LSm4-GFP, p35S::SmB-YFP, p35S::SmD1-CFP y p35S::SmD3-GFP (cedidas por el

laboratorio de Marcelo J. Yanovsky; sin publicar).

11.1.1.1.1. Esterilizacion, siembra y cultivo

Previo a la siembra de las semillas, éstas se esterilizaron mediante uno de los siguientes métodos,

en ambos encontrandose las semillas en tubos de microcentrifugas:

a) Esterilizacion con etanol: Se afiadié 1 ml de etanol 70% con Triton X-100 al 0,01% a cada
tubo y se dejo en agitacion suave durante 10 minutos. Posteriormente se retir6 el etanol 70%
y se afladié 1 ml de etanol 96%, dejando en agitacion suave durante 5 minutos. Finalmente se
deposito el mililitro de etanol junto con las semillas en un papel de filtro estéril, se dejaron
secar y se procedio6 con la siembra.

b) Esterilizacion con lejia: Se colocaron los tubos abiertos con las semillas en una campana de
cierre hermético. Para generar la atmdsfera apropiada se afiadié en un vaso de precipitados
100 ml de lejia 'y 3 ml de &cido clorhidrico (HCI) 37% y se cerrd la campana inmediatamente.
Se dejaron las semillas en este ambiente durante 6-14 horas.

Para la siembra de las semillas, se prepararon placas con medio MS (Murashige y Skoog, 1962)

suplementado con sacarosa 1% Yy se sembraron las semillas de manera uniforme. Las placas se

cerraron con Micropore, para permitir la transpiracion evitando posibles contaminaciones, y se
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estratificaron las semillas guardando las placas a 4 °C en oscuridad durante 3-7 dias. Pasado el tiempo

de estratificacion, se sacaron a germinar en camaras de cultivo en condiciones de dia largo o luz

continua (50-60

”“21051), a 22-24 °C durante 7-15 dfas.

m

11.1.1.1.2. Tratamiento con paclobutrazol y/o giberelinas

El tratamiento con PAC se realizd en placas con MS solido. Las semillas se dejaron germinar y
las plantulas crecieron durante 3 dias en medio MS estandar. Posteriormente se traspasaron a placas
con MS suplementadas con 10 uM PAC y se cultivaron en condiciones similares a las explicadas en

el apartado anterior durante 4 dias.

El tratamiento con GA se realizé en placas multipocillo con medio MS liquido suplementado con
50 uM GAa. El tratamiento se dio durante 4 horas en agitacion suave y a 22-24 °C. Las plantulas
usadas como control recibieron el mismo tratamiento pero sustituyendo la giberelina por etanol, el

disolvente usado para el preparado liquido de la hormona.
11.1.1.1.3. Obtencién de mutantes multiples

En el laboratorio se han realizado cruzamientos dirigidos entre mutantes de pérdida de funcion en
genes que codifican proteinas del espliceosoma (Ism8-1 y smd3b) y mutantes en genes DELLA (el
mutante de ganancia de funcion gai-1D introgresado en fondo Col-0 y el doble mutante de pérdida

de funcion gai-td1 rga-29).

Las semillas F1 se sembraron y cultivaron in vitro como se indica arriba. Dos plantulas F1
independientes se trasplantaron en macetas con turba:vermiculita:perlita en proporcion 1:1:1 tras 7-
14 dias de cultivo in vitro. Una vez producido el alzado (bolting), las plantas se tutoraron y se dejaron
autofecundar. Las semillas F> resultantes se sembraron de la misma manera. Se trasplantaron 22-44
plantas de cada familia F2 y a los dias se recogid tejido foliar para la extraccion de DNA y posterior

genotipado (véase apartado 11.2.1.2.) empleando los oligonucledtidos indicados en la Tabla 3.
11.1.1.2. Nicotiana benthamiana. Agroinfiltracion

Para la expresion transitoria de proteinas, por infiltracion de Agrobacterium thumefaciens, se usé
la planta Nicotiana benthamiana. Esta planta se usa por tener su sistema de RNA de interferencia
alterado permitiendo asi la sobreexpresion de las proteinas deseadas (Yang et al., 2004). Tres dias
antes de la infiltracién de hojas de N. benthamiana, se prepararon cultivos liquidos de A. thumefaciens
con las construcciones deseadas en LB suplementado con los antibi6ticos apropiados para la correcta

seleccién. El dia previo a la infiltracién cada cultivo se refrescé nuevamente en 5 ml de LB
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suplementado con los antibioticos oportunos (preinéculo). El dia de la infiltracion el preindculo se
centrifugd durante 20 minutos a 3000 rpm, las bacterias sedimentadas se resuspendieron en el medio
de infiltracion (1 mM MES, 0,1 mM MgCl; y 200 uM acetosiringona) y se incubaron durante 2-3
horas en oscuridad a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se prepararon los cultivos con las
combinaciones de interés y, con ayuda de jeringuillas de 1 ml, se infiltraron las hojas de N.
benthamiana (Li, 2013; protocolo modificado). Las plantas infiltradas se cultivaron en camaras de
cultivo durante 3 dias y posteriormente el tejido infiltrado se recogio y congel6 o se visualizo en el

microscopio confocal.
11.1.1.3. Recogida y machacado del tejido

Para la recogida del tejido vegetal (tanto de Arabidopsis como de N. benthamiana), el material
(las plantulas o las hojas infiltradas, respectivamente) se recogio y se guardo en bolsitas de papel de
aluminio que inmediatamente se sumergieron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta
su posterior uso. El triturado del tejido se hizo durante todo momento con material e instrumentos
enfriados con nitrégeno liquido, limitando asi toda posibilidad de accion de proteasas. EI material se
machaco en un mortero y el tejido pulverizado se recogio6 en tubos de microcentrifuga de 2 ml. Si el

tejido no se usé al momento se almacené a -80 °C.

11.1.2. Material microbioldgico
11.1.2.1. Escherichia coli. Transformacién, siembray cultivo

Las cepas de E. coli usadas en este trabajo son DH5a y DB3.1. Usamos E. coli como medio de
produccion y almacenamiento de plasmidos. La clonacion de los insertos de interés se realizé con los
sistemas Gateway (empleando la recombinasa LR 1l; Katzen, 2007; Invitrogen) y Goldenbraid 2.0
(Sarrion-Perdigones et al., 2013). Para transformar E. coli con nuestros plasmidos de interés
recurrimos al protocolo de transformacidn por electroporacion. Brevemente, en este protocolo
afiadimos a una alicuota de células electrocompetentes el DNA de interés. Las células se mantuvieron
a 4°C y se introdujeron en cubetas de electroporacion estériles. La electroporacion consistio en una
corriente eléctrica de 1500 V durante 5 ms. Tras el pulso se afiadié 180 pl de medio LB liquido por
cada transformacion y se recuperaron las bacterias en tubos de microcentrifuga. Se dejaron incubar
durante 1 hora a 37 °C en agitacion. Pasado este tiempo se vertid el contenido de cada tubo sobre una
placa con LB solido suplementada con el antibiotico correspondiente, ayudandonos de esferas de
vidrio previamente esterilizadas para sembrar de manera uniforme las bacterias. Los cultivos en placa

se realizaron a 37 °C durante 12-24 horas.
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11.1.2.2. Agrobacterium thumefaciens. Transformacion, siembray cultivo

La cepa utilizada de A. thumefaciens es C58. Utilizamos esta bacteria para realizar la infiltracion
en hojas de N. benthamiana. El protocolo de transformacion de esta bacteria fue similar al utilizado
en el caso de E. coli, pero la corriente aplicada fue de 1440 V y la incubacidn posterior se dio durante
2 horas a 28 °C. La siembra en placa es equivalente a la de E. coli, aunque el medio contenia méas
antibioticos (rifampicina y gentamicina, a los que la cepa utilizada es resistente) necesarios para la

seleccidn, y finalmente los cultivos en placa se realizaron durante 2 dias y a 28 °C.
11.1.2.3. Saccharomyces cerevisiae.

