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RESUMEN

1. RESUMEN

nCBP (novel CAP Binding Protein) es una de las proteinas que se unen a la
estructura CAP presente en el extremo 5’ de los mRNAs eucariéticos y pertenece
a la clase Il de la familia elF4E. Los estudios con proteinas ortélogas de nCBP en
otros organismos sugieren que miembros de la clase Il regulan la traduccion de
MRNAs especificos durante el desarrollo. En A. thaliana se ha caracterizado a
NCBP como una proteina de 24 kDa capaz de llevar a cabo la traduccién in vitro,
de interaccionar con los factores de inicio de la traduccion elF4G y elFiso4G y de
mostrar una mayor afinidad por la estructura CAP que los otros dos miembros de
esta familia pertenecientes a la clase I. elF4E y elFiso4E.

Estudios fenotipicos de la mutante ncbp-1 en A. thaliana muestran que la ausencia
de esta proteina conduce a un retraso en el tiempo de floraciéon. La floracién
representa la transicion de la fase vegetativa a la fase reproductiva de la planta.
Este proceso se ve afectado por factores ambientales como el fotoperiodo y la
temperatura, factores hormonales como presencia de giberelinas asi como por
seflales enddgenas (via autbnoma). El objetivo principal de este trabajo fue
dilucidar la participacion de nCBP en la regulacion de la floracion e identificar qué
gen o genes de las vias de floracidn alteraban su expresion en la mutante ncbp-1
de A. thaliana.

Para analizar el retraso de floracion presente en la mutante ncbp-1 se analizé el
fenotipo en condiciones de dia corto (DC), de dia largo (DL), de tratamiento con
acido giberélico (GA) y bajo vernalizacion. Los resultados mostraron que la
mutante mantuvo un retraso en el tiempo de floracion bajo DL, DC y GA y que este
fenotipo se revirtié cuando se sometid a la planta a vernalizacidén. Esto sugiere que
NCBP participa en la via autbnoma que regula la floracién. Para comprobar estos
resultados se evaluaron los niveles de expresion de genes representativos de las
cuatro vias de floracion y de la mayoria de los genes de la via autbnoma. Se
observo que la mutante nchp-1 presenté alteracidon en los niveles de expresion de
los genes AGL28, FCA y FLC (genes de la via autbnoma) y no de los demas
genes evaluados. Debido a antecedentes bibliograficos en los que se reporta que
mutantes en genes de la via autonoma presentan letalidad embriogénica se
evalué la aborcion de embriones en la mutante ncbp-1 y se encontré letalidad
embriogénica en un 13%.

En conjunto, se concluyé que la ausencia de nCBP produce letalidad
embriogénica parcial y conduce a un retraso en el tiempo de floracion al alterar la
expresion de genes de la via autbnoma en Arabidopsis thaliana.
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2. ANTECEDENTES

Una de las areas de mayor importancia para comprender el funcionamiento de los
seres vivos es la regulacion de la expresion de sus genes. El DNA es la molécula
que contiene la informacion genética en los organismos y su expresion implica la
transcripcion de esta informacion a moléculas de RNA mensajero (mMRNA).
Posteriormente, esta informacion es decodificada a moléculas de polipéptidos, las

cuales llevan a cabo la funcion del gen correspondiente.

La traduccion de mRNA a proteina se puede dividir en tres distintas fases;
iniciacién, elongacién y terminacion. El paso mas complejo es la fase de iniciacion
e involucra un gran numero de factores reguladores. Este evento ocurre tanto en
procariontes como en eucariontes y entre estos organismos existen variaciones
importantes en este mecanismo dadas, en parte, por la separacion espacio-

temporal de la transcripcion y la traduccién en los eucariontes.

2. 1. MECANISMOS DE INICIO DE LA TRADUCCION

2.1.1 Iniciacion de la traduccion en procariontes

El proceso de inicio de la traduccién fue elucidado durante los afios 1960 y 1970
mediante estudios bioquimicos que utilizaban aminoacidos marcados
radioactivamente y lisados fraccionados derivados de células de bacterias y de

mamiferos.

En procariontes, la traduccién esta acoplada temporal y espacialmente a la
transcripcion, permitiendo el inicio de la sintesis de proteinas a partir de un mRNA
que aun esta siendo transcrito. Estos mMRNA son usualmente policistronicos, es
decir, poseen multiples genes y por lo tanto el mensajero codifica para multiples

proteinas. El reconocimiento del mRNA por el ribosoma ocurre mediante la
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secuencia Shine-Dalgarno ubicada, en general, 10 bases rio arriba del codén de
inicio. Esta secuencia es complementaria a una secuencia en el extremo 3’ del
RNA ribosomal 16S, que forma parte de la subunidad pequefa 30S del ribosoma.
El inicio de la traduccién en procariontes requiere de tres factores de inicio de la
traduccion; IF1, IF2 e IF3 (Choi et al, 2000).

