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Introduccion

I. INTRODUCCION

I.1. LAS INTERACCIONES PROTEICAS

En la actualidad, es dificil comprender la actividad bioldgica de las proteinas de manera
aislada, ya que la mayoria de las rutas funcionales y procesos celulares estdn determinados
por asociaciones proteicas. De hecho, se estima que en el hombre un 80% de las proteinas
ejercen su funcion correctamente gracias a las interacciones proteicas (Berggard et al., 2007).
Los andlisis de las interacciones proteicas a gran escala generan una gran cantidad de
informacion que es integrada en diferentes bases de datos y da lugar a complejas redes de
proteinas que son representadas en mapas de interacciones proteicas o interactomas. A través
del andlisis de estos complicados interactomas, se ha llegado a proponer que la complejidad
de los organismos no depende Unicamente del nimero de proteinas codificadas en sus
genomas, sino que también estd relacionada con el niumero de interacciones que existen entre
las proteinas de ese organismo, de forma que su complejidad aumenta a medida que muestra
mayor numero de interacciones (Claverie., 2001).

Los complejos de proteinas son responsables de un sinfin de funciones, como por ejemplo
la replicacion del ADN, la transcripcion, la secrecion de proteinas, el control del ciclo celular,
la transduccion de senales, las reacciones del metabolismo secundario, el control
postranscripcional de distintas actividades proteicas, el transporte de sustancias y el
mantenimiento homeostatico (Phizicky et al., 1995; Brohée et al., 2006). Por este motivo, las
interacciones proteicas son imprescindibles para el buen funcionamiento de células, tejidos,
organos y organismos, y su formacién y composicion deben estar controladas rigurosamente
para evitar interacciones proteicas aleatorias.

Para que tenga lugar la interaccidon entre proteinas el proceso debe ser energéticamente
favorable. Dado que las proteinas pierden entropia al interaccionar, esta pérdida es
compensada por dos factores principales: el incremento de entropia de las moléculas de
solvente que son expulsadas de la interfase recién formada y el incremento de entalpia
correspondiente a la formacion de nuevos enlaces de hidrogeno, de interacciones de Van der
Waals y puentes salinos en la nueva interfase (Levy et al., 2008).

Con frecuencia, las interacciones proteicas también estan reguladas por la union de otras
moléculas (4cidos nucleicos, iones como el Ca®’, etc.) que alteran la afinidad de las proteinas

en funcion de las necesidades de la célula (Berggérd et al., 2007).
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Las condiciones fisicoquimicas mencionadas no son suficientes para que se lleve a cabo
una interaccidon entre proteinas a nivel celular sino que, ademds, es necesario que las
proteinas que interaccionan coincidan temporal y espacialmente. Esta colocalizaciéon y
cotemporalidad estdn finamente reguladas permitiendo un eficaz control sobre el momento y
el lugar en que tienen lugar las interacciones proteicas (Wang et al., 2009).

El andlisis de las interacciones proteicas representa en la actualidad un activo tema de
estudio ya que proporciona una gran cantidad de informacion sobre los complejos que se
forman y de las proteinas que participan en ellos. En el caso de proteinas no caracterizadas
funcionalmente, el estudio de sus interacciones proteicas sirve de punto de partida para

elucidar cudl es su funcion, su regulacion y su localizacion (Phizicky et al., 1995).

I.1.1 Tipos de interacciones proteicas.

Las interacciones proteicas se pueden clasificar en dos grandes grupos:
- Interacciones proteicas directas o fisicas.

- Interacciones proteicas indirectas o funcionales.

Las interacciones proteicas directas:

Se denominan interacciones proteicas directas o fisicas aquellas en las que las proteinas
participes estan en contacto a través de superficies proteicas determinadas. Dependiendo de su
estabilidad, de su composiciéon o de su especificidad se pueden describir varios tipos de
interacciones proteicas directas. Estas interacciones pueden dar distintos tipos de complejos
que también se describen a continuacion.

Atendiendo a la estabilidad de la interaccion o al tiempo de vida del complejo formado, las
interacciones se pueden distinguir entre interacciones permanentes € interacciones
transitorias. Mientras que en las interacciones permanentes las proteinas pueden formar
complejos proteicos estables y las proteinas que interaccionan son subunidades proteicas de
un complejo que desempefia una determinada funcidn; en las interacciones transitorias las
proteinas se unen solamente de forma pasajera. Las interacciones transitorias son de caracter
mas polar y tienen lugar en zonas de contacto mas pequeiias que las interacciones transitorias
(Nooren et al., 2003; Levy et al., 2008).

Un claro ejemplo de interaccion permanente es el complejo del poro, formado por

complicados ensamblajes de polipéptidos que atraviesan la membrana nuclear para permitir el
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transporte de moléculas entre el citoplasma y el nucleo (Phizicky et al., 1995; De las Rivas et
al., 2004).

Por otra parte, numerosos procesos biologicos, entre los que destacan las modificaciones
proteicas como fosforilacion/defosforilacion, metilacion, acetilacion o proteolisis especifica,
son dependientes de interacciones proteicas transitorias. Las interacciones transitorias también
regulan gran variedad de procesos fundamentales como el crecimiento, el ciclo celular, las
reacciones metabolicas, la regulacion transcripcional, las cascadas de senalizacion y el
reclutamiento de proteinas en la formacion y destruccion de estructuras temporales (Phizicky

et al., 1995, De las Rivas et al., 2004; Ghavidel et al., 2005).

Otro aspecto que diferencia las diversas interacciones es la especificidad. Las proteinas
pueden interaccionar a través de una superficie de interaccidon muy concreta y especifica que
es complementaria con la superficie de la proteina a la que se une. Alternativamente, las
proteinas también pueden interaccionar de manera menos especifica, lo que permite que una
proteina determinada pueda formar multiples parejas de interaccion. Estas proteinas con baja
especificidad “compiten” o comparten la misma superficie o superficies superpuestas de
interaccion. Las interacciones de baja especificidad son comunes y abundantes entre las
interacciones proteicas y hacen posible que distintas proteinas interaccionen con una misma
proteina y puedan desarrollar una misma funcién, funciones muy similares o distintas
funciones.

A este respecto, hay que resaltar que la especificidad de las interacciones in vivo no
depende solo de la complementariedad de la estructura y los componentes fisico-quimicos de
la superficie de unién, sino que hay que tener en cuenta otros factores que regulan la
especificidad a nivel celular como son la coexpresion, la colocalizacion, la concentracion de
proteinas competidoras o la concentracion de determinadas moléculas que alteran o modifican

la estructura proteica (Nooren et al., 2003).

Cuando se considera el tipo de proteinas que forman la interaccidn, las interacciones
pueden ser homoproteicas cuando estan formadas por un unico tipo de proteina o
heteroproteicas cuando las proteinas que interaccionan son distintas.

Entre las proteinas que forman estructuras homoméricas destacan un gran nimero
proteinas transportadoras, proteinas “scaffold” y enzimas. La formacién de complejos

homoméricos confiere ventajas adicionales en términos de regulacion, ya que permite el
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control de su actividad en funcion de la concentracion de ligandos o de la concentracion de la
proteina que forma el complejo.

Las interacciones heteroproteicas son mas numerosas que las homoméricas y se
caracterizan por estar involucradas en funciones tan relevantes como la transduccion de
sefiales, la induccién de cambios conformacionales en las proteinas, la degradacion proteica,

el control del equilibrio osmoético, etc. (Royer., 1999).

Por ultimo, si se atiende a la dependencia que muestran las proteinas con la interaccion en
la que participan, se observa que existe una gradacion entre aquellas proteinas que son
totalmente dependientes de la interaccion en la que participan al no ser funcionales y en
algunos casos estables cuando se encuentran en forma de mondmeros, y aquellas que, en
cambio, no dependen de las interacciones en las que participan siendo estables y funcionales a

nivel individual (Nooren et al., 2003).

Las interacciones proteicas indirectas o funcionales:

Este tipo de interacciones son aquellas en las que no existe evidencia de interaccion fisica
entre las proteinas estudiadas pero existe evidencia de algin tipo de relacion funcional,
temporal y/o espacial.

Asi, este tipo de interacciones pueden afectar a proteinas metabolicamente relacionadas
que forman parte de una misma ruta biosintética; a proteinas genéticamente relacionadas a
través de mecanismos de coexpresion o corregulacion; o a proteinas que estan ubicadas en el
mismo compartimento celular.

Aunque las interacciones indirectas no se pueden entender en sentido estricto como
interacciones, su conocimiento puede contribuir a la identificacion de nuevas interacciones

fisicas (De las Rivas., 2004).

1.1.2. Métodos para el estudio de las interacciones entre proteinas.

El interés por el estudio de las interacciones proteicas ha potenciado el desarrollo de una
variedad de técnicas de analisis de interacciones que pueden basarse en métodos
experimentales (empiricos) o métodos computacionales (tedricos) que predicen posibles
interacciones proteicas. La eleccion de un determinado método para el analisis de
interacciones proteicas depende principalmente del tipo de proteinas, ya que influyen factores

como la solubilidad, la localizacidon, la estructura, el nivel o el tiempo de expresion
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caracteristicos de cada proteina. Ademas, también es importante para la seleccion del método
de andlisis el nimero de proteinas que se quiere analizar, ya que existen métodos adecuados
para el estudio de la interaccion de parejas proteicas y métodos destinados al ensayo de un
conjunto numeroso de proteinas que interaccionan con una proteina de interés. También se
han desarrollado estrategias especificas segun la magnitud de las proteinas en estudio que
abarcan desde un numero reducido de proteinas a ensayos “0micos” que incluyen todas, o una

gran parte, de las proteinas de un organismo.

I.1.2.a. Métodos computacionales para el analisis de las interacciones proteicas.

La comprension de las funciones de las proteinas codificadas y sus interacciones es una
parte fundamental en el analisis funcional de un genoma. Los recientes avances en el analisis
experimental de las interacciones proteicas y la aplicacion de estrategias “Omicas” aportan
una gran cantidad de resultados e informacién. Sin embargo, ninguna técnica experimental es
capaz por si sola de detectar todas las interacciones proteicas y, ademas, los datos obtenidos
utilizando distintas técnicas experimentales son a veces contradictorios, poniendo de
manifiesto las limitaciones de las aproximaciones exclusivamente empiricas (Bader et al.,
2002; von Mering ef al., 2002).

Por estos motivos, se estan desarrollando métodos computacionales que, basados en
modelos teéricos obtenidos a partir de ensayos empiricos, son capaces de predecir posibles
interacciones proteicas.

Las aproximaciones computacionales son de gran utilidad tanto como punto de partida en
la busqueda de interacciones entre proteinas, como para validar resultados experimentales y
para aportar informacién en aquellos casos en los que no es factible la aplicacion de los
métodos experimentales. Ademas, la aplicacion de métodos tedricos es menos costosa y
resulta més répida y sencilla que la de métodos experimentales.

Los métodos computacionales de interacciones proteicas pueden ser clasificados en dos
grandes grupos en funcion de si estdn basados o no en la estructura proteica (Szilagyi et al.,
2005).

Los métodos no basados en la estructura proteica requieren un conocimiento biologico a
priori que puede consistir en la conservacion de diferentes tipos de contextos gendomicos
como la presencia o ausencia de determinados grupos de genes en especies relacionadas
(perfiles filogenéticos), la conservacion de genes vecinos en bacterias y arqueobacterias

(conservacion del contexto genomico local), o la presencia de genes cuyos homologos en
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otros organismos se encuentran fusionados (andlisis de fusiones génicas) (Huynen et al,
2000, Shoemaker et al., 2007; Lewis et al., 2010).

Si bien estos métodos predicen con bastante precision la existencia de genes que estan
funcionalmente relacionados, su extrapolacion a la existencia de una interaccion fisica entre
las proteinas codificadas es dudosa. Aun asi, estos métodos pueden tener cierta utilidad ya que
se ha demostrado que un 63% de las parejas de proteinas codificadas por genes vecinos y que
estan conservados en organismos filogenéticamente alejados interaccionan fisicamente, bien
de forma directa (30%) o indirecta (33%) (Huynen et al., 2000). En el mismo sentido, también
se han aportado evidencias de que un 55% de las proteinas de Mycoplasma genitalium,
fusionadas en otros organismos pero no en Mycoplasma, interaccionan fisicamente de forma
directa (Huynen et al., 2000).

Otra clase de métodos no basados en la estructura proteica parten de la premisa de que las
parejas de proteinas que interaccionan fisicamente han de evolucionar de forma coordinada
para preservar los contactos entre ellas. Esta clase de métodos, que probablemente son
capaces de predecir relaciones no solamente funcionales sino también fisicas, pueden basarse
en el hecho de que los arboles filogenéticos de las proteinas que interaccionan fisicamente
poseen un mayor grado de similitud que el de las proteinas que no muestran interaccion
(similitud de arbol filogenético o mirrortree) (Pazos et al., 2001; Juan et al., 2008). También
pueden estar basados en la hipdtesis de que la coadaptacion de las proteinas que interaccionan
entre si puede ser detectada por la presencia de mutaciones compensatorias en los
correspondientes homodlogos de diferentes especies (dos hibridos in silico) (Pazos et al.,
2002). Incluso, estos métodos pueden estar basados en la observacion de que las proteinas que
interaccionan suelen presentar un patrén de expresion similar para mantener la estequiometria
adecuada (coevolucién de la expresion génica) (Szilagyi et al., 2005).

Todos estos métodos no basados en la estructura proteica dependen de la comparacion de
secuencias (nucledtidos o aminoacidos) y, por tanto, su eficacia estd determinada por el

numero de secuencias de genomas disponibles.

La otra clase de métodos computacionales estdn basados en la estructura proteica y
requieren el conocimiento previo de la estructura de una proteina homologa o de algin
complejo del que esta forme parte; motivo por el que su aplicacion es muy restringida y esta
limitada a proteinas de estructura conocida.

Algunos de estos métodos parten de estructuras conocidas, cuyos componentes son

homologos o similares a aquellas proteinas cuyas estructuras e interacciones seran modeladas
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teniendo, como base, su semejanza. El fundamento en el que se sustentan estas
aproximaciones es que la informacion de la interaccion de un complejo puede ser extrapolada
a los homologos de las proteinas de dicho complejo. De hecho, se ha demostrado que los
homologos con una identidad superior al 30-40% casi siempre interaccionan del mismo modo
(Aloy et al., 2003). Otros métodos, como Multiprospector y M-Tasser, pretenden predecir
interacciones entre proteinas cuya estructura es desconocida a través de sucesivas etapas de
modelizacion de la estructura cuaternaria de las proteinas y de los posibles complejos
basandose en plegamientos estructurales conocidos (“multimeric threading™) (Lu et al., 2002;
Chen et al., 2008; Tuncbag et al., 2011). Por tltimo, otros métodos, denominados “docking”,
han sido disefiados para predecir la estructura tridimensional nativa de un complejo proteico
multimérico a partir de las coordenadas atdmicas de las proteinas que lo componen. Aunque
estos métodos pueden beneficiarse de datos experimentales previos como los sitios de unién o
los residuos implicados en las interacciones, también pueden proponer modelos probables del
complejo sin ningln tipo de informacion previa. Todos los métodos de “docking” se basan en
la premisa de que las proteinas que interaccionan deben poseer cierto grado de

complementariedad en sus formas que permitan el acoplamiento (Smith et al., 2002).

1.1.2.b. Métodos experimentales para el estudio de interacciones proteicas

Las técnicas experimentales para el ensayo de interacciones de proteinas pueden basarse en
el uso de células enteras vivas (in vivo) o en el uso de extractos celulares mas o menos
complejos (in vitro). Mientras que esta clasificacion estd bien definida para algunos métodos,
otros han ido evolucionando hasta adaptarse a estrategias ttiles tanto para su aplicacion in

Vivo como in vitro.

1.1.2.b.1. Métodos in vitro o bioquimico-biofisicos.

Entre los métodos in vitro se pueden destacar:

o Coinmunoprecipitacion. Este ensayo se basa en la técnica de
inmunoprecipitacion por afinidad de una proteina, generalmente etiquetada, que permite la
coprecipitacion selectiva de las proteinas que interaccionan con ella (Adams et al., 2005).

La técnica de coinmunoprecipitacion permite analizar tanto la interaccion cruzada de
una pareja de proteinas, en cuyo caso es frecuente el marcaje de las dos proteinas con

epitopos distintos, como la del conjunto de proteinas que interaccionan con una
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determinada proteina. En este Gltimo caso, las proteinas coinmunoprecipitadas deben ser a
continuacion identificadas por métodos analiticos adecuados como la espectrometria de
masas.

La coinmunoprecipitacion es una de las técnicas mas utilizadas y fiables en el analisis de
interacciones fisicas entre proteinas, siendo una de sus mayores ventajas el poder estudiar
las interacciones proteicas de manera endogena, utilizando proteinas controladas por su
propio promotor lo que evita los posibles problemas derivados de la sobreexpresion de las
proteinas objeto de estudio (Berggérd ef al., 2007; Miernyk et al., 2008).

. Ensayos “pull down”. Es una técnica similar a la coinmunoprecipitacion en la
que se utiliza una proteina cebo en lugar de un anticuerpo. La proteina cebo es etiquetada
y capturada mediante un ligando de afinidad a una matriz, generandose asi una matriz de
afinidad secundaria para la purificacion de otras proteinas que interaccionen con la
proteina cebo. Esta matriz es incubada con un extracto proteico que contiene las posibles
proteinas “presa” y que, tras su captura, son posteriormente eluidas para su estudio.

Este técnica es adecuada tanto para el analisis de interacciones transitorias fuertes como
interacciones estables; aunque no es eficaz en el andlisis de interacciones transitorias
débiles (Einarson et al., 2005).

. TAP (Tandem Affinity Purification). Es una variante de la precipitacion por
afinidad en el que la proteina diana es etiquetada con un dominio denominado TAP que
consta de dos sitios de unién de la inmunoglobulina G de la proteina A de Staphylococcus
aureus, una secuencia de reconocimiento de la proteasa TEV y un péptido de union a
calmodulina. La proteina marcada y las proteinas que interaccionan con ella forman un
complejo que sera retenido selectivamente por el paso sucesivo a través de dos columnas
de afinidad, una de IgG y otra de calmodulina. El método permite la purificaciéon de
complejos proteicos en condiciones nativas y niveles de expresion génica naturales (Puig
et al., 2001, Kuroda et al., 2006). Como en el caso anterior, las proteinas que
interaccionan con la proteina marcada pueden ser identificadas posteriormente por
técnicas como la espectrometria de masas.

. Analisis Far-Western: Esta técnica se basa en la técnica Western blot
convencional en la que las proteinas de un extracto son separadas por electroforesis en gel,
transferidas a una membrana e identificadas con un anticuerpo especifico. A diferencia del
Western blot, el Far-Western no utiliza un anticuerpo como sonda sino una proteina cebo

marcada (con un epitopo o radioactividad). La proteina cebo es capaz de identificar a las
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proteinas presa inmobilizadas en la membrana a través de su union. Una de las mayores
desventajas de esta técnica es que se requiere una gran cantidad de proteina cebo
purificada; lo que generalmente se consigue mediante su expresion heterologa en
Escherichia coli (Wu et al., 2007; Machida et al., 2009).

o Arrays o Chips de proteinas. A semejanza de los Chips de ADN
convencionales, esta técnica consiste en la inmovilizacion de proteinas, anticuerpos,
péptidos o carbohidratos en chips o arrays. La incubacion de los chips de proteinas con
proteinas marcadas en solucién permitird identificar a las proteinas o péptidos a los que
son capaces de unirse. El principal inconveniente de esta técnica es la ausencia de un
contexto fisiologico adecuado en el que se efectiien las interacciones, lo que puede
propiciar la obtencion de numerosos resultados falsos (Coleman et al., 2007; Pieroni et al.,
2008).

J “Label transfer/cross-linking” quimico. Esta técnica consiste en la union de
un conector o “cross-linker” especifico a una proteina purificada. Este conector es capaz
de reaccionar y establecer un enlace covalente con otra proteina que se encuentre muy
proxima. La proximidad necesaria para activar el conector implica la interaccién de ambas
proteinas por lo que es un método muy apropiado para la deteccion de interacciones
transitorias o de baja afinidad (Fancy., 2000; Berggérd et al., 2007).

Aunque esta técnica clasicamente se engloba como un método in vitro, actualmente se
han adaptado técnicas basadas en el “label transfer/cross-linking” quimico para su uso en
el analisis de interacciones de proteinas in vivo (Alaedini et al., 1999; Nadeau et al.,
2005).

° Espectroscopia de Resonancia de plasmones superficiales (SPR). Esta técnica
consiste en el andlisis de los pequefios cambios que existen en los indices de refraccion de
una luz laser emitida sobre una superficie, tipicamente una ldmina de oro o plata, en la que
esta unida la proteina o proteinas de interés cuando se pone en contacto con un extracto
proteico. La formacion de complejos proteicos hace que los indices de refraccion varien
permitiendo identificar las interacciones proteicas (Berggard et al., 2007). Este método
proporciona una aproximacion termodinamica y cinética de las interacciones entre
proteinas. Sin embargo, su aplicacién esta limitada al andlisis de proteinas solubles o
proteinas de membrana truncadas ya que la fijacion de proteinas con dominios
hidrofébicos y transmembrana es dificil y altera su conformacion proteica (Kuroda ef al.,

2006; Lalonde et al., 2008).
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. Resonancia magnética nuclear (Nuclear Magnetic Resonance). Este método
se basa en la propiedad de absorcion magnética de un nucleo activo tras ser sometido a un
fuerte campo magnético. Las proteinas poseen niicleos activos, como N o *C, cuyo
comportamiento varia al ser sometidos a un campo magnético en funcion del entorno que
les rodea. Asi, cuando existen interacciones proteicas, los cambios quimicos en el medio
adyacente que experimentan estos nucleos activos permiten determinar si existe o no
interaccion entre proteinas e incluso la superficie especifica donde tiene lugar la
interaccion (Gao et al., 2004). Esta técnica permite un andlisis dinamico de las
interacciones proteicas en solucion y es de gran utilidad en el caso de interacciones
débiles entre proteinas que por otros métodos son dificilmente detectables (Russell et al.,
2004; Vaynberg et al., 2006). Aunque su uso estaba inicialmente limitado a experimentos
in vitro, actualmente se han desarrollado sistemas in vivo utilizando E. coli (Selenko et al.,
2006).

. Espectrometria de masas. La espectrometria de masas no es una técnica que
est¢ dedicada de forma primaria al analisis de las interacciones proteicas. Sin embargo,
esta técnica es muy eficaz en la identificacion de proteinas a través de la estimacion
precisa de la masa atdmica de la proteina completa o de los péptidos resultantes de su
digestion y, por tanto, es aplicada en combinacion con la mayoria de los métodos de
interaccion proteica descritos con anterioridad (TAP, “pull-down”, cross-linking, etc.) que
proporcionan proteinas que interaccionan pero que requieren ser identificadas (Brymora et
al., 2004; Guerrero et al., 2006; Babu et al., 2009).

. Cristalografia de rayos X. Esta técnica permite determinar a nivel atdmico y
estructural complejos proteicos identificados previamente por otros métodos y que deben
ser purificados a nivel de homogeneidad para lograr la cristalizacion de las proteinas que
los componen. El gran inconveniente de esta técnica es que requiere la previa
identificacion y purificacion del complejo lo que supone la obtenciéon de una gran

concentracion de las proteinas en estudio (Zhao et al., 2005).
1.1.2.b.2. Métodos in vivo.
Ademas de los métodos in vitro, también se han desarrollado técnicas que utilizan

organismos vivos para el estudio de las interacciones proteicas, que permiten mantener un

ambiente celular similar al que tiene la proteina nativa.
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Entre los métodos in vivo destacan:

. FRET (Fluorescente Resonance Energy Transfer) y BRET
(Bioluminiscence Resonance Energy Transfer). En ambos métodos una de las
proteinas en estudio se etiqueta con un cromo6foro donador de energia mientras que la
otra se etiqueta con un cromoéforo receptor. Cuando estas proteinas interaccionan, se
produce la transferencia energética desde el cromoéforo excitado donador al receptor y la
energia transferida produce un cambio en la fluorescencia del receptor que puede ser
detectada por microscopia confocal de fluorescencia (Clegg ., 1995; Pfleger et al., 2006)

o Los sistemas cebo/presa o sistemas de dos hibridos. La técnica de los
sistemas cebo/presa requiere la coexpresion de dos proteinas quiméricas, una
denominada cebo y otra presa, cuya interaccion es capaz de reconstruir una proteina
(factor de transcripcion, ubiquitina, adenilato ciclasa, proteinas fluorescentes, luciferasa,
timidina quinasa, etc.) que por si misma, o mediante la activacion de un gen o genes
reporteros, confiere al organismo una propiedad detectable. La expresion de las
proteinas quiméricas puede ser homologa, si se realiza en el propio organismo del que
proceden las proteinas cuya interaccion se desea identificar, o heterdloga, si la expresion
tiene lugar en organismos adecuados con sistemas de expresion de proteinas muy
desarrollados como son Saccharomyces cerevisiae o E. coli (Lalonde et al., 2008).

Por su relevancia, merecen ser descritos los siguientes sistemas cebo-presa:

- Sistema clasico de dos hibridos. Este método se basa en la coexpresion en S.

cerevisiae de dos proteinas quiméricas que estan fusionadas a dominios
proteicos que al unirse reconstruyen un factor de transcripcion (Field ef al.,
1989). Clasicamente, se utiliza el factor de transcripcion Gald4p que puede
dividirse en un dominio de unién al ADN denominado BD (binding domain) y
un dominio de activacion (AD). La interaccion de las dos proteinas de fusion,
cada una portadora de uno de los dominios AD o BD, permite la reconstruccion
del factor de transcripcion Galdp que se une especificamente a la secuencia
UAS del promotor de uno o mas genes reporteros y activa su expresion. La
activacion de genes reporteros escogidos adecuadamente permite identificar
facilmente aquellas cepas que expresan proteinas quiméricas capaces de
interaccionar entre si.

- Analisis de fluorescencia por complementacion bimolecular (BiFC). Es un

método similar al clasico de dos hibridos en el que las proteinas quiméricas
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estan fusionadas a los dominios complementarios de una proteina fluorescente
en lugar de a los de un factor activador transcripcional. Este método permite la
expresion homologa de las proteinas quiméricas, respetando su localizacion,
expresion o interaccion con otras moléculas de forma muy parecida a la de la
proteina nativa. La interaccion de las proteinas permite la reconstruccion de la
proteina fluorescente, sea YFP, GFP u otra de las alternativas disponibles, y la
visualizacion de la interaccion por microscopia de fluorescencia (Sung et al.,
2007).