Las cepas de levadura que usamos para los experimentos de doble hibrido son en un principio
haploides y con doble auxotrofia para leucina y triptéfano, por lo que estas levaduras no podrian

crecer por si solas en un medio sin suplemento de estos dos aminoacidos. Las cepas son:

a) Y187, que se transformo con plasmidos pGADT7, que confieren a la levadura la enzima capaz
de sintetizar leucina. Asi, tras la transformacion, se cultivd en medio SD sin leucina para su
seleccidn por auxotrofia. En estos plasmidos hemos introducido las regiones codificantes de
genes LSm y Sm fusionadas al dominio de activacion (AD) de GAL4 (Tabla 1).

b) Y2HGold, esta cepa fue transformada con plasmidos pGBKT7, que confieren a la levadura la
enzima necesaria para sintetizar triptéfano, por lo que se cultivé en medio SD sin triptéfano
para su seleccion. A su vez, tenemos dos versiones del plasmido, una que contiene una version
truncada de RGA (RGA52) y otra que contiene una de GAI (M5GAL), que estan fusionadas
al sitio de union (BD) a DNA de GAL4 (Tabla 1).

11.1.2.3.1. Transformacion, siembra y cultivo
Para realizar la transformacién de levaduras utilizamos un protocolo que combina el choque
térmico junto a un tratamiento con polietilenglicol (PEG) (Schiestl y Gietz, 1989; protocolo

modificado). Es una combinacion de tratamientos con Acetato de Litio (LiAc), DNA de simple
cadena (ssDNA), choque térmico y PEG.
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Tabla 1. Cepas de levaduras y construcciones con los que han sido transformadas.

Cepa Vector Genes Dominio GAL4

Y187 pGADT7 Familia LSm AD

Y187 pGADT7 Familia Sm AD
Y2HGold pGBKT7 DELLA (M5GAI y RGA52) BD

La siembra de las levaduras transformadas se realizd en medio SD sélido suplementado con
glucosa, uracilo, histidina y otro aminoacido que permita la seleccion mediante auxotrofia. Es decir,
aquellas levaduras transformadas con los plasmidos que confieren la capacidad de sintetizar leucina
se sembraron en placas suplementadas con triptéfano, y viceversa. Del mismo modo que en la siembra
de bacterias, nos ayudamos de esferas de vidrio para distribuir las células de manera uniforme en la

placa. El cultivo se realiz6 durante 2-3 dias a 28 °C.

11.1.2.3.2. Apareamientos de células haploides y seleccion de diploides

Tras el cultivo de las levaduras haploides de interés se realiz6 su apareamiento para generar
diploides (mating) (Fields y Song, 1989). Para el apareamiento se inocularon una colonia de cada
cepa haploide en 0,5 ml de medio YPD. Este medio, escaso en nitrdgeno, induce la diploidizacion de
las levaduras. El tubo de microcentrifuga de cultivo permanecio durante 16 horas a 28 °C en agitacion.
Pasado este tiempo se sembré el cultivo en una placa de medio SD s6lido suplementado con glucosa,
histidina y uracilo, pero sin ninguno de los otros dos aminoacidos, para seleccionar solo las células
diploides que hayan incorporado ambos tipos de plasmidos y por lo tanto sean capaces de sintetizar
la leucina y el tript6fano. Las placas se cultivaron durante 2-3 dias a 28 °C.

11.1.2.3.3. Ensayo de doble hibrido y goteo

El ensayo de doble hibrido comenzo6 sembrando las nuevas cepas diploides en medio SD, éstas se
cultivaron durante 2 dias a 28 °C. Tras este tiempo, se tomaron muestras de los cultivos con puntas
de micropipeta y se resuspendieron en agua estéril. Se realizaron tres diluciones seriadas de las
levaduras resuspendidas en agua (1/10, 1/100 y 1/1000) y se depositaron 2,5 pl de cada dilucién y
cada combinacion en 4 placas diferentes. La primera corresponde al control de crecimiento, es una
placa de SD suplementada con glucosa, uracilo e histidina. La segunda es similar a la primera pero
sin histidina, si hay interaccion entre las proteinas la enzima producto del gen HIS3 se reconstituye y
es capaz de sintetizar histidina. La tercera y la cuarta son similares a la segunda pero con
concentraciones crecientes de 3-amino-1,2,4-triazol (3AT; 5 mM y 10 mM). EI 3AT es un inhibidor

competitivo de la enzima codificada por el gen HIS3 y se usa para evitar falsos positivos debido a la

Julian Calleja Cabrera



16 | MATERIALES Y METODOS

autoactivacion del gen HIS3. Una vez realizado el goteo, las placas se dejaron crecer durante unos 3-

10 dias siendo revisadas a diario para monitorizar el crecimiento de las levaduras.

11.2. Técnicas de Biologia Molecular y Celular

11.2.1. Estudio de &cidos nucleicos
11.2.1.1. RNA. Extraccion, retrotranscripcion a cDNA y validacion de dianas

Partiendo de aproximadamente 100 mg de material vegetal pulverizado por muestra, se utilizo el
kit Nucleospin® RNA Plant (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del proveedor. Como los
pasos posteriores a la extraccion del RNA implican andlisis por retrotranscripcion (RT) seguida de
PCR, se trataron las muestras con DNasas incluidas en el kit. EIl RNA precipitado en cada columna
se eluyo en 60 ul de agua y se midid la concentracion obtenida con un espectrofotémetro Nanodrop
(Thermo Scientific). Si no se realizé la RT inmediatamente después de la extraccion del RNA, las

muestras se guardaron a -80 °C.

En orden de obtener DNA complementario (cDNA) a partir de RNA, se llevo a cabo la RT con
el kit PrimeScript™ RT Reagent (Takara Bio Inc.) siguendo las recomendaciones del fabricante. Se
utilizaron oligonucle6tidos dT (2,5 uM) y 1 ug de RNA de cada muestra. Una vez obtenido el cDNA,

se hizo una dilucion 1/5 del mismo y, si no se usé inmediatamente, se conservo a -20 °C.

ElI cDNA obtenido fue usado para su amplificacion por PCR con los oligonucleétidos que se recogen
en la Tabla 3. En un volumen final de 20 ul se empled: 1 pl de muestra, tampon de reaccion 1X, 1
unidad de polimerasa (MyRedTaq, Bioline) y 0,4 uM de oligonucle6tidos. Las condiciones de PCR
se resumen en la Tabla 2. Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de agarosa del 1,5-2% para

poder diferenciar fragmentos con pequefias diferencias de tamafio.

Tabla 2. Condiciones generales de tiempos y temperaturas de los diferentes ciclos de reaccién de PCR.

N° de ciclos Temperatura Tiempo Funcion
1x 95 1 minuto Desnaturalizacion
95 15 segundos Desnaturalizacion
30-50x 55 20 segundos Anillamiento
72 30 segundos Elongacion
1x 72 7 minutos Elongacion
1x 4 00 Conservacion
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11.2.1.2. DNA gendmico. Extraccién y genotipado

Para extraer DNA genomico (JDNA) de Arabidopsis partimos de hojas retiradas de plantas en
desarrollo, que fueron congeladas en tubos de microcentrifuga, siguiendo el protocolo modificado de
(Edwards et al., 1991). Empleamos esferas de vidrio de 3 mm de diametro desechables para facilitar
el triturado del tejido. El tejido se macerd durante dos repeticiones de 90 segundos en el molino de
muestras (Mixer Mill 400; Retsch). Inmediatamente después se afiadieron 400 pl de tampdn de
extraccion (200 mM Tris-HCI pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA y 0,5% SDS) por muestra y se
sometio a agitacion breve en vortex. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm
durante 1 minuto, se recogieron 300 pl de cada sobrenadante y se mezclaron con otros 300 ul de
isopropanol en nuevos tubos de microcentrifuga. Se dejaron dichos tubos 2 minutos a temperatura
ambiente para que el DNA precipitara. A continuacion, se sometieron a una nueva centrifugacion a
13.000 rpm durante 5 minutos y se retiraron los sobrenadantes. Se dejaron secar los tubos, y
finalmente el DNA se resuspendié con 100 pl de agua destilada por tubo. Los DNA se almacenaron

a -20 °C hasta su uso posterior.