La sintesis de proteinas ocurre en los ribosomas que consisten en dos
subunidades, una grande y una pequefa, cada una formada por rRNA y proteinas
especificas. El ribosoma consta de tres sitios: el sitio A, el sitio P y el sitio E. El
sitio A es el punto de entrada para el aminoacil-tRNA (excepto para el primer
aminoacil-tRNA, fmet-tRNA, que entra en el sitio P). El sitio P es donde se forma el
peptidil-ARNLt. Y el sitio E es el sitio de salida del tRNA una vez descargado tras
ofrecer su aminoacido a la cadena peptidica en crecimiento. Para la sintesis de
proteinas, también se requiere de moléculas de tRNA, que estan plegadas en una
estructura secundaria con forma de hoja de trébol. Estas moléculas pequefias
pueden llevar un aminoacido en un extremo y tienen un triplete de bases, el
anticoddén, en un asa central, en el extremo opuesto de la molécula. La molécula
de tRNA es el adaptador que aparea el aminoacido correcto con cada codén de
MRNA durante la sintesis de proteinas. Hay al menos un tipo de molécula de
tRNA para cada tipo de aminoacido presente en las células. Las enzimas
conocidas como aminoacil-tRNA sintetasas catalizan la uniéon de cada aminoacido

a su molécula de tRNA especifica.

El mecanismo de inicio de la traduccidn en procariontes comienza con la
disociacion de la subunidad 70S, la cual esta formada por las subunidades 30S y
50S en un equilibrio dinamico y con el fMet-tRNA (N-formil-metionil-tRNA), éste es
el tRNA iniciador que es generado por loa formilacion del metionil-tRNA. El factor
de inicio IF2, unido a GTP, detecta el unico grupo formilmetionil del tRNA iniciador;
de esta manera, solo se une a fMet-tRNA y no a los tRNA aminoacilados
implicados en la elongacion. Posterior a esto, se une el fMet-tRNA-IF2-GTP al

MRNA y esta unién no es especifica de la unién codén-anticodén del codon de

3
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inicio de la traduccion (Figura 1). El factor IF3 se une establemente a la subunidad
ribosomal 30S y previene su re-asociacion con la subunidad 50S. La subunidad
30S unida a IF3 se une subsecuentemente a IF1. IF1 evita la unién prematura del
fMet-tRNA al sitio A de la subunidad ribosomal 30S ya que IF1 se coloca
directamente en el sitio A. Este complejo ternario (30S-IF3-IF1) sufre un cambio

conformacional que genera un complejo mas estable.

El complejo 30S-IF3-IF1 se une al complejo fMet-tRNA-IF2-GTP-mRNA para
formar el complejo de preiniciaciéon 30S (Figura 1. Laursen et al., 2005). Posterior
a este evento, existe una interaccidon codén-anticodon de coddn de inicio de la
traduccion entre el tRNA de inicio y el mMRNA, mediante el apareamiento del codon
de inicio presente en el mMRNA y su anticodén presente en el fMet-tRNA. Este
evento forma el complejo de iniciacion 30S (Figura 1). Una vez formado este
complejo, se liberan los factores IF3 e IF1, mientas que IF2 estimula la asociacion
con la subunidad 50S al complejo. Una vez ajustado correctamente el codén de
inicio en el sitio P, IF2 se libera del complejo y durante este proceso el GTP unido
a IF2 se hidroliza a GDP y Pi. EI complejo de iniciacién 70S resultante es

competente para entrar a la fase de elongacién (Figura 1. Laursen et al., 2005).

Cerca de 90% de los mRNA bacterianos inician la sintesis de proteinas en el
codon AUG; otros en los codones GUG (8%) y UUG (1%). Estos tres codones son
llamados candnicos, basandose en la no discriminaciéon entre ellos por IF3. Otros
codones como AUU son llamados no candnicos, ya que los discrimina IF3 y son
utilizados mucho menos frecuentemente. Una vez reconocido el codon de inicio se
da paso a la elongacién y terminacion de la sintesis de proteinas (Choi et al,
2000).
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UniondelmRNAf al Met-tRNA
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Figura 1.Esquema general del inicio de la traduccién en procariontes.

Complejo de iniciacion 705

2.1.2 Iniciacién de la traduccién en eucariontes

A diferencia de los procariontes, el mRNA de eucariontes debe sufrir
procesamientos post-transcripcionales como son la adicion del CAP en el extremo
5: CAP (m7GpppX, donde X es cualquier nucleétido); la adiciéon de una cola de
poliadeninas en el extremo 3’: poly(A); y la remocion de intrones. El mMRNA maduro
es monocistronico, contiene dos regiones importantes que no son traducibles
(UTR) y que estan en cada extremo de la molécula: 5UTR y 3'UTR, flanqueando
la region codificadora del mMRNA (ORF).
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Todos los MRNA eucariéticos (excepto aquéllos presentes en organelos) tienen en
su extremo 5 el CAP y no contienen una secuencia Shine-Dalgarno. En la
mayoria de los eucariontes (pero no en plantas y hongos) la penultima base (X) es
también metilada en el hidroxilo 2’de la ribosa y la estructura de CAP resultante es
llamada CAP 1; cuando la posicion no esta metilada se llama CAP 0. El CAP
facilita la traduccion del mRNA y es importante para otros procesos incluyendo la
remocion de intrones y la estabilidad del propio mRNA. La cola de poli(A) en el
extremo 3’, varia en longitud desde 50 bases de largo en levaduras a mas de 200
bases de largo en eucariontes superiores. Este elemento juega un papel
importante en la estabilidad del mMRNA y en la eficiencia de la traduccion (Gingras
et al, 1999). El inicio de la sintesis de proteinas en todos los organismos empieza

con las subunidades ribosomales separadas (Figura 2A).