- Sistema de la ubiquitina dividida o “Split Ubiquitin System”. Como este

método se utilizard en este trabajo se describe a continuacion en detalle.

1.2. METODO “SPLIT UBIQUITIN”

Para el estudio de las interacciones entre proteinas de membrana, o asociadas a membrana,
uno de los métodos mas ttiles es el método de la “Split Ubiquitin” o SU. Este es un método in
vivo del tipo cebo-presa en el cual las proteinas quiméricas se expresan en S. cerevisiae. Esta
técnica in vivo no necesita la solubilizacion de las proteinas en analisis permitiendo su
localizacion en membrana donde tienen una conformacién similar a la nativa (Stagljar ef al.,
1998).

La ubiquitina es una proteina ubicua en todas las células eucariotas cuya secuencia de 76
aminoacidos estd muy conservada presentando una similitud superior al 95%. La principal
funcion de la ubiquitina consiste en el etiquetado de proteinas que seran conducidas al
proteosoma para su degradacion; aunque también participa en otros procesos como la
apoptosis, diferenciacion, reparacion del ADN, embriogénesis, transporte de membrana y
transcripcion (Lehming et al., 2002).

La ubiquitina se une por su extremo carboxilo terminal a proteinas que van a ser
degradadas por el proteosoma 26 (Pickart., 1988). La ubiquitina evita su degradacion por el
proteosoma gracias a la accion de proteasas especificas de ubiquitina (UBPs) que rompen la
unién covalente que une la proteina ubiquitinada y la ubiquitina y permite a esta ultima
reciclarse para etiquetar a una nueva proteina. Las UBPs actian especificamente en el enlace
entre el residuo de glicina del extremo carboxilo terminal de la ubiquitina y el primer residuo
de la proteina marcada y solo ejercen su funcion si la ubiquitina tiene una conformacion

adecuada (Johnson, Varshavsky., 1994).
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La ubiquitina puede ser dividida en dos polipéptidos, correspondientes a los aminoacidos
1-34 del extremo amino (dominio Nub) y a los aminoacidos 35 al 76 (dominio Cub), que
poseen gran afinidad y se unen espontaneamente formando una ubiquitina pseudonativa que,

igual que la ubiquitina nativa, es reconocida especificamente por las UBPs.

El método de dos hibridos de la SU aprovecha la capacidad de la proteina ubiquitina de
sintetizarse como dos polipéptidos que reconstruyen la ubiquitina pseudonativa. En
condiciones normales, los dominios Nub y Cub se unen con mucha afinidad y
espontaneamente dificultando su uso en el ensayo SU. Para reducir dicha afinidad, en el
ensayo SU se utiliza un dominio Nub mutante (G13I), denominado NubG, que solamente es
capaz de unirse al dominio Cub y reconstruir la ubiquitina cuando ambos estan muy préximos
fisicamente (Johnsson, Varshavsky., 1994).

Como en otros métodos de interaccion de proteinas in vivo cebo-presa, en el método SU las
dos proteinas cuya interaccion se quiere identificar o analizar son etiquetadas con dos
dominios. En el método SU estos dominios son el NubG y el Cub. Ademas, el dominio Cub
esta unido covalentemente a una proteina reportera o a un factor de transcripcion capaz de
activar los genes reporteros. De este modo, si las dos proteinas en estudio interaccionan, los
dominios Cub y NubG de la ubiquitina estardn proximos y podran reconstruir una ubiquitina
pseudonativa que sera reconocida por las UBPs. El corte catalizado por las UBPs produciré la
liberacion de la proteina reportera, o en su caso la del factor de transcripcion y la consiguiente
expresion de genes reporteros, y proporcionara a la célula alguna caracteristica fenotipica que
permitira diferenciarla de manera clara y sencilla de aquellas células en las que no hay
interaccion.

Tomando como referencia el sistema descrito se han desarrollado algunos métodos
variantes de la SU :

- El sistema de la SU basado en el rUra3. En este método el dominio Cub se une en
fase a la secuencia que codifica para la proteina rUra3 quedando el dominio proteico
Cub unido covalentemente por su extremo carboxilo a la proteina rUra3. La proteina
rUra3 difiere de la proteina Ura3 nativa en que a la proteina rUra se le ha afiadido un
residuo de arginina en su extremo amino terminal lo que la hace altamente susceptible
de degradacion cuando se encuentra libre en el citoplasma.

En esta técnica cuando existe interaccion entre las proteinas quiméricas Cub y Nub se

libera la proteina rUra3 que sera rapidamente degradada, provocando que la cepa de
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levadura adquiera auxotrofia para el uracilo y resistencia a la droga 5-fluororético lo
que permite seleccionar las cepas que expresan proteinas que interaccionan.

- Sistema basado en el transactivador o el sistema de dos hibridos de proteinas de
membrana (MbYTH). En este sistema, el dominio Cub estd fusionado en fase a un
factor de transcripcion hibrido artificial, denominado CUb-LexA-VP16 o CUb-TF, que
estd compuesto por la proteina de union al ADN LexA y el dominio transactivador
VP16 del Herpex virus (Stagljar et al., 2002). Este factor al anadirle la proteina A de
Staphylococcus aureus que contiene dos sitios de unién a IgG y facilita la deteccion de
la proteina fusionada, da lugar al factor de transcripcion hibrido CUb-PLV que seré el
utilizado en este trabajo.

Si existe interaccion entre las proteinas estudiadas, se libera el factor de
transcripcion hibrido que migra al nticleo donde por medio de la union de la proteina
LexA al “promotor-operador LexA " se produce la activacion de los genes reporteros (ej.
lacZ, HIS3, etc.) (Figura 1.B). En cambio, cuando no se produce la interaccion entre las
proteinas la ubiquitina no se reconstruye y no se produce ni la liberacion del factor de

transcripcion ni la expresion de los genes reporteros (Figura 1.A).

Lmen oA o
i\ .hu‘h' ,;‘35_‘\.‘1.‘.4 | ‘b.}'".&
ll.-u. L) L X ] . OO

Liberacion y
migracion al
al nucleo

‘ Factor de
P transcripcion

JE1Gen reporter

No transcripcion
genes reporter

Transcripcion
genes reporter

Figura 1. Sistema de la SU basado en el transactivador. A). No existe interaccion proteica. B). Existe
interaccion entre las proteinas analizadas.
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Las etiquetas CUb-TF y CUb-PLV son utilizadas exclusivamente para marcar
proteinas de membrana. Asi se impide que, a falta de liberacion por las proteasas UBPs,
los factores TF o PLV puedan difundirse hasta el nucleo y activar la expresion de los

genes reporteros en ausencia de interaccion.

El sistema de la SU ha sido usado para el andlisis de transportadores de sacarosa,
transportadores de potasio y Toc GTPasas en plantas (Reinders et al., 2002; Obrdlik et al.,
2004; Rahim et al, 2009); asi como las interacciones de las proteinas del reticulo
endoplasmico en levaduras (Massaad et al., 2001; Scheper ef al., 2003) o las interacciones de
la presenilina, que es una proteina implicada en las etapas tempranas del Alzheimer en el

hombre (Cervantes et al., 2001).

I.3. REVISION DE LOS PROBLEMAS EN EL ESTUDIO DE LAS
INTERACCIONES CON PROTEINAS DE MEMBRANA.

Una caracteristica de todas las células, tanto procariotas como eucariotas, es que poseen
distintas estructuras membranosas que delimitan el citoplasma o lo compartimentalizan,
dando lugar a los distintos organulos. La composicion de estas membranas no es solo lipidica
sino que aproximadamente el 50% de su estructura estd formada por proteinas que se
denominan globalmente proteinas de membrana. Las proteinas de membrana representan una
fraccion importante de las proteinas totales y que, en el caso particular de Arabidopsis
thaliana, supone el 30% (Schwacke et al., 2003).

Las proteinas de membrana llevan a cabo o participan en una gran variedad de funciones
como el transporte de sustancias a través de la membrana (proteinas transportadoras y canales
i6nicos), recepcion y transduccion de estimulos (proteinas receptoras o transceptoras),
comunicacion celular, catalisis enzimatica, respiracion, fotosintesis o trafico vesicular entre
otros muchos procesos celulares (Lalonde et al, 2008; Zhang et al., 2009). Ademas, las
proteinas de membrana son de gran interés en biomedicina ya que alrededor de un 50% de los
farmacos estan dirigidos contra este tipo de proteinas (Niegowski et al., 2006).

A pesar de su relevancia, y debido a su peculiar estructura y a sus propiedades fisico-
quimicas, las proteinas de membrana estdn menos estudiadas que las globulares y de una gran
mayoria se desconoce su estructura y funcion. La estructura nativa basica de las proteinas de
membrana se caracteriza por una gran superficie hidrofobica que se encuentra en contacto con

las cadenas alifaticas de los lipidos de membrana. En cambio, las regiones hidrofilicas son
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mas reducidas y estan limitadas a pequefios segmentos que estan en contacto con las cabezas
polares de los lipidos y sobresalen de la membrana hacia espacios como el extracelular o el
citoplasmatico. En el caso particular de las proteinas que forman poros o transportadores, los
residuos polares se encuentran en la parte interna de la proteina, donde coexisten con
moléculas de agua, de forma que esta zona hidrofilica permite el transporte de sustancias a
través de estas proteinas.

Debido a las extensas regiones hidrofobicas de las proteinas de membrana, su estructura
cuaternaria depende de su localizacion en membrana y de las interacciones especificas con los
lipidos. Esta limitacion estructural dificulta muchas aproximaciones experimentales, ya que
cuando estas proteinas son extraidas de la membrana lipidica, experimentan una rapida
desnaturalizacion y forman agregados como consecuencia de la exposicion de sus superficies

hidrofobicas a los solventes acuosos (Pan et al., 2010).

Las proteinas de membrana, al igual que las proteinas globulares, establecen conexiones
con otras proteinas para poder realizar su correcta funcién. Sin embargo, a diferencia de las
interacciones entre proteinas globulares, las interacciones entre proteinas de membrana estan
menos estudiadas y, por tanto, los interactomas de proteinas de membrana son mas reducidos.
Como se ha mencionado anteriormente, la escasez de datos es debida a caracteristicas
intrinsecas de las proteinas de membrana, especialmente su hidrofobicidad que dificulta su
manipulacion en solventes hidrofilicos. Su estructura también limita las areas de interaccion,
que suelen implicar a interacciones entre segmentos transmembrana dentro de la membrana y
a interacciones con proteinas solubles en las reducidas superficies polares (Xia et al., 2006).
Otro factor limitante reside en su reducida libertad de movimiento y en su restringida
estructura, por estar embebidas en bicapas lipidicas, que limitan el niumero de posibles
regiones de interaccion y el contacto con otras proteinas. Por ultimo, también influye la
toxicidad que tiene la expresion de un gran nimero de proteinas de membrana en E. coli y que
determina que los ORFs que codifican este tipo de proteinas estén infrarepresentados en las
genotecas de expresion de ADNc (Frommer, Ninnemann., 1995; Tarassov et al., 2008).

Algunas de las caracteristicas descritas de las proteinas de membrana imposibilitan o
dificultan el andlisis de interacciones proteicas por métodos clasicos. Por ejemplo, el analisis
de este tipo de interacciones por métodos in vitro o bioquimicos como la espectrometria de
masas, la coinmunoprecipitacion y la cristalografia de rayos X implica un tedioso proceso de
optimizacion en el empleo de detergentes. Ademas, los detergentes utilizados para facilitar la

solubilidad de las proteinas afectan en muchos de los casos a su correcta estructura o
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conformacion lo que imposibilita la formacion de determinados complejos (Lalonde et al.,
2008). Por otro lado, la solubilizacion de estas proteinas mediante detergentes implica ajustar
las condiciones para cada tipo de proteina siendo, por tanto, poco util para estudios a gran
escala (Miller et al., 2005).

Para soslayar estos problemas, en numerosos casos se emplean Uinicamente los fragmentos
solubles de las proteinas de membrana, mas propensos a interacciones proteicas, eliminandose
de esta forma las problematicas partes hidrofobicas y evitaindose el uso de detergentes. Con el
mismo fin, también se esta avanzando en el desarrollo de membranas biosintéticas y en la
optimizacion de los solventes.

Dados los inconvenientes que presentan los métodos de andlisis in vitro de las
interacciones de proteinas de membrana, las aproximaciones in vivo, como el sistema SU
descrito anteriormente, pueden resultar mas adecuadas y sencillas ya que permiten la

localizacion de la proteina en la membrana y la conservacion de su estructura nativa.

1.4. APROXIMACIONES EN EL ESTUDIO A GRAN ESCALA DE LAS
INTERACCIONES PROTEICAS.

En los ultimos afios se ha dedicado un gran esfuerzo al andlisis sistematico de
interacciones proteicas a gran escala en una gran variedad de organismos, entre los que
destacan los realizados en organismos modelo como S. cerevisiae, E. coli, Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster o el hombre (Uetz et al., 2000; Gavin et al., 2002, Ho et
al., 2002; Giot et al., 2003; Li et al., 2004; Barrios-Rodiles et al., 2005; Butland ef al., 2005;
Rual et al., 2005; Gavin et al., 2006; Krogan et al., 2006; Arifuzzaman et al., 2006; Ewing et
al., 2007; Tarassov et al., 2008)

En plantas, los ensayos “Omicos” de interacciones proteicas se han realizado
principalmente en 4. thaliana y en el arroz.

La planta A. thaliana es organismo modelo versatil, bien desarrollado y ampliamente
utilizado para estudios genéticos, bioquimicos y fisioldgicos en plantas fanerdgamas. Esta
planta muestra un genoma pequeio totalmente secuenciado (114.5Mb/125Mb) (Theologis et
al., 2000), técnicas experimentales perfeccionadas que incluyen eficaces métodos de
transformacion, simples y baratas condiciones de cultivo y almacenamiento, corto ciclo de
vida (6 semanas) y, por Ultimo, la conservacion de la maquinaria celular basica de las plantas
faner6gamas lo que permite la comparacion de sus resultados con otras muchas plantas. Estas

cualidades hacen que el uso de la planta 4. thaliana sea recurrente en analisis experimentales.
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Si se extrapolan los resultados del interactoma de S. cerevisiae, se puede estimar que las
aproximadamente 30.000 proteinas de A. thaliana estan implicadas en mas de 75.000
interacciones proteicas (Morsy ef al., 2008). Sin embargo, los diferentes trabajos en los que se
han analizado experimentalmente las interacciones proteicas de A. thaliana solamente han
podido demostrar la existencia de menos de 7.000 interacciones (Obrdlik et al., 2004; Van
Leene et al., 2007; Boruc et al., 2010; Lin et al., 2011; Richardson et al., 2011; Chen et al.,
2012). Aunque los datos experimentales pueden ser complementados por los aportados por las
diferentes estrategias computacionales, como por ejemplo las basadas en la existencia de
interdlogos (interacciones conservadas a través de las especies) que pueden predecir hasta
mas de 23.000 interacciones, el tamano del interactoma descrito de A. thaliana esta ain muy
lejos de las previsiones (Geisler-Lee et al., 2007; Cui et al., 2008; De Bodt ef al., 2009; Lin et
al., 2011; Xu et al., 2012). Este hecho demuestra que el desarrollo del interactoma de A.
thaliana, y de forma mas acusada la parte correspondiente a las proteinas de membrana, esta
aln en sus etapas iniciales y que es necesario el disefio y la aplicacion de nuevos métodos
tanto experimentales como computacionales esperando que los futuros datos aportados por
aproximaciones “Omicas” cubran una mayor fraccion del esperado o tedrico numero de

interacciones de A. thaliana (Cusick et al., 2005).
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Objetivos

II.LOBJETIVOS

El esclarecimiento del conjunto de las interacciones entre proteinas es de gran importancia
para poder entender el funcionamiento de la maquinaria celular. Ademas, el estudio de los
complejos proteicos facilita la comprension de las funciones de las proteinas participantes en

las interacciones al aportar informacion sobre su funcion, localizacion y regulacion.

A pesar de su importancia, el grupo de las proteinas de membrana tiene una representacion
infraponderada en las redes de interacciones proteicas debido a las dificultades que presenta el
trabajo con estas proteinas. Para aumentar la informacion sobre las interacciones de proteinas
de membrana de la planta modelo A. thaliana en este trabajo se plantearon los siguientes

objetivos:

e Adecuar el andlisis de interacciones de la Split Ubiquitin (SU) para su aplicacion a

gran escala construyendo nuevas cepas y nuevos plasmidos.
e Construir una coleccion de cepas transformantes de levadura que expresen un grupo
seleccionado de proteinas de membrana de A. thaliana adecuadas para el andlisis de

interaccion proteica mediante el ensayo SU.

e Realizar un ensayo piloto SU a gran escala con un grupo de 425 proteinas de

membrana de la planta modelo 4. thaliana.

e Andlisis de los resultados obtenidos en el ensayo piloto SU a gran escala mencionado

en el objetivo anterior.
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III. RESULTADOS

IIL.1. DESARROLLO DEL SISTEMA DE DOS HIBRIDOS DE LA “SPLIT
UBIQUITIN” (SU) PARA SU USO A GRAN ESCALA.

El sistema de la SU es un método de gran utilidad para el estudio de interacciones entre
proteinas con dominios transmembrana y ha sido aplicado a distintos tipos de organismos
como levaduras, animales y plantas (Stagljar et al., 1998; Reinders et al., 2002; Wang et al.,
2003). Este método fue disefiado originalmente para el andlisis de las interacciones de un
numero limitado de proteinas y no estd adaptado al andlisis de un nimero elevado de
proteinas como las que representan los estudios “6micos”. Uno de los principales objetivos de
este trabajo es el estudio a gran escala de las interacciones entre proteinas de membrana por lo
que se procedio a la construccion de cepas de levaduras, plasmidos y el desarrollo de métodos
de cuantificacion de la especificidad de la interaccion proteica que requiere la adaptacion del

método original de la SU a un nuevo método aplicable al anélisis a gran escala.

II1.1.1. Construccion de cepas para el sistema SU a gran escala.

Estudios previos realizados en S. cerevisiae en los que se ha utilizado el método de los dos
hibridos para el analisis de interacciones proteicas a gran escala han demostrado la utilidad de
emplear cepas diploides (Uetz et al., 2000). Estas cepas diploides proceden de la fusién de
dos cepas haploides, de forma que cada una de ellas es portadora de una de las proteinas en
estudio fusionada a los dominios que las convierten bien en “cebo” (bait) o en “presa” (prey).

La formacion de diploides, a partir de cepas haploides que expresan las proteinas cuya
interaccion se quiere determinar, permite analizar de forma sencilla un niimero muy elevado
de proteinas mediante el apareamiento combinatorio de una coleccion de cepas haploides
cebo con las de una coleccion de cepas haploides presa. Esta estrategia simplifica
notablemente el método de ensayo al evitar que las cepas tengan que ser sometidas a dos
transformaciones sucesivas como sucede en aproximaciones anteriores (Stagljar et al., 1998).

Para poder aplicar esta estrategia se requiere que las cepas hospedadoras tengan las
siguientes caracteristicas:

- Las cepas portadoras de los vectores cebo y presa deben de tener apareamiento opuesto, a

y d.
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- Las cepas deben poseer las auxotrofias adecuadas (leu” y trp’) que permitan la seleccion
de los vectores utilizados en el sistema SU disefiado en este trabajo.

- Las cepas han de tener delecionados los genes HIS3 y ADE2, ya que seran utilizados
como genes reporteros en los ensayos de interaccion.

- La cepa portadora del vector cebo (Cub) debe tener integrados en el genoma los genes
reporteros HIS3, ADE2 y el gen bacteriano lacZ que codifica para la [-galactosidasa. La
expresion de estos genes reporteros debera estar controlada por las secuencias del “promotor-
operador lexA” de E. coli.

En el sistema de la SU que se ha disefiado para este trabajo, las interacciones proteicas
provocan la liberacion de un factor transcripcional artificial denominado PLV. Como ya se ha
comentado en el apartado de “Introduccion”, el factor PLV estd compuesto por la fusion del
dominio de la proteina A de Staphylococus aureus, que permite la deteccion de la proteina
fusionada al contener dos sitios de union de IgG, el dominio de activacion transcripcional
VP16 procedente de Herpex virus y la proteina lexA, de union al ADN, que determina el
reconocimiento especifico y la union a la secuencia del “promotor-operador bacteriano /exA4 ”

El uso de marcadores reporteros visibles sensibles a la interaccion proteica facilita el
analisis del escrutinio, especialmente cuando se trabaja con un nimero elevado de parejas
proteicas. En este trabajo se han introducido en la cepa hospedadora de los vectores cebo tres
genes reporteros: dos prototroficos (lexA-HIS3 y lexA-ADE?), que permiten el crecimiento de
las cepas en las cuales exista interaccion proteica en medios selectivos, y uno que determina
la sintesis de la enzima B-galactosidasa, cuya actividad puede ser detectada facilmente “in
vivo” mediante la hidrolisis de un substrato incoloro (X-gal) produciendo un compuesto
caracteristico de color azul. Partiendo de la cepa CEN.PK113-6B (Mata, ura3-52, leu2-3,112,
trp1-289), se procedid al reemplazamiento de las secuencias promotoras de los genes HIS3 y
ADE? por la secuencia del “promotor-operador /ex4A”, de forma que la expresion de estos
genes en la cepa resultante es dependiente del activador PLV (Figura 2).

Mientras que en ausencia del factor PLV la cepa es auxotréfica para histidina y adenina, la
liberacion de este factor, como resultado de una interaccion proteica positiva, activa la
transcripcion de HIS3 y de ADE?2 y permite el crecimiento de la cepa en un medio carente de
estos requerimientos. Ademds del uso del gen ADE2 como reportero de crecimiento, su
actividad también puede ser detectada visualmente. En ausencia de expresion del gen ADE?2, o
en los mutantes ade2, las células acumulan un compuesto intermediario de la ruta biosintética

de la adenina que da lugar a colonias con una coloracidn rojiza; mientras que la expresion del
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gen evita la acumulacion del compuesto, fosforibosilamino imidazol, y las células forman
colonias de coloracién normal blanca/crema.

También se ha afiadido a la cepa portadora de los vectores cebo Cub un tercer gen
reportero consistente en la secuencia codificante del gen lacZ controlado, como los anteriores,
por las secuencias promotoras lexA. La actividad de este gen puede analizarse tanto
cuantitativamente, mediante la determinacion de la actividad 3-galactosidasa, como detectarse
visualmente en un medio de cultivo sélido tratado con el sustrato cromogénico X-gal. Con el
fin de no crear mutaciones adicionales, la integracion del gen reportero lacZ se realizo
mediante reemplazamiento del alelo mutante #pl-289 presente en la CEN.PKI113-6B,

originando una cepa que fue denominada THY.AP4.

A

|
HIS3 HIS3ATG
ID- KanMX - Promotor IexAI

Figura 2. Construccion de la cepa
portadora del gen reportero lex4-HIS3. A).
Esquema del fragmento utilizado para el
reemplazamiento del promotor HIS3. B).
Reemplazamiento por recombinacion in
vivo del promotor HIS3. C). Eliminacion
del médulo KanMX por medio de la
recombinasa Cre. Seleccion en un medio
suplementado con geneticina. D).
Seleccion de los transformantes que
perdieron la resistencia a geneticina.
Crecimiento en medio rico y seleccion en
5'FOA para seleccionar las cepas que han
4 perdido el plasmido pSH47. Verificacion
de la construccién mediante la
| amplificacion de la secuencia flanqueada
por los oligonucleotidos His3a e His3b y
secuenciacion del amplicon obtenido.

= HIS3

oliHis3a oliHis3b

Teniendo en cuenta que la estrategia SU requiere la formacion de diploides, se decidio
construir como cepa portadora de los vectores Nub una cepa Mate, de tipo de apareamiento

opuesto a la cepa THY.AP4 y que, ademads, presentara mutaciones auxotroficas que
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permitiesen la seleccion tanto de los marcadores de los vectores Cub y Nub (leu2 y trpl
respectivamente) como mutaciones en los genes reporteros (HIS3 y ADE?2). Esta nueva cepa
se obtuvo a partir de la cepa CEN.PK113-17D (Mata leu2-3,112, trp1-289, his3-Al) mediante
la delecion del gen ADE?2 por recombinacion in vivo siguiendo un método similar al utilizado

en el apartado anterior (ver “Materiales y Métodos”).

I1I.1.2. Disefio y construccion de los vectores necesarios para el sistema de la SU

aplicado a gran escala.

El ensayo de interaccion de proteinas a través de la reconstruccion de la ubiquitina requiere
que las proteinas se encuentren fusionadas a los dominios N-terminal (Nub) y C-terminal
(Cub) de la ubiquitina. La construccion de una amplia genoteca de proteinas fusionadas a
cualquiera de los dos dominios solamente puede llevarse a cabo si se dispone de unos vectores
adecuados que permitan que el proceso pueda ser realizado a gran escala y con un elevado
grado de fiabilidad.

En el andlisis de interaccion de proteinas por el método de la SU, son necesarios al menos
dos vectores: el primero de ellos con la secuencia que codifica para el polipéptido
correspondiente al extremo amino de la ubiquitina (Nub) y el segundo que contiene la
secuencia codificante del extremo carboxilo de la ubiquitina (Cub) y debe estar fusionada a la
secuencia que codifica el factor PLV responsable de la activacion de los genes reporteros
cuando existe interaccion proteica.

Para facilitar la clonacién de una gran cantidad de genes de una manera rapida y efectiva
se ha dotado a todos los vectores utilizados en este trabajo de unas secuencias
recombinogénicas comunes denominadas Bl (acaagtttgtacaaaaaagcaggctctccaaccacc) y B2
(tccgccaccaccaaccactttgtacaagaaagetgggta) que flanquean al casete KanMX y que contienen
los sitios attB1 y attB2 (respectivamente) del sistema de clonacién Gateway (Invitrogen). La
presencia de las secuencias Bl y B2 en los vectores permite clonar genes flanqueados por

estas mismas secuencias mediante recombinacion in vivo en la levadura.

Para la construccion de vectores Nub, responsables de la expresion de las proteinas
fusionadas al extremo amino de la ubiquitina, se parti6 de los plasmidos episémicos pNubG-
ALGS y pOST1-NubG (Stagljar et al., 1998). Segun se describe con detalle en “Materiales y
Métodos”, las regiones correspondientes a los genes ALGS y OST1 de estos plasmidos fueron

sustituidas por el marcador de resistencia KanMX, a su vez flanqueado por las secuencias
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recombinogénicas B1 y B2, dando origen respectivamente a los vectores pNXgate y pXNgate
(Figura 3). Mientras que el vector pNXgate determina la produccion de una proteina de
interés que contiene el dominio Nub en su extremo amino, el vector pXNgate permite la

sintesis de proteinas de interés que contienen el dominio Nub en su extremo carboxilo.