Para genotipar las mutaciones de DNA de transferencia (T-DNA) se llevaron a cabos dos
reacciones de PCR, ambas en las mismas condiciones (Tabla 2), con la Unica diferencia de los
oligonucledtidos utilizados. En una de las reacciones ambos oligonucle6tidos (LP y RP) flanquean el
lugar del gen donde se encuentra el T-DNA. En la otra, uno de los cebadores flanquea la zona de
insercién mientras que el otro se encuentra dentro del T-DNA (LBb1.3 0 LB1_SAIL). Los productos
de PCR se cargaron en geles de agarosa del 1% y se realizaron electroforesis para analizar mediante
las bandas observables en exposicion con ultravioleta si las plantas son silvestres o mutantes, y en el

segundo caso si la mutacion se encuentra en homocigosis o heterocigosis.

En el caso de gai-1D, que es un mutante delecional, s6lo se hizo una PCR con oligonucle6tidos
que flanguean la zona delecionada. Los productos de la PCR se cargaron en un gel de agarosa al 2%
para poder diferenciar el tamafio de las bandas de las plantas silvestres y las mutantes, presentando

las heterocigotas ambas bandas.

Los oligonucledtidos empleados para el genotipado de los mutantes utilizados en este trabajo se

encuentran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores disefiados para la amplificacion por PCR. Secuencia: secuencia nucleotidica en
direccion 5°—3’. Tm: temperatura de anillamiento del cebador. F, cebador forward; R, cebador reverse. LP,
left primer. RP, right primer. LB, left border.

Nombre Secuencia (5°—3) Tm (°C)
gai-td1-LP CGGTAACGGCATGGATGAG 60
gai-td1-RP AGCTTCGGCGAAGTAAGTAGC 61
rga-29-LP ATGAATGATGATTGAAGTGG 52
rga-29-RP TGGATTGCTTCTGCACAAGCC 61
. Ism8-1-LP GGCCTTGTCCTACAGTTCTTTG 62
8 Ism8-1-RP AAATACGGCCATTTGTTGATG 55
E gai-1D-F CTAGATCCGACATTGAAGGA 56
3 gai-1D-R TCAAGCTGCTCGAGTTTCTG 58
SmMD3B-LP AAACCCTAGAATGCGTGATCC 60
SmMD3B-RP ATGACAGAACCAAGAAAGGCG 60
LB1 SAIL TGGATAAATAGCCTTGCTTCC 57
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 53
ACT2-F AGTGGTCGTACAACCGGTATT 60
ACT2-R GAGGATAGCATGTGGAAGTGA 60
At1g09530-Alt5’ss-F AGTTACAGACGATTTGGTCCCCT 63
o AUGOYS30-AlLS'ssR GGTGTTGCGTTTTACAGAAACAAT 60
&  Atlgl5280-IR-F GCATGGTGGGGTTCCGACT 62
@ Atlgl5280-IRR CCTAAAGCTCCTGGACCAGC 63
S  Atlg52820-IR-F AGTGAAGCCAACACAAGACTCT 60
£ Atg52820-IR-R GACACGGTGATAAGGAGAGTG 61
S At4g02430-ES-F AGAACGATTTACGTCGGGAACC 62
At4g02430-ES-R AGTCATAACCATCACGGCCATA 60
At5g11330-IR-F TCCGAGTTCTCATTCCCTGAG 61
At5g11330-IR-R ACTTTCTTGCCTGACTTTAAACTG 60

11.2.1.3. DNA plasmidico. Extraccion y digestion

Para extraer el DNA plasmidico de E. coli partimos de 4 ml de cultivo liquido de cada colonia
de interés. 3 ml se usaron para realizar la extraccion de plasmidos y 1 ml se guardé para realizar el

glicerinado de la bacteria si el plasmido que contenia era el deseado. Se utilizé el kit Plasmid Mini
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Kit I (E.Z.N.A.) siguiendo las indicaciones marcadas por el proveedor para finalmente resuspender
los pldsmidos en 30 pl de tampdn TE. Se midié la concentracion obtenida mediante un

espectrofotometro Nanodrop. Los plasmidos se guardaron a -20 °C hasta su posterior uso.

Para comprobar que las bacterias han sido transformadas con el plasmido deseado se realizaron
digestiones con varias enzimas de restriccion. Las digestiones normalmente se realizaron a partir de
unos 500 pg de plasmido (en un volumen de 8,5 pl) a los que se le afiadieron 1 pl de tampon 10X y
0,5 ul de enzima. Se dejaron reaccionar durante 4-16 horas a 37 °C. Pasado el tiempo se cargaron los
productos de las digestiones en geles de agarosa del 1%, comprobandose asi los fragmentos generados
y sus tamafios de banda.

11.2.2. Estudio de proteinas
11.2.2.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas de tejido vegetal

Hemos utilizado dos protocolos para la extraccion de proteinas a partir del tejido vegetal
pulverizado (tanto de Arabidopsis como de N. benthamiana), obtenido como se indica en el apartado
11.1.1.4:

a) Extraccién en condiciones desnaturalizantes por Laemli: en cada tubo de microcentrifuga se
incorporaron aproximadamente 150 pg del tejido pulverizado y se le afiadieron otros 150 pl
de tampdn Laemli 2X (0,0675 M Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 25 % glicerol, 0,015 % azul de
bromofenol) con 1 M ditiotreitol (DTT). La mezcla se someti¢ a agitacion con vortex y se
hirvié durante 5 minutos. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. Se descart el precipitado, conservando el sobrenadante.

Para la cuantificacion de proteinas extraidas por este método se afiadieron 5 pl de cada
muestra a 20 pl de Laemli 1X. Para la realizacién de la curva de calibrado usamos 5 tubos
con diferentes concentraciones conocidas de albimina de suero bovino (BSA; 0, 0,2, 0,5, 1,1
y 1,5 pg/ul). 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 cuantificacion
de proteinas RC DCTM (BioRad). Se midio6 la absorbancia a 750 nm de los controles con
BSA para realizar en Excel la recta de calibrado. Del mismo modo, se midio la absorbancia
de las muestras y, con ayuda de la funcion resultante de la recta, se calcul6 la concentracion

total de proteinas.

b) Extraccion en condiciones no desnaturalizantes: con este método normalmente partimos de

unos 700 pg de tejido triturado a los que se le afiadié 1500 ul de tampon de extraccion (50
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mM Tris-HCI pH=7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton-X100 o NP40, 1 mM PMSF
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo, inhibidor de proteasas) y una mezcla comercial de
inhibidores de proteasas 1X (Roche)). Las mezclas se sometieron a agitacion con vortex y se
dejaron durante 15 minutos a 4 °C. Pasado el tiempo, se sometieron a dos centrifugaciones
consecutivas a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, descartando los precipitados tras cada
centrifugacion y quedadndonos con los sobrenadantes finales.

Para la cuantificacion, preparamos tubos con 1 ml de Bradford 1X (Bio-Rad) para cada
muestra, afladimos 5 pl de cada muestra de proteinas a los tubos con Bradford y se dejaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Pasado el tiempo de espera se midio la absorbancia
a 595 nm y se calculé la concentracion total de proteinas de cada una de nuestras muestras a

partir de una recta de calibrado estandar (Bradford, 1976).
11.2.2.2. Co-inmunoprecipitacion

Para el ensayo de Co-IP partimos de extractos de proteinas en condiciones no desnaturalizantes
de N. benthamiana infiltrada con los Agrobacterium que contienen los transgenes que sobreexpresan
las proteinas de fusion de interés que queremos confirmar si interaccionan, juntos y por separado. A

partir de los extractos de proteina se procedi6 con el protocolo de la IP:

a) Por un lado, preparamos los input, con 20 g de proteina total y el volumen necesario de
Laemli 4X con DTT, y se hirvieron durante 5 minutos.

b) Porotro lado, preparamos la IP. Al resto de cada extracto se le afiadio 50 pl de una solucion
gue contiene pequefias bolitas magnéticas que tienen adheridas a su superficie el
anticuerpo especifico de la proteina que queremos precipitar (a-GFP). Las mezclas se
dejaron en agitacion suave durante 2 horas a 4 °C. Pasado este tiempo se pasaron las
mezclas por las columnas del kit de Miltenyi (WuMACS™), adheridas a un soporte
magnético para retener a las bolitas magnéticas, tras cuatro lavados con 200 pL de tampdn
de extraccion se eluyeron las proteinas inmunoprecipitadas en 70 uLL de tampodn de elucion
(proporcionado por el fabricante).