Durante la etapa de iniciacion de la traduccién en eucariontes, el reclutamiento de
un mMRNA hacia el ribosoma es mediado por al menos 10 factores de iniciaciéon
(elF). Este grado de complejidad refleja los multiples pasos en el proceso y los
mecanismos elaborados para su regulacién. El tRNA iniciador aminoacilado forma
un complejo ternario con el factor elF2 y GTP que se une a la subunidad 40S
(Figura 2A. Gingras et al, 1999).

El mRNA, por lo general, es reconocido por la maquinaria de traduccion mediante
el factor elF4E que se une a la region 5 CAP. El elF4E forma el complejo elF4F
mediante su interaccion con la molécula de anclaje, el factor elF4G y la helicasa
elF4A (Figura 2B).

Posteriormente, elF4G es capaz de reclutar a elF3, que se encuentra unido a la
subunidad ribosomal pequefia 40S y a la helicasa elF4B (Figura 2C). El factor
elF3 forma un complejo multimérico con elF4G, elF1A, elF2-tRNAmet y elF5 para
el escaneo de la regién 5’ UTR del mRNA hasta encontrar un codén de inicio AUG
en el contexto adecuado (Figura 2C y D). Una vez encontrado el coddn de inicio

de la traduccion AUG, el complejo de iniciacion activado permite la interaccion del

6
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factor elF5 con el factor elF2 y se activa la hidrdlisis de GTP unido a este factor
(Figura 2E). La hidrdlisis de GTP promueve la liberacién de algunos factores de

iniciacion y permite la unién de la subunidad 60S para formar el ribosoma 80S
(Figura 2F.Gingras et al, 1999).

) Q Unién de elF1A y elF3 w6 ﬂ AUG
|
Unién de el complejo el FAF
—_— al -iINA

AUG

. ATP
. . elF1, elFo
Complejo ternario elF2 i # SLEO Complejo elF4F
Y S SUmS ) Mmaie Desenrollade |€IF4B

ADP +P,
s DENCES r—

Met

Acoplamiento de la
subunidad 408 al
mRNA

ATP  ADP +P,

Unibn de las subunidades
ribosomales y la liberacion de
factores de iniciacion

eIF58

w6 ~AUG

(F)

0O
B

Figura 2.Esquema general del inicio de la traduccién en eucariontes.
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La presencia de otros elF como elF1 y elF5 facilitan la unién del tRNA iniciador al
sitio P y es excluido del sitio A ribosomal. Ademas, el tRNA iniciador tiene una
secuencia y estructura unicas que no se encuentran en los tRNA de elongacion,
éstas propiedades permiten que interaccione con el factor elF2. Finalmente, la
interaccion del mMRNA con el complejo elF4F también contribuye a su estabilidad,
a través de la interaccion entre elF4G y la proteina de unién a poli(A) (PABP),
garantizando la circularizacion del mRNA e incrementando su eficiencia de
traducciéon. (Figura 3; Robaglia y Caranta, 2006). Aun no se sabe si esta
circularizacion estimula la traduccion directamente o es el resultado de un
aumento de la afinidad de los factores de inicio de la traduccién por el mRNA
(Kahvejian et al., 2005)

Figura 3. Esquema del inicio de la traduccién en plantas. Se reclutan los factores de inicio de la
traduccion gracias al factor elF4G que sirve como molécula de anclaje para la proteina PABP y de
elF4E, promoviendo la circularizacién del mRNA, incrementando la eficiencia de la traduccién. Este
mismo factor sirve de anclaje para el complejo elF3, de tal forma que se reclutan todos los factores
de inicio de la traduccién y asi poder iniciar la sintesis de proteinas. (Modificado de Robaglia et al,
2006)
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2.2 EL FACTOR DE INICIO DE LA TRADUCCION elF4E

El complejo elF4F es un complejo de unidon al CAP que consiste de elF4E, elF4G
y elF4A. De estos factores, solo elF4E reconoce el CAP. La gran mayoria de los
organismos eucariontes, a excepcion de la levadura Saccharomyces cerevisiae,
tienen multiples miembros de la familia elF4E que estan altamente conservadas:
existen tres miembros en mamiferos, llamadas elF4E-1, 4EHP y elF4E-3; tres en
plantas, elF4E, elFiso4E, nCBP; cinco en C. elegans; dos en Dario renio; dos en
Xenopus; dos en Schizosaccharomyces pombe; dos en Leishmania y ocho en
Drosophila (Joshi. et al, 2005). Algunas isoformas de elF4E estan restringidas a
ciertos grupos filogenéticos, por ejemplo elFiso4E que solo se encuentra en
plantas (Browning et al, 1992; Browning, 1996). En todos los organismos que
presentan varios miembros de la familia elF4E, s6lo un miembro es expresado
constitutivamente y parece ser el responsable del papel general dentro de la
traduccién. Este miembro es nombrado elF4E-1 en Drosophila, elF4E-1 en

mamiferos, elF4E en plantas, IFE-3 en C. elegans (Hernandez et al., 2005).