A

B2

pNXgate

F1 TRP1 [— 2 micron

ADH

pXNgate
TRP1 |~ 2 micron —{ Amp*

Figura 3. Vectores que fusionan el extremo amino de la ubiquitina (Nub). Ambos vectores llevan en
modulo de resistencia a G418 y las secuencias recombinogénicas B1 y B2. A). Vector pNXgate fusiona la
secuencia Nub al extremo amino de la proteina de interés. B). Vector pXNgate fusiona la secuencia Nub al
extremo carboxilo de la proteina de interés.

Para la construccion de los vectores Cub se tuvieron en cuenta ensayos previos en los que
se aplicd a pequena escala el sistema de la SU y en los que se comprob6 que los resultados
diferian dependiendo del tipo de promotor que se utilizaba para controlar la expresion de las
proteinas fusionadas al dominio Cub-PLV. Asi, la baja expresion de la proteina genera una
cantidad insuficiente de activador PLV que induce una expresion muy limitada de los genes
reporteros (lacZ, HIS3, ADE2) incluso en el caso de proteinas que interaccionan
especificamente y, por consiguiente, provoca la aparicion de falsos negativos. Por el
contrario, una expresion elevada de la proteina portadora del dominio Cub-PLV determina un
incremento en la deteccion de interacciones no especificas (falsos positivos) que
probablemente sea debida a una acumulacion excesiva de proteina en los organulos o sistemas
de membranas, principalmente RE y aparato de Golgi, que, a su vez, propiciaria interacciones

inespecificas y la consiguiente liberacion del activador PLV.
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Como los niveles de expresion de la proteina portadora del dominio PLV pueden alterar la
calidad de los ensayos de interacciéon SU, se abordo la construccion de vectores Cub con
promotores regulables que permitiesen establecer unos niveles de expresion idoneos para
minimizar las interacciones inespecificas (falsos positivos) sin comprometer la deteccion de
interacciones especificas (falsos negativos) que requieran una expresion elevada de la proteina
portadora del dominio PLV.

Se han construido dos vectores que difieren en el promotor regulable y que presentan las
siguientes caracteristicas comunes:

- Son vectores centroméricos que determinan una Unica copia por célula para evitar
que un mayor numero de copias altere artificialmente la expresion de la proteina a
ensayar.

- Presentan el gen LEU2 como marcador de seleccion en las células transformantes
de la cepa THY.AP4.

- Como los vectores pXNgate y pNXgate, contienen el marcador KanMX flanqueado
por las secuencias recombinogénicas Bl y B2. Estas secuencias facilitan la
clonaciéon de las secuencias codificantes de los genes a ensayar mediante
recombinacion in vivo en la levadura. La correcta insercion de la secuencia
codificante del gen la sitia en la misma fase de lectura que la secuencia que
codifica la region Cub-PLV.

Los dos vectores construidos difieren en el promotor regulable que controla la expresion de
la proteina de fusion con el dominio Cub-PLV en el extremo C-terminal.

El primero, denominado TET-Cub, contiene el promotor hibrido tet,, formado por la
secuencia promotora bacteriana tetO y las secuencias TATA y lider del gen CYCI de S.
cerevisiae (Gari et al., 1997) (Figura 4.A). El promotor tet, es activado por el transactivador
tTA, que esta incluido en el mismo vector, y se expresa constitutivamente por la accion del
promotor humano CMV (cytomegalovirus). En presencia de tetraciclina, o ciertos derivados
como la doxiciclina, el transactivador tTA es incapaz de unirse y activar al promotor tet,,
impidiendo la expresion de la secuencia bajo su control. De esta forma, la expresion de la
proteina bajo el control de este promotor es reprimida de forma lineal en respuesta a

concentracion de doxiciclina anadida al medio de cultivo (Gari et al., 1997).

El segundo vector construido, denominado pMetY Cgate, porta el promotor del gen Met25
que codifica una de las enzimas (O-acetyl homoserina sulfhidrolasa) implicadas en la

biosintesis de metionina. La actividad del promotor Met25 es reprimida por metionina por lo
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que la expresion de los genes colocados bajo su control puede ser controlada mediante la

adicion de diferentes concentraciones de este aminoacido al medio de cultivo (Figura 4.B).

A
it - B2
tTA . adorl CMV, |ADH1, | tet HILETIY) GMIGILY pLv [CYCL
TET-CUB
cENa —{ ARs1 I—<LEU2 — Amp"> [ ori |
B

-=B1 B2
KanMX oVl PLV Term

pMetYCgate
AmpF |—— LEU2 CEN/ARS |

Figura 4. Vectores que fusionan el dominio Cub. Se enmarca en rojo los promotores reprimibles que lleva
cada uno de los plasmidos. A). Vector TET-Cub con un promotor hibrido reprimible por doxiciclina. Esta
formado por el transactivador TA-CMVpromotor (Gossen, Bujard., 1992), la secuencia terminadora ADH1,,
el promotor fet compuesto por siete repeticiones del promotor zetO (Gossen, Bujard., 1992) y la secuencia
CYCITATA (Cesareni, Murray.,1987). B). Vector pMetYCgate con el promotor Met25 reprimible por
metionina.

Con el fin de verificar el correcto mecanismo de regulacion de expresion de los vectores
TET-Cub y pMetYCgate se realizaron ensayos Western blot de extractos proteicos totales.
Para llevar a cabo esta comprobacion se utilizo el gen WBPI de S. cerevisiae que codifica
para la subunidad 3 del complejo glicoproteico de la oligosacaril transferasa.

Utilizando como molde ADN genomico de la levadura y oligonucle6tidos especificos, que
agregan las secuencias recombinogénicas B1 y B2, se amplifico la secuencia codificante de
este ORF; la cual se clond en los vectores en analisis mediante un proceso de recombinacion
in vivo en la levadura THY.AP4. Se obtuvieron, de este modo, las cepas TET-WBP1-Cub y
Met-WBP1-Cub que fueron cultivadas en medios suplementados con diferentes
concentraciones del metabolito represor (doxiciclina en el caso del vector TET-Cub y

metionina en el caso del vector pMetY Cgate).
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Utilizando un anticuerpo que reconoce especificamente la proteina VP16 se pudo
comprobar que en ausencia de represor ambas cepas muestran una expresion muy abundante
de la proteina WBP1-CubPLV de 101 kDa (Figura 5.A, B). Como era de esperar, la
abundancia de esta proteina disminuye gradualmente a medida que aumenta la concentracion
del represor, de forma que a una concentracion de 0,05 pg/ml de doxiciclina o 250 uM de

metionina se reduce casi un 90% la cantidad de WBP1-CubPLV.

A B
TETWBP1CUb MetWBP1Cgate

a —s—densidad a —&—densidad

120% 120%
- 100% - 100%
é 80% \\ § 80% \\
g 60% -\ g 60% \
_Q-: 40% \ _%’ 40% \\
S 20% X 20%

0% \'\. 0% \.\i

0 0,01 0,05 0,1 0 125 250 500
Concentracion de Doxiciclina en pg/ml Concentracion de Metionina en pM
b b
o QVBPIPLV f = an .
: 101 kDa
0,1 0,05 0,01 0 Tincion Rojo Ponceau 500 250 125 0 Tincién Rojo Ponceau
pg/ml Doxiciclina UM metionina

Figura 5. Analisis de la capacidad de represion de los plasmidos Cub mediante Western blot. La
concentracion proteica aparece representada en las tinciones de Rojo Ponceau. A). Represion de la expresion
de la proteina de fusion WBP1-Cub controlada por el promotor TET. Aa). Cuantificacion de la expresion
proteica a distintas concentraciones de doxiciclina. Ab). Western blot de la expresion de WBP1-Cub a
distintas concentraciones de doxiciclina. B). Represion de la expresion de la proteina de fusion WBP1-Cub
controlada por el promotor Mer25. Ba). Cuantificacion de la expresion proteica a distintas concentraciones de
metionina. Bb). Western blot de la expresion de WBP1-Cub a distintas concentraciones de metionina.
Densidad: La intensidad total de todos los pixeles en el volumen seleccionado dividido por el area de ese
volumen.

I11.1.3. Analisis y comprobacion de los vectores y cepas construidos.

Para comprobar la eficacia de los vectores y cepas construidos para el ensayo SU se
utilizaron como controles los genes OST1 y WBPI de S. cerevisiae. Estos genes codifican
proteinas localizadas en la membrana del reticulo endopldsmico (RE) y forman parte del

complejo de nueve subunidades que componen la oligosacariltransferasa en la levadura. La
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interaccion de estas dos subunidades de la oligosilsacariltransferasa ha sido demostrada en
varios trabajos basados en diferentes estrategias experimentales de analisis de interaccion de
proteinas (Pathak et al, 1997; Stagljar et al., 1998; Gavin et al, 2002; Li et al., 2003;
Scheper et al., 2003; Yan et al., 2003).

Tras amplificar la secuencia codificante del gen OST/ con oligonucledtidos que anaden las
secuencias recombinogénicas B1 y B2 en sus extremos, el amplicon resultante fue clonado en
los vectores pNXgate y pXNgate por recombinacion in vivo en la cepa de levadura THY.APS.
Este proceso da lugar a cepas que son portadoras de los plasmidos pNub-OST1 y pOST1-Nub
y expresan, respectivamente, las proteinas de fusion Nub-OST1 y OSTI-Nub (la
nomenclatura Nub-OST1 / OST1-Nub determina la posiciéon del dominio Nub en el extremo
N-terminal o C-terminal de la proteina OST1). Siguiendo la misma estrategia, se obtuvieron
las cepas TET-WBP1-Cub y Met-WBP1-Cub. Estas cepas son portadoras de los plasmidos
recombinantes pTET-WBP1-Cub y pMet-WBP1-Cub y expresan la proteina WBP1-Cub, que
posee el dominio C-terminal de la ubiquitina (Cub) en su extremo C-terminal. Aplicando el
sistema SU se ha demostrado que las proteinas control dan resultados positivos solamente
cuando el dominios Nub y Cub se encuentran fusionados al extremo carboxilo de OST1 o
WBP1 ya que el extremo amino de estas proteinas no tiene una localizacién citosodlica
(Stagljar et al., 1998).

Tras la formacion de diploides entre las cepas que expresan la proteina WBP1-Cub, bajo el
control del promotor tet, o el promotor Met25, y las cepas que expresan las proteinas Nub-
OST1 y OSTI1-Nub, se procedid a su seleccion en medio minimo (SD-trp-leu) y, a
continuacion, se sembraron en diluciones seriadas en los medios selectivos adecuados que
permiten determinar la expresion de los genes reporteros.

Cuando los diploides formados por la cepa TET-WBP1-Cub fueron sembrados en medio
SD para determinar si existe expresion de los genes reporteros HIS3 y ADE?2, se observo que
no solamente mostraban crecimiento los dos ensayos OST1-Nub y Nub-OST1 sino también el
control positivo WT2 y los controles negativos XNgate y NXgate. La presencia de diferentes
concentraciones de doxiciclina en el medio de cultivo para disminuir la expresion de la
proteina WBP1-Cub tampoco logré aumentar la especificidad del ensayo no encontrandose
una concentracion que fuese capaz de discriminar entre la capacidad de crecimiento del
control positivo y la incapacidad de crecimiento que deben mostrar los controles negativos

(Figura 6.A). También se obtuvieron los mismos resultados cuando se analizé el color de las
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colonias, como resultado de la expresion del gen ADE2, o el ensayo de la actividad B-

galactosidasa (Figura 6.B y 6.C).
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Figura 6. Ensayo de la SU con el vector TET-Cub. A). Crecimiento en medio sélido sin histidina y sin
adenina. B). Analisis de la expresion del gen ADE?2. Las colonias blanquecinas implican la interaccion entre
las proteinas ensayadas, mientras que las colonias rojizas no. C). Resultados obtenidos tras el ensayo de la
B-galactosidasa. La coloracidn azul significa interaccion mientras la blanca representa la no interaccion.
[— Control positivo formado por la cepa TET-WBP1-Cub y la cepa WT2. [——] Controles
negativos formados por los diploides TET-WBP1-Cub con los plasmidos Nub vacios.

Por tanto, los resultados obtenidos con el plasmido TET-WBP1-Cub no permiten distinguir
entre las interacciones proteicas reales y las inespecificas y tampoco confirman los resultados

publicados que describen la interaccion proteica entre las proteinas WBP1 y OST]1.

El mismo tipo de andlisis también fue realizado con los diploides formados con la cepa
Met-WBP1-Cub, en la que la expresion de la proteina WBP1-Cub esta bajo el control del
promotor reprimible por metionina Met25. A diferencia de los resultados obtenidos con el
vector TET-Cub, los ensayos realizados con el vector pMetYCgate son acordes con los
resultados esperados (Figura 7).

Los controles negativos XNgate y NXgate, consistentes en los diploides que expresan la
proteina Met-WBP1-Cub con el dominio Nub soluble que expresan las cepas que llevan los
plasmidos Nub vacios, son incapaces de crecer en medio carente de histidina y de adenina
debido a que los genes HIS3 y ADE?2 no son transcripcionalmente activos. Por el contrario, el
control positivo WT2, que expresa las proteinas Met-WBP1-Cub y el dominio Nub de la
ubiquitina silvestre, muestra crecimiento en medio SD incluso a concentraciones de metionina

(250 uM) que reducen un 90% la expresion de Met-WBP1-Cub. Ademas, mientras que la
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cepa OST1-Nub en la que el dominio Nub de la proteina se encuentra en el citoplasma y
muestra crecimiento debido a la interaccion con el dominio citoplasmatico Cub, las cepas
Nub-OST1 no son capaces de crecer porque en este caso la localizacion del dominio Nub esta
en el lumen del RE y no puede interaccionar con el dominio citoplasmatico Cub (Figura 7.A).

Los resultados de la interaccion basados en los ensayos de crecimiento son corroborados
cuando se analiza la coloracion de las cepas determinada por la activacion del gen reportero
ADE?2. Asi, las cepas Met-WBP1-Cub/WT2 y Met-WBP1-Cub/OST1-Nub muestran un color
blanquecino correspondiente a la activacion de la expresion del gen y, por consiguiente, la
existencia de interaccion entre ambas proteinas. Por el contrario, las cepas que expresan
proteinas que no interaccionan (Met-WBP1-Cub/XNgate, Met-WBP1-Cub/NXgate y Met-
WBP1-Cub/Nub-OST1) presentan el color rojizo tipico de la inactivacién del gen reportero
ADE? (Figura 7.B). Igualmente, el gen reportero /acZ discrimina claramente los diploides con
interaccion proteica positiva y, por consiguiente presentan colonias de color azul derivado de

su actividad B-galactosidasa, de aquellos diploides que no presentan interaccion (Figura 7.C).
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Figura 7. Ensayo de la SU con el vector MetYCgate. A). Crecimiento en medio selectivo so6lido sin
histidina y sin adenina. B). Analisis de la expresion del gen ADE2 mediante el color de los diploides.

C). Resultados obtenidos tras el ensayo de la B-galactosidasa. ] Control positivo formado por la cepa
Met-WBP1-Cub y la cepa WT2. ] Controles negativos formados por los diploides Met-WBP1-Cub
con los plasmidos Nub vacios.

La comparacion de los resultados con los vectores TET-Cub y pMetYCgate pone de
manifiesto la importancia del promotor y el sistema de regulacion de la expresion del dominio
Cub-PLV en el sistema de escrutinio de interaccion de proteinas SU. Aunque no esta claro el
motivo por el que solamente uno de los sistemas, el basado en el promotor Met25, es capaz de

discriminar la existencia de interaccidon proteica especifica entre las proteinas modelo WPB1
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y OSTI, es posible que los niveles de expresion basales, caracteristicos de cada promotor,
puedan ser determinantes.

En cualquier caso, dado que el vector pMetYCgate permite la deteccion de interaccion
especifica de las proteinas utilizadas como modelo en un amplio rango de niveles de

expresion fue escogido para la realizacion de los escrutinios a gran escala de este trabajo.

I11.2. INTERACTOMA DE PROTEINAS DE MEMBRANA EN A. THALIANA.

Este trabajo esta englobado en un proyecto financiado por la UE que tiene como titulo
“Associomics of Membrane Proteins in Two Models Organisms, yeast and Arabidopsis”. En
¢l se pretende analizar el interactoma de proteinas de membrana de dos organismos modelos
A. thaliana y S. cerevisiae por el método de interacciones proteicas de la SU.

Previamente al andlisis de las mas de 6000 proteinas de membrana que tiene la planta A.
thaliana se realizd el estudio piloto desarrollado en este trabajo. Este estudio abarca
principalmente proteinas que se predicen como transportadores de membrana, receptores o
proteinas reguladoras relacionadas con proteinas de membrana que puedan interaccionar entre
si modificando y/o controlando el trdnsito molecular y la recepcion de sefiales a través de las
membranas.

Dentro del gran nimero de proteinas de este tipo que existen en A. thaliana se
seleccionaron proteinas que son codificadas por secuencias inferiores a 4500 pb que no
presentasen dificultades en su amplificacion. Ademads, estas proteinas debian ser adecuadas
para el ensayo de la SU, eliminandose aquellas que de forma predictiva no presentasen alguno
de sus dos extremos localizados en el citoplasma. Finalmente, el estudio piloto se llevé a cabo
con un total de 425 proteinas de A. thaliana (Figura 8) entre las cuales se identificaron y
analizaron las distintas interacciones empleando una estrategia “high-throughput”.

Estas 425 proteinas forman un grupo heterogéneo como se presenta en la figura 8, donde se
muestra la clasificacion de estas proteinas empleando el programa Gene Ontology (Ashburner
et al., 2000) existente en la base de datos de A. thaliana TAIR denominado GO Slim
Classification for Plants que permite determinar de manera general la funcion molecular, la

localizacion y el proceso bioldgico en que estan involucradas las proteinas.
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Figura 8. Caracterizacion del grupo proteico utilizando el programa GO Slim Classification for Plants
(base de datos TAIR).

Este analisis muestra que en el grupo proteico seleccionado existe un predominio de
proteinas transportadoras, con un porcentaje superior al 50%. También destacan las proteinas
que participan en procesos biologicos relacionados con mecanismos o rutas de transporte
(30%) junto a la recepcion de estimulos abiodticos (11%). Por tultimo, el analisis del
componente celular al que pertenecen estas proteinas confirma que la gran mayoria son

proteinas de membrana aunque su distribucion refleja el conjunto de organulos y sistemas de
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membranas existentes en la célula (mitocondrias, cloroplastos, nucleo, Golgi, etc.), no
obstante su localizacion prevalente es la membrana plasmatica.

También se procedioé a analizar las propiedades estructurales de cada una de las proteinas
seleccionadas para predecir si correspondian a proteinas de membrana o proteinas solubles, ya
que el ensayo SU requiere que el factor transcripcional PLV esté fusionado a una proteina
asociada a la membrana para evitar su posible difusion al nucleo (Stajlar et al., 2003).

La base de datos ARAMEMNON es una herramienta muy util para la prediccion
estructural de proteinas ya que utiliza 18 programas individuales para el pronostico de
dominios a-transmembrana (Alom v2, ConPred v2, DAS-TMfilter, HmmTop v2,
MemSat v3, Minnou, PHDhtm, Phobius, PredTmr vl, S-Tmhmm v0.9, Scampi,
SosuiG_vl.1, SVMtm v3, THUMBUP vl, TMap, TmHMM v2, TMMOD, TmPred,
TopPred v2), 6 programas para la deteccion de dominios P-transmembrana (BOMP,
MCMBB, TMB-hunt, TMbeta-net, TMBpro, transFold) asi como una serie de programas
especificos para la deteccion de proteinas ancladas a membrana por grupos glicosil-fosfatidil-
inositol (GPI), motivos de miristolizacion y grupos prenilacion o de palmitoilacion (big-PI ,
FragAnchor, GPI-SOM, PredGPI , PrePS-FT , PrePS-GGT-Caax, PrePS-GGT-Rab, NMT,
PlantsP_Myr, TermiNator) (Schwacke et al., 2003).

La aplicacion de las herramientas de ARAMEMNON al grupo de proteinas seleccionado
para el ensayo confirmé que la mayoria (349 de 425) pueden ser consideradas proteinas de
membrana con una alta probabilidad ya que presentan claras secuencias hidrofobicas que se
pronostican como dominios transmembrana y, por tanto, son aptas para la fusiéon al dominio
PLV; mientras que 76 proteinas o bien son proteinas solubles o su prediccion topologica es

controvertida (Figura 9).

W proteinas con mas de un dominoa-hélice
transmebrana

proteinas con un dominioQt-hélice
transmembrana

m proteinas ancladas a membrana (GPI,
prenilacidn, miristilacién, palmitoilacién)

® proteinas con dominios barril Btransmembrana

proteinas con posibles dominios
transmembranas

B proteinas sin dominios transmembrana

Figura 9. Clasificacion de las proteinas en base de sus dominios transmembrana. Se utilizo la base de datos
ARAMEMNON.
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La caracterizacion topoldgica de las proteinas seleccionadas para el ensayo muestra la
presencia de un pequefio grupo de proteinas solubles (27), estas son proteinas relacionadas
con la transduccion de sefiales y es muy probable que interaccionen con proteinas de
membrana. Las proteinas solubles pertenecen mayoritariamente a dos grupos proteicos el de
las anexinas y el de las calmodulinas o proteinas relacionadas con estas ultimas. Ambos
grupos estan estrechamente relacionados con las membranas celulares, ya que las proteinas
anexinas tienen la capacidad de unirse a los fosfolipidos de membrana cuando existe una alta
concentracion de iones calcio y las calmodulinas y proteinas relacionadas son capaces de
interaccionar con muchas clases de proteinas de membrana como los miembros de la familia

CNGC, MLO, transportadores de potasio y otros (Yang et al., 2003).

II1.3. CONSTRUCCION DE CEPAS TRANSFORMANTES DE S. CEREVISIAE
PORTADORAS DEL EXTREMO AMINO Y CARBOXILO DE LA UBIQUITINA.

Una vez seleccionado el grupo de proteinas objeto de estudio se procedid a la
amplificacion de los ORFs correspondientes, su verificacion y su clonacion en los vectores
del sistema SU. La clonacion de un elevado numero de fragmentos requiere el uso de
estrategias que simplifiquen el proceso y proporcionen una elevada eficacia, seleccionandose,
por este motivo, la recombinacion in vivo en S. cerevisiae que permite, mediante una simple
transformacion, obtener los clones deseados en las cepas adecuadas para el ensayo SU. Para
hacer factible este método los ORF amplificados estaban flanqueados por las secuencias Bl y
B2 homologas a las que existen en todos los plasmidos utilizados. El disefio de los
oligonucledtidos que amplifican los genes y afiaden las secuencias B1 y B2 ha sido descrito
mas detalladamente en “Materiales y Métodos™.

Utilizando estos cebadores especificos se realizaron las correspondientes reacciones de
amplificacion siendo el molde empleado ADNc obtenido a partir de ARN de A4. thaliana de la
variedad Col0.

Después de la amplificacion cada muestra fue analizada por electroforesis para comprobar
si su tamafio era correcto y estimar su concentracion; repitiéndose las amplificaciones cuya
concentracion no fuera adecuada para su posterior clonacion. Para estimar la fiabilidad del
proceso de amplificacion a gran escala, se secuencid aproximadamente un 10% de las
secuencias obtenidas en el proceso de amplificacion comprobandose que un 94% de las

reacciones correspondian al ORF que se deseaba amplificar y la secuencia era correcta.
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Como resultado del andlisis del tamafio de las amplificaciones obtenidas y de las
reacciones de secuenciacion se eliminaron 12 clones que no presentaban el tamafio o la
secuencia adecuada y se continuo el trabajo con 413 ORFs.

Una vez obtenidas las amplificaciones de los genes de A. thaliana se transformaron las
cepas THY.AP5 y THY.AP4 con los pldsmidos linearizados pXNgate y pMetYCgate,
respectivamente, y con los amplicones de los genes para obtener las cepas transformantes por

recombinacion in vivo tal y como se esquematiza en la Figura 10.
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Figura 10. Obtencion de cepas transformantes para el ensayo SU a gran escala. A). Digestion de los
plasmidos utilizados. B). Proceso de recombinacion in vivo de las secuencias recombinogénicas B1 y B2.

Tanto el proceso de recombinacién in vivo como las reacciones de transcripcion reversa y,
principalmente, las de PCR, llevadas a cabo para la amplificacion y clonacion de los ORFs,
tienen efectos mutagénicos indeseados que pueden afectar a la expresion o funcion de las
proteinas codificadas. Con el proposito de minimizar este efecto mutagénico, en lugar de
seleccionar una unica colonia transformante, sensible a G418, se seleccionaron grupos de 20-
50 colonias transformantes para representar un determinado ORF. Asi, mediante el uso de un
grupo o “pool” de transformantes para cada ORF se elimina teéricamente la posibilidad de
que todos los transformantes sean portadores de mutaciones y ninguno exprese la proteina
correcta (Petracek et al., 2002).

Para comprobar que cada “pool” de transformantes era portador del ORF correcto se
analiz6 mediante PCR el tamafio de su inserto. Ademas, también se comprobd mediante
secuenciacion de los amplicones obtenidos en las PCRs analiticas que en los “pools”
analizados prevalece la secuencia de ADN correcta, idéntica a la depositada para el

correspondiente ORF en las bases de datos de 4. thaliana.
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En resumen, tras el proceso de construccion y andlisis de los “pools” de transformantes se
obtuvieron 413 “pools” de transformantes de la cepa THY.APS5 portadores de diferentes ORFs
en el plasmido pXNgate y 173 “pools” de transformantes de la cepa THY.AP4 portadores de
ORFs en el plasmido pMetY Cgate.

A continuacién, los “pools” de transformantes verificados fueron cultivados en medio
liquido en placas multipocillos tipo “deep-well” de 96 pocillos (5 placas de transformantes X-
Nub y 3 placas de transformantes Y-CUDb) y replicados para obtener una serie de placas que
fueron almacenadas a -80°C en presencia de 25% glicerol. Debido a que los ensayos
preliminares mostraron que los resultados son més reproducibles cuando se parte de cultivos
frescos, las réplicas almacenadas fueron replicadas periddicamente consiguiendo obtener

resultados mas homogéneos.

IIL4. ENSAYO DE INTERACCION “SPLIT UBIQUITIN” DE PROTEINAS DE
MEMBRANA.