En ambos casos, si las muestras de proteinas obtenidas no se usaron inmediatamente después, se

conservaron a -80 °C.
11.2.2.3. Western Blot

Los western blot se realizaron con los extractos proteicos, obtenidos por cualquiera de los 2

métodos explicados con anterioridad o las muestras resultantes de las IP. El primer paso del

Julian Calleja Cabrera



MATERIALES Y METODOS |21

experimento es la separacion de las proteinas por electroforesis en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El gel esta compuesto por dos fases distintas, la superior
es la fase de concentracion (de menor concentracion de acrilamida/bisacrilamida) y la inferior es la
de separacion (en este trabajo, siempre del 12,5% de acrilamida/bisacrilamida). Las electroforesis
fueron siempre a voltaje constante (140 V) durante aproximadamente 90 minutos a temperatura

ambiente

Tras la separacion, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Amersham™
Hybond™, GE Helthcare Life Sciences) previamente activadas con metanol. Las transferencias se
realizaron en condiciones himedas (la membrana y el gel permanecen sumergidos en tampén de
transferencia que esta continuamente circulando gracias a un agitador magnético), a 4 °C con un
voltaje de 100 V durante 1 hora. Terminada la transferencia se realiz6 la tincién con Ponceau S (0,1%
Ponceau S en 5% &cido acético), que tifie de manera inespecifica proteinas y permite observar las mas
abundantes en la membrana. Este proceso consistio en sumergir durante un breve periodo de tiempo

(5-10 minutos) las membranas en solucion Ponceau S y posteriormente realizar lavados con agua.

El siguiente paso del experimento consistid en el bloqueo de la membrana con una solucién (TBS
con 0,1% Tween 20 (TBS-T) + 5% leche en polvo) durante una hora en agitacion suave. Tras retirar
la solucion de blogueo se afiadié una solucién con el anticuerpo primario y se dejo hibridar el
anticuerpo en dos condiciones equivalentes, 1 hora a temperatura ambiente o 16 horas a 4°C. Los
anticuerpos primarios que hemos utilizado en este trabajo son dos: uno monoclonal a-GFP (JLS;
Clontech Laboratories) y otro dirigido ante el epitopo HA que lleva la peroxidasa de rabano (HRP)
conjugada (HA-HRP; Roche Applied Science). En ambos casos las soluciones preparadas fueron de
1:5000. Al retirar el anticuerpo primario se procedié a realizar 4 lavados consecutivos (de 15,5,5y
5 minutos respectivamente) con TBS-T. Si es necesario, se hibrid6 el anticuerpo secundario en las
mismas condiciones. El anticuerpo secundario que hemos utilizado, siempre que usamos como
primario JL8 (obtenido en raton), es el a-Mouse IgG-HRP (GE Healthcare; se obtiene en oveja y
Ileva conjugada la HRP) en solucion 1:10000. Tras los lavados de anticuerpos se realizo la deteccion
de las proteinas mediante el sistema de quimioluminiscencia “SuperSignal® West Femto Maximum
Sensitivity” (Thermo Scientific), asociado a la reaccion catalizada por la enzima HRP, siguiendo las
instrucciones del proveedor. Tras 5 minutos de reaccion observamos la presencia de proteinas

directamente sobre la membrana con ayuda del aparato LAS-3000 (FujiFilm).
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11.2.3. Microscopia confocal

11.2.3.1. Colocalizacion de proteinas en Nicotiana benthamiana

En orden de comprobar que las proteinas Sm (SmB y SmD1) colocalizan en el nucleo celular
con las proteinas DELLA (M5GAL), se llevaron a cabo infiltraciones de hojas de N. benthamiana con
diferentes construcciones conteniendo las proteinas Sm fusionadas a RFP y/o una construccion que
contiene M5GAI fusionada a YFP.

Pasados los 3 dias tras la infiltracion, el tejido se observé bajo el microscopio confocal Leica
TCS SL (Leica). Para ello, con la ayuda de un sacabocados, extrajimos muestras circulares de hojas
infiltradas, evitando en la medida de lo posible el tejido dafiado y la zona sobre la que se aplicd
directamente la jeringa. Las muestras del tejido se observaron directamente al microscopio en
portaobjetos con agua con el objetivo 40X (también con agua). Para excitar la GFP se emple6 un laser
de 488 nm, y para excitar la RFP uno de 561 nm. La emision generada por cada fluoréforo fue

recogida entre 509-553 nm y 593-643 nm, respectivamente.

Julian Calleja Cabrera



RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTADOS Y DISCUSION |23

I11.1. Las proteinas PFD y Sm interaccionan in planta

Para confirmar que las proteinas PFD y Sm interaccionan, se llevé a cabo una repeticion del
ensayo de doble hibrido previamente realizado en el laboratorio. Se usaron levaduras diploides,
obtenidas tras transformar cepas haploides con las proteinas de fusién BD-PFD (Y2HGold) y AD-
Sm (Y187). Tras el goteo en placas con y sin histidina, y en concentraciones crecientes de 3AT, se
confirmo que PFD3 es capaz de interaccionar con SmD1A y SmD2A, mientras que PFD6
interacciona con SmD1A (Figura 3A). No se observé crecimiento del resto de diploides en ausencia
de histidina, coincidiendo con el trabajo previo realizado en el laboratorio, por lo que dichas imagenes

no se incluyen en esta memoria.

Teniendo en cuenta los resultados del doble hibrido, se llevaron a cabo dos ensayos de Co-IP
para confirmar que las interacciones se daban también in planta. Se extrajeron proteinas de tejido de
N. benthamiana infiltrado con proteinas de fusion de PFD (YFP-PFD3 y PFD6-YFP) y/o SmD1A
(HA-SmD1A), se llevaron a cabo las IP y los western blot. En ambos casos la interaccion entre las
proteinas fue positiva (Figuras 3B y 3C), concluyéndose que PFD3 y PFD6 interaccionan in planta
con SmD1A.
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Figura 3. Confirmacién de la interaccion entre las proteinas PFD y Sm. (A) Resultado de las
interacciones positivas por doble hibrido. @: pGADT7 vacio. +/- H: con/sin histidina. (B-C) Ensayos de Co-
IP entre HA-SmD1A y (B) YFP-PFD3 o (C) PFD6-YFP.
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I11.2. Las proteinas Smy LSm interaccionan con las DELLA

111.2.1. Las proteinas Smy LSm interaccionan in vivo con las DELLA

El primer paso para cumplir el objetivo de este trabajo fue comprobar si las proteinas Smy LSm
son capaces de interaccionar con las proteinas DELLA. Antes de analizar si las proteinas
interaccionan in planta, recurrimos al empleo de un modelo experimental més simple. De igual
manera a lo contado en el punto I11.1., se llevaron a cabo ensayos de doble hibrido usando levaduras
diploides, obtenidas tras aparear cepas haploides con fusiones traduccionales del BD y versiones
delecionadas de las proteinas GAI y RGA (M5GAI y RGA52) (Y2HGold) y cepas con las fusiones
AD-Sm o AD-LSm (Y187), tal como se indica en el apartado 11.1.2.3.2. Estas versiones de las
DELLA tienen delecionado el dominio N-terminal, que es el causante de que las versiones enteras
activen la transcripcion por si solas en levadura, inhabilitdndolas para ensayos por doble hibrido.