d4EHP L KET
h4EHP 1 TEGQ
mAEHD 1 TEG
x4EOP 1 e e w o BOLT EFTKFORVE. .. . ... TES
IFE-4 R SRR :.".'5'1';;1:\-\;;(;_:\*1:&1_.1- __________ LLMEDAPR . .  WGSD BTG
ncBP L Bvansoinais WLDERDDEIRDECHHDSLKEHYVTDEVS , EERRERELKDCILH TEG
d4EHP 62 R
h4EHP 71 R
mdEHEP 71 R
x4EHP 49 R
IFE-4 48 K
nCBP 60 a
d4EHP 131 T NV MR LE E] N ey T
h4EHP 141 th AL = (o 5 5 : c i SIEL TEIS AR TE L PN T
odEHP 141 H } ; ED ! AlZD AR IE ':. yENT
x4EMP 119 GlLln SERS BN A W Qi LES CANIRL F & R 1f] o LN T
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Figura 4. Miembros de la familia elFAE de la clase Il en diferentes organismos. Alineamiento
de la secuencia de miembros de la clase Il en D. melanogaster (d4EHP), H. sapiens (h4EHP),

M.musculus (m4EHP), X. laevis (x4EHP), C. elegans (IFE-4), y A. thaliana (nCBP). Aminoacidos
idénticos marcados en rojo y los aminoacidos conservados en amarillo.
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Los miembros de la familia elF4E se han agrupado en 3 clases. Los de la clase |
contienen un residuo de Trp equivalente al Trp-43 y Trp-56 del factor elF4E-1 de
H. sapiens y parecen estar presentes en todos los eucariontes. Los miembros de
la clase Il poseen un Tyr o Phe o Leu en la posicién correspondiente al Trp-43 y
Tyr o Phe en la posicion correspondiente al Trp-56 de elF4E-1 de H. sapiens y
estan presentes en animales, plantas y hongos. Los miembros de la clase Il
poseen un Trp equivalente al Trp-43 pero con una Cys o Tyr en la posicion
correspondiente al Trp-56 de elF4E-1 de H. sapiens y se han identificado en

cordados y mamiferos (Joshi et al., 2005).

Los miembros de la Clase Il comparten aproximadamente el 50% de identidad y
un 70 - 80% de similitud con otros miembros de la misma clase (Figura 4).
También tienen aproximadamente 30-35% de identidad y un 60-65% de similitud

con miembros de la clase | (Joshi et al., 2005).

Una forma de regulacion que se ha observado para elF4E es la fosforilacion. Se
propone que esta modificacion estabiliza la interaccién entre elF4E, elF4G y su
union al mRNA (Pestova et al, 2000; Gingras et al, 1999). En organismos
eucariontes diferentes a las plantas, ademas de elF4G, existen otras proteinas
que interaccionan con elF4E y regulan su actividad. Entre éstas se encuentra el
factor 4E-BP (proteina de union a 4E). La interaccion del 4E-BP con elF4E ocurre
en el mismo sitio donde lo hace elF4G. Por lo tanto, elF4E es secuestrado por 4E-
BP afectando la formacion de complejos de iniciacién y por ende la traduccion.
Cuando la célula requiere elevar los niveles de traduccion, por ejemplo durante el
crecimiento y divisién celular, 4E-BP es fosforilada por una via de transduccion de
sefales que responde a insulina y a factores de crecimiento. La proteina
fosforilada pierde afinidad por elF4E, liberandolo para el inicio de la traduccion
(Gingras et al., 1999).
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2.3 REGULACION DE LA TRADUCCION POR MIEMBROS DE LA CLASE 1l

Se ha propuesto que miembros de clase Il de la familia elF4E juegan un papel
muy importante en la regulacion de la traduccion. En las especies donde se han
estudiado este tipo de proteinas se ha visto una expresién ubicua pero con

mayores niveles de expresidn en ciertos tejidos (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de diversas proteinas de la familia elF4E de clase I

Organismo Proteina | Expresion Interacciones
D. melanogaster d4E-HP Embriogénesis temprana No interacciona con
elF4G, si con Bicoide

C.elegans IFE-4 Expresado en neuronas de la cola | Presente en complejos
y faringeas, musculos de la pared | de inicio  de la
de cuerpo, espermateca y vulva. traduccién

H. sapiens y M. | h4E-HP Ubicuo y con niveles altos en | No interacciona con

musculus testiculos elF4G, si con 4E-BP

En C. elegans la ausencia de IFE-4, miembro de la clase Il, produce un defecto en
la deposicion de los huevos y afecta la eficiencia de traduccién de un pequefio
grupo de mRNA, sugiriendo que IFE-4 traduce selectivamente ciertos transcritos
(Dinkova et al, 2005). En D. melanogaster la ausencia de la proteina d4E-HP
produce defectos en la formacidon del eje antero-posterior durante Ila
embriogénesis temprana. d4E-HP ademas de unirse al CAP se une a bicoide, una
proteina de unién a una secuencia especifica en el 3’'UTR del transcrito de Cad,
formando un circulo cerrado que impide el anclaje de los demas factores de inicio
de la traduccién, reprimiendo asi la traduccion de CAD (Figura 5. Cho et al., 2005;
Hernandez et al, 2005).

En H. sapiens y en M. musculus la proteina 4E-HP interacciona con 4E-BP (4E-
binding protein), pero no con elF4G, lo que sugiere que 4E-HP podria jugar un
papel en el mecanismo de regulacién de la traduccién en estas dos especies (Rom
et al., 1998; Joshi et al., 2004).