En el ensayo SU a gran escala se emplearon como “cebo” las cepas Cub, de forma que
fueron utilizadas para formar diploides con cada una de las cepas “presa”, la coleccion de
cepas transformantes Nub. En los diploides asi construidos se analizé si existe activacion de
dos de los genes reporteros (ADE2 e HIS3) determinando su capacidad de crecimiento en
medio minimo liquido y en el mismo medio suplementado con 250 uM de metionina. La
adicion de metionina al medio permite seleccionar aquellas interacciones mas especificas,
siendo de gran utilidad en los casos de las cepas cebo que presentan un gran numero de
interacciones inespecificas en el medio carente de metionina. La capacidad de crecimiento
determinada cuantitativamente a través de la DOsgs del cultivo puede establecer unos
parametros de ausencia o existencia de interaccion objetivos que no estén sujetos a la
subjetividad del tamafno de las colonias en medio sélido. Un ejemplo de estos resultados se
representa en la Tabla 1 donde se muestra la disposicion de los valores de crecimiento (DOsos)
y queda reflejado el comportamiento de distintos clones respecto a los controles positivo y
negativo asi como el de diferentes parejas de proteinas en unas condiciones especificas de

tiempo de cultivo y concentracion de metionina.
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I11.4.1. Analisis del comportamiento de los controles en el analisis a gran escala.

En los ensayos a gran escala es imprescindible el analisis de los resultados obtenidos con
los controles, tanto positivos como negativos, para poder estimar la fiabilidad del método
empleado.

En este trabajo se utilizaron tres tipos de controles distintos:

e Controles de contaminacidn consistentes en pocillos sin células. La presencia
de crecimiento en estos controles revela la existencia de posibles contaminaciones que
pueden tener lugar durante el proceso experimental.

e Controles negativos consistentes en pocillos que contienen células portadoras
del vector vacio pXNgate. Este control permite eliminar aquellos clones que, bien
expresan proteinas Y-Cub que se autoprocesan liberando el factor PLV sin unirse al
fragmento Nub o bien muestran interacciones transitorias inespecificas dando lugar a

un elevado niimero de falsos positivos.
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e Controles positivos consistentes en pocillos que contienen la cepa
transformante que expresa el extremo soluble Nub de la ubiquitina de tipo silvestre. El
extremo Nub silvestre debe interaccionar con el extremo Cub sin necesidad de que
exista interaccion entre las proteinas a las que estan fusionados. Por tanto este tipo de
control permite detectar aquellas proteinas Cub que por causas conformacionales no
son aptas para el analisis SU.

Estos dos ultimos controles son los que realmente permiten analizar la especificidad del

ensayo y son analizados a continuacion.

I11.4.1.a. Analisis de crecimiento de los controles negativos.

Los controles negativos permiten detectar aquellas proteinas que dan interacciones
inespecificas, incrementando el nimero de falsos positivos. La activacion de los genes
reporteros, y la consiguiente capacidad de crecimiento en medio selectivo de las cepas
diploides que expresan simultdneamente una determinada proteina fusionada al extremo Cub
y el dominio soluble Nub ponen de manifiesto que esa proteina es capaz de promover la
interaccion de los dominios Cub y Nub sin necesidad de interaccionar con otra proteina.

El andlisis cuantitativo del comportamiento de las proteinas de la coleccion de cepas Cub
en los controles negativos reveld que aproximadamente un 70% de estas cepas superan el
control negativo y muestran una DOsos inferior a 0,15 (ausencia de crecimiento) cuando el
ensayo se realiza en un medio carente de metionina (Figura 11). Ademés, mientras que en
estas condiciones un 7% restante presenta crecimiento muy pobre (0,15 > DOsgs > 0,25), un
23% muestra un claro crecimiento (DOsgs > 0,25). La realizacién del ensayo en medio
suplementado con 250 uM de metionina, que disminuye la expresion de las proteinas Y-Cub,
disminuye unas tres veces (8,1%) el nimero de cepas que muestran crecimiento en el control

negativo y, por tanto, aumenta notablemente la especificidad del ensayo.
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Figura 11. Distribucion de las DOsys de los diploides utilizados como control negativo. La linea de color
rosa representa el crecimiento en medio selectivo suplementado con 250 uM de metionina. La linea de color
azul representa el crecimiento en medio selectivo sin metionina. El recuadro rojo es el porcentaje de cepas
que presentan un crecimiento con una DOsgs superior de 0,25.

Las cepas Cub que no pasan el control negativo también muestran interaccion con la

mayoria de las cepas Nub. El comportamiento anomalo de estos clones puede ser debido a

que la secuencia sefial de la proteina heterdloga no es reconocida en levadura, provocando su

retencion y acumulacion, a niveles no fisioldgicos, en el Golgi o reticulo endoplasmico donde

se facilitan eventualmente las interacciones transitorias inespecificas dando un mayor numero

de falsos positivos (Diinnwald et al., 1999). También se ha observado que algunas de estas

proteinas Y-Cub son capaces de autoprocesarse en ausencia del extremo amino Nub,

liberandose el factor PLV y provocandose la activacion de los genes reporteros.

Las 19 cepas Cub que no pasan el control negativo fueron eliminadas en los ensayos

posteriores. Estas proteinas, en su conjunto, no muestran ninguna caracteristica estructural o

funcional que explique su comportamiento. Entre ellas destaca el grupo que expresa proteinas

de la familia de las acuoparinas (Tabla 2).

Proteina  [N°acession | Breve descripcion

AtNIP1.1  [A414g19030 |acuoporina

AtNIP1.2 |At4g18910 |acuoporina

AtNIPS5.1 |At4g10380 |acuoporina

AtCNGC13|At4g01010 |putativo canal idonico regulado por nucleotidos ciclicos y calmodulina
AtCAT7  |At3g10600 |putativo transportador de aminoéacidos catibnicos

AtTIP4.1 |At2g25810 |acuoporina

AtTIP3.2 |Atlgl7810 |acuoporina

AtSTP2 At1g07340 |monosacarido-proton simporter especifico de gametocito
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Proteina  [N°acession | Breve descripcion

AtPUP3 Atlg2822() |putativa purina permeasa

AtPUP4 Atlg30840 |putativa purina permeasa

AtLAT4  [A4¢1g31830 |proteina relacionada con el control de la muerte celular
AtMLO12 [4¢2¢39200 |proteina transportadora de aminoaciods neutros
AtNIP4.1 [4¢5¢37810 |acuoporina

AtPIP1.4 [4¢4g00430 |acuoporina

AtSIP1.2  [475¢18290 |acuoporina

AINHX1 [475¢27150 |transportador antiporter sodio/proton

AtYSL3 At5¢53550 |transportador de oligopéptidos

AtKCOS [A4t4g01840 |canales de iones potasio

AtPTR1 At3g54140 |transportador de oligopéptidos dependientes de protones

Tabla 2. Cepas Cub que no superan el control negativo.

I11.4.1.b. Analisis de los controles positivos.

Como se ha mencionado anteriormente, el control positivo corresponde a la cepa que
expresa el extremo amino de la ubiquitina silvestre Nub. Este dominio posee una alta afinidad
por el extremo Cub y la reconstruccién de la ubiquitina es espontdnea y no depende de la
interaccion previa de otras proteinas a las que estos dominios deban estar fusionados. De esta
forma, en todos los diploides formados entre las cepas de la coleccion Y-Cub y el control
positivo Nub se deberia producir la reconstruccion de la ubiquitina, la liberacion del factor
PLV y la consiguiente activacion de los genes reporteros que proporcionan a los diploides la
capacidad de crecimiento en medio selectivo.

La fiabilidad de la coleccion de cepas Y-Cub respecto al control positivo se realizo
analizando cuantitativamente su capacidad de crecimiento de forma andloga a la realizada con
el control negativo. Dicho andlisis muestra que unicamente el 60% de los clones Y-Cub pasan
el control positivo (DOs¢s > 0,25) tras cinco dias de incubacion en medio suplementado con
250 uM de metionina (Figura 12). La fraccion de clones capaces de pasar el control aumenta
notablemente (80%) cuando se relajan las condiciones del ensayo, es decir, en ausencia de

metionina que no reprime la expresion de la proteinas Y-Cub (Figura 12).
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Figura 12. Distribucion de las DOsgs de los diploides formados con las cepas Y-Cub y la cepa utilizada como
control positivo a los 5 dias. En azul se muestra el porcentaje de diploides que crecen en un medio sin
metionina. En rosa representa en porcentaje de diploides que crecen en un medio suplementado con 250uM de
metionina. El recuadro rojo representa el porcentaje de diploides que superan el control positivo.

Incluso en estas ultimas condiciones, cinco cepas (3%) fueron incapaces de mostrar
crecimiento (DOsos < 0.25) después de 7 dias de incubacion y, en consecuencia, fueron
descartadas en los sucesivos ensayos de interaccion. Estas cepas expresan proteinas que, en

general, difieren en su localizacion, funcion, tamafio y dominios transmembrana (Tabla 3).

Proteina Nracession | Breve descripcion

AtBRX Atlg31880 |factor de transcripcion del tipo BRX

AtRLP10 |A¢1g65380 |[receptor de la superficie celular

AtSTP12 (41421480 |transportador simporter de monosacéridos dependiente de protones
AtKCO4 [411g02510 |canal de potasio

AtCNGC2 [A415g15410 |canal de potasio y de cationes monovalentes activado por AMPc

Tabla 3. Cepas Cub que no superan el control positivo.

Una posible explicacion al comportamiento de estas cepas es que las proteinas Y-Cub que
expresan no muestren una localizacion citosolica de su extremo carboxilico y, por tanto, se
evite su interaccion con el dominio Nub que expresa el control positivo. Sin embargo, si se ha
podido comprobar que estas mismas proteinas son capaces de interaccionar con alguno de los
restantes clones Y-Cub cuando estdn fusionadas al dominio Nub, lo que contradice la
explicacion anterior. En cualquier caso, no se puede descartar que la fusion de estas proteinas

al dominio Cub-PLV, que posee un tamafo considerable (5-47 kDa), altere su conformacion y
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la correcta localizacion citosolica de su extremo Cub, mientras que no sucede lo mismo en el

caso de su fusion al dominio Nub, que es de menor tamafio (5 kDa).

Un aspecto relevante del andlisis de los controles positivos y negativos es la influencia de
la estringencia del ensayo (niveles de expresion de la proteina Y-Cub controlados por la
represion por metionina del promotor Met25) sobre los resultados del mismo. De esta forma,
es evidente que existe un compromiso entre la estringencia usada en el ensayo y la
especificidad de la interaccion. Al aumentar la estrigencia disminuye el numero de
interacciones detectadas aumentando la especificidad de la interaccion y viceversa.

El uso de un promotor reprimible como el usado en este trabajo aporta una solucioén al
compromiso estringencia/especificidad permitiendo realizar los ensayos a distintos grados de
estringencia. De este modo, se pueden detectar tanto interacciones fuertes como débiles o las
producidas entre proteinas cuya expresion es baja o elevada, ampliandose el rango de

proteinas aptas para el ensayo SU.

I11.4.2. Tratamiento estadistico de los datos derivados del ensayo de la SU.

Los analisis a gran escala de interacciones proteicas proporcionan un nimero muy elevado
de datos que suelen depender de distintas variables y requieren un tratamiento estadistico de
estandarizacion que permita equiparar cualquier dato dentro del conjunto de datos obtenidos.
En este trabajo la estandarizacion de los datos debe permitir comparar y filtrar el crecimiento
de los distintos diploides en todas las condiciones estudiadas (distintos medios, distintos
tiempos de incubaciodn, caracteristicas propias de cada proteina Cub o Nub, efectos de
crecimiento inespecifico de algunos clones o placas, cantidad de células inoculada, etc.)
seleccionandose solamente los datos estadisticamente significativos (hot spot) dentro de la
distribucion.

El proceso de estandarizacion mas habitual en el andlisis de los datos de las estrategias
“Omicas” consiste en el célculo del valor Z-score. En este trabajo la obtencion del Z-score
vino determinada por pardmetros robustos de la tendencia central como son la mediana y el
espacio intercuartilico que hacen que la distribucion de valores se vea menos afectada por
valores extremos, que representan el crecimiento de los diploides.

Utilizando estos parametros se procedidé al proceso de estandarizacion realizando tres
niveles de agrupamiento: el primero de ellos, a nivel de placa, que compara los resultados

dentro de una misma placa; el segundo, a nivel de cepa Cub, que permite el contraste de todos
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los valores que se obtienen de una misma cepa Cub con los correspondiente Nub y por tltimo
todos los resultados obtenidos con cada cepa Nub. Este tratamiento de datos hace que los
valores mas altos de Z-score correspondan a aquellos diploides que muestran un crecimiento
mayor que los de la placa a la que pertenecen, mayor que el resto de los diploides en los que
estan implicados esos clones Cub y mayor que el crecimiento de los diploides en los que estan
implicados los correspondientes clones Nub.

Tras el proceso de estandarizacion, para determinar qué interacciones fueron consideradas
positivas se utilizaron dos criterios:

- Crecimiento positivo, considerandose como tal una DOs9s> 0,25.

- Valor Z-score superior a 5,5. Este valor viene determinado por el uso de un valor
de significacion de 0,01 y la aplicacion de la correccion de Bonferroni que relaciona el
valor significativo con el nimero de datos totales.

La aplicacion de estos dos criterios permite delimitar la zona de seleccion de los resultados
positivos como se representa en la grafica de la Figura 13.
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Figura 13. Distribucion de los valores obtenidos para las proteinas Atl1g19770-Cub y Atlg22550-Cub tras
medir la densidad optica a 595nm y tras el proceso de estandarizacion. La zona de color rosa delimita los
resultados positivos cuyo Z-score supera un valor de 5,5 y cuya DOsos es superior a 0,25.

I11.5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ENSAYO SU.

Teniendo en cuenta los dos criterios anteriormente descritos, al analizar el conjunto de
datos resultantes se estimo que, tras la eliminacion de los resultados correspondientes a la
proteina AtPGP19 (4£3g28860) que no son fiables al no conservar su estructura en la levadura
por estar hiperglicosilada (Blakeslee er al., 2007), el crecimiento de 1453 diploides lleva
asociado interacciones positivas, lo que equivale aproximadamente a un 2% de las

interacciones analizadas.
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IIL.5.1. Interacciones reciprocas

La existencia de interaccion reciproca entre dos proteinas, es decir, aquella que se da entre
los miembros de wuna pareja de proteinas que muestran interaccion positiva
independientemente de que estén fusionados al dominio Nub o al Cub, dota de un alto grado
de verosimilitud a dicha interaccion (Miller ef al., 2005).

El analisis de los datos del ensayo realizado en este trabajo revela la existencia de 21
interacciones reciprocas lo que representa aproximadamente un 7% del total; de estas, 8
corresponden a interacciones homoméricas, es decir aquellas que involucran a una unica

proteina (Tabla 4).
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(Continuacion Tabla 4)

Tabla 4. Interacciones reciprocas obtenidas del ensayo SU realizado.

Entre las proteinas que muestran interaccion reciproca destacan cinco parejas de proteinas
que pertenecen a la familia de las acuoparinas. Tres de estas acuaporinas pertenecen a la
familia PIP y el significado biologico de estas interacciones puede ser el reflejo de la
naturaleza tetramérica de esta clase de proteinas al formar los canales de membrana que, en su
mayoria, transportan moléculas de agua (Beuron ef al., 1995; Daniels et al., 1999, Murata et

al., 2000; Braun et al., 2000; Echevarria et al., 2006; Tornroth-Horsefield et al., 2006).

I11.5.2. Analisis comparativo de los resultados obtenidos con distintas bases de datos.

La comparacion de los resultados obtenidos en distintos estudios permite robustecer el
significado de las interacciones, tanto positivas como negativas, asi como ampliar el
interactoma. Con este objetivo se compararon los resultados obtenidos en este trabajo con las
interacciones descritas en las siguientes bases de datos:

- AtPID (Cui et al, 2008) es una base de datos especifica para 4. thaliana que
incluye resultados de interacciones fisicas que han sido publicadas y propone nuevas
interacciones en base a distintas técnicas de analisis in silico de interacciones proteicas
como son el andlisis de los perfiles filogenéticos, la fusién de genes, la coevolucion de
la expresion génica, el analisis de genes vecinos en el contexto gendmico, el
acoplamiento computacional de proteina-proteina asi como otros que contrastan la
funcion biologica, la localizacidn celular o los perfiles de expresion.

- Arabidopsis  Interactions  Viewer  (http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-
bin/Arabidopsis_interactions_viewer.cgi; Geisler-Lee et al, 2007); y la base de datos
descrita por De Bodt et al, 2009 (http://bioinformatics.psb.ugent.be/supplementary
data/stbod/athPPI/site.php). Ambas estan especializadas en las predicciones de
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interacciones proteicas de las proteinas de A. thaliana basadas en métodos
bioinformaticos similares a los mencionados anteriormente.

- BioGRID (http://www.thebiogrid.org; Stark et al, 2006), e IntAct
(http://www.ebi.ac.uk/intact; Kerrien et al., 2007) son bases de datos que recopilan las
interacciones proteicas fisicas que han sido descritas en la literatura y que no estan
limitadas a 4. thaliana.

- La base de datos STRING 8 (http://string.embl.de; von Mering et al., 2005,
2007; Jensen et al., 2009) recopila las interacciones publicadas y predice nuevas
interacciones proteicas utilizando distintos métodos de anélisis computacionales.

Dado que las distintas bases de datos difieren tanto en la seleccion de articulos como
en el numero de proteinas analizadas y las aproximaciones bioestadisticas y
bioinformaticas utilizadas, sus resultados son dispares. Asi, mientras que los datos
procedentes de bases de datos que contemplan interacciones fisicas obtenidas por
métodos experimentales presentan un elevado grado de solapamiento, las bases de datos
que se basan en métodos predictivos muestran resultados poco redundantes tanto entre
los de este tipo de bases como con los datos derivados de aproximaciones empiricas (De
Bodt et al., 2009).

Cuando se comparan los resultados de este trabajo con los resultados depositados en bases
de datos derivados de aproximaciones experimentales (AtPID; BioGRID, STRING 8 e
IntAct) se observa que 6 de un total de 39 interacciones fisicas descritas en la literatura, y que

involucran a proteinas de este trabajo, son corroboradas por el ensayo realizado (Tabla 5).

Tabla 5. Interacciones proteicas fisicas corroboradas en el ensayo realizado.
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Estos resultados no solo confirman la interaccion de esas 6 parejas de proteinas sino que,
ademads, demuestran que las interacciones se producen cuando las proteinas son completas,
estan localizadas en su posicion nativa en la membrana y mantienen una estructura terciaria o

cuaternaria similar a la que puedan tener en la planta.

Ademas, los resultados de este trabajo muestran que las
interacciones efectivamente tienen lugar in vivo; completando la informacion sobre
interacciones que unicamente estaban basadas en ensayos in vitro con proteinas solubilizadas

como sucede en algunas de las interacciones encontradas.

Por su relevancia bioldgica, algunas de las interacciones identificadas en este trabajo y que
corroboran resultados parciales previos fueron analizadas individualmente para su
confirmacion. Por ejemplo, se pudo verificar la formacion de complejos proteicos entre las
proteinas transportadoras de tipo Shaker y que estas interacciones pueden constituir la base
estructural para la formacion de complejos hetero u homotetrameros como habia sido
propuesto por otros autores (Urbach et al., 2000).

Las distintas estructuras multiproteicas formadas por transportadores de tipo Shaker
difieren en las proteinas que las componen dependiendo de las necesidades celulares y el tipo
de célula, lo que proporciona un aumento y especializacion en el nimero de complejos
transportadores de potasio en planta. Este comportamiento pudo comprobarse entre los
transportadores AtKAT1-AtKATI1 y AtKATI-AtAKT]1 cuya interaccion puede relacionarse
con la captacion de potasio en raices o células estomaticas (Dreyer ef al., 1997; Urbach et al.,

2000; Obrdlik et al., 2004) y cuyos resultados se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Ensayo SU individualizado de las parejas proteicas AtKATI1-AtKAT1 y AtKATI1-AtAKT1. A).
Crecimiento en medio sin histidina y adenina. B). Analisis cuantitativo de la actividad 3 -galactosidasa. WT2
representa el control positivo. NXgate representa el control negativo.
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Como se ha mencionado anteriormente, el porcentaje de interacciones identificadas en

otros trabajos experimentales y que son corroboradas por este ensayo SU es bajo (15,4%). Sin

embargo, estos niveles son frecuentes en los ensayos a gran escala de interacciones de

proteinas debido a que las técnicas utilizadas tienen distinta sensibilidad y pueden presentar

restricciones experimentales que afectan a los resultados (Ito ef al, 2001). En la tabla 6 se

muestran las 33 interacciones previamente identificadas y que no son corroboradas en este

trabajo.

PROTEINA

PROTEINA

METODOS UTILIZADOS

AUTOR

AtSYP21 (At5g16830)
Proteina t-SNARE

AtVTIN1 (415g39510)
Proteina v-SNARE

Coinmunoprecipitacion, microscopia
electronica.

Cosedimentacion por gradiente de densidad.

Zheng et al., 1999,
Sanderfoot et al.,, 2001

AtSYP21 (415g16830)
Proteina t-SNARE

AtSYP51(4t1g16240)
Proteina t-SNARE

Coinmunoprecipitacion.

Sanderfoot et al., 2001

AtSYP21 (415¢16830)
Proteina t-SNARE

AtSYP22 (415g46860)
Proteina t-SNARE

Cosedimentacion por gradiente de densidad,

coinmunoprecipitacion, microscopia
electronica.

Sanderfoot ef al., 1999

AtSYP41(A15g26980) AtSYP61(A11g28490) Coinmunoprecipitacion. Sanderfoot et al., 2001
Proteina t-SNARE Proteina t-SNARE

AtSYP41(415g26980) AtVTIN12 (411g26670) Coinmunoprecipitacion. Sanderfoot et al., 2001
Proteina t-SNARE Proteina v-SNARE

AtSYP41(A415g26980) AtAtYKT61(4t5g58060) Coinmunoprecipitacion. Chen et al., 2005
Proteina t-SNARE Proteina t-SNARE

AtSYP41(415g26980) AtVTIL1 (415g39510) Coinmunoprecipitacion. Bassham ez al., 2000
Proteina t-SNARE Proteina v-SNARE

AtSYP22 (4t5g46860) AtVTIN2 (4¢1g26670) Coinmunoprecipitacion. Nithama et al, 2005

|Proteina t-SNARE

Proteina v-SNARE

AtSYP22 (415g46860)
|Proteina t-SNARE

AtSYPS1(At1g16240)
Proteina t-SNARE

Coinmunoprecipitacion.

Sanderfoot ef al., 2001

AtSYP22 (At5g46860)
Proteina t-SNARE

AtVTIL1 (415g39510)
Proteina v-SNARE

Coinmunoprecipitacion.
Coinmunoprecipitacion.

Cosedimentacion por gradiente de densidad,

coinmunoprecipitacion, microscopia
electronica.

Sanderfoot ef al., 2001
Yano et al, 2003

Zheng et al., 1999

AtVTIL1 (415g39510) AtSYPS1(At1g16240) Coinmunoprecipitacion. Sanderfoot ez al., 2001
|Proteina v-SNARE Proteina t-SNARE

AtVTIN2 (411g26670) AtSYP61(411g28490) Coinmunoprecipitacion. Sanderfoot et al., 2001
|Protefna v-SNARE Proteina t-SNARE

AtVTI12 (4t1g26670) AtSYP51(4t1g16240) Coinmunoprecipitacion. Sanderfoot ez al., 2001
Proteina v-SNARE Proteina t-SNARE

AtERS1(412g40940) AtERS1(412g40940) MeRA, SUS. Grefen et al., 2008
Putativo receptor de etileno e Putativo receptor de etileno e

histidina proteina quinasa histidina proteina quinasa

AtERS1(412g40940) AtERS2 (At1g04310) MeRA, SUS. Grefen et al., 2008
Putativo receptor de etileno e Putativo receptor de etileno e

histidina proteina quinasa histidina proteina quinasa

AtERS1(412g40940) AtEIN4 (413g04580) MeRA, SUS. Grefen et al., 2008
Putativo receptor de etileno e Putativo receptor de etileno e

histidina proteina quinasa histidina proteina quinasa

AtERS2 (4t1g04310) AtEIN4 (413g04580) MeRA, SUS. Grefen et al., 2008

Putativo receptor de etileno e
histidina proteina quinasa

Putativo receptor de etileno e
histidina proteina quinasa

AtMDR/AtPGP1 (412g36910)
Transportador tipo ABC subfamilia B

AtPIN1 (4t1g73590)
Exportador de auxina

Microscopia confocal y
coinmunoprecipitacion.

Blakeslee et al., 2007

AtPIN2 (415g57090)
Exportador de auxina

AtMDR/AtPGP1 (412g36910)
Transportador tipo ABC subfamilia B

Microscopia confocal.

Blakeslee et al., 2007

Transportador simporter H'/Glucosa

Transportador simporter H'/Glucosa

AtSUC2 (4t1g22710) AtSUT2 (412g02860) SUS. Schulze et al., 2003
Transportador simporter H'/Glucosa | Transportador simporter H'/Glucosa
AtSUC2 (411g22710) AtSUT4 (411g09960) SUS. Schulze et al., 2003
Transportador simporter H'/Glucosa | Transportador de baja afinidad

simporter H'/Glucosa
AtSUC2 (411g22710) AtSUC2 (411g22710) SUS. Schulze et al., 2003
Transportador simporter H'/Glucosa | Transportador simporter H'/Glucosa
AtSUT?2 (412g02860) AtSUTH4 (4t1g09960) SUS. Schulze et al., 2003
Transportador simporter H'/Glucosa | Transportador de baja afinidad

simporter H'/Glucosa
AtSUT2 (412g02860) AtSUT2 (412g02860) SUS. Schulze et al., 2003
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(Continuacion Tabla 6)

PROTEINA

PROTEINA METODOS UTILIZADOS AUTOR
AtKCO1 (415g55630) AtGRF1 (4t4g09000) Pulldown y colocalizacion. Latzet al., 2007
Subunidad del poro-tandem del canal  |Proteina reguladora de sefial
de cationes potasio tipo 14-3-3
AtKCOL1 (4t5g55630) AtKCOL1 (4t5g55630) BiFC, FRET. Voelker et al., 2006
Subunidad del poro-tandem del canal ~ |Subunidad del poro-tandem del canal
de cationes potasio de cationes potasio
AtRPKI1 (4t1g69270) AtCaM1 (415g37780) Array de proteinas. Popescu et al., 2007
Receptor putativo proteina quinasa Calmodulina
AtMDR/AtPGP1 (412g36910) AtCaM1 (415g37780) Array de proteinas Popescu et al., 2007
Transportador tipo ABC subfamilia B |Calmodulina

AtMDR/AtPGP1 (412¢36910) Geisler et al, 2003

Transportador tipo ABC subfamilia B

AtTWDL1 (413g21640)
Peptidil-prolyl isomerasa unida a
membrana

AtCaM5 (412g27030)
Calmodulina

Dos hibridos, reconstruccion del complejo,
cofraccionamiento y copurificacion.