En primer lugar, en cuanto a las interacciones directas entre las DELLA vy las proteinas Sm, se
observd que RGA es capaz de interaccionar con SmMD1A, SmEA, SmEB y SmGB; siendo estas
interacciones débiles. Con GAI se observaron resultados muy similares pero ademas aparecieron
nuevas interacciones con SmD2A y SmF (Figura 4). Cabe recalcar, sin embargo, que algunas de estas
interacciones son débiles ya que el crecimiento en ausencia de histidina no es mucho mayor del que

presenta el control negativo (@/BD-M5GAL), con cierta autoactivacion.
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Figura 4. Resultado de los goteos realizados con levaduras diploides que contienen BD-DELLA y AD-
Sm. @: pGADT?7 vacio. +/- H: con/sin histidina.
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En cuanto a las proteinas LSm, el resultado obtenido tanto con RGA como con GAI es el mismo,
tan solo LSm2 daba una sefial positiva en el ensayo, por lo que parece ser la Unica LSm que
interacciona directamente con las DELLA (Figura 5). No obstante, esta interaccion fue mucho mas
fuerte que las anteriores ya que, a diferencia de las levaduras diploides BD-DELLA/AD-Sm, las
levaduras diploides BD-DELLA/AD-LSm2 fueron capaces de crecer en placas sin histidinay 2,5 mM
de 3AT.

+H -H + 2,5 mM 3AT
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Figura 5. Resultado de los goteos realizados con levaduras diploides que contienen BD-DELLA y AD-
LSm. @: pGADT?7 vacio. +/- H: con/sin histidina.

111.2.2. Las proteinas Smy LSm interaccionan in planta con las DELLA

Tras observar que las proteinas DELLA son capaces de interaccionar in vivo de manera directa
con las proteinas del espliceosoma, se planted confirmar estos resultados mediante co-IP para
demostrar que las proteinas interaccionan in planta. Asi, decidimos comprobar mediante dicho
sistema las interacciones entre M5GAI y las proteinas SmD1A y LSm2. Como LSm2 puede formar
parte de los dos tipos de complejos LSm existentes (LSm1-7 y LSm2-8), también llevamos a cabo el
ensayo con las proteinas LSm1A y LSm8, para comprobar si las proteinas DELLA son capaces de
interaccionar in planta con los factores definitorios de los dos complejos LSm.

Las hojas de N. benthamiana fueron infiltradas con construcciones que sobreexpresan proteinas
de fusion de DELLA (YFP-M5GALI), Sm (HA-SmD1A) y/o LSm (LSm1-HA, LSm2-3xHA y LSm8-

HA). De este tejido infiltrado se extrajeron las proteinas con las que posteriormente se realizaron las
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IP y los western blot. En el caso de la interaccion entre M5GAI y SmD1A, podemos observar que la

interaccion da un resultado positivo (Figura 6).
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Figura 6. Ensayo de Co-IP entre HA-SmD1A e YFP-M5GA.

De igual manera, también se obtuvo un resultado positivo de la interaccidon entre M5GAI y LSm2

(Figura 7A), confirmandose dicha interaccion. Los patrones y tamafios de banda (50 kDa para YFP-

M5GAI y 14,2 kDa para LSm2-3xHA) son los esperados en Input e IP. Ademas, se observo que

M5GAI también podia interaccionar con LSm1A y LSm8 (Figuras 7B y 7 C, respectivamente).

Igualmente, las bandas indican que M5GAI y LSm1A y LSm8 interaccionan ya que en la IP estas

proteinas dan sefial en los carriles de las plantas infiltrada con ambas construcciones cuando la

membrana se hibrida con el anticuerpo anti-HA. Los tamafios de las bandas son los esperados, de 16
y 17 KDa para LSm1A-HA y LSm8-HA, respectivamente.
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Figura 7. Ensayos de Co-IP entre YFP-M5GAI y (A) LSm2-3xHA, (B) LSm1A-HA o (C) LSm8-HA.
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Con estos resultados podemos confirmar lo obtenido en el apartado 111.2.1., concluyendo que las
DELLA interaccionan in planta con las proteinas SmMD1A y LSm2. Ademas, las DELLA son capaces
de interaccionar con LSm1A y LSm8, elementos definitorios de cada uno de los dos complejos LSm
existentes (Figura 1). El hecho de que GAl interaccione con LSm1y LSm8 in planta y no en levadura
puede deberse a que la interaccion requiera de alguna modificacion post-traduccional en alguna de
las dos proteinas que no ocurra en la levadura, 0 que se requiera de alguna proteina adicional que

favorezca la interaccion y que esté presente unicamente en la hoja de N. benthamiana.

M5GAI es capaz de interaccionar no solo con LSm2, sino que también con LSm8 que forma
parte exclusivamente del complejo LSm nuclear que se une al snRNA U6 para formar una de las
SnRNP del espliceosoma (Mayes et al., 1999). Esto sugiere que las DELLA podrian tener un papel
regulatorio sobre el procesamiento alternativo en el nicleo. Pero, ademas, las DELLA también
podrian tener un papel sobre el decaimiento de mRNA en el citosol, al interaccionar con la proteina
LSm1, definitoria del complejo LSm citosolico encargada de este proceso (Olivas y Parker, 2000).

111.3. Mutantes multiples de interés obtenidos

Aunqgue uno de los objetivos concretos propuestos a la hora de la realizacion de este TFM era
estudiar las interacciones genéticas entre mutantes della y sm/Ism, la dificultad para la obtencién de
los mutantes multiples y la falta de tiempo nos impidié cumplir el objetivo. No obstante, hemos
avanzado considerablemente en la obtencién del material genético necesario para cumplir el objetivo

en un futuro.

Tal y como se indica en el apartado 11.1.1.1.3., las plantas F1 derivadas de los cruzamientos entre
los mutantes de interés se cultivaron y se dejaron autofecundar. En las siguientes generaciones (F2 y

F3), se genotiparon centenares de plantas para intentar obtener los genotipos deseados.

En cuanto a las combinaciones con el mutante smd3b, hemos podido obtener Unicamente plantas
homocigotas para el mutante gai-1D y heterocigotas para smd3b (gai-1D/gai-1D;SmD3B/smd3b) asi
como plantas con el siguiente genotipo que incluyen mutaciones nulas (gai-td1) o hipomorfas (rga-
29) de DELLA: GAl/gai-td1;rga-29/rga-29;SmD3B/smd3b.

Con respecto a las combinaciones con Ism8-1, por un lado, no hemos podido obtener los dobles
mutantes con el mutante de ganancia de funcién gai-1D, aunque si obtuvimos plantas de dos
genotipos (gai-1D/gai-1D;LSm8/Ism8-1 y gai-1D/GAI;lsm8-1/Ism8-1) en cuya descendencia

segregara el doble mutante en proporcion %. Por otro lado, si hemos podido obtener un individuo
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triple mutante de pérdida de funcion (gai-tdl/gai-td1;rga-29/rga-29;Ism8-1/Ism8-1) aunque no

hemos tenido tiempo para analizar sus fenotipos morfolégicos y moleculares.

Una vez se obtengan todos los multiples mutantes deseados en homocigosis, se estudiaran
fenotipos morfologicos y moleculares (por ejemplo, comprobacion de dianas de procesamiento
alternativo, véase més adelante). Dichos fenotipos podran ser muy interesantes para discriminar las

interacciones genéticas entre los genes GAl y RGA y los genes SmD3B y LSm8.

I11.4. Las proteinas SmB y SmD1 colocalizan con GAI

Para reforzar la hipotesis de que las proteinas DELLA tienen un papel en el procesamiento de
mensajeros, se llevé a cabo un ensayo de colocalizacidn de proteinas de fusion. Tras introducir estos
vectores en A. tumefaciens se realizo la agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana y se obtuvieron

las imagenes con el microscopio confocal.