11
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Figura 5. Inhibicion de la traduccion de mensajeros especificos por d4E-HP.d4E-HP
se une al CAP del mensajero de Cad y a Bicoide, el cual se une especificamente a una region del
3'UTR del mismo mensajero. Esto forma un circulo cerrado que impide el anclaje de los demas
factores de inicio de la traduccion Tomado de Vardy et al., 2008

2.4 nCBP DE PLANTAS

Las plantas poseen al menos tres proteinas de unién a CAP: elF4E, elFiso4E vy
NCBP. Tanto elF4E como elFiso4E son miembros de la clase | y nCBP es el unico
miembro de la clase Il. En A. thaliana, elF4E pesa aproximadamente 26 kDa y
elFiso4E aproximadamente 28 kDa (Browning et al, 1992). elF4E y elFiso4E
tienen la misma actividad durante la traduccion in vitro aunque un gran numero de
estudios sugieren que los dos complejos podrian tener diferente funcion in vivo.
Primero, elFiso4E tiene menor afinidad por analogos de CAP monometilados que
por los analogos dimetilados, mientras que la preferencia de afinidad para elF4E

es el opuesto (Carberry y Goss, 1991).

Segundo, elFiso4E tiene preferencia de unién a RNA con estructura lineal cerca
del CAP, mientras que la unién por elF4E es sensible a la posicidén y secuencia de

estructuras tipo tallo-asa cerca del CAP.

Tercero, elFiso4E tiene un pH 6ptimo (7.6) estrecho de unién a m7GpppG,
mientras que elF4E no tiene diferencia en el rango fisiolégico de pH (6.8-7.6)
(Carberry et al., 1991).
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Cuarto, se ha observado que elFiso4E traduce preferencialmente mRNA que no
tienen en el extremo 5 una regidon UTR larga y estructurada. Por ultimo, los
factores elF4E y elFiso4E de diferentes especies de plantas son expresados
diferencialmente en tejidos y/o en diferente estado del desarrollo, lo que sugiere
un grado de diversidad funcional (Rodriguez et al., 1998; Gallie et al., 1998;
Manjunath et al., 1999.)

En 1998 en A. thaliana se identificé la proteina de union a CAP: nCBP (novel CAP
Binding Protein). EI gen nCBP (At5g18110) contiene 6 exones y 5 intrones y
codifica para una proteina de 24 kDa (Ruud et al.,1998).

NnCBP es una proteina perteneciente a la clase Il y tiene un residuo de Phe que
corresponde al Trp-43 y un residuo de Tyr que corresponde al Trp-56 de elF4E de
H. sapiens (Figura 3). Esta proteina tiene una similitud del 58% e identidad del
33% a nivel de aminoacidos con el elF4E de A. thaliana (Ruud et al., 1998).
Estudios de protedmica en A. thaliana sugieren que nCBP se expresa
principalmente en botones florales (Figura 6), lo cual podria sugerir una funcién

especifica en este tejido.

Silicuas ]
Semillas |

Raiz 23 dias ]
Raiz 10 dias |
Flores abiertas ]

Hojas juveniles

Carpelos florales

Boton floral |

Cotiledones |/

cultivo celular luz |
cultivo celular oscuridad

Qty Spectra

Figura 6. Perfil de expresion de la proteina nCBP en A. thaliana en diferentes tejidos.
Tomado Stajich et al., 2002.
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nCBP interactua in vitro tanto con elFiso4G como con elF4G, formando un
complejo funcional que permite la traduccion de mRNAs de manera CAP
dependiente (aunque con menor eficiencia que elF4E y elFiso4E). nCBP tiene una
muy alta afinidad por CAP, lo que sugiere que puede participar en el secuestro de

MRNASs para asi impedir su traduccion (Ruud et al.,1998).

Desde hace tiempo se ha planteado que los diferentes miembros de la familia
elF4E podrian participar en mecanismos de regulacion traduccional especificos
dependiendo del momento de desarrollo, tipo de tejido, y/o respuesta a un
estimulo externo del organismo. Algunos estudios recientes han abierto nuevas
perspectivas sobre esta hipotesis al encontrar funciones particulares para algunos
de estos miembros en la regulacién de la traduccién de algunos mRNA especificos
(Dinkova et al., 2005; Cho et al., 2005).

2.5 Arabidopsis thaliana COMO MODELO DE ESTUDIO

Arabidopsis thaliana ha llegado a ser uno de los sistemas biolégicos mas
importantes para el estudio de muchos aspectos de la biologia de las plantas. Es
una planta dicotiledonea y desde el punto de vista del tiempo de floracion es una
planta facultativa de dia largo; es decir, que puede florecer en un régimen de dias
cortos (unas 8-10 h de luz diarias equivalente a los dias de otofio/invierno), pero
en dias largos (unas 16 h de luz diarias equivalente a los dias de
primavera/verano) se promueve una floracion mucho mas temprana,
aproximadamente tres semanas después de la germinacion de las semillas en
comparacién a dos meses en dias cortos (Blazquez et al., 2000). Estas
caracteristicas la convierten en un excelente sistema de estudio para el proceso

de floracion.
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2.6 FLORACION EN Arabidopsis thaliana

Con el nombre de floracion se designa a la etapa del desarrollo con la que se
inicia la fase reproductiva de la planta. La falta de movilidad de las plantas y sus
caracteristicas particulares de desarrollo han propiciado el establecimiento de
mecanismos especializados de control del tiempo de floracion que aseguren el

exito reproductivo y la permanencia de la especie.