AtCNGC1 (415g53130)
Canales i6nicos dependientes
de nucledtidos ciclico
AtCNGC1 (415¢53130)
Canales ionicos dependientes
de nucledtidos ciclico
AtTWDL1 (413g21640)
Peptidil-prolyl isomerasa unida
a membrana
AtCPKI1/AtAKI1 (415g04870)
Putativa proteina quinasa
dependiente de calcio

Dos hibridos, FRET. Kohler et al., 2000,

Aliet al., 2005

AtCaM4 (4t1g66410)
Calmodulina

Dos hibridos. Kohler et al., 1999,

Kohler et al., 2000

AtMRP1 (411g30400)
Putativo transportador
fitoquelatina- metal/metaloide de afinidad.

AtGRF2 (4t1g78300) Far Western, ensayos enzimaticos
Proteina reguladora de sefal TAP.

tipo 14-3-3

Dos hibridos, reconstruccion del complejo, Geisler et al., 2004

cofraccionamiento, western de captura

Camoni et al., 1998,
Chang et al., 2009.

Tabla 6. Interacciones proteicas identificadas experimentalmente y que no solapan con los resultados
obtenidos. En marron las interacciones entre las proteinas SNARE.

Por ejemplo, la mayoria de las interacciones fisicas que no son confirmadas en este trabajo
tienen lugar entre las proteinas de la familia SNARE, cuya funcion bioldgica esté relacionada
con los procesos de fusion de vesiculas (Tabla 6, en marrén).

El analisis informatico de la estructura de esta clase de proteinas, asi como resultados
previos (Hughson., 1999; Pratelli ef al., 2004), indican que su extremo C-terminal no presenta
localizacion citoplasmatica sino que previsiblemente esta localizado en el interior de vesiculas
u otros orgédnulos o, incluso, se encuentre inmerso en la membrana. Este hecho explicaria por
qué las interacciones entre las proteinas SNARE no son detectadas en nuestro ensayo SU ya
que este requiere que tanto el dominio Nub de una proteina como el Cub de su pareja estén
localizados en el citosol.

Los clones Cub-PLV de las proteinas SNARE son capaces de pasar el control positivo, es
decir, que interaccionan con el dominio Nub soluble. Por tanto, a pesar de tener un extremo
C-terminal embebido en la membrana, la fusién al dominio Cub-PLV debe permitir que este
ultimo esté accesible en el espacio citoplasmatico. En consecuencia, la falta de interaccion en
el ensayo realizado entre las proteinas SNARE podria ser debido a que su dominio Nub C-
terminal no presente localizacion citoplasmatica. El diferente comportamiento en cuanto a la
accesibilidad de los dominios Nub y Cub que estan fusionados a la misma proteina podria ser
debido tanto por la diferencia en el tamafio de ambos tipos de dominios, mucho mayor el Cub

que el Nub, como a sus propias estructuras que, en ultima instancia, podrian determinar
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diferentes conformaciones y plegamientos. Para explorar esta hipotesis se analizaron las
interacciones entre tres proteinas SNARE representativas de la familia (AtSYP21
(At5g16830), AtVTIN1 (At5g39510) y AtSYP22 (At5g46860) entre las que han sido descritas
interacciones fisicas a través de diferentes técnicas experimentales como
coinmunoprecipitacion, microscopia electrénica o cosedimentacion en gradiente de densidad
(Zheng et al., 1999; Sanderfoot et al., 1999; 2001; Yano et al., 2003). Estas tres proteinas
tienen perfiles hidrofobicos similares entre si y con las restantes proteinas SNARE y predicen

un dominio C-terminal transmembrana (Figura 15).
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Con el fin de comprobar si la incapacidad de detectar en el ensayo SU la interaccion entre
estas proteinas SNARE era debida a que el dominio Nub no estd accesible en el citoplasma,
los ORFs AtSYP21, AtVTIII, AtSYP22 fueron clonados en el vector pNXgate33-3Ha que
determina la fusion del dominio Nub en el extremo N-terminal de la proteina en lugar de en el
extremo C-terminal.

Los ensayos de interaccion SU realizados con estos nuevos clones revelan que existe
interaccion positiva entre la proteina AtVTI11-Cub y las proteinas AtSYP22 y AtSYP21
cuando estas ultimas poseen el dominio Nub en el extremo amino (NSYP22 y NSYP21). En
cambio no ocurre lo mismo cuando el dominio Nub esta fusionado en el extremo carboxilo
(SYP22N y SYP2IN) (Figura 16). También se obtienen los mismos resultados con AtSYP21-
Cub vy las proteinas AtSYP22 y AtVTII1.
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A B
= [WT2 WT2
S [SYP2N S [syp22N
X [NSYP22 O |NSYP22
E SYP2IN ~ |VTITIN
=19
> NSPY21 S [VIIIN
% [NX33Ha % [NX33Ha
XNgate < XNgate

Figura 16. Ensayos de SU con tres proteinas de la familia SNARE, AtVTI11, AtSYP21, AtSYP22. Se
analiza la DOsys, el crecimiento en medio sélido y la actividad B-galactosidasa. ] Controles negativos,
diploides que llevan los plasmidos Nub vacios. ] Control positivo, diploide que lleva el plasmido WT2.
A). Resultados obtenidos con la proteina AtVTI11-Cub como cebo. B). Resultados obtenidos con la proteina
AtSYP21-Cub como cebo.

Estos resultados sugieren que en las proteinas de fusion SNARE el dominio Nub presenta
una localizacion citosolica cuando se encuentra unido al extremo N-terminal pero no cuando
estd fusionado al extremo C-terminal. Generalizando estos resultados, se podria explicar por
qué las interacciones entre las proteinas SNARE, que estan bien documentadas en la
literatura, no pudieron ser detectadas en el ensayo SU a gran escala realizado en este trabajo.
Estos resultados también demuestran que el ensayo SU puede ser modificado de forma que la
fusion del dominio Nub en el extremo N-terminal de las proteinas a ensayar elimina
eficazmente algunas de sus restricciones experimentales.

Ademas de las proteinas SNARE, las interacciones AtERS1-AtERS1, AtERS1-AtERS2,
AtERS1-AtEIN4, AtERS2-AtEIN4 tampoco han podido ser detectadas en este trabajo a pesar
de haber sido identificadas experimentalmente. En este caso, la conformacién que adquieren
estas proteinas completas al unirse al dominio Nub no permite la correcta liberacion del factor
PLV, observandose tan solo resultados positivos con las proteinas truncadas (Grefen et al.,
2008).

Tampoco ha sido posible detectar interacciones en el caso de las parejas proteicas AtPIN2-
AtPGP1 y AtPIN1-AtPGPI1. La interaccion de estas proteinas parece requerir la expresion de
otro tipo de proteinas, como AtTWDI1 o AtFAGP2, o de moléculas (lipidos, particulas del
citoesqueleto, pared celular, etc.) que permiten que estas interacciones puedan ser
identificadas en A. thaliana pero no en S. cerevisiae donde los resultados han sido negativos
utilizando diversas estrategias (Geisler et al., 2003, Friml et al., 2004; Michniewicz et al.,

2007, Blakeslee et al., 2007).
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Entre las causas de la falta de solapamiento con el resto de las interacciones fisicas (Tabla
6) estan tanto la distinta sensibilidad de las técnicas utilizadas como el hecho de que, en
muchos casos, las interacciones descritas en otros trabajos se han realizado con fragmentos
proteicos solubles que no mantienen la conformaciéon de la proteina nativa. Este tipo de
fragmentos son propensos a mostrar interacciones inespecificas con proteinas de la misma
familia o con aquellas que contienen dominios similares. Un ejemplo lo representaria la
interaccion detectada entre las proteinas AtKCO1 y AtGRF1 de la cual se especula que pueda

ser un artefacto del método empleado (Latz et al., 2007).

Ademas de la comparacion con bases de datos fundamentadas en aproximaciones
experimentales, también se analizo el solapamiento de los resultados obtenidos con los de
bases de datos que predicen posibles interacciones y que se fundamentan en métodos

computacionales o bioinformaticos.
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(Continuacion Tabla 7)

Tabla 7. Interacciones predichas que se confirman en este trabajo. AIV es la abreviatura de la base de datos
Arabidopsis Interaction Viewer. En amarillo interacciones que han sido demostradas empiricamente. En rosa
interacciones entre proteinas de la familia de las acuaporinas.

La comparacion con las bases de datos AtPID, AIV y la construida por De Bodt permitio
identificar 22 interacciones coincidentes (Tabla 7). Entre estas, cabe destacar algunas
interacciones reciprocas y un grupo numeroso de proteinas pertenecientes a la familia de las

acuoporinas.

IT1.5.3. Analisis individualizado de las interacciones entre las proteinas acuaporinas.

Varios trabajos experimentales han demostrado que en diferentes organismos como E. coli,
insectos, judias, lentejas, espinacas y el hombre las acuaporinas interaccionan entre si dando
lugar a tetrdmeros, hetero u homotetrameros, cuyos mondémeros se asocian mediante
interacciones hidrofobicas (Beuron ef al., 1995; Harvengt et al., 2000; Murata et al., 2000;
Braun et al., 2000; Térnroth-Horsefield et al., 2006).

En el ensayo SU realizado en este trabajo estan incluidas un total de 24 acuaporinas que
pueden ser agrupadas, atendiendo a su localizacion y a su similitud de secuencia de

aminoacidos, en 4 subfamilias (Maurel et al., 2008; Benga., 2009):
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- La subfamilia PIPs (Plasma membrana Intrinsic Protein) cuyas proteinas estan
localizadas preferentemente en la membrana plasmatica donde contribuyen
mayoritariamente al transporte extracelular e intracelular de agua en plantas
(Schiissler et al., 2008; Benga., 2009).

- La subfamilia TIPs (Tonoplast Intrinsic Protein) cuya localizacién mayoritaria es la
membrana vacuolar. Estas proteinas se encargan del transporte de agua y pequefias
moléculas a través del tonoplasto, participando tanto en procesos de
osmorregulacion como en importantes rutas metabodlicas como el ciclo de la urea o
la sintesis de aminoacidos (Benga., 2009).

- La subfamilia NIPs (Nodulin Intrinsic Protein) con miembros localizados en la
membrana plasmatica y en las membranas intracelulares. Su nombre es debido a su
gran homologia con la acuaporina GmNod 26 presente en la membrana
peribacteriana de los nddulos simbidticos de fijacion de nitrégeno en raices de soja.

- La subfamilia SIPs (Small basic Intrinsic Protein) que agrupa proteinas localizadas
en su mayoria en el RE, donde se especula que ejercen funciones especificas como
el mantenimiento de su forma vesicular (Benga., 2009).

En el ensayo SU realizado se ha detectado un ntimero considerable de interacciones entre
los miembros de esta familia de proteinas que, por su elevado grado de reciprocidad y
coincidir con las predicciones bioinformadticas, sugieren la existencia de un complejo modelo
de interacciones en la formacion del complejo funcional. Con el fin de analizar
detalladamente estas interacciones altamente probables se realizaron una serie de analisis

individualizados que se describen a continuacion.

I11.5.3.a. Resultados de las interacciones entre las proteinas PIPs.

El ensayo SU a gran escala incluye 7 proteinas de la subfamilia PIP de A. thaliana aunque
tan solo 6 participan en interacciones reciprocas o estdn involucradas en interacciones
descritas en las bases de datos.

Con estas 6 proteinas (AtPIP1.1, AtPIP1.2, AtPIP2.1, AtPIP2.2, AtPIP2.3, AtPIP2.6) se
llevo a cabo un ensayo mas detallado en el que se utilizaron clones individuales de levaduras
que expresan genes cuyas secuencias han sido verificadas por secuenciacion, a diferencia del
ensayo SU a gran escala en el que utilizaron “pools” de clones.

Como se muestra en la Figura 17, estos clones expresan correctamente las

correspondientes proteinas PIP aunque la expresion de AtPIP2.6, y en menor medida la de
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AtPIP1.1, esta reducida tanto en los clones Nub como Cub. El analisis Western blot de los
extractos proteicos de los clones Nub utilizando el anticuerpo primario anti-HA revela la
presencia de las diferentes proteinas PIP etiquetadas con el epitopo HA cuyos tamafios
corresponden a los esperados (30-31 kDa) mas el dominio Nub (5 kDa). De igual forma, el
Western blot de los extractos proteicos de los clones Cub con el anticuerpo anti-VP16 permite
detectar la expresion de proteinas de unos 82 kDa correspondientes a las proteinas PIP (30-31

kDa) fusionadas al dominio Cub-PLV (5-47 kDa) (Figura 17).
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Figura 17. Western blot de las proteinas PIP-Cubs y PIP-Nubs. A). Proteinas PIP-Cub. El control negativo
es la cepa con el vector vacio pMetYCgate. B). Proteinas AtPIP-Nub. El control negativo es la cepa con el
vector vacio pXN3Ha.

Tras comprobar la correcta expresion de las proteinas se realizé el ensayo SU con los 30
diploides correspondientes a todas las combinaciones posibles de forma que se analizé tanto
la expresion de los genes reporteros ADE2 e HIS3, basandose en la capacidad de crecimiento
en medio selectivo, como la expresion de los genes reporteros lacZ y ADE?2, a través de la

coloracion de las colonias crecidas en los medios solidos adecuados (Figura 18).

A
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(Continuacion Figura 18)
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Como se ha demostrado anteriormente, la posicion del dominio Nub en el extremo
carboxilo o en el amino de la proteina a ensayar puede determinar la detecciébn de una
determinada interaccion. Por ello se construyeron clones que expresan las diferentes proteinas
PIP con dominios Nub fusionados al extremo amino en lugar de al extremo carboxilo.

El analisis de la expresion de las proteinas Nub-PIP mostrd la presencia de las especies
proteicas esperadas y en niveles abundantes con excepcion de las AtPIP2.6 y AtPIP1.1

(Figura 20).
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Figura 20. Analisis Western blot de las proteinas Nub-PIP. La cepa NXgate33Ha fue utilizada como
control negativo.

Con estas nuevas construcciones se realizé el ensayo de la SU que amplia el nimero de

interacciones que suceden entre las proteinas AtPIP.
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(Continuacién Figura 21)

Por tultimo, un analisis comparativo con las distintas bases de datos dota de mayor
verosimilitud a 14 de las interacciones que se han encontrado entre las proteinas PIP (Tabla

8).
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II1.5.3.b. Analisis de las interacciones proteicas de las proteinas TIP por el método

SU.

De forma similar a lo realizado con las proteinas PIP, también se procedié al anélisis
detallado de las 7 acuaporinas de la subfamilia TIP.

Los resultados de este andlisis muestran que las interacciones entre los miembros de esta
subfamilia son mdas escasas, aunque merece la pena destacar 5 de las interacciones

corroborando algunas de ellas los resultados obtenidos a gran escala.

II1.5.3.c. Resultados del sistema SU entre las proteinas NIPs.

Por ultimo, y siguiendo una metodologia semejante a la utilizada con los miembros de las
otras subfamilias de acuaporinas PIP y TIP, se analizaron de forma detallada las interacciones

existentes entre las proteinas de la subfamilia NIP.
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De todas las combinaciones posibles entre las 7 proteinas NIP se resaltan 3 interacciones.
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Discusion

IV. DISCUSION.

Ni la funcion ni la estructura cuaternaria de la mayoria de las proteinas dependen
exclusivamente de su estructura primaria, sino que estan supeditadas a su interaccion con
otras moléculas y, de forma particular, con otras proteinas. A través de estas interacciones las
proteinas son capaces de desarrollar una enorme variedad de funciones celulares estructurales,
cataliticas y de transduccion de sefiales. En numerosas ocasiones, es precisamente a través de
las interacciones especificas con otras proteinas como se lleva a cabo y regula eficazmente la
funcién proteica (Phizicky et al, 1995; Brohée et al, 2006). Consecuentemente, las
interacciones entre proteinas desempefian un papel esencial en el correcto funcionamiento de
las células, llegando a estimarse que aproximadamente en un 80% de los casos las proteinas
necesitan formar complejos o interaccionar entre si para llevar a cabo una funcién
determinada (Berggérd et al., 2007).

Debido a su gran relevancia se estan generando numerosas estrategias para poder
identificar las interacciones entre proteinas. Aunque el andlisis de las propiedades de las
proteinas puede realizarse de manera individualizada o a pequena escala, el elevado numero
de proteinas desvelado por los proyectos de secuenciacion de genomas exige el desarrollo de
nuevas estrategias “Omicas” que permitan su analisis de forma rapida, sencilla y global. Esta
misma exigencia es aplicable a la identificacion y caracterizacion de las interacciones que
tienen lugar entre las proteinas de un determinado organismo. Por este motivo se estd
produciendo un aumento exponencial en la descripcion de nuevas e interesantes interacciones
proteicas. El conocimiento de estas interacciones aporta informacion no solo sobre la funcion
y localizacion del complejo formado, sino también de las proteinas implicadas; de forma que
es actualmente esencial en el anélisis protedémico al facilitar la caracterizacion de proteinas de
funcidn, localizacion o regulacion desconocida.

La recopilacion de los datos resultantes de diferentes estudios de interacciones proteicas
da lugar a intrincadas redes proteicas, que se denominan interactomas, cuyo tamafio y
complejidad aumentan constantemente y cuyo analisis supone un gran reto.

El analisis de los interactomas muestra que a pesar de la abundancia e importancia
biologica de las proteinas de membrana su presencia es escasa (Schwacke ef al., 2003;
Niegowski ef al., 2006). Esto se debe principalmente a la dificultad de aplicar las técnicas de
analisis de interaccion de proteinas a las proteinas de membrana debido a la hidrofobicidad y

a su dependencia estructural con las membranas celulares.
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La necesidad de avanzar en el estudio de las interacciones que se dan con las proteinas de
membrana ha impulsado el desarrollo de distintas estrategias entre las que destaca por su
utilidad y fiabilidad el método de la SU. Este método permite analizar in vivo las
interacciones entre parejas de proteinas completas que conservan su localizacion en la
membrana y, por tanto, muestran una estructura similar a la que tienen en condiciones nativas.

En este trabajo se ha desarrollado una estrategia de andlisis a gran escala de interacciones
proteicas que es rapida y sencilla, basada en el ensayo SU (Stagljar ef al., 1998).

Para llevar a cabo este objetivo, se construyeron dos cepas de levaduras de tipo de
apareamiento opuesto con auxotrofias y modificaciones génicas que permitiesen el uso del
método de ensayo SU a gran escala.

El uso de estas dos cepas presenta las siguientes caracteristicas innovadoras respecto a
trabajos anteriores:

- El andlisis de las interacciones se realiza en cepas diploides formadas por el
apareamiento de dos células haploides, cada una de las cuales expresa una de las
proteinas en estudio. De esta forma, se obtiene un gran nimero de cepas haploides
y diploides que pueden almacenarse y conservarse facilmente para estudios
posteriores y que difieren solamente en las proteinas quiméricas que expresan.

- Las cepas desarrolladas en este trabajo tienen un crecimiento mas rapido que la
cepa LV40 utilizada con anterioridad (Stagljar et al., 1998); permitiendo asi reducir
el tiempo que se requiere para la realizacion del ensayo.

- La cepa utilizada como cebo contiene tres genes reporteros, ADE2, HIS3 y lacZ,
cuya expresion estd controlada por el “promotor-operador lex4 ”. La incorporacion
del gen reportero ADE2 permite detectar la existencia de interaccion proteica de
forma visual mediante la observacion de la coloracion que adquieren las colonias
de los diploides.

Paralelamente al desarrollo de nuevas cepas, también se disefiaron y construyeron vectores
especificos que permiten adaptar el método SU a las estrategias “Omicas”. Una de las
caracteristicas de estos vectores es la presencia de secuencias recombinogénicas que permiten
la clonacion sencilla de los genes a expresar mediante el proceso de recombinacion homoéloga
in vivo en la levadura. Ademads, la expresion de las proteinas cebo (proteinas Cub) esta
controlada por un promotor reprimible presente en el vector responsable de su expresion
(MetYCgate). De esta forma, los niveles de expresion de las proteinas cebo pueden ser

modificados convenientemente segin la concentracion de represor (metionina) en el medio de
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cultivo y establecer diferentes grados de estringencia en el ensayo para optimizar los
resultados.

Con el fin de demostrar la eficacia de la estrategia SU desarrollada en este trabajo, se
realizd un ensayo piloto de aplicacion “Omica” con una seleccion de 413 proteinas de 4.
thaliana que son en su mayoria proteinas de membrana (80%) o bien estan funcional o
estructuralmente relacionadas con estas. Aunque el numero aproximado de proteinas de
membrana en esta planta modelo es superior a 6.000, el grupo de proteinas seleccionado es
representativo del proteoma de membrana por contener proteinas de las diferentes familias
que lo componen; y es también suficientemente numeroso como para representar un analisis
prospectivo del método SU desarrollado. Mientras que todas las secuencias codificantes de las
proteinas seleccionadas fueron clonadas en el vector presa, XNgate, unicamente 173 fueron
clonadas en el vector cebo, MetYCgate. La seleccion de las secuencias clonadas en el vector
cebo se baso en la elevada probabilidad de que las proteinas codificadas correspondan a
proteinas integrales de membrana ya que las proteinas solubles Cub son proclives a producir
un numero excesivo de falsos positivos. La aplicacion del método SU a todas las
combinaciones posibles entre los clones cebo y presa construidos representa, por tanto, mas
de 70000 interacciones distintas.

Un aspecto destacable del ensayo de interaccién realizado consiste en su caracter
cuantitativo, que esta basado en la medicion de la tasa de crecimiento de los diploides que
expresan las proteinas cuya interaccion se desea analizar. Este caracter cuantitativo, junto con
la posibilidad de regular la expresion de las proteinas cebo, permite aplicar diferentes grados
de estringencia al ensayo y someter los resultados a tratamientos estadisticos que discriminen
eficazmente las interacciones negativas y los falsos positivos resultantes de colisiones

proteicas aleatorias de las interacciones positivas verosimiles o “bona fide”.

El andlisis de los resultados del ensayo revela la existencia de 1453 interacciones positivas
que suponen aproximadamente un 2% del nimero total de interacciones analizadas. La gran
mayoria de estas interacciones representan nuevas aportaciones en A. thaliana puesto que
solamente 26 habian sido descritas con anterioridad, bien basandose en ensayos
experimentales (6) bien en predicciones bioinformaticas (22). La frecuencia con la que un
ensayo de interaccion a gran escala es capaz de corroborar las interacciones que ya han sido
descritas en otros estudios puede ser interpretada como un parametro de su calidad o

fiabilidad.
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El grado de solapamiento de los resultados obtenidos con aproximaciones experimentales
representa un 15,4% del total de las interacciones descritas que se dan entre las proteinas
estudiadas. Este porcentaje, aunque aparentemente bajo, es equiparable al grado de
solapamiento que se propone para las aproximaciones experimentales a gran escala de analisis
de interacciones proteicas (De Bodt et al., 2009). Tras un andlisis bibliografico se puede
especular que las diferencias observadas con este trabajo y otras aproximaciones
experimentales se deban a la distinta sensibilidad de los métodos utilizados, la utilizacién o no
de la proteina completa, la falta de localizacion citoplasmatica del extremo carboxilo de estas
proteinas cuando son expresadas en levadura (por ejemplo el caso presentado de las proteinas
SNARE), la retencion en organulos de las proteinas en estudio que favorecen la obtencion de
numerosas interacciones aleatorias, o la necesidad de expresion de terceras proteinas o

moléculas que favorezcan y permitan la interaccion.

Mientras que este trabajo describe un gran nimero de posibles interacciones entre un
amplio grupo de proteinas de membrana de A. thaliana, serd necesario el uso de otras
aproximaciones experimentales que corroboren dichas interacciones tanto en otros sistemas
heter6logos como en planta que permitiran desvelar su funcién molecular y fisiologica.

Aunque con los conocimientos que se tienen en la actualidad es practicamente imposible
aventurar el significado bioldgico de la mayoria de las interacciones descritas en este trabajo,
si es posible, sin embargo, proponer posibles funciones para algunas de las interacciones que

se describen a continuacion.

Interacciones entre las acuaporinas de A. thaliana.

El grupo de proteinas ensayado contiene 24 miembros de esta familia que estan implicados
principalmente en el transporte de moléculas de agua a través de las membranas. El ensayo a
gran escala revelo la existencia de un nimero abundante de interacciones entre los miembros
de esta familia con una presencia relevante de las poco frecuentes interacciones reciprocas
que aparecen en los ensayos de dos hibridos.

El analisis mas detallado fue para la subfamilia PIP que engloba acuaporinas localizadas

mayoritariamente en la membrana plasmatica (Figura 24).
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Entre las interacciones obtenidas con las acuaporinas PIP se observa que existen
interacciones que podrian reflejar la importancia de la formacién de distintos y heterogéneos
heterotetrameros cuya funcién y composicion fuera dependiente de las necesidades celulares y
condiciones ambientales (Maurel er al., 2007, 2008). Este tipo de interacciones son
homologas a las descritas para otros vegetales como Mimosa pudica (Temmei et al., 2005),

maiz (Zelany et al., 2007) o espinaca (Fotiadis et al., 2000).
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En términos generales, el ensayo SU realizado en este trabajo indica una promiscua
existencia de interacciones entre las proteinas PIP de A. thaliana que, se presupone por
homologia con otros organismos, son la base para la formacion de las estructuras tetraméricas
que confieren estabilidad a los poros transportadores y permite su regulacion de una forma
coordinada.

De los resultados obtenidos con los miembros de otras familias de las acuaporinas merece la
pena destacar las interaccion detectadas entre algunas de las proteinas AtNIP que presentan

reciprocidad y participan en el transporte de sustancias toxicas.
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Interacciones de las proteinas transportadoras de nitratos.

En A. thaliana existen dos grandes familias relacionadas con el transporte de nitratos
denominadas NTR1 y NTR2 (Tsay et al., 2007).

En este trabajo se han detectado 133 interacciones en las que estan involucradas las 13
proteinas de las familias NTR1 y NTR2 incluidas en el grupo ensayado (Figura 25). Entre

estas interacciones se destacan algunas de ellas por su importancia biologica.
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Interacciones de proteinas de la superfamilia VIC (Voltage-gated Ion Channel).