Para ambos casos se usaron plantas control infiltradas solo con una de las lineas bacterianas
usadas. Las imagenes de dichas plantas no se incluyen en esta memoria ya que se comprobé que YFP-
M5GAI mostraba un patron similar a lo observable en la Figura 8A u 8D. Del mismo modo, tampoco
cambid la localizacion de RFP-SmB ni RFP-SmD1 cuando se infiltraron sin YFP-M5GAI y era
equivalente a lo que se observa en las Figuras 8B y 8E, respectivamente.

En las plantas coinfiltradas con las construcciones de M5GAI y SmB se puede observar que
ambas proteinas colocalizan en el nucleo (Figura 8C). Aunque se puede ver que M5GAI se localiza
también en el citosol (probablemente como consecuencia de elevados niveles de expresion; Figura
8A), la proteina SmB se localiza mayoritariamente en el nudcleo, mostrando ademas pequefios
agregados, o nuclear bodies (Figura 8B). Esta particularidad pudo observarse también en muchas

otras células en las que se expresaba RFP-SmB.

Por su parte, en las plantas infiltradas con M5GAI y SmD1 también se observa que ambas
proteinas colocalizan en el nacleo (Figura 8F). De igual manera que en los casos anteriores, M5GAI
muestra también localizacion en el citosol (Figura 8D) y SmD1 se localiza principalmente en el

nucleo presentando uno o varios nuclear bodies (Figura 8E).

Aunqgue nuestros resultados de doble hibrido sugieren que SmB no interacciona directamente con
las DELLA, forma parte del complejo nuclear Sm, y la colocalizacion observada con M5GAI es

compatible con una interaccion, aunque este resultado no es definitivo. La colocalizacion entre
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M5GAI y SmD1 es consecuente con la interaccion fisica observada in planta por co-IP, siendo una
prueba més a favor de que las proteinas DELLA interaccionan directamente con el complejo Sm, al
menos con SmD1. De igual manera a lo que ocurre con SmB, la formacion de agregados nucleares
de SmD1 ya habia sido descrita con anterioridad (Elvira-Matelot et al., 2016). Es de resaltar que
M5GAL esté excluido de esos nuclear bodies (Figura 8D y E), lo que sugiere que esta localizacién
particular responde a alguna funcion de SmD1 que no implica interaccién con DELLA.

Figura 8. Imagenes de microscopia confocal de células de la epidermis abaxial de hojas de N.
benthamiana agroinfiltradas. (A, B y C) Hoja infiltrada con YFP-M5GAI y RFP-SmB; (A) localizacion de
YFP-M5GAL, (B) localizacién de RFP-SmB y (C) colocalizacion de YFP-M5GAI y RFP-SmB. (D, Ey F)
Hoja infiltrada con YFP-M5GAI y RFP-SmD1; (D) localizacién de YFP-M5GAL, (E) localizacion de RFP-
SmD1 y (F) colocalizacién de YFP-M5GAI y RFP-SmD1.

Un experimento muy interesante para este trabajo, pero que no se realizé debido a la falta de
tiempo, es un ensayo similar que involucrase a las proteinas LSm. En particular a LSm1 que presenta
localizacion principalmente citosolica mientras que las DELLA son nucleares. Asi pues, la
interaccidn abre la posibilidad de que en presencia de DELLA, LSm1 pudiera acumularse también en
el ndcleo y que esto pudiera tener consecuencias en su actividad. De hecho, se ha descrito
reclutamiento de LSm1 a la cromatina y su participacion en elongacion transcripcional en levaduras

(Haimovich et al., 2013). Aunque nuestros resultados de doble hibrido sugieren que las DELLA no
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interaccionen directamente ni con LSm1 ni con LSmS8, si lo hacen con LSm2, comln a los dos

complejos. Estos ensayos se tendran en cuenta para el trabajo posterior a este TFM.

111.5. Las DELLA regulan el procesamiento alternativo de mensajeros

Durante la realizacion de este TFM, en el laboratorio se llevd a cabo un RNA-seq de alta
cobertura y pair-end del silvestre (Col-0) y el quintuple mutante dellaP tratados con PAC y sin tratar
(mock). Para encontrar eventos de procesamiento alternativo se usé el paquete ASpli. De esta manera,
se encontraron 193 eventos susceptibles a estar controlados por las DELLA. De esos 193, se
seleccionaron las dianas (eventos de procesamiento alternativo) mas claras para poder validarlas por

PCR semicuantitativa.

Con este fin se extrajo RNA de diferentes mutantes de interés de Arabidopsis y se sintetiz6 cDNA
a partir del mismo. Después se realizaron las PCR usando los oligonucle6tidos disefiados para cada
gen de interés, y ademas para el gen de control enddgeno o housekeeping ACTIN2 (ACT2). Los genes
housekeeping son genes cuya expresion no varia en las diferentes fases del desarrollo o en diferentes
situaciones ambientales y, por lo tanto, son ideales para usarlos como controles endégenos de
expresion génica. Tras realizar la electroforesis en geles de agarosa de los productos de PCR

analizamos los tamafios de banda y la cantidad relativa de DNA en cada una.

Primero se realiz6 la PCR de ACT2 para confirmar que la concentracion de cDNA en las
diferentes muestras es equivalente de una manera indirecta, comprobando que la cantidad de
transcritos de este gen es similar (Figura 9D). EIl primer gen validado fue At1g09530 (Figura 9A),
cuyo evento de procesamiento alternativo que queriamos comprobar era un Alt 5’ ss. Como se puede
observar en la Figura 9B, en el RNA-seq se vio que las plantas Col-0 expresan en mayor cantidad la
version alternativa de mayor tamafio cuando se ven sometidas a un tratamiento con PAC. Ademas,
en el mutante dellaP se ve aumentado aun més esta variante. Todos estos resultados se vieron
reflejados en la validacion (Figura 9C), al mostrar el Col-0 una mayor proporciéon de mensajeros de
version corta que el resto. A pesar de que el mutante dominante gai-1D, que es insensible a GA (debe
comportarse como el Col-0 tratado con PAC), muestra una mayor acumulacion de la version larga,
la proporcion sigue siendo favorable a la corta, igual que en el Col-0. Por el contrario, el cDNA
amplificado del mutante dellaP corresponde principalmente a la version larga, apuntando a que el
procesamiento correcto de este intron requiere la actividad DELLA.
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Figura 9. Validacion de un Alt 5° SS en At1g09530. (A) Dos variantes del modelo del gen, en las que
se observa la diferencia de tamano del primer intron que da lugar al Alt 5° SS. Las flechas negras indican la
posicién de los oligonucle6tidos utilizados. (B) Secuencing coverage del gen de las muestras incluidas en
el RNA-seq. (C) Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR del gen de interés con las
muestras de cDNA indicadas y gDNA. (D) Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR de
ACT2 en las mismas muestras que en C. Los nimeros blancos indican el tamafio del marcador en pares de
bases.

La siguiente diana fue un IR en el gen At1g52580 (Figura 10A). En la Figura 10B se ve como
Col-0 sin tratar y dellaP apenas retienen el intron. Sin embargo, Col-0 tratado con PAC retiene en
mayor medida el intron. Como se observa en la Figura 10C, la validacion vuelve a coincidir con los
datos obtenidos del RNA-seq, teniendo el mutante gai-1D una mayor proporcion de transcritos con
IR, mientras que Col-0 y dellaP tienen en mayor medida la version pequefia del transcrito. En este

caso, el correcto procesamiento requiere niveles bajos de DELLA.