Tras la germinacion de la semilla, el meristemo apical inicia el desarrollo de la
parte aérea de la planta. Este desarrollo es consecuencia de la produccion
repetitiva de primordios de 6rganos y células de tallo. Como consecuencia, se
repiten estructuras similares que se han denominado fitbmeros. Durante el
desarrollo vegetativo las plantas estan compuestas por un segmento del tallo y un
nudo en el que se inserta una hoja con un meristemo axilar (Azcén-Bieto et al.,
2003). La floracién puede considerarse como un cambio en este patron basico de
desarrollo donde como consecuencia se altera la estructura del fitomero, el
desarrollo de la hoja se inhibe y el meristemo axilar se transforma en meristemo
floral que se diferencia en una flor en lugar de una rama lateral. Esta transicion es
abrupta e irreversible, regulada por medio de una red de genes capaces de
controlar estas transiciones espacial y temporalmente (Azcon-Bieto et al., 2003;
Parcy, 2005). Los genes directamente responsables de este cambio en la
expresion genética del meristemo apical son los genes de identidad del meristemo
floral (FMI por sus iniciales en inglés). Entre los genes FMI se encuentran LFY,
AP1, FUL, TF1l, AGL24 y FD. Estos genes muestran un perfil de expresion
especifico en el meristemo antes y después de la transicion floral (Figura 7.
Blazquez et al., 2006. Hempel et al.,2000).
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Figura 7. Patrén de expresion de los principales genes de identidad del meristemo
floral en Arabidopsis. Expresion de mRNA de los genes FMI mostrados en color rojo en cortes
longitudinales del meristemo apical antes (columna izquierda) y después (columna derecha) de la
transicion floral. Tomada de Blazquez et al., 2006.

2.7 REGULACION DE LA FLORACION EN Arabidopsis thaliana

Los mecanismos moleculares responsables de la transicidon de la fase vegetativa a
la fase reproductiva, que conllevan la adquisicién de la madurez para florecer, aun
no estan descritos en su totalidad. EI momento en que dicha transicion ocurre esta
determinado por una complejidad de senales ambientales y/o enddgenas.
Arabidopsis es una planta facultativa de dia largo y algunos ecotipos, como el
ecotipo Columbia (Col-0), florecen tempranamente después de una exposicion a

un periodo de frio, tratamiento llamado vernalizacion (Azcén-Bieto et al., 2003).
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Figura 8. Vias de floracién en A. thaliana. La via de Vernalizacion y la via Autbnoma
convergen en la represién del gen FLC, el cual reprime a FT. La via del fotoperiodo tiene dos
genes principales: Gl y CO; Gl activa CO, el cual a su vez activa a FT. La via de las giberelinas
activa al gen SOC1. Tanto FT como SOC1 son genes integradores de las cuatro vias y activan a
los genes FMI los cuales son los encargados de la identidad del meristemo floral. Modificada de
Parcy, 2005.

Analisis genéticos han identificado un grupo de mutantes con alteraciones en el
tiempo de floracion que permitieron identificar diferentes vias de floracién de
acuerdo a la respuesta frente a la vernalizacion o al fotoperiodo. A la fecha se han
descrito cuatro vias interconectadas que rigen el tiempo de floracion (Figura 8); via

del fotoperiodo, via de las giberelinas (GA), via de vernalizacion y via autdbnoma.

2.7.1 Via del fotoperiodo

La via del fotoperiodo implica la regulaciéon de tiempo de floracién mediada por la
luz y el ritmo del ciclo circadiano. CO (CONSTANS) es probablemente el actor
principal de la via del fotoperiodo (Imaizumi et al., 2006) junto con FT
(FLOWERING LOCUS T). CO es regulado positivamente por Gl (GIGANTEA) y
por las sefales luminicas percibidas a través de los fitocromos presentes en la

hoja (Thomas, 2006). CO a su vez regula positivamente a FT, la cual viaja desde
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las hojas a través del floema hacia el meristemo apical donde activa a los genes

integradores y de esta manera promueve la floracion (Figura 9).

.j-

T protein“

Figura 9. Via del fotoperiodo. La luz es captada por diferentes fitocromos que activan la
expresion de TOC1 el cual activa a CO que a su vez es regulado por otros fitocromos. CO activa a
FT el cual viaja a través del floema hacia el meristemo apical. Modificada de Thomas 2006.

2.7.2 Via de las giberelinas

Las giberelinas son acidos carboxilicos diterpenoides tetraciclicos y se las
representa como GAs, distinguiéndose una de otra por un subindice: GA43, GA,
GAs,, etc. Una planta puede producir varias giberelinas, aunque no todas ellas
sean activas. Se forman en apices de tallos y raices, en hojas jévenes, partes
florales, semillas inmaduras, embriones en germinacién. En general las partes
vegetativas contienen menos GA que las partes reproductivas, asi las semillas
inmaduras son ricas en GAs, aunque dichos niveles disminuyen a medida que
éstas maduran. Algunas Gas son consideradas hormonas y estudios genéticos
han confirmado que las giberelinas (GAs) aceleran la floracién en A. thaliana. La
via de giberelinas esta menos influenciada por los dias cortos que por los dias
largos. Algunos estudios sugieren que en algunas especies vegetales la
vernalizacién actua por la via de GA y en algunas especies la aplicacion de acido
giberélico sustituye a la vernalizacién. Este no es el caso para A. thaliana, ya que

la via de vernalizacion y la de GA son independientes, lo que se ha demostrado
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con mutantes que no pueden sintetizar GA las cuales aun responden a la
vernalizacion (Chandler et al., 2000). Los blancos de la via de GA son los genes
integradores LFY (LEAFY), SOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS) y FT (Boss et al., 2004).