La superfamilia proteica VIC estd compuesta por proteinas que forman canales idnicos,
que transportan, con mayor o menor selectividad, cationes monovalentes y principalmente K,
Na', Ca®". Estas proteinas estan relacionadas con multitud de funciones celulares como
procesos osmoticos, morfogénicos y de respuesta a patdgenos al estar involucradas en
procesos relacionados con la homeostasis i6nica en plantas (Talke et al., 2003; Borsics et al.,
2006). Su expresion es ubicua y ha podido ser localizada en distintas estructuras de la planta
como raices, hojas o embridn (Christopher et al., 2007; Chin et al., 2009).

Los miembros de esta superfamilia proteica pueden clasificarse en dos grandes grupos:

- Proteinas que forman parte de los canales ionicos regulados/dependientes de
nucledtidos ciclicos (CNGC) que, ademas de ser responsables del transporte de
cationes, también median en el transporte de metales como Li", Cs*, Rb", Pb*" y
Mg2+, e incluso en ciertos casos de iones amonio (Sunkar et al., 2000; Leng et al.,
2002; Kaplan et al., 2007; Chin et al., 2009; Guo et al., 2010).

- Proteinas componentes de los transportadores de potasio tipo Shaker y que engloba
a las proteinas de las familias AKT/KAT y KCO.

En el ensayo realizado se han analizado un total de 21 proteinas VIC, 13 pertenecientes a
canales i6nicos CNGC y 8 a transportadores de potasio tipo Shaker que en conjunto
participan en un total de 174 interacciones.

Entre estas interacciones destacan por su relevancia aquellas que implican proteinas
CNGC como son las interacciones entre miembros de la propia familia CNGC, interacciones
de CNGC con proteina quinasas, e interacciones entre CNGC con calmodulinas (Figura 26).

Las interacciones entre proteinas de la familia CNGC han sido ya descritas en distintos
organismos, entre los que se incluyen plantas, donde se ha comprobado que responden a la
formacion de complejos heterotetraméricos o heteromultiméricos (Kramer et al., 2001; Wang
et al, 2007). En plantas se ha propuesto que la formacion de los complejos tetraméricos
permiten la sincronizacion de la apertura y cierre de los canales llevando a cabo su funcion de
una manera cooperativa (Talke et al., 2003).

Aunque el ensayo SU no puede detectar la interaccion simultanea de mas de dos proteinas,
este trabajo si soporta la existencia de los complejos multiméricos CNGC a través de la

identificacion de interacciones cruzadas entre la mayoria de los miembros de esta familia.
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Varias proteinas CNGC, interaccionan con proteina quinasas. Estas interacciones sugieren
que las proteinas CNGC de A. thaliana estan sujetas a mecanismos de fosfo/desfosforilacion
que regulan su actividad transportadora de iones a semejanza de lo que ocurre en células de
mamiferos (Kramer et al., 2001).

Ademas, la mayoria de las quinasas involucradas son Ser/Thr proteina quinasas

dependientes de calcio.
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Por ultimo se han detectado interacciones con varias calmodulinas que, al igual que sucede
en otros organismos, pueden ejercer un efecto inhibidor sobre el transporte de iones en la

célula (Hua et al., 2003; Borsics et al., 2006).

Interacciones de la familia de los antiporters monovalentes cation: proton (NHX).

Las proteinas de la familia NHX son canales transportadores de tipo antiporter que realizan
mayoritariamente un transporte del tipo Na'/H™ pudiendo transportar otros iones como K" o
Li". Se pueden localizar en distintas membranas celulares como la plasmatica, la vacuolar u
otras membranas intracelulares.

En el trabajo realizado se han estudiado un total de 7 proteinas NXH que han permitido
detectar 96 interacciones positivas (Figura 27).

Entre los miembros analizados de esta familia proteica se encuentra la proteina AtNHX1
que es objeto de controversia respecto a la localizacion de su extremo carboxilo ya que
algunos autores proponen que se localiza en el lumen de las vacuolas (Yamaguchi et al.,
2005) mientras que otros sugieren un emplazamiento citosolico (Sato et al., 2005). En este
trabajo se ha podido comprobar que AtNHX1 supera el control positivo, y que es capaz de

interaccionar con el dominio Nub silvestre citoplasmatico, por lo que se descarta la posicion
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intravacuolar de su extremo carboxilo. Los otros miembros de las proteinas NHX también
presentan extremos carboxilo terminales localizados citoplasmaticamente que permiten el

ensayo SU (Pardo et al., 2006).

De acuerdo a sus implicaciones bioldgicas las interacciones de las proteinas NHX pueden
clasificarse en diferentes grupos.

Se han detectado 3 interacciones entre las proteinas de la familia NHX que sugieren que
estas proteinas se agrupan en estructuras heteroméricas para formar los distintos
transportadores funcionales. La constitucion heteromérica de los transportadores podria ser la
base de mecanismos de regulacién de un proceso de gran importancia fisiologica como es el
del mantenimiento de la homeostasis del pH intracelular.

Otro grupo de interacciones relevantes han sido detectadas entre proteinas AtNHX y

ciertas GTPasas.
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Interacciones de la familia de las permeasas de purinas.

Las permeasas de purinas son una familia de proteinas que se localizan principalmente en
la membrana plasmatica donde median en el transporte contragradiente simporte, acoplado al
transporte de protones, de bases puricas y otros compuestos estructuralmente relacionados
como cafeina, nicotina y citoquininas (Gillissen et al., 2000; Biirkler et al., 2003).

En el ensayo SU se han obtenido 199 interacciones en las que participan 15 permeasas de
purinas (PUP) (Figura 28).

De forma similar a lo que se ha descrito en otras familias de transportadores, también se
han detectado numerosas interacciones entre las permeasas de purinas analizadas. Estas
interacciones revelan la existencia de transportadores formados por estructuras homo o
heteroméricas con las ventajas que tienen estos complejos respecto a su estabilidad,
especificidad y regulacion. De las 11 interacciones detectadas entre los miembros de la
familia de las permeasas de purinas, solamente dos, habian podido ser pronosticadas
previamente por métodos bioinformaticos.

Relacionado con su papel en el transporte de citoquininas, un niamero significativo de los
miembros de la familia PUP interaccionan con proteinas involucradas en las rutas de
sefializacion de citoquininas como son HP o RR (To ef al., 2007). Supuestamente, este tipo de

interacciones pueden permitir que las proteinas de las rutas de sefializacion de citoquininas
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estén interconectadas desde la primera etapa, en la que se importan las moléculas efectoras al
interior celular.

Por tltimo, el hecho de que algunas proteinas PUP interaccionen con las proteina quinasas
lo que sugiere que la funcion de las permeasas de purinas esta regulada por mecanismos de

fosforilacion como ocurre en otros sistemas implicados en respuestas a estrés salino (Hsu et

al., 2009).

Analisis de las interacciones obtenidas con los transportadores de auxinas.

La auxina es una fitohormona que influye en muchos procesos centrales del desarrollo en
plantas como la embriogénesis, la organogénesis, la diferenciacion y la regeneracion tisular
(Mravec et al., 2008). En este trabajo se han analizado las interacciones de 14 proteinas
implicadas en el transporte de auxinas a través de las membranas celulares y que representan a
las tres familias conocidas: AUX1/LAX, PIN y PGP/MDR (Titapiwatanakun et al., 2009).

Las 74 interacciones detectadas en el ensayo SU muestran la existencia de una clara

relaciéon entre los transportadores de auxinas de las familias PIN y AUX/LAX vy los
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transportadores de purinas y citoquininas PUP (Figura 29). Una explicacion a la relacion
existente a nivel de los transportadores de estas dos clases de moléculas efectoras consiste en
que el balance entre citoquininas y auxinas es un factor esencial para el correcto desarrollo de
las plantas a través de efectos sinérgicos, antagonistas e incluso aditivos que dependen del
tejido o del estado del desarrollo (Skoog et al., 1957; Kakani et al., 2009). Entre otros
posibles mecanismos destinados a la modulacion de la accion de citoquininas y auxinas, la
existencia de interacciones entre los transportadores de ambos tipos de moléculas plantea una
atractiva hipodtesis de regulacion de transporte coordinado basado en interacciones fisicas
directas entre ambos (Fukaki et al., 2009; Moubayidin et al., 2009; Persinova et al., 2009;
Fukaki et al., 2009; Bishopp et al., 2011; Plet et al., 2011).

Es también notorio que en el ensayo SU no hayan podido detectarse interacciones entre los
transportadores de auxinas de la familia PGP con los de la familia PIN, ni con proteinas
calmodulinas o la propil isomerasa asociada a membrana AtTWDI1 a pesar de que esas
interacciones han sido demostradas mediante otras aproximaciones experimentales (Geisler et

al., 2003; Popescu et al., 2007; Mravec et al., 2008).
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Interacciones de la superfamilia APC (Amino Acid-Polyamine-Organocation).

En esta superfamilia se engloban proteinas de cuatro familias distintas, proteinas CAT
(Cationic Amino Acid Transporter), LAT (L-type Amino Acid Transporter), GDU
(Glutamine Dumper) y AAAP (Amino Acid/Auxin Permease).

Este grupo proteico dio lugar a 247 interacciones (Figura 30).

Existen diversos trabajos que concluyen que la conformacion de las proteinas AAAP en la
membrana plasmatica presenta un extremo carboxilo localizado extracelularmente (Chen et
al., 2001; Okumoto et al., 2002; Wipf et al., 2002; Liu et al., 2010). A pesar de que este tipo
de organizacidon estructural es incompatible con un resultado positivo en el ensayo SU,
algunas de las proteinas AAAP consideradas en este trabajo son capaces de superar el control
positivo, lo que implica que la interaccion de los dominios Cub y Nub tiene lugar en el
citoplasma. Existen varias explicaciones que soportarian que el resultado de estas

interacciones en el ensayo SU son artefactos (p.ej.: conformacion alterada de la estructura de
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la proteina en la levadura o interacciones ocurridas durante el proceso de transporte a la
membrana).

Entre las interacciones en que se hallan implicadas las 8 proteinas de la familia CAT
ensayadas destacan aquellas que tienen lugar con proteina quinasas. La presencia en las
proteinas CAT de residuos susceptibles de fosforilacion por proteina quinasas afiade
verosimilitud a dichas interacciones. Por otra parte, la fosforilacion de las proteinas CAT por
quinasas especificas podria ser un mecanismo esencial en la regulacion de estos canales
proteicos de forma similar a lo que ocurre en células humanas (Gréaf et al., 2001).

Ademas de las interacciones de las proteinas CAT con proteina quinasas, también son
relevantes las interacciones detectadas con los miembros de la familia GDU. Las proteinas
GDU presentan varias interacciones con otros transportadores de aminoacidos con los que
podrian formar complejos proteicos que mediasen el transporte aminoacidico. Recientemente,
se ha propuesto que debido a la estructura atipica de las proteinas GDU, la relacion de estas
con el transporte de aminoacidos no es el resultado de la formacion, por si solas, de un
transportador sino que se propone que estas proteinas puedan ser subunidades de un
transportador mayor formado por otras proteinas transportadoras de aminoacidos, en donde
las GDU podrian ejercer una funcion transportadora, sensora, o incluso estar involucradas en
la correcta localizacion de los complejos transportadores de aminoécidos (Pilot ef al., 2004;

Pratelli et al., 2010; Okumoto et al., 2011).

Familia MLO (Mildew resistance Locus O).

Ciertas funciones esenciales de las plantas, como son la respuesta a patogenos, la muerte
celular programada en respuesta a estrés, la reorganizacion de las fibras de actina y la
elongacion celular, estdn determinadas por receptores de membrana. Algunos de estos
receptores, denominados MLO (Mildew resistance Locus O), fueron inicialmente
identificados porque su delecion confiere resistencia a determinados hongos ascomicetos y
caracterizados como proteinas con siete regiones transmembrana y un dominio de union a
calmodulina que permite la regulacion por calcio (Devoto et al., 1999, 2003; Opalski et al.,

2005; Consonni et al., 2006; Chen et al., 2006, 2009).
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Las 64 interacciones en las que se hallan implicadas las 8 proteinas de la familia MLO
(AtMLOL, 3, 4, 6, 7, 11-13) muestran una compleja red compuesta por interacciones entre
proteinas de la misma familia, interacciones con calmodulinas e interacciones con proteina

quinasas dependientes de calcio ((Figura 31).

Esta red de interacciones refleja que en Arabidopsis existe un escenario similar al descrito
para la familia MLO de otras especies vegetales como cebada y arroz (Elliott e al., 2005;
Chen et al., 2009).

Aunque la funcion bioldgica de las proteinas MLO no es conocida, se supone que el hongo
patdégeno aprovecha la presencia de la proteina MLO para suprimir los mecanismos de
defensa de la planta contra la infeccion. Estos mecanismos de defensa requieren, entre otros,
un citoesqueleto de actina intacto (Opalski et al., 2005), la interaccion de la proteina MLO
con la calmodulina (Kim et al., 2002) y la activacion de proteina quinasas dependientes de
calcio (Freymark et al., 2007; Sanchez-Rodriguez et al., 2009).

Las interacciones de las proteinas MLO detectadas en el ensayo SU responden a estos

requerimientos y soportan la idea de que las proteinas MLO constituyen o forman parte de un
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sistema de sefializacion de calcio implicado en las interacciones planta-patégeno (Kim et al.,

2002; Devoto et al., 2003).
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V. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método para el analisis a nivel “6mico” de las interacciones
entre proteinas de membrana basado en el ensayo de la “Split Ubiquitin” y la

formacion de diploides de cepas de levadura de tipo de apareamiento opuesto.

El control de la expresion de la proteina cebo fusionada al dominio Cub-PLV
mediante un promotor reprimible, Met25, permite efectuar el ensayo SU con distintos
grados de estringencia y discriminar eficazmente las interacciones positivas de los

falsos positivos y los falsos negativos.

El ensayo SU con el que se han analizado mas de 70000 interacciones entre 413
proteinas presa y 173 proteinas de membrana cebo de A. thaliana, ha revelado la
existencia de 1427 posibles nuevas interacciones en el interactoma de este organismo
modelo y aporta nueva informaciéon sobre la funcién de numerosas proteinas y

complejos proteicos.

La descripcion del interactoma de A. thaliana esta lejos de estar saturada ya que el
grado de solapamiento entre las interacciones descritas en las diferentes bases de datos
es muy bajo. En el caso concreto de los resultados obtenidos en este trabajo, el
solapamiento con interacciones derivadas de aproximaciones experimentales es

unicamente del 15,4%.

La adicion del dominio Nub al extremo amino terminal de las proteinas presa permite
detectar interacciones que no son detectadas con proteinas presa que poseen el
dominio Nub fusionado a su extremo carboxilo y elimina una de las restricciones

experimentales del ensayo SU.

El andlisis de algunas de la familias de proteinas implicadas en el ensayo, como
transportadores de nitratos, permeasas de purinas, transportadores de auxinas, canales
ionicos, transportadores de cationes monovalentes, proteinas transportadoras de
aminoacidos y receptores de membrana de tipo MLO, revela la existencia frecuente de
complejos homo y heteroméricos entre las proteinas de una misma familia asi como la

interaccion con proteina quinasas. La interaccion de proteina quinasas con los
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complejos transportadores sugiere que su funciéon de transporte o de sensor de

metabolitos estd regulada por mecanismos de fosforilacion.

Las interacciones entre miembros de la subfamilia PIP de las acuoporinas dan lugar a
un complejo entramado de uniones que revela la formacién de multiples y diferentes
complejos proteicos cuya funcion y composicion parece ser dependiente de las

necesidades celulares y condiciones ambientales.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. MATERIAL BIOLOGICO
VI.1.1. Cepas de E. coli.

En la siguiente tabla se recogen las distintas cepas bacterianas empleadas, su genotipo y su

procedencia.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA

DH10B mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢ 80dlacZDM15, Grant et al., 1990
AlacX74, endlA, recAl,deoR, D(ara, leu) 7697
araD139, galU, galK, nupG, rpsL

JM101 supk, thi A (lac-proAB),F'(traD36lacl9, Messing et al., 1981
lacZAml5 proAB+)
DH5a sup E, thiAlacU169( ¢ 80dlacZDM15), Hanahan., 1983

hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl.

Tabla 9: Cepas bacterianas

VI.1.2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

En la siguiente tabla se recogen las distintas cepas de S. cerevisiae usadas en este trabajo,

su genotipo y su procedencia.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
CEN.PK113-6B Mata ura3-52, leu2-3,112, trp1-289 Prof. Dr. K.D. Entian
CEN.PK113-17D Mat o leu2-3,112, trp1-289, his3 A 1 Prof Dr. K.D. Entian
THY.AP4 (Y-512) Mata ura3-52, leu2-3, 112, lexA::lacZ::trpl, Hamacher,Obrdlk et al
lexA::HIS3, lexA::ADE?2 este trabajo

THY.APS (Y-545) Mat @ URA3, leu?, trpl, his3, loxP::ade2 Hamacher,Obrdlik et al
este trabajo
Y-546 THY.APS5 pXNgate21 Este trabajo
Y-547 THY.APS5 pNXgate32 Este trabajo
Y-548 THY.AP4 pMetYCgate Este trabajo
Y-549 THY.AP4 pTETCub Este trabajo
Y-551 THY.AP5 pNUbWT2 Este trabajo
Y-565 THY.AP5 pNXgate33Ha Este trabajo
Y-566 THY.AP5 pXNgate3Ha Este trabajo

Tabla 10: Cepas de levadura
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Debido a la importancia para este trabajo, se detalla la construccion de las cepas THY.AP4
y THY.APS.

La cepa THY.AP4 deriva de la cepa CEN.PK113-6B (Mata, ura3-52, leu2-3,112, trpl-
289). Para su construcciéon fue necesario el reemplazamiento de la regién promotora del gen
HIS3 por la secuencia denominada “promotor-operador lex4” la cual lleva las secuencias de
reconocimiento especificas de la proteina lexA. Para llevar a cabo este reemplazamiento, en
primer lugar se amplificd por medio de una reaccion de PCR el modulo loxP-KanMX-loxP del
plasmido PUG6 (Giildener et al, 1996) utilizando los oligonucledtidos especificos
(olilexHIS1 y o0liFUS2) los cuales anadieron a la secuencia amplificada extremos
recombinogénicos; por un lado el oligonucledtido olilexHIS1 afiade una region homoéloga al
promotor HIS3 y por el otro el oligonucleotido oliFUS2 anade una secuencia complementaria
al “promotor-operador /ex4” derivado del plasmido lex4Aox5LacZ (Ruden et al., 1991).

Tras esta primera amplificacion, se realiz6 una segunda PCR para obtener la secuencia del
“promotor-operador lexA4”. Se utilizd6 como molde el plasmido integrativo lexAox5LacZ y los
oligonucledtidos (oliFUS3 y olilexHIS4) que anadian a esta amplificaciéon secuencias
homologas al inicio del gen HIS3 por un lado y por el otro al extremo de la primera PCR.

Los productos de PCR de estas amplificaciones se utilizaron para transformar la cepa
CEN.PK113-6B. Posteriormente se seleccion6 un transformante con resistencia a geneticina y
auxotrofo para histidina que confirmé la correcta sustitucion del promotor HIS3 por el
promotor lexA.

Esta nueva cepa fue transformada con el plasmido pSH47 (Giildener et al, 1996) que
lleva la secuencia codificante de la recombinasa Cre. Esta recombinasa reconoce las
secuencias loxP y promueve el corte y la escision de la secuencia de ADN existente entre dos
secuencias loxP. Se picaron distintos transformantes seleccionandose aquellos que no
presentaron crecimiento en un medio con geneticina. La resistencia a la geneticina se pierde
tras la actuacion de la recombinasa Cre .

Por ultimo para la eliminacion del plasmido pSH47, que rescata la auxotrofia para uracilo,
se crecio la cepa transformante en medio rico y posteriormente se seleccionaron cepas capaces
de crecer en un medio suplementado con 5'FOA. La comprobacién de la correcta sustitucion
del promotor HIS3 por el promotor lex4 se llevdo a cabo mediante una PCR analitica,
utilizando oligonucledtidos especificos (oliHis3a, oliHis3b). La amplificacion se secuencio
ratificando asi que la cepa obtenida tenia la integracion esperada.

Para el reemplazamiento del promotor ADE? se siguio la misma estrategia que la utilizada

para el reemplazamiento del promotor HIS3. En este caso la zona sustituida abarca la zona
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que precede al inicio de la secuencia codificante del gen ADE?2 desde el nucledtido -498 hasta
el -1 y los oligonucleétidos especificos utilizados (olilexADE1, olilexADE4) tienen
secuencias homologas al inicio y al fin del promotor ADE2. Los oligonucleotidos utilizados
para la comprobacion del correcto reemplazamiento fueron los oligonucledtidos oliADE2a y
oliADE2b.

Para la insercién del gen de la f-galactosidasa bajo el “promotor-operador lex A7, se
sigui6 la estrategia anteriormente presentada y se sustituyd el gen TRPI mutado de la cepa
CEN.PK113-6B por la construccion lexApromotor-lacZ. Esta secuencia ha sido amplificada
utilizando como molde el vector lex4dox5LacZ. Los oligonucleotidos utilizados (oliTRP1lacl,
oliTRP1lac2, oliTRP1lac3, oliTRP1lac4) afiaden dos secuencias recombinogénicas: una parte
de la secuencia promotora del gen TRP1 y la otra con la secuencia terminadora de este mismo
gen. Para comprobar que la transformacion era correcta se utilizaron los oligonucledtidos,
oliTRPlay oliTRP1b.

Para la construccion de la cepa THY.APS se partiéo de la cepa CEN.PK113-17D (Mata
leu2-3, 112, trpl1-289, his3-Al). La cepa CEN.PK113-17D se modific6 para que presentara
auxotrofia para la adenina, al necesitarse esta auxotrofia para el desarrollo del sistema SU
disenado. Para llevar a cabo esta modificacion, se realizd una reaccion de PCR en la cual se
amplifico la secuencia loxP-KanMX-loxP del plasmido PUG6. Los oligonucledtidos
empleados (olilexADE2 y o0liS2-ADE2) aportaban a la amplificacion secuencias homologas al
gen ADE?2 para conseguir, por recombinacion homoéloga, el reemplazamiento de este gen por
la secuencia amplificada. Con este fragmento de ADN se transform6 la cepa CEN.PK113-
17D seleccionandose en un medio suplementado con geneticina. Tras esta primera seleccion
se comprobo que esta cepa transformante era auxdtrofa para la adenina.

Para eliminar la secuencia que confiere resistencia a geneticina se transformo6 con el
plasmido pSH65, el cual lleva la secuencia que codifica para la recombinasa Cre y lleva el
marcador de seleccion TnSble que confiere resistencia a phleomicina. En primer lugar se
seleccionaron las cepas que pierden la resistencia a geneticina y posteriormente, tras varias
siembras en medio rico, se eligieron aquellas que han perdido su resistencia a fleomicina. Se
comprobo la correcta delecion del gen ADE2 por medio de una PCR analitica utilizando los

oligonucledtidos oliA1-ADE2 y el 0liA4-ADE2.

Las cepas THY.AP4 y THY.APS fueron transformadas siguiendo el método Trafo (Gietz.,

2002) con los plasmidos linearizados pMetYCgate y pNXgate, respectivamente, junto a las
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amplificaciones de los ORF de A. thaliana utilizados en este trabajo, que estan flanqueados
por las secuencias recombinogénicas B1 y B2 homologas a las existentes en los pldsmidos
utilizados.

El vector pMetY Cgate fue linearizado con las endonucleasas de restriccion Pstl y HindIIl
que cortan Unicamente en el marcador de resistencia a la geneticina obteniendo como
resultado dos bandas, una mayor de 9,3 Kb y otra menor de 0,7 Kb. La banda de mayor
tamafo fue la utilizada para la transformacion.

El vector pNXgate fue digerido con las endonucleasas de restriccion Smal y EcoRI, las
cuales cortan en el modulo KanMX, liberando dos bandas una superior de 6,6 Kb y otra mas
pequeiia de 1,4 Kb. Se seleccion6 la banda superior para la transformacion.

Para la seleccion de las cepas transformantes se utilizaron los siguientes medios selectivos:
en el caso de la cepa THY.APS transformada con el plasmido pXNgate el medio era carente
de triptofano y en las cepas THY.AP4 transformadas con pMetYCgate el medio no llevaba
leucina.

Con el propoésito de corregir la introduccion de mutaciones puntuales que pudieran
generarse en el proceso de amplificacion y/o clonacion (proceso de transcripcion reversa,
amplificacion por PCR o el proceso de recombinacion in vivo) (Petracek et al., 2002) y que
pueden afectar severamente a la conformaciéon de la proteina codificada por los ORF
amplificados, se picaron entre 20-50 colonias sensibles a geneticina de cada una de las
transformaciones. La sensibilidad a geneticina elimina aquellas colonias transformantes en las
que se ha introducido el plasmido sin digerir y por tanto no expresan la proteina de interés.

Se comprobo por medio de PCRs analiticas que cada mezcla o “pool” de colonias tenia el

plasmido adecuado. Las cepas obtenidas se representan en la tabla 11:

N2Acc. GENES CLONADOS PLASMIDOS NeAcc. GENES CLONADOS PLASMIDOS
MetYCgate Xnub MetYCgate Xnub
At1g01340 AtCNGC10/AtCBK1 X X  |At1g30220 AtINT2 X X
At1g01580 AtFRO2 X X  |Atig30400 AtMRP1 X
At1g02510 AtKCO4/AtTPK4 X X  |Atig30840 AtPUP4 X X
At1g03430 AtAHP5 X |Atig31820 AtLAT3 X
At1g04310 AtERS2 X X |Atig31830 AtLAT4 X X
At1g04760 AtVAMP726 X X |Atig31880 AtBRX X X
At1g05030 X |At1g32230 AtRCD1 X
At1g05940 AtCAT9 X X |Atig33110 AtDTX21 X
At1g07340 AtSTP2 X X  |At1g34580 AtSTP5 X
At1g07670 AtECA4 X  |Atig35160 AtGRF4/AtGF14phi X
At1g07810 AtECA1/AtACA3 X |Atig3s720 AtAnnil X
At1g08090 AtNRT2.1/AtACH1 X X  |Atigss100 AtAAP5 X
At1g08230 AtGATI1 X  |Atlg45170 X X
At1g08890 X |Atiga7e70 AtLHT4/AtAATL1 X

pag. 88



Materiales y métodos

N2Acc.