Encontramos otra diana interesante en el gen At4g02430 (Figura 11A), en el que se observa un
evento de ES. En la Figura 11B se muestra que las plantas Col-0, tanto sin tratamiento como las
tratadas, tienen solo transcritos sin exclusion del exon. EI mutante dellaP, sin embargo, muestra una
mayor cantidad de este evento alternativo. Tal y como se muestra en la Figura 11C, tanto Col-0 como
el mutante gai-1D muestran un perfil similar, siendo el mutante dellaP quien muestra transcritos de
menor tamafio resultado de la exclusion del exén a estudio. Estos resultados nos indican que las
DELLA son necesarias para que este exdn no sea excluido del mensajero maduro, pero no son
limitantes, puesto que aumentando su cantidad con PAC o usando una DELLA hiperestable (gai-1D)

no se observa ningun efecto.
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Figura 10. Validacion de un IR en At1g52580. (A) Modelo del gen, en el que se indica el intron a
veces retenido. Las flechas negras indican la posicién de los oligonucledtidos utilizados. (B) Secuencing
coverage del gen de las muestras incluidas en el RNA-seq. (C) Electroforesis en gel de agarosa con los
productos de PCR del gen de interés con las muestras de cDNA indicadas y gDNA. Los nimeros blancos
indican el tamafo del marcador en pares de bases.
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Figura 11. Validacion de un ES en At4g02430. (A) Modelo del gen, en el que se indica el exdn a veces
excluido. Las flechas negras indican la posicion de los oligonucle6tidos utilizados. (B) Secuencing coverage
del gen de las muestras incluidas en el RNA-seq. (C) Electroforesis en gel de agarosa con los productos de
PCR del gen de interés con las muestras de cDNA indicadas y gDNA. Los numeros blancos indican el
tamafio del marcador en pares de bases.

En el RNA-seq se encontraron ademas una serie de dianas de procesamiento alternativo comunes
al mutante Ism8-1 en otros RNA-seq hechos en el laboratorio. Este mutante es de gran interés por
carecer de la proteina definitoria del complejo LSm nuclear. Se repitio la PCR del gen ACT2 para
confirmar que el nivel de expresion del gen de control endégeno era también similar al del resto de
muestras (Figura 12D). De los genes con eventos comunes destacaba At1g15280 (Figura 12A), que
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mostraba una IR. Las plantas Col-0 tratadas con PAC y sin tratar mostraban poca proporcion de
transcritos con el intrén retenido, el mutante dellaP parecia mostrar una total ausencia de IR y Ism8
una cantidad muy superior comparado con Col-0 (Figura 12B). Tanto el dellaP como Ism8-1 muestran
un fenotipo molecular similar al obtenido por RNA-seq, y aungue en el primero si se observa cierto
IR, es menor que el de Col-0 (Figura 12C). Se observo que el mutante gai-1D no muestra apenas IR
a diferencia de Col-0, cuando se esperaria un fenotipo opuesto similar al de Ism8, por lo que no
podemos sacar conclusiones claras acerca de la implicacion de las DELLA en el procesamiento de

este gen.
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Figura 12. Validacion de un IR en At1g15280. (A) Modelo del gen, en el que se indica el intron a vece
retenido. Las flechas negras indican la posicion de los oligonucle6tidos utilizados. (B) Secuencing coverag
del gen de las muestras incluidas en el RNA-seq. (C) Electroforesis en gel de agarosa con los productos d
PCR del gen de interés con las muestras de cDNA indicadas y gDNA. (D) Electroforesis en gel de agaros:
con los productos de PCR de ACT2 en las mismas muestras que en C. Los nimeros blancos indican el tamafi
del marcador en pares de bases.

Otro gen con un evento comun a Ism8-1 es At5g11330 (Figura 13A), tratdndose también de un
IR. Tras visualizar las lecturas obtenidas en este gen en los RNA-seq (Figura 13B), observamos que
Col-0 muestra una baja proporcion de transcritos con el evento. En el silvestre tratado con PAC la
proporcion de transcritos alternativos disminuye ligeramente. En cambio, en dellaP y Ism8-1 la
cantidad relativa de estos transcritos aumenta notablemente. Cuando validamos la diana (Figura 13C),
observamos que la banda que define al transcrito con IR es mas intensa en dellaP y Ism8-1, y que esta
banda es ligeramente mas tenue en gai-1D que en Col-0. De los resultados obtenidos en la validacion
de este evento se concluye que, al menos en este caso, la pérdida de funcién de las DELLA y LSm8
supone un fenotipo molecular semejante (mayor retencion de este intron), lo que sugiere que las
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DELLA podrian estar ayudando al espliceosoma a través de LSm8 a ejercer correctamente su funcion
en el contexto de la transcripcion de este gen.

Col-0_PAC

Col-0_mock

dellaP_PAC
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Figura 13. Validacion de un IR en At5g11330. (A) Modelo del gen, en el que se indica el intrén a
veces retenido. Las flechas negras indican la posicién de los oligonucledtidos utilizados. (B) Secuencing
coverage del gen de las muestras incluidas en el RNA-seq. (C) Electroforesis en gel de agarosa con los
productos de PCR del gen de interés con las muestras de cDNA indicadas y gDNA. Los nimeros blancos
indican el tamafo del marcador en pares de bases.

La validacion de las dianas de procesamiento alternativo es un resultado clave para cumplir el
objetivo del TFM. Hemos visto que tanto las plantas tratadas con PAC como los mutantes de los
genes DELLA sufren eventos alternativos de splicing. Un paso mas de este trabajo, que se realizara
de manera posterior al TFM, serd la basqueda de nuevas dianas comunes a diferentes mutantes del
espliceosoma y su posterior validacién. Esta validacién se podrd realizar mediante RT-PCR
cuantitativa, lo que nos permitira validar de una manera mas precisa y fiable otras dianas menos claras

que de ninguna manera se verian por PCR semicuantitativa.

I11.6. La sefializacidn de giberelinas altera la cantidad de proteinas Smy LSm

Habiendo comprobado que las DELLA interaccionan con proteinas del espliceosoma (apartado
I11.2) y que cambios en la abundancia de DELLA, ya sea por aumento (gai-1D o el silvestre tratado
con PAC) o disminucién de éstas (dellaP), provocan alteraciones en el procesamiento alternativo de
algunos genes (apartado 111.5.), nos preguntamos a continuacion cual podria ser la consecuencia para
los complejos Sm y LSm de su interaccion con las DELLA. Una hipotesis sencilla de probar es que

la interaccion con las DELLA estabiliza los complejos, y una prediccion seria que un mayor nivel de
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GA en las plantas (o lo que es lo mismo, niveles mas bajos de DELLA) provocaria una disminucion
en la cantidad de proteinas Sm y/o LSm. Por su parte, si se bloquease la sintesis de GA, permitiéndose
la acumulacion de las DELLA, encontrariamos un efecto contrario en el que aumentase la cantidad

de estas proteinas.

Para facilitar la realizacion del experimento, el mismo se dividio en dos ensayos diferentes. En
el primer ensayo se utilizaron las plantas transgénicas que disponiamos y que expresan proteinas de
fusion de diversas variantes de la GFP y proteinas Sm y LSm. Como se indica en el apartado 11.1.1.1.,
SmB-YFP, SmD1-CFP, SmD3-GFP y LSm4-GFP se encuentran bajo el control de un promotor
constitutivo, mientras que LSm1A-GFP y LSm8-GFP estan bajo el control de su promotor enddgeno.
Las plantas se cultivaron en dos condiciones diferentes, una condicién control en MS estandar y otra
condicion en el que las plantas crecieron los ultimos dias en MS suplementado con PAC (véase
apartado 11.1.1.1.2.). Se extrajeron proteinas de estas plantas y se realiz6 un western blot, efectuando
la tincidn de las membranas con Ponceau como control de que la cantidad de proteina cargada era
similar entre las diferentes muestras. Tras el revelado con quimioluminiscencia de las membranas
incubadas con el anticuerpo especifico (a-GFP), se comprobé que las bandas correspondientes a las
proteinas de fusion eran de los tamafios esperados; por su parte, el marcador se detect6 con epi-
iluminacion.