2.7.3 Via de la vernalizacion

Las plantas anuales de invierno requieren de exposiciones prolongadas de frio
para florecer rapido en el verano. Este proceso en el cual la floracion es promovida
por una exposicion al frio se conoce como vernalizacion. Como ya se habia
mencionado, A. thaliana es una planta anual de invierno y esto se debe a que la
proteina FRI (FRIGIDA) promueve altos niveles de expresion de represor de la
floraciéon FLC (FLOWERING LOCUS C). FLC es un factor de transcripcién tipo
MADS box que reprime a los genes integradores y por ende la floracién. En A.
thaliana la vernalizacién resulta en el silenciamiento mitético de FLC de manera
estable, es decir por modificaciones epigenéticas (Schmitz et al., 2007). El estado
reprimido de FLC “off” se acompafa de la presencia de heterocromatina facultativa
y cuando hay un cambio de generacion este estado se cambia a “on” y se activa la
transcripcion de FLC. Los genes que regulan este proceso epigenético se pueden
dividir en cuatro complejos, cada uno con proteinas especificas (Figura 10): el
complejo FRI, el complejo SWR1, el complejo PAF y el complejo PRC2-like. En el
otofio los componentes de los complejos FRI, PAF y SWR1 se requieren para
mantener la cromatina de FLC en un estado activo. La actividad de estos
complejos resulta en la expresion de altos niveles del mMRNA de FLC bloqueando

de esta manera la floracion antes del invierno.

Mas aun, el complejo FRI supera los efectos represivos de la via auténoma de la
floracion y promueve un aumento del mensajero de FLC. Durante el invierno
prolongado se induce la expresion de la proteina VIN3 (VERNALIZATION
INSENSITIVE 3) que interacciona con el complejo PCR2-like y silencia

epigenéticamente a FLC. Este silenciamiento se mantiene gracias a las proteinas
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VRN1 (VERNALIZATION 1) y LHP1 (LIKE-HETEROCHROMATIN PROTEIN 1)
junto con el complejo PRC2-like (Schmitz et al., 2007).
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Figura 10. Mecanismo de silenciamiento de FLC mediado por la vernalizacién. Tomado de
Schmitz et al., 2007

2.7.4 Via autbnoma

La via autébnoma de floracidon regula negativamente a FLC. Se han identificado
diversos miembros de la via auténoma, entre ellos: FCA, FY, FLD (FLOWERING
LOCUS D), FPA, FVE, LD (LUMINIDEPENDENS) y FLK (FLOWERING LATE KH
MOTIF). Mutaciones en estos genes causan un retraso en el tiempo de floracion.

FVE y FLD estan implicados en complejos de deacetilacion de histonas. FCA,
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FPA y FLK son proteinas que contienen elementos de unién a RNA. FY es un
homologo de Pfs2p, un factor de poliadenilacion y del procesamiento en el
extremo 3’ de los mensajeros esencial en levadura. LD codifica para una proteina
homeodominio con una funcidon desconocida. Analisis genéticos y bioquimicos
indican que FCA y FY forman una sub-via y FPA y FVE otra (Quesada et al.,
2005).

FCA es el componente de la via autbnoma mejor caracterizado, es una proteina
nuclear que contiene dos motivos de reconocimiento de RNA (tipo RRM) y un
dominio de interaccidon proteina-proteina WW. La expresion de FCA es compleja
ya que en las células existen cuatro transcritos de FCA (a, B, y y d) que son
producidos como resultado del splicing alternativo y de eventos de poliadenilacion
alternativa, que tienen lugar en dos diferentes sitios en el pre-mRNA de FCA
(Figura 9).

Ll A HAHHHL] FCA pre-mRNA
TGA l

FEAMRNA 2 I )
| 5 (I LI

1.0kb

Figura 11. Transcritos de FCA. En la célula existen cuatro transcritos de FCA generados mediante
sitios de poliadenilacion temprana y splicing alternativo, solo el transcrito gamma da origen a la
proteina. Tomada de Quesada et al., 2005.

En el transcrito alfa todos los intrones son removidos con excepcién del intrén 3. El
transcrito beta resulta de la falta de remocion del intron 3 que genera un codén de
paro y un sitio de poliadenilacién temprano. Este intron 3 es inusualmente largo (3

kb) en comparacién con el promedio de intrones en Arabidopsis thaliana. Los

21



ANTECEDENTES

transcritos gamma y delta son diferentes por un evento de splicing alternativo en el
intron 13 que introduce un codoén de paro prematuro en FCA delta. Solamente el
transcrito gamma da lugar a la proteina FCA funcional (Figura 11. Quesada et al.,
2005).

FCA interacciona fisicamente con FY mediante el dominio WW en la parte
carboxilo terminal de FY. La interaccion FCA/FY  se requiere para el
reconocimiento y poliadenilacién temprana del mensajero de FCA y por lo tanto
existe un autoregulacion negativa. Mutantes simples y dobles de genes de la via
auténoma presentan efectos pleiotropicos ademas del retraso en el tiempo de
floracidn, uno de ellos es letalidad embriogénica, sugiriendo que estos genes no
sélo juegan un papel importante en la regulacion del tiempo de floracion sino en
diferentes procesos fisioldgicos de la planta como lo es la embriogénesis (Tabla 2.
Marquard et al., 2006. Henderson et al., 2005).