At1g08900
At1g08920
At1g08930
At1g08960
At1g09860
At1g09960
At1g10010
At1g10130
At1g11000
Atl1g11260
Atlgl1670
At1g12110
At1g12360
At1g12940
At1g12950
Atl1g14660
At1g15880
At1g16010
At1g16240
Atlgl7260
Atl1g17810
At1g17840
At1g18890
At1g19450
At1g19770
At1g20840
At1g21250
At1g22550
At1g22570
At1g22710
At1g23080
At1g24400
At1g26440
At1g26480
Atl1g26670
At1g28220
At1g28230
At1g28490
At1g29310
At1g78300
At1g78720
At1g79610
At1g79940
At1g80510
At1g80760
At1g80900
At2g01420
At2g02020
At2g02040
At2g02860
At2g02930
At2g03590
At2g04050
At2g04100
At2g05630
At2g07560
At2g13650
At2g14670
At2g17260
At2g17430
At2g18480
At2g18790
At2g18960
At2g20780
At2g21050

GENES CLONADOS

MetYCgate Xnub

AtESL1

AtERD6

AtCAX11

AtPUP16
AtSUT4/AtSUC4
AtAAPS8
AtECA3-AtACA6
AtMLO4

AtSTP1

AtDTX36
AtNRT1.1/AtCHL1
KEULE,AtKEU
AtNRT2.5

AtDTX31

AtNHX8

AtGOS11
AtMRS2-1/AtMGT2
AtSYP51

AtAHA10
AtTIP3.2/BETA-TIP
AtWBC11
AtCDPK10-AtCDPK1
F18014.22, F18014 22
AtPUP14
AtAZT1/AtTMTI
AtWAKL1, PRO25, WAK1

AtsUC2

AtPIN7

AtLHT2

AtUPS5
AtGRF12/AtGF14iota
AtVTI12

AtPUP3

AtPUP1
AtSYP61/AtOSM1
AtSec61
AtGRF2/AtGF14omega

AtNHX6

AtNIP6.1/AtNLM7
AtMRS2-10/AtMGT1
AtPIN4

AtPTR4
AtNTR1/PTR2-B
AtSUT2/AtSUC3
AtGSTF3
AtUPS1

AtDTX3

AtDTX6
AtATG8d
AtAHA6
AtGONST1
AtSUC8
AtGLR3.1
AtMLO7
AtPLT3

AtPHYB
AtAHA1

AtPLT4

AtLAX2

PLASMIDOS

X

X
X
X

x

xX X X X x

x

X

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXMXMXXXXXXXX

N2Acc.

At1g48270
At1g50310
At1g51340
Atlg51460
At1g51500
At1g51740
At1g53270
At1g54350
At1g54370
At1g55730
At1g57943
At1g58030
At1g58340
At1g58360
At1g61270
At1g61560
At1g64740
At1g65380
At1g66150
At1g66410
At1g66570
At1g66760
At1g66780
At1g67640
At1g68740
At1g69270
At1g70610
At1g70940
At1g71140
AT1G71870
At1g71880
At1g73590
At1g74530
At1g75470
At1g75820
At1g77110
At1g77210
At1g77380
At1g77690
At2g37360
At2g38120
At2g38170
At2g38290
At2g38460
At2g38510
At2g38750
At2g38760
At2g38940
At2g39010
At2g39130
At2g39200
At2g39350
At2g39480
At2g39770
At2g39890
At2g40420
At2g40940
At2g41110
At2g41140
At2g41190
At2g41560
At2g42590
At2g43130
At2g45200
At2g45960

GENES CLONADOS

AtGCR1

AtSTP9

AtDTX42
AtWB(C13
AtWBC12/AtCER5
AtSYP81/AtUFE1
AtWBC10
AtPMP1

AtNHX5

AtCAX5
AtPUP17
AtCAT2
AtDTX48
AtAAP1/AtNAT2
AtLHT3

AtMLO6

AtTUA1
AtRLP10/AtCLV2
AtTMK1
AtCaM4

AtsUC7

AtDTX9

AtDTX8

AtLHT5
AtPHO-H1
AtRPK1

AtTAP1

AtPIN3

AtDTX14
AtDTX54
AtsUC1

AtPIN1

AtPUP15
AtCLV1
AtPIN6
AtSTP14
AtAAP3
AtLAX3
AtWBC2
AtAUX1
AtCAX1
AtAMT2.1
AtFPN1
AtDTX53
AtAnn4
AtAnn3
AtPT2/AtPHT4
AtPIP2.6

AtMLO12
AtWB(C1
AtMDR6
AtCYT1/AtGMP1
AtProT1

AtERS1
AtCaM2
AtCRK1

AtACA4
AtGRF9/AtGF14-mu
AtRAB-A5c
AtGOS12
AtPIP1.2/AthH2

PLASMIDOS
MetYCgate Xnub

X

X
X
X

x

x

X

XX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXMXXXMXMXXXXXXXX
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N2Acc.

At2g21230
At2g23150
At2g24220
At2g24610
At2g24762
At2g25810
At2g26300
At2g26330
At2g26650
At2g26690
At2g27030
At2g28070
At2g29100
At2g29650
At2g30980
At2g32390
At2g32400
At2g33120
At2g33750
At2g34250
At2g34390
At2g34960
At2g36590
At2g36830
At2g36900
At2g36910
At2g37170
At2g37180
At3g16240
At3g17440
At3g17510
At3g17700
At3g18830
At3g19553
At3g19930
At3g21640
At3g21690
At3g23430
At3g23550
At3g24290
At3g24300
At3g26520
At3g27170
At3g28860
At3g29100
At3g29160
At3g29350
At3g30390
At3g42640
At3g43810
At3g45060
At3g45290
At3g46830
At3g46980
At3g47730
At3g48100
At3g51300
At3g51800
At3g52400
At3g53420
At3g53610
At3g54140
At3g54270
At3g54840
At3g55090

GENES CLONADOS

AtNRAMP3
AtPUP5
AtCNGC14
AtGDU4
AtTIP4.1
AtGPA1
AtERECTA
AtAKT1
AtNRT1.4
AtCAMS5/TCH1
AtWBC3
AtGLR2.9
AtANTR1
AtASK-dzeta
AtGLR3.5
AtGLR3.7
AtVAMP722
AtPUP2

AtNIP2.1/AtNLM3
AtCATS

AtProT3

AtTIP1.1
AtMEMB11
AtMDR/AtPGP1
AtPIP2.2
AtPIP2.3/AtRD28
AtTIP2.1

AtNPSN13
AtCIPK1/AtSnRK3.16
AtCNGC20/AtCNBT1
AtPLT5

AtLATS

AtSTP4
AtTWD1/AtFKBP42
AtDTX40

AtPHO1

AtDTX18

AtAMT1.5
AtAMT1.3

AtTIP1.2

AtCLC-b
AtPGP19/AtMDR1
AtVTI13
AtSnRK1.2/AtAkin11
AtHP1

AtAHA8
AtCaM7
AtNRT2.6
AtMLO3
AtRAB-A2c
AtANTR4
AtATH1
AtRR2
AtROP1

AtSYP122
AtPIP2.1
AtRAB-Ela
AtPTR1

AtSPP3
AtARA6/AtRAB-F1
AtWBC16

PLASMIDOS

MetYCgate Xnub

xX X X X

X X X X X X X

X

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXMXMXXXMXMXXMXXXXX

N2Acc.

At2g46430
At2g46440
At2g46450
At2g47600
At3g01090
At3g03720
At3g04090
At3g04110
At3g04580
At3g05030
At3g05160
At3g05165
At3g05350
At3g05400
At3g05710
At3g06100
At3g06370
At3g07520
At3g07880
At3g08040
At3g09740
At3g10600
At3g10660
At3g11820
At3g11900
At3g13620
At3g14070
At3g15730
At4g02520
At4g02600
At4g03330
At4g03560
At4g04760
At4g04910
At4g08700
At4g09000
At4g10380
At4g12730
At4g14640
At4g17340
At4gl7615
At4gl7730
At4g18160
At4g18190
At4g18205
At4g18210
At4g18220
At4g18710
At4g18910
At4g19030
At4g21120
At4g21380
At4g21480
At4g21910
At4g22790
At4g23030
At4g23180
At4g24250
At4g25640
At4g25760
At4g25960
At4g27585
At4g28490
At4g28630
At4g28700

GENES CLONADOS

AtCNGC3

AtCNGC11

AtCNGC12

AtMHX1
AtSnRK1;1/AtAKIN10
AtCAT4

AtSIP1.1

AtGLR1.1

AtEIN4

AtNHX2

AtSYP43
AtNIP7.1/AtNLM8
AtNHX4

AtGLR1.4
AtRhoGDI1
AtDTX43/AtFRD3
AtSYP71

AtCAT7

AtCPK2
AtSYP121/AtSYR1
AtANT1

AtLAT2

AtCAX9

AtPLDal

AtGSTF2

AtMLO1
AtSYP123

AtTPC1

AtNSF

AtPUP13
AtGRF1/AtGF14chi
AtNIP5.1/AtNLM6
AtFLA2

AtCAMS8

AtTIP2.2

AtCBL1
AtSYP23/AtPLP
AtKCO6

AtPUP6

AtPUP21
AtPUP10

AtPUP9
AtASK-eta
AtNIP1.2/AtNLM2
AtNIP1.1(NLM1)
AtCAT1/AtAAT1
AtARK3

AtSTP12

AtDTX39

AtDTX56

AtDTX49
AtCRK10/AtDUF26.9
AtMLO13
AtDTX35

AtGDU2
AtMDR2/PGP2

AtHAESA
AtATM1/AtSTA2
AtAMT1.4

PLASMIDOS
MetYCgate Xnub

X

X
X
X

xX X

X X X X

xX X

X

XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXMXMXXMXMXMNXMNXMXNXIMNXIXNXMXNXMNXXNXXNXXX
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NeAcc.

At3g56200
At3g56800
At3g56950
At3g58170
At3g59030
At3g60640
At3g61430
At3g61650
At3g63420
At4g00430
At4g00900
At4g01010
At4g01470
At4g01840
At4g01900
At4g02050
At4g02195
At4g39380
At4g39400
At5g01240
At5g02170
At5g02180
At5g03260
At5g03610
At5g03730
At5g03910
At5g04770
At5g04870
At5g05630
At5g05760
At5g06680
At5g10220
At5g10230
At5g11150
At5g12380
At5g13580
At5g14570
At5g14870
At5g15240
At5g15410
At5g16050
At5g16150
At5g16830
At5g17850
At5g17860
At5g18290
At5g18840
At5g19280
At5g19700
At5g23860
At5g23980
At5g24270
At5g24380
At5g26240
At5g26250
At5g26340
At5g26980
At5g27150
At5g27360
At5g33280
At5g35410
At5g36940
At5g37780

GENES CLONADOS

MetYCgate Xnub

AtCaM3
AtSIP2.1
AtBS14a/AtBET11
AtDTX41/AtTT12
AtAPG8g
AtPIP1.1
AtTUBG1

AtGG1

AtPIP1.4
AtECA2/AtACA5
AtCNGC13
AtTIP1.3

AtKCO5

AtGBL1

AtSTP7

AtSYP42

AtBRI1
AtLAX1

AtLAC11

AtCTR1
AtATH12
AtCAT6
AtCPK1/AtAK1
AtLAT1
AtSed5/AtSYP31
AtGCP3

AtAnn6

AtAnn7
AtVAMP713

AtWBC6
AtNRT2.7
AtCNGC(C18

AtCNGC2/AtDND1
AtGRF5/AtGF14-upsilon
AtpGlcT
AtPEP12/AtSYP21
AtCAXS8

AtCAX7

AtSIP1.2

AtKAPP
AtDTX52
AtTUBS
AtFRO4
AtCBL4/50S3
AtYSL2
AtcCLC-d
AtSTP8
AtSTP13
AtSYP41
AtNHX1/AtNHE1
AtSFP2

AtSOS2/AtSnRK3.11
AtCAT3
AtCaM1

PLASMIDOS

x

x

x X X X X X x

x

X X X X

X

XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXMXXMXMXXXMXXXXX

N2Acc.

At4g29140
At4g30190
At4g30360
At4g30560
At4g31730
At4g32150
At4g32650
At4g33090
At4g34460
At4g35180
At4g35290
At4g35300
At4g35440
At4g35790
At4g36760
At4g37640
At4g39030
At5g37810
At5g39040
At5g39340
At5g39510
At5g40780
At5g40890
At5g41160
At5g41800
At5g43350
At5g43610
At5g44050
At5g46240
At5g46370
At5g46860
At5g48400
At5g48410
At5g49630
At5g49890
At5g50440
At5g52450
At5g53130
At5g53550
At5g53760
At5g55470
At5g55630
At5g57090
At5g57350
At5g57940
At5g58060
At5g58270
At5g59250
At5g60770
At5g60780
At5g61520
At5g62050
At5g62690
At5g62710
At5g62920
At5g63850
At5g64350
At5g65020
At5g65280
At5g65970
At5g65990
At5g67330

GENES CLONADOS

AtDTX51
AtAHA2
AtCNGC17
AtCNGC9
AtGDU1
AtVAMP711
AtKC1/AtKAT3
AtAPM1
AtGB1

AtLHT7
AtGLR3.2
AtAZT3/AtTMT2
AtCLC-e
AtPLD-delta

AtACA2

AtDTX47/AtEDS5
AtNIP4.1/AtNLM4

AtTAP2
AtHP2

AtVTI11/AtZIG/AtSGR4 X

AtLHT1
AtCLC-a
AtPUP12

AtPT1/AtAPT2/AtPHT1-1

AtDTX28
AtKAT1
AtKCO2

AtVAM3/AtSYP22/AtSGF X

AtGLR1.2
AtGLR1.3
AtAAP6
AtCLC-c
AtMEMB12
AtDTX16
AtCNGC1
AtYSL3
AtMLO11
AtNHX3
AtKCO1/AtTPK1
AtPIN2/AtAGR1
AtAHA3
AtCNGC5
AtYKT61
AtATM3/AtSTA1

AtNRT2.4
AtNRT2.3
AtSTP3
AtOxala
AtTUB2

AtARRG6
AtAAP4
AtFKBP12
AtAnn2
AtGCL1
AtMLO10

AtNramp4

PLASMIDOS
MetYCgate Xnub
X

x

X X X X

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXMXXXMXXXMXXXX

Tabla 11: Cepas transformantes de levadura utilizadas en el ensayo SU a gran escala
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Las cepas que se han creado para los ensayos SU individualizados se reflejan en la Tabla
12:

CEPA GENOTIPO PLASMIDO UTILIZADO GEN CLONADO REFERENCIA
PARA LA RECOMBINACION
PEPI2N y NPEP12 THYAPS5 JR2888 y JR2973 AtPEPI2 En este trabajo
VAM3N yNVAM3 THYAPS JR2888 y JR2973 AtVAM3 En este trabajo
VTI1IN yNVTII1 THYAPS JR2888 y JR2973 AtVTIl] En este trabajo
PIP1;IN yNPIP1;1 THYAPS JR2888 y JR2973 AtPIPI1;1 En este trabajo
PIP1;2N y NPIP1;2 THYAPS5 JR2888 y JR2973 AtPIPI;2 En este trabajo
PIP2;1N y NPIP2;1 THYAPS JR2888 y JR2973 AtPIP2;1 En este trabajo
PIP2;2N y NPIP2;2 THYAPS5 JR2888 y JR2973 AtPIP2;2 En este trabajo
PIP2;3N y NPIP2;3 THYAPS JR2888 y JR2973 AtPIP2;3 En este trabajo
PIP2;6N y NPIP2;6 THYAPS JR2888 y JR2973 AtPIP2;6 En este trabajo
OSTIN yNOST1  THYAPS JR2742 y JR2743 ScOSTI En este trabajo
PEP12C THYAP4 JR2746 AtPEPI2 En este trabajo
VTI1IC THYAP4 JR2746 AtVTIl1 En este trabajo
PIP1;1C THYAP4 JR2746 AtPIPI;1 En este trabajo
PIP1;2C THYAP4 JR2746 AtPIP1;2 En este trabajo
PIP2;1C THYAP4 JR2746 AtPIP2;1 En este trabajo
PIP2;2C THYAP4 JR2746 AtPIP2;2 En este trabajo
PIP2;6C THYAP4 JR2746 AtPIP2;6 En este trabajo
PIP2;6C THYAP4 JR2746 AtPIP2;6 En este trabajo
MetWBP1C THYAP4 JR2746 ScWBP1 En este trabajo
TETWBPIC THYAP4 JR2761 ScWBP1 En este trabajo

Tabla 12: Cepas de levadura utilizadas en los ensayos SU individualizados.

VL.2. MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE MICROORGANISMOS

Todos los microorganismos empleados y obtenidos a lo largo de este trabajo se mantienen
a una temperatura de -70°C en los medios apropiados con una concentracion de 25% de

glicerol.

VI1.2.1. E. coli.

Las cepas de E. coli se cultivaron a una temperatura de 37°C. Los cultivos liquidos se
crecieron en agitacion a una velocidad aproximada de 250 r.p.m.

Los medios utilizados y su composicion son los que se detallan a continuacion.

LB (Luria-Bertoni): Este es el medio que cominmente hemos utilizado para el crecimiento

de E. coli. Esta compuesto por 0,5% extracto de levadura, 1% bactotriptona y 1% NaCl.
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Los medios s6lidos, ademas, llevan en su composicion agar al 1,5%.
Para estudiar la resistencia a antibiodticos, los medios tanto so6lidos como liquidos, se

suplementaron, seglin las necesidades, con ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (50 pg/ml).

V1.2.2. S. cerevisiae

El cultivo de esta levadura se llevd a cabo a una temperatura de 28°C. Si el crecimiento se
realizaba en medio liquido la agitacion era de 200-250 r.p.m.

Los medios utilizados son los que se detallan a continuacion:

YPD: Bactopectona 2%, extracto de levadura 1% y glucosa al 2%. Este medio fue
utilizado como medio rico.

SD: Bacto-yeast nitrogen base w/o amino acids 0,67%, glucosa 2%.

Los medios minimos se suplementaron con los requerimientos necesarios para la seleccion
y crecimiento de las cepas utilizadas.

SC: Bacto-yeast nitrogen base with amino acids 0,67%, glucosa 2%.

Cuando fue necesario los medios fueron suplementados con drogas especificas para
seleccionar las cepas de interés.

Para el uso de medios so6lidos se le afiadi6 agar al 2%.

VL3. VECTORES Y OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS.

V1.3.1. Vectores

Los vectores utilizados para la construccion de los diferentes plasmidos empleados en este
trabajo son los que se detallan a continuacion.

- pBluescript SK* (Stratagene): plasmido autoreplicativo de 2,9 Kb funcional en

bacteria, que contiene el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion

ColE1, y un fragmento del operon lac de E. coli, que codifica para la enzima [3-

galactosidasa. Dispone de una secuencia de clonacion multiple, en la que hay 21

sitios de restriccion, que permite la seleccion de clones recombinantes por o-
complementacion de cepas de E. coli portadoras de la delecion lacZM1 5.

- PGEMT/pGEMTeasy (Promega): Son vectores de 3 Kb usados para clonar

fragmentos de ADN amplificados por PCR en la que se utilizan

ADNpolimerasas que afiaden un desoxinucledtido de adenina a los extremos 5.
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Estos vectores presentan la particularidad de tener un desoxinucleotido de timina
sobresaliente en el extremo de cada cadena, permitiendo la clonacién de
fragmentos que presenten un residuo de adenina en sus extremos 5°. Contienen
el origen de replicacion del fago f7, los promotores de la ARN polimerasa de los
fagos T7 y SP6 flanqueando a una region de clonacion multiple en la secuencia
codificante de la enzima [3-galactosidasa.

pSH47 (Giildener et al., 1996). Es un vector que lleva la secuencia que
codifica para la recombinasa Cre bajo el control del promotor GALI. Utiliza
como marcador de seleccion el gen URA3.

PSHG65 (Giildener et al., 2002). Es un vector que lleva la secuencia que
codifica para la recombinasa Cre bajo el control del promotor GALI. Utiliza
como marcador de seleccion la fleomicina.

pUGH6 (Giildener et al., 1996). Es un plasmido cuya principal caracteristica es
llevar el marcador de seleccion KanMX flanqueado por secuencias loxP las
cuales son reconocidas especificamente por la recombinasa Cre.

pLexAoxSlacZ: (Ruden et al., 1991).

Los vectores utilizados para el ensayo de la SU fueron:

JR2761: pTET-Cub: (Este trabajo) El vector TET-Cub lleva la construccién
promotora descrita por Gari et al., (1997). Esta consta de un promotor hibrido
(tety) formado por el promotor fetO y una secuencia que contiene la region
TATA junto con la region leader del gen CYCI de S. cerevisiae. Esta region
promotora sera activada por el transactivador tTA regulable por tetraciclina y
sus derivados. Para construir este vector se partio del plasmido PCM189 (Gari et
al., 1997), el cual fue digerido con enzimas especificas (EcoRIl y HindlIII)
obteniendo la secuencia t7A-CMV,-ADHt-tet,-MCS-CYCIt. Esta secuencia se
clond en el plasmido centromérico YCplacl11 cortado con EcoRI y HindlIII. Por
ultimo se amplifico con los oligonucledtidos especificos (oliCYC-PLV vy
oliTETp-B1) la secuencia BI-KanMX-B2CubPLV del plasmido Hxt7XCub. Esta
amplificacion lleva extremos recombinogénicos homologos al promotor 7et y al
terminador CYCI. Se realiz6 una transformacion de levadura con el plasmido
YCplacl11-tTA-CMV,-ADHt-tet,-MCS-CYCI1t linearizado con la
endonucleasa de restriccion HindIll junto a la amplificacion Bl-KanMX-

B2CubPLV, resultando por recombinacion homologa el vector pTET-Cub.
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JR2746: pMetYCgate (Obrdlik et al., 2004, en este trabajo) Este vector lleva
el promotor del gen que codifica a la O-acetyl homoserina sulthidrolasa
(homoserina sintetasa) Met25. Este promotor se reprime por metionina. En
primer lugar se disefaron oligonucledtidos especificos para amplificar el modulo
BI1-KanMX-B2 (oliB1, oliB2), el molde utilizado fue el plasmido Hxt7XCub.
Paralelamente se amplifico el promotor Met25 del plasmido pGFP-C-FUS
(Niedenthal et al., 1996) utilizando los oligonucledtidos, oliHxtMet25 y
oliB1Met25, que anillan especificamente en el promotor Met25 y ademas llevan
secuencias homologas al plasmido Hxt7XCub en el lugar que precede al
promotor HX77 y a la secuencia B1. Con los dos fragmentos obtenidos de
ambas PCRs, BI-KanMX-B2 y preHxtp-Met25-Bl y el plasmido Hxt7XCub
digerido con la enzima de restriccion Asp718 se transformo levadura
selecciondndose en un medio suplementado con geneticina. Se obtuvo por
recombinacion homologa in vivo el vector pMetY Cgate.

JR 2742: pXNgate 21 (Obrdlik et al., 2004, en este trabajo).

JR 2743: pNXgate 32 (Obrdlik et al., 2004, en este trabajo).

Para la construccion de los vectores que llevan el extremo amino de la
ubiquitina, pXNgate y pNXgate, se utilizaron como punto de partida los
plasmidos episdmicos descritos por Stagljar (1998) el pNubGALGS y el pOST1-
NubG.

Para la construccion del vector pNXgate, se digirio el plasmido pNubG-
ALGS con la endonucleasas de restriccion Pstl. El extremo cohesivo que genera
la actuacion de dicha enzima de restriccion fue sometido a la accion exonucleasa
de la encima Klenow, obteniéndose asi un nuevo extremo romo. Posteriormente
se digirié con una segunda enzima de restriccion Sall. Ademas se amplifico el
moédulo KanMX del plasmido PUG6. Los oligonucledtidos (oliB2Te,
oliSalIB1PUG6) empleados en esta reaccion de PCR anadieron a esta secuencia
un sitio de corte Sall-B1 por un extremo y la secuencia B2 por otro, obteniendo
asi una secuencia Sall-BI1-KanMX-B2. Esta amplificacién se lig6 al plasmido
linearizado pNubG-ALGS5 obteniéndose asi el vector pNXgate.

Para la construccion del plasmido pXNgate se hizo una primera
amplificacion del casete KanMX utilizando como molde el vector PUG6. Los
oligonucledtidos (0liNdeIB1PUG6 y oliPUG6B2) usados en la reaccion de PCR

afiadian a la secuencia amplificada un sitio reconocido por la endonucleasa de
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restriccion Ndel seguida de la secuencia B1 por un lado y la secuencia B2 en el
otro extremo obteniendo asi un fragmento Ndel-BI-KanMX-B2. Se realizd
posteriormente una segunda amplificacion en la cual se amplificd la secuencia
NubG del plasmido pOSTINubG; los oligonucledtidos (oliB2NubG vy
oliNubPstl) empleados afiadian al fragmento NubG la secuencia B2 por un lado
y la secuencia reconocida por la endonucleasa de restriccion Pstl por el otro,
obteniéndose asi la amplificacion B2-NubG-Pstl. Estas dos secuencias
amplificadas fueron digeridas especificamente; la secuencia Ndel-BI1-KanMX-
B2 fue digerida con las enzimas de restriccion BamHI/Ndel y la secuencia B2-
NubG-Pstl con las enzimas BamHI/Pstl. Las secuencias digeridas fueron ligadas
junto al vector pOST1NubG cortado por con las enzimas Ndel/Pstl obteniéndose
asi el plasmido pXNgate.
Todos los plasmidos obtenidos fueron comprobados por secuenciacion
utilizando oligonucledtidos especificos.

JR 2973:pNXgate33-3HA (Obrdlik et al., 2004)

JR 2888:pXNgate21-3HA (Obrdlik et al., 2004)

JR 2887: pNubWT-2 (Obrdlik et al., 2004).