En el caso de las proteinas expresadas bajo control del promotor 35S, se puede observar en la
Figura 14A que el tratamiento con PAC causa una mayor acumulacion de las proteinas de fusion.
Aunque en algunos casos las diferencias con sus respectivos controles (cultivados en MS estandar)
no son muy grandes, la diferencia es muy clara para SmD1-CFP. No observamos cambios claros ni
en LSm1A-GFP ni el LSm8-GFP. Ademas en la Figura 14B se puede comparar la cantidad neta de
RbcL, la subunidad grande de la enzima RuBisCO, como control de que se ha cargado
aproximadamente la misma cantidad de proteina total en cada carril. En general se puede observar
que la intensidad de la banda correspondiente a la RbcL es mas o menos similar en todos los carriles.
No obstante, en la linea p35S::SmD1-CFP se observa que en el carril correspondiente a las plantas
sin tratar con PAC se cargd mucha méas cantidad de proteina total que en el de las plantas tratadas,
pese a que no se observo sefial de SmMD1-CFP cuando se realizo el revelado. Esto indica que el

tratamiento con PAC claramente provoca una mayor abundancia de esta proteina en las células.
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Figura 14. Western blot con a-GFP de lineas transgénicas de LSm y Sm tratadas y sin tratar con PAC.
(A) Revelado de las membranas por quimioluminescencia. (B) Escaneado de las membranas tras la tincion
Ponceau. mock: sin tratamiento. pac: tratamiento con PAC. Los ndmeros blancos indican el tamafio del
marcador en kDa.

En el segundo ensayo se utilizaron solo las lineas de sobreexpresion (SmB-YFP, SmD1-CFP,
SmD3-GFP y LSm4-GFP), las cuales nos dieron los resultados mas prometedores en el primer
ensayo. Cabe destacar, ademas, que el hecho de que las lineas de sobreexpresion empleen un
promotor constitutivo no regulado por GA indica que la acumulacion de las DELLA (tratamientos
con PAC) causa cambios a nivel post-transcripcional, lo que sugiere que la interaccién entre las
DELLA vy estas proteinas (apartado 111.2.) podria estabilizar los complejos Smy LSm.

En este caso las plantas se cultivaron en 4 condiciones diferentes: cultivo en MS estandar control,
cultivo en MS estandar con tratamiento con GAs (véase apartado 11.1.1.1.2.), y dos condiciones
similares a las anteriores (sin y con GAs) pero con plantas que habian crecido antes en MS
suplementado con PAC. De igual manera que en el ensayo anterior, tras los tratamientos se extrajeron
las proteinas y se realizo el western blot, tifiendo las membranas con Ponceau como control de
proteina cargada y comprobando en el revelado que los tamafios de las bandas correspondian a las

proteinas de fusion.

Como se observa en la Figura 15A, el tratamiento con PAC, independientemente del posterior

tratamiento con GA, causa una mayor acumulacion de las proteinas de fusion de SmD1y SmD3. Sin
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embargo, no se repitieron los resultados para SmB-YFP y LSm4-GFP (véase Figura 14). Las
diferencias pueden deberse, al menos parcialmente, al método de extraccion de proteinas. En el primer
caso se extrajeron en condiciones desnaturalizantes, mientras que en este caso se hizo en condiciones
nativas (el tampdn es menos agresivo y puede que la extraccion de las proteinas no sea tan eficiente

como en el caso del tampdn desnaturalizante).

En cuanto al tratamiento con GA en plantas cultivadas en MS estandar, tan solo observamos el
resultado esperado de manera clara en SmD3-GFP, mientras que en SmB-YFP la diferencia es muy
pequefiay en SmD1-CFP y LSm4-GFP parece no variar o ir en sentido contrario. En estos dos Ultimos
casos, comparando la cantidad neta de RbcL en la Figura 15B, se ve que la cantidad neta de proteina
cargada en el carril correspondiente a las plantas tratadas con GA es superior al resto de carriles de la
misma linea, por lo que no se puede asegurar que el tratamiento con GA provoque un aumento de la

cantidad de estas proteinas.

Por altimo, en cuanto al tratamiento con GA tras el tratamiento con PAC, apenas se observa en
algunos de los casos una ligera disminucion en la acumulacion de las proteinas de fusion, siendo los
casos mas visibles SmD1-CFP y LSm4-GFP. En el caso de SmD3-GFP se puede ver que, aunque en
la Figura 15A no haya diferencia de intensidad de banda, en la Figura 15B si que se ve que la cantidad
neta de proteina neta cargada es muy superior en el caso del tratamiento con GA. Concluimos que,
en estos casos, el tratamiento con GA de manera posterior al tratamiento con PAC parece provocar

una ligera disminucidn en los niveles de acumulacion de la proteina de fusion.

Cabe destacar que la sefializacion de GA oscila durante el dia (Arana et al., 2011) y los
experimentos se realizaron con plantas cultivadas en dia largo, sin tener en cuenta la hora del
tratamiento con GA. Las plantas son menos sensibles a las GA durante el dia, por lo que es probable
que los tratamientos no hayan sido lo efectivos que se esperaba. En el futuro se repetiran los
experimentos en plantas cultivadas en luz continua, donde la regulacion por el reloj circadiano esta

atenuada.
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Figura 15. Western blot con a-GFP de lineas transgénicas de LSm y Sm tratadas y sin tratar con PAC
y/o GAs. (A) Revelado de las membranas por quimioluminescencia. (B) Escaneado de las membranas tras
la tincion Ponceau. mock: sin tratamiento. pac: tratamiento con PAC. MS + mock: cultivo en MS estandar y
sin tratamiento con GAs. MS + GAg: cultivo en MS estandar y tratamiento con GAs. PAC + mock: cultivo
en MS suplementado con PAC y sin tratamiento con GAs. PAC + GAa: cultivo en MS suplementado con
PAC y sin tratamiento con GAs. Los numeros blancos indican el tamafio del marcador en KDa.

Con este Ultimo experimento observamos que la sefializacion de GA altera, en mayor 0 menor
medida, los niveles de proteinas Sm y LSm. En general la ausencia de esta hormona y, como
consecuencia, la acumulacion de proteinas DELLA conlleva un aumento de los niveles de estas
proteinas. Si la hormona esta presente, y por lo tanto las DELLA se degradan, los niveles de estas

proteinas disminuyen.

Con el fin de confirmar estos resultados, habria que repetir el experimento realizando una serie
de cambios. Por un lado, como ya hemos dicho, habria que cultivar las plantas en luz continua.
Ademas, podriamos aumentar la dosis de GAz (concentracion y/o tiempo) para obtener unos
resultados més robustos. Finalmente, se deberian analizar las imégenes de manera cuantitativa
comparando las intensidades de las bandas de las proteinas de fusién y compararlas con las de la
RbcL.

Adicionalmente, seria interesante comprobar si la sefializacion por GA afecta a la localizacion
subcelular de los complejos. Para ello, las mismas lineas transgénicas se podrian cultivar mediante
los 4 tratamientos que hemos utilizado. Tras los tratamientos, observariamos mediante microscopia

confocal la localizacién subcelular de las proteinas de fusion en cada tratamiento.
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En cualquier caso, los resultados de este apartado, junto con los del apartado anterior (111.5.),
sugieren que las proteinas DELLA tienen un papel directo en el procesamiento alternativo. Asi, las
DELLA podrian estabilizar a las proteinas Sm y LSm, lo que afectaria a la formacion y funcion del
espliceosoma. Cuando los niveles de las DELLA no son los fisiologicos, al alterarse los niveles de
proteinas Sm y LSm, el espliceosoma no se formaria correctamente y se podrian producir eventos de

procesamiento alternativo.
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Las proteinas PFD3 y PFD6 interaccionan directamente con SmD1A. Estas dos interacciones
las hemos confirmado in planta. Ademas, PFD3 interacciona directamente con SmD2A.

Las proteinas DELLA interaccionan directamente con las proteinas SmD1A, SmEA, SmEB,
SmGB, SmD2A y SmF en ensayos de doble hibrido en levadura. Ademas, se ha observado
que la DELLA M5GAI interacciona in planta con SmD1A y que dicha interaccion ocurre en

el ndcleo.

Las proteinas DELLA interaccionan directamente con la proteina LSm2. Ademas, la DELLA
M5GALI interacciona in planta con esta proteina, y también con las proteinas definitorias de

los dos complejos LSm, LSm1y LSm8.

Las proteinas DELLA parecen estabilizar algunas proteinas Sm y LSm y esto tiene

consecuencias en el procesamiento alternativo de algunos mensajeros.
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