V1.3.2. Oligonucleodtidos

Los oligonucleotidos empleados se agrupan en la siguiente tabla.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA

olilexHIS 1 5-TAATGAATTATACATTATATAAAGTAATGTGATTTCTTCGAAGAATTCGTAC
GCTGCAGGTCGAC-3’

olilexHIS4 5-GGTTTCATTTGTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATTATAGITTTT
TCTCCTTGACGT-3’

oliIFUS2 5-AACTTCTTTGCGTCCATCCAAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG-3

oliFUS3 5’-CAGATCCACTAGTGGCCTATGCTTGGATGGACGCAAAGAAGTT-3

oliHIS3a 5-ATCTCCTTTAGCTTCTCGAC-3’

olHIS3b 5*-GATCGCAATCTGAATCTTGG-3’

olilexADE1 5-ATCATCTCATTTCCGTAAATACCAAATGTATTATATATTGAAAGCTTCGTACG
CTGCAGGTCGAC-3’

olilexADE4 5’-TCCCAATTGTCCCCCTCCTAATATACCAACTGTTCTAGAATCCATTATAGITTTT
TCTCCTTGACGT-3

oliADE2a 5’-CCAATGTGTCCATCTGACAT-3’

oliADE2b 5’-GCTGCCTCAACAATCATACG-3’

oliTRP1lacl 5’-GTTATTGCAAGGAAAATTTCAAGTCTTGTAAAAGCATATAAAAATAGTITAATT
CGTACGCTGCAGGTCGAC-3

oliTRP1lac2 5-TTAGTTTTGCTGGCCGCATCTTCTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG-3
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(Continuacion Tabla 13)

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA

oliTRP1lac3 5*-CAGATCCACTA GTGGCCTATGCA GA A GA TGCGGCCAGCAAAACTAA-3’

oliTRP1lac4 5*-CAGGCAAGTGCACAAACAATACTTAAATAAATACTACTCAGTAATAACCTATT
ATTTTTGACACCAGACCAACT-3’

oliTRP1a 5°-CATTGGTGACTATTGAGCAC-3’

oliTRP1b 5°-GCAGGCAAGTGCACAAACAA-3’

oliS2-ADE2 5-CTTGTTTTCTAGATAAGCTTCGTAACCGACAGTTTCTAACTTTTGGCATAGGCCAC
TAGTGGATCTG-3

oliA1-ADE2 5-GACTAGTAACGCCGTATCGTG-3’

oliA4-ADEI1 5-GTATGAAGTCCACATTTGATG-3’

oliSallBIPUG6 5°-GGGTCGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCATGAATTCTATAC
GAAGTTATTAGGTC-3’

oliNdeIB1PUG6 5-TCATATGTGAACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCATGAATTCT
ATACGAAGTTATTAGGTCTAG-3’

oliPUG6B2 5°-CACCGGATCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACCCGGGAGCT
CGTTTTCGACACTGG-3’

oliB2NubG 5°-TGGTGGCGGA TCCGGTGGA GGTGGATCAATGCAGATTTTCGTCAAGACTT-3’

oliNubPst1 5-CTGCA GCGTAATCTGGA A CGTCATA TGGA TA GGA TCCTGCA TAGTCCGGGA CGTCA
TACGGATAGCCCGCATA GTCAGGA ACATCGTATGGGTA ACCAGGGATTCCTTCCTTG-3’

oliCYC-PLV 5°-GGGA GGGCGTGAATGTAA GCGTGA CATAACTAATTACATGATGCGGCCCTCCTACC
CACCGTACTCGTCAA-3

oliTETpB1 5’-CTATAGACACGCAAACACAAATACACACACTAAATTACCGGATCAATTCGACA
AGTTTGTACAAAAAAGC-3’

oliHxtMet25 5-GGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGT A CCGGA TGCA AGGGTTCGA
ATCCC-3

oliBI1Met25 5°-CATGGTGGTTGGA GA GCCTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTGTA TGGA TGGGGGTAAT
AGA-3

oliB1-OST1 5-ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCATGAGGCAGGTTTGGTTCTC-3’

oliB2-OST1 5°-TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGTTAGTTACGTTCATGT
TCA-3

oliB2-WBP1 5’-TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGTTTGTTTTTTTGAATG
TTTC-3’

oliB1-WBP1 5-ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCA ACCACCATGCGGA CCGATTGGAATT
TTTTC-3’

oliB1 5-ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTCCAACCACCATG-3’

oliB2 5°-TCCGCCACCACCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA-3’

olikanB 5’-CTGCA GCGA GGA GCCGTAAT-3’

olikanB1 5’-TGTACGGGCGA CAGTCACAT-3’

olikanC 5-TGATTTTGATGACGAGCGTAAT-3’

olikanC2 5°-CCTCGACATCATCTGCCCAGAT-3’

oliTRP1al 5-ATTACGAAACACGCCAACCA-3’

oliHIS5a 5’-GATACAGTTCTCACATCACA-3’

Tabla 13: Oligonucle6tidos empleados

Ademas fueron necesarios los oligonucledtidos disefiados por Dr. Robert Herzog y
colaboradores (Université libre de Bruxelles) que amplifican las secuencias de los ORF de A4.
thaliana utilizados en este trabajo.

Este grupo fue el encargado de la elaboracién de un programa informatico que permite el

rapido disefio de un gran nimero de oligonucle6tidos especificos basandose en la energia libre

pag. 97



‘ Materiales y métodos

de las parejas de estos cebadores. Los oligonucle6tidos tienen todos una estructura comin que
consta de las secuencias recombinogénicas B1 y B2, y de la secuencia especificas de entre 19

y 25 pb que anilla en el inicio y el final del ORF que se quiere amplificar (Figura 32).

Secuencia recombinogénica B1
A

‘acaagtttgtacaaaaaagcaggctctccaaccacCATGX 95-5 ORFX oliB1

Secuencia recombinogénica B2
A

ftccgccaccaccaaccactttgtacaagaaagctgggt\aX19_25—3'ORFX oliB2

Figura 32. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los ORF empleados en el estudio a gran
escala.

La adicion de las secuencias recombinogénicas B1 y B2 a las amplificaciones de los ORF
permite que se dé recombinacion homologa con las secuencias Bl y B2 de los vectores
empleados en el sistema SU. La recombinacion homologa se realiza en levadura

construyéndose en un solo paso las cepas y los plasmidos adecuados para el sistema SU.
VI.4. OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS.
VI1.4.1. Obtencion de ADN plasmidico de E. coli.

Se utilizé el kit comercial especifico para la obtencion del ADN plasmidico Wizard® Plus

SV Minipreps DNA Purification Systems de Promega.
VI1.4.2. Obtencion de ADN plasmidico de S. cerevisiae.

Para la obtencion del ADN plasmidico se partié de 1 ml de cultivo de levadura saturado.
Se recogieron por centrifugacion las células y se resuspendieron en 200ul de tampon A (100
mM NaCl, 10 mM TrisHCI pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,1 %SDS). Se anadieron bolitas de vidrio
y se agitd por vortex para conseguir la lisis celular. Se afiadio 300 ul de fenol y se agitd
vigorosamente hasta conseguir una mezcla homogénea. Se centrifugd y se recogio la fase
acuosa. Se realizé una segunda extraccion con fenol cloroformo 1:1. Se recuperd la fase
acuosa. Se precipitd el ADN afiadiendo a la fase acuosa dos voliumenes de etanol 100%, 1:20

de NaAcO pH 7 y poniendo la mezcla a -20°C durante 15 minutos. Se centrifugd y se desecho
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el sobrenadante. Se lavo el pellet con etanol al 80%. Se resuspendid en 50ul de agua
destilada.
Para la recuperacion del plasmido se transformaron células bacterianas competentes DH10

de E. coli.
V1.4.3. Obtencion de ADN genomico de S. cerevisiae.

Se sigui6 el protocolo descrito en manual Molecular Cloning de Sambrook y Russell

(2001).
VL.5. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS.
VI1.5.1. Transformacion de células de E. coli

La preparacion de las células competentes y el proceso de transformacion se realizaron
siguiendo los procedimientos estandar (Sambrook, Russell., 2001).

Para la preparacion de células electrocompetentes se empled la cepa DH10. Se inoculé un
litro de medio LB con 10 ml de un preindculo saturado. El cultivo se crecio en agitacion a una
temperatura de 37°C hasta alcanzar una DOggo de 0,5. Se enfrié durante 15 minutos en un
bafio de agua-hielo y se pas6 a botes de centrifugacion GSA previamente enfriados. Las
células se recogieron por centrifugacion a 1000 r.p.m. durante 1 minuto a 4°C. El precipitado
se resuspendid en un litro de glicerol al 15% frio, se recogieron nuevamente las células por
centrifugacion y se lavaron 2 veces mas con 15% de glicerol, un primer lavado con 500 ml y
un segundo lavado con 200 ml. Finalmente las células se resuspendieron en 1 ml de GYT
(15% glicerol, 0,125% extracto de levadura y 0,25% triptona), se repartieron en alicuotas de
100pl y se congelaron, almacendndose a -80°C hasta su utilizacion.

La transformacion de células electrocompetentes se realizd previa descongelacion de las
células en hielo, mezclando 40 pl de células con el ADN transformante (10 pg-25 ng). La
mezcla de transformacién se pasdé a cubetas de electroporacion de 0,2 cm® (Bio-Rad),
previamente enfriadas en hielo, y se sometié a un pulso (2500 V, 200 W, 25 mF) en el
electroporador Gene-Pulser (Bio-Rad). Tras el pulso se le afiadi6 a cada cubeta 1 ml de medio
LB frio, se resuspendieron las células y se pasaron rapidamente a los distintos eppendorf.

Estos se pusieron a incubar a 37°C durante 50-60 minutos.
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La mezcla de transformacion se recogio por centrifugacion y se sembroé en el medio s6lido

de seleccion.

VI1.5.1. Transformacion de células de S. cerevisiae.

Se sigui6 el protocolo descrito por Gietz (2002).

VL6. MANIPULACION DEL ADN.

VI1.6.1. Digestion enzimatica.

Las diferentes endonucleasas de restriccion empleadas en este trabajo fueron suministradas
por las casas comerciales Roche Applied Science, Fermentas, Pharmacia, Promega o New

England Biolabs y empleadas de acuerdo con las especificaciones dadas por los proveedores.

VI1.6.2. Ligacion de fragmentos de ADN.

La ligacion entre moléculas de ADN con extremos compatibles se realizd mediante el
empleo de la enzima T4ADNIligasa (Fermentas). En el caso de las ligaciones de fragmentos de
ADN procedentes de reacciones de PCR se utiliz6 la enzima T4ADNligasa (Promega). En
ambos casos las moléculas de interés se seleccionaron por transformacion de células

competentes de E. coli con la mezcla de ligacion.

V1.6.3. Electroforesis de ADN.

La electroforesis de ADN se realizd en geles de agarosa (Roche) de diferentes
concentraciones. El porcentaje de agarosa oscilo entre 0,8-2% (p/v), dependiendo del tamafio
de las muestras a resolver. Estos geles llevan Bromuro de etidio (0,5 pug/ml). La electroforesis
se desarroll6 a voltaje constante (100 V) en tampon TBE (90 mM Tris-HCL, 90 mM é&cido
borico y 2 mM EDTA).

Las bandas se observaron sobre un transiluminador de luz ultravioleta acoplado a un

sistema de fotografia digital (Gel Doc 2000 Bio-Rad).
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V1.6.4. Purificacion de un fragmento de ADN en el gel de agarosa o en solucion.

Se corté con un bisturi la banda a extraer de un gel de agarosa. Para la extraccion del
fragmento de ADN del gel de agarosa se utilizo el kit comercial GEX™ PCR DNA and Gel

Band Purification Kit (Amersham Biosciences).

VI.6.5. Amplificacion de fragmentos de ADN por la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Las amplificaciones de ADN se realizaron empleando diferentes polimerasas dependiendo
de las necesidades de cada reaccion.

Para la amplificacion fidedigna de fragmentos se emplearon las siguientes ADN
polimerasas Expand High Fidelity PCR System (Roche) y Triplemaster PCR System
(Eppendorf). Las PCRs analiticas se realizaron con la enzima Biotools ADN Polymerase
(Biotools, B&M.Labs. S.A. Madrid. Espafia). En todos los casos las reacciones se prepararon
de acuerdo a las especificaciones dadas por los proveedores de las ADN polimerasas.

El proceso de amplificacion incluia una etapa de desnaturalizacion (5 minutos a 95°C), la
etapa de amplificacion (30 ciclos) y por ultimo una etapa de extension (1 ciclo 10 minutos).
La etapa de amplificacion consta a su vez de 3 pasos: un primer paso de desnaturalizacion (un
minuto a 94°C), un segundo paso de anillamiento (un minuto) y un tercer paso de extension.
La temperatura de anillamiento fue variable dependiendo de la temperatura media de fusion
(Tm) y de los oligonucleotidos empleados. La Tm oscil6 entre los 48-60°C. La temperatura de
extension es determinada por las especificaciones de las polimerasas utilizadas (68°C o 72°C)
y el tiempo de este paso dependia del tamafio del fragmento que se pretende amplificar
(aproximadamente 1 min/Kb).

La amplificacion de los genes de A. thaliana para su uso en el ensayo de la SU a gran
escala (Genexpress) tuvo las siguientes caracteristicas:

- El molde utilizado para la amplificacion de los genes fue ADNc obtenido a partir
de ARN de 4. thaliana de la variedad ColO.

- El tiempo de extension fue variable debido a la diversidad de tamafios que
presentan los ORF (entre 350 a 4500 pb) dividiéndose el proceso de amplificacién
en 4 subgrupos que diferian en el tiempo de extension dependiendo de la longitud

de los genes amplificados. El proceso de amplificaciéon se llevd a cabo con
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diferentes polimerasas comerciales probando diferentes buferes y reactivos en el
proceso.
- Los oligonucleotidos especificos fueron los descritos en el apartado VI.3 de
materiales y métodos.
Tras realizar el proceso de amplificacion cada una de las muestras fueron cargadas en geles

de agarosa para comprobar su correcto tamafio y estimar su concentracion.
V1.6.6. Secuenciacion de ADN.

Todas las muestras fueron secuenciadas en el Servicio de Secuenciacion Automatica de la
Universidad de Salamanca (Laboratorio 314, Edificio Departamental. Salamanca. Espafia. e-
mail:serv.sadn@usal.es), empleando una variante del método de Sanger (Sanger et al., 1977)
en un secuenciador automatico modelo ABI PRISM 377 (Applied Bioystem) y el kit “ABI
PRISM” BigDye™ Primer v.30 Cycle Sequencing Ready Reaction with AmpliTaq ADN
Polymerase, FS” (Applied Biosystems).

VL.7. MANIPULACION DEL ARN.
V1.7.2. Sintesis de ADN copia (ADNc).

El ADN copia (ADNCc) fue sintetizado a partir de una solucion de ARN, libre de ADN, en
una reaccion de transcripcion reversa empleando el cebador oligo-dT (18 mer) (Isogen) y la

enzima SuperScrip’ VII RT (Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del proveedor.
VI.8. MANIPULACION DE PROTEINAS.
VI1.8.1. Obtencion de extractos proteicos de S. cerevisiae.

Para la obtencion de extractos proteicos el protocolo seguido fue una variacion del
descrito por Pasch et al., 2005.

Los cultivos fueron cultivados en medio liquido hasta una DOg de 0,8-1,2. Las células se
recogieron por centrifugacion, se lavaron con agua y posteriormente con 1 ml de 50 mM Tris-
HCL pH 7,5. Se centrifugd y el precipitado se resuspendié en 500 ml de solucién de lisis fria
(50 mM Tris-HCL pH 7,5, “Complete Mini EDTA-free” de inhibidores de proteasas de Roche
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Applied Science, 1 mM PMSF). La lisis celular se realizé de una manera mecénica, utilizando
bolitas de vidrio (Glass beads 425-600 pm (Sigma)) y agitacion por vortex a la maxima
potencia. Se realizaron 7 ciclos de 30 segundos separados por un minuto de descanso en el
que la mezcla se mantenia en hielo.

Se empled como método alternativo para la lisis celular la Fast Prep realizando dos ciclos
de 11 segundos cada uno a una potencia de 5.

Tras la lisis celular se precipitaron las bolitas de vidrio por centrifugacion. El
sobrenadante obtenido se centrifugd nuevamente a 2000 r.p.m. durante 20 minutos. Se pasoé el
sobrenadante a un nuevo tubo y este se denominé extracto crudo.

En los experimentos en que se necesitd ver la liberacion del factor PLV, se centrifugo el
extracto crudo a una velocidad de 56000 r.p.m. durante 2 horas y a una temperatura de 4°C.
La ultracentrifuga utilizada fue Optima'™ Ultracentrifuge de Beckman y el rotor utilizado fue
el TLA-100.2 de Beckman con tubos de un mililitro de Beckman.

Tras la centrifugacion de 2 horas se recogid el sobrenadante que fue nuestra fase citosolica.
El pellet fue resuspendido en la solucion de lisis fria con triton al 0,5%. Se ultracentrifugd por
segunda vez a 56000 r.p.m. durante 2 horas. El sobrenadante obtenido seria la fase de
membrana.

Para analizar la concentracion proteica se empled el método Bradford.
VI1.8.2. Precipitacion de las proteinas de S. cerevisiae.

La precipitacion proteica se realizd con tricloroacético (TCA) o en ocasiones se siguio el

protocolo descrito por Wessel y Fliigge en 1984.
VI1.8.3. Separacion electroforética de proteinas.

Para la separacion electroforética en geles de poliacrilamida-SDS se siguio el método
descrito por Laemmli (1970), utilizando el sistema Miniprotein II (Bio-rad). La composicion
del gel de separacion contenia la mezcla de acrilamida-bisacrilamida (acrilamida 30:
bisacrilamida 0,8) en una concentracion variable dependiendo del tamafio de las proteinas de
interés, 0,375 mM Tris pH 8,8 y 0,1% SDS. La polimerizacion se realizaba afiadiendo a la
mezcla desgasificada 0,005% TEMED, y 0,05% de persulfato amonico.

El gel de empaquetamiento contenia 1,5% de la solucion acrilamida-bisacrilamida, 120

mM Tris-HCL pH 6,8 y 1% SDS. La polimerizacién se realizd con los mismos compuestos
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que en el caso del gel de separacion. Previamente a cargar las muestras, estas se
desnaturalizaron en presencia de tampon de carga (50 mM Tris-HCL pH6,8, 100 mM DTT,
2% SDS, 10% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol) a 100°C durante 5 min. Los geles se
resolvieron en tampon Tris-glicina (25 mM Tris-HCL, 150 mM glicina, 0,1% SDS). Se aplic6
una fuente continua de 30 mA por gel. Como marcadores de tamafio de proteinas se empleo la
mezcla comercial de marcadores pretefiidos “Prestained SDS-PAGE Standards” (Bio-Rad)

con un peso molecular comprendido entre 19-117 kDa.

VI1.8.4. Deteccion de proteinas con epitopos inmunoreactivos.

Las muestras proteicas resueltas en el gel fueron transferidas a una membrana de
polivinilideno (PVDF: Inmubilon-P, Millipore) empleando el sistema “Mini Trans-Blot Cell
(Bio-Rad) y el tampon de transferencia utilizado fue el CAPS (20% metanol, 10% NaHCOs3, 3
mM Na,COs).

Una vez finalizada la transferencia se comprueba que ha ido correctamente tifiendo la
membrana con una soluciéon de Rojo Ponceau (Sigma). Para quitar este colorante se realizaron
sucesivos lavados con PBS-Tween (2,5g/1 Tris base, 9g/1 NaCl, 0,1% Tween20).

La membrana limpia se bloqueaba durante al menos una hora en una mezcla de leche
desnatada en polvo (Molico) al 5% en tampon PBS-Tween.

Tras el proceso de bloqueo la membrana se incubd con el anticuerpo primario durante
aproximadamente una hora. Pasado este tiempo de incubacion se lavo la membrana con PBS-
Tween. Posteriormente se afiadio el anticuerpo secundario disuelto en la solucién de bloqueo
y se volvid a incubar una hora. Al transcurrir el tiempo de incubacion se desecho la dilucion
de anticuerpo secundario y se lavé con PBS-Tween.

Para la inmunodeteccion se utilizo el kit “Immobilon™ Western Chemiluminiscent HRP
Substrate” (Millipore). Se reveld la membrana en peliculas de autorradiografia HiperfilmTM-
MP (Amersham).

Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

- Anti-HA monoclonal (Babco).

- VP16 anticuerpo policlonal obtenido en conejo y que reconoce los aminoacidos desde
462-479 de VP16 (BD Biosciencies).

- VP16 (1-21) es una anticuerpo monoclonal obtenido en ratén que reconoce los

aminoacidos desde 456-490 de VP16 (Santa Cruz Biotechnology).
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Los anticuerpos secundarios empleados fueron:
- Anti-IgG-HRP de raton (Amersham).
- Anti-IgG-HRP de conejo (Amersham).

VI1.9. ENSAYO DE LA SU

VI1.9.1. Ensayo de crecimiento.

Se cultivo una de las cepas cebo que portaban el extremo carboxilo de la ubiquitina (Cub)
en 15 ml de medio liquido SC sin leucina durante un dia.

Paralelamente, se replicd a medio liquido SC (150 pl) sin triptéfano cada una de las 5
placas multipocillo tipo deepwell de 96 que contienen las cepas que expresan las cepas presa
Nub dejandolas crecer hasta saturacion. Para llevar a cabo la réplica se utilizé el replicador
“96 Pin Replicator, Stainless Stell Pins” (Nunc).

Estas placas multipocillo se replicaron a medio s6lido YPD utilizando el replicador junto
con el “Omnitray Copier” (Nunc) que permite depositar cada una de las cepas replicadas en
una posicion especifica facilitando con ello la superposicion de cepas de cultivos liquidos.
Estas placas de YPD solido se cultivaron durante 12 horas a 28°C.

Después, utilizando el “Omnitray Copier” y el replicador de 96, se depositd sobre cada una
de las colonias Nub crecidas en YPD sdlido la cepa Cub cebo, propiciando la formacion de
diploides.

Tras 24 horas a 28°C se pico cada una de las colonias con el replicador y la ayuda del
“Omnitray Copier” y se depositd cada una de las cepas diploides en un pocillo de las placas
multipocillo rellenas con 150 pul de agua. Este paso permite la diluciéon de las cepas y del
medio YPD que pueda arrastrarse en la réplica.

Cada una de las cepas se pasé a nuevas placas con medio SC sin leucina y triptéfano que
permite seleccionar las cepas diploides Cub-Nub.

Al cabo de dos dias a 28°C se midi6 el crecimiento de los diploides analizando la DOsys.

Por tltimo, cada cepa diploide se replico a los medios selectivos utilizados en el ensayo SU
(SD y SD suplementado con 250 uM de metionina). Estos medios permiten analizar la
expresion de los genes reporteros ADE2 e HIS3. Se dejo crecer en los medios de seleccion
durante 5 dias midiendo DOsgs a los 3, 4 y 5 dias.

Este método aparece esquematizado en la figura 33:
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Figura 33: Experimento de la SU adaptado a gran escala.

V1.9.2. Analisis de la actividad B-galactosidasa.

Para comprobar la interaccion entre proteinas por el método SU, ademas de los ensayos de
crecimiento, que analizan la expresion de los genes ADE2 e HIS3 también se analizd la
expresion del gen LacZ. Este tipo de andlisis mostr6 mas especificidad aunque menos
sensibilidad que los métodos de crecimiento en medio liquido.

Para este ensayo se cultivaron en medio s6lido selectivo los diploides Cub-Nub.

Se disolvio agarosa al 0,5% en buffer fosfato sédico pH 7,2 al 0,5 M. Se dej6 enfriar hasta
llegar a 50 °C y se le anadi6o una solucion de X-gal disuelto en dimetil formamida (2% de
dimetil formamida y 2 mg/ml de X-gal) y SDS hasta una concentracion final del 0,2%. Esta
solucion, tras agitarse, se vertio sobre la placa de medio sélido en la cual habian crecido las
cepas diploides.

Se dej6 a temperatura ambiente hasta que polimerizd completamente la solucion de
agarosa y posteriormente se incub6 a una temperatura de 37°C.

Los resultados se analizaban a distintos tiempos no superando las 12 horas.
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V1.9.3. Proceso de estandarizacion.

El proceso de estandarizacion de datos utilizado en los ensayos “Omicos" es el que viene
determinado por la obtencion del Z-score.

En este trabajo para obtener el Z-score de los resultados obtenidos en el ensayo a gran escala, se
utilizaron parametros robustos de la tendencia central como son la mediana y el espacio
intercuartilico (IQR), haciendo que la distribucidon este menos afectada por valores extremos
(valores que representan crecimiento).

La férmula aplicada fue:

Log;D0Osys- Mediana (distribucion)
IQR (distribucion)
1,34

1,34 es un factor de correccion que viene definido por el valor del espacio intercuartilico de
una distribucion estandar con una desviacion tipica de 1.

Z-score =

Utilizando estos pardmetros se procedid al proceso de estandarizacion utilizando tres
tamanos de distribucidon distintos: el primero de ellos, a nivel de placa, que compara los
resultados dentro de una misma placa; el segundo, a nivel de cepa Cub, que permite el
contraste de todos los valores que se obtienen de una misma cepa Cub con los
correspondientes Nub y por ultimo todos los resultados obtenidos con cada cepa Nub. Este
tratamiento de datos hace que los valores mas altos de Z-score correspondan a aquellos
diploides que muestran una mayor DOsos que los de la placa a la que pertenecen, mayor que el
resto de los diploides en los que estan implicados esos clones Cub y mayor que la de los
diploides en los que estan implicados los correspondientes clones Nub.

En este trabajo se ha elegido un nivel de significacion de 0,01 y se ha aplicado la correccion de

Bonferroni haciendo maés estricta la seleccion de los datos estadisticamente positivos.

VI1.10. SOPORTE INFORMATICO

El andlisis de las secuencias de ADN se llevo a cabo con varios programas: Ediseq,
MapDraw, Megaling y SeqMan, suministradas por DNAstar (DNAstar In, Madison, WI).

La busqueda de homologia de secuencias se realizd mediante los programas FASTA y
BLAST.

Las imagenes de geles de agarosa con muestras de ADN se tomaron con el equipo de

fotografia electronica Gel Doc2000 (Bio Rad).
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El analisis de imagenes se realizo con el programa Adobe Photoshop y con el programa
Microsoft PowerPoint con sus distintas actualizaciones.

Para el estudio de los ORF las bases de datos utilizadas fueron GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), TAIR (http://www.arabidopsis.org) y ARAMENOON
(http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/)(Schwacke et al., 2003).

Para el analisis de las interacciones proteicas las bases de datos utilizadas fueron: AtPID
(Cui et al., 2008.), Arabidopsis Interactions Viewer (http://bar.utoronto.ca/interactions/cgi-
bin/Arabidopsis_interactions viewer.cgi) (Geisler-Lee et al., 2007), De Bodt et al., 2009
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/supplementary data/stbod/athPPI/site.php), BioGRID
(http://www.thebiogrid.org/) (Stark et al., 2006), IntAct (http://www.ebi.ac.uk/intact) (Kerrien
et al., 2007) y STRING 8 (http://string.embl.de/)(Von Mering et al., 2005, 2007; Jensen et
al., 2009).

Para el analisis, visualizacion y representacion de las interacciones proteicas se utilizo el
programa Cytoscape ( http://www.cytoscape.org) (Smooth et al., 2011).

Para las representaciones graficas, para agrupar los resultados y aplicar las formulas
bioestadisticas se utiliz6 el programa Microsoft Excel con sus distintas actualizaciones.

Para analizar la concentracion proteica transferida a membrana y la intensidad de las
bandas obtenidas en los ensayos de Western blot el programa usado fue el Quantity one 4.6.6

Bio Rad.
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	I.1. LAS INTERACCIONES PROTEICAS
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