Tabla 2. Analisis fenotipico de dobles mutantes de genes involucrados en la via auténoma
de floracion.

Genotipo Fenotipo

fy-1, fpa doble mutante Nunca se ha recuperado, sugiriendo letalidad
fy-4 homocigotas Letalidad embriogénica

fy-4 heterdcigotas Retraso en floracién

fca fy-1 doble mutante Retraso en floracién

fca fpa doble mutante Retraso en floracién

fy-1 heterdcigas Alta incidencia de semillas abortadas

fpa homaocigas

fy-1 Semillas abortadas

fpa-1 Semillas abortadas

fpa-2 Semillas abortadas

fca-1 Retraso en floracién

fy-4/FY Alta incidencia de semillas abortadas
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2.7.5 Integracion de las vias de floraciéon

Las vias anteriormente descritas convergen en genes integradores (FD, LFY, FT,
SOC1 entre otros; Parcy, 2005; Jaeger et al., 2006), los cuales perciben el estado
fisiologico de la planta y activan genes del meristemo floral (FMI: Floral Meristem
Identity) induciendo la floracion. Los genes FMI incluyen a LEAFY (LFY),
APETALA1 (AP1) y CAULIFLOWER (CAL) entre otros (Corbesier et al., 2006) y
sus productos son los responsables directamente de cambiar los patrones de
expresion de genes que convierten un meristemo apical a uno floral. El proceso se

ilustra de manera general en la figura 10.
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Figura 12. Esquema general de genes y sus productos involucrados en la floracién de A.
thaliana. En el proceso de floracién estan involucradas sefiales endégenas y ambientales como la
temperatura, el ciclo circadiano, el fotoperiodo y las sefiales hormonales como las de Gas. Todas
estas sefales activan o reprimen genes de diferentes partes de la planta. En el meristemo apical
es donde se lleva a cabo la transicién floral que permite el cambio de un meristemo apical a uno
floral iniciando asi la etapa reproductiva de la planta. Modificado de Kobayashi y Weigel, 2007.
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

3.1 EXPRESION DEL TRANSCRITO DE nCBP A LO LARGO DEL
DESARROLLO DE A. thaliana

Los resultados preliminares en el laboratorio indican que a nivel de mRNA la
expresion de nCBP es ubicua a lo largo del desarrollo de la planta presentando
mayores niveles de expresion en raiz (Figura 13). Este patron de expresion difiere
de lo que se ha reportado para elF4E y elFiso4E. elFiso4E se expresa

mayoritariamente en raiz de de 15 dias y en flor abierta (Rodriguez et al, 1998).

(A)

3.0 4

(8)

Semills Prasralz Rake Hoja Peciclo Flor Siliewa

04 nCBP

0.5 +
0.0 4 m
Semilla  Plarmula Raiz Hoja Peciolo Flor Silicua

Ma clura

Expresion {unidades arbitraias)

Figura 13. Perfil de expresion de nCBP en A. thaliana. (A) Los niveles de RNA mensajero de
NnCBP se analizaron por densitometria de RT-PCR semicuantitativo en diferentes tejidos de la
planta a lo largo de su desarrollo (B) Analisis de nivel de expresién de nCBP por RT-PCR
semicuantitativo en diferentes tejidos. (Tomada de Hidalgo,2007).

3.2 Caracterizacion genotipica y fenotipica de la mutante ncbp-1

En A. thaliana se han estudiado distintas mutantes de los miembros de la
familia elF4E. Una mutante nula para el factor elFiso4E, miembro de la clase |,
presenta una morfologia y desarrollo similar a la planta silvestre bajo condiciones
de crecimiento normales (Duprat et al., 2002). No obstante datos obtenidos en
nuestro laboratorio sugieren que esta mutante presenta un mayor numero de

raices secundarias respecto a las plantas silvestres. Para el caso de mutantes del
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factor elF4E, también miembro de la clase |, no se han podido obtener mutantes
homaocigas nulas, posiblemente debido a que la ausencia de elF4E es letal. El
interés de nuestro laboratorio es elucidar la funcion de los distintos miembros de la
familia elF4E en la planta Arabidopsis thaliana. Este trabajo particular aborda el
estudio de la funcién de la proteina nCBP durante la floraciéon de A. thaliana y su
posible papel en el control traduccional. Para ello, se obtuvo una mutante que
llamamos ncbp-1 (SALK_131503.32.70.x), la cual tiene insertado un T-DNA en el
tercer exdn y de la cual no se ha reportado ningun fenotipo. Primeramente, se
comprobé la presencia del T-DNA en el gen nCBP mediante estudios de Southern
blot. También se evalué la ausencia del mMRNA correspondiente a nCBP en estas
mediante RT-PCR semicuantitativo. También se verific6 en la mutante la
expresion a nivel de transcrito de los otros miembros de la familia elF4E (Figura
14; Hidalgo, 2007). Esta mutante presenta los mismos niveles de expresion a nivel

de transcrito tanto de elF4E como de elFiso4E.

(A) ATG anp-.I

|
[

L I-

(B) nchp-1Col-0
nCBP

clFiso4E

CIF4E

TUB

Figura 14. Caracterizacion genotipica de la mutante ncbp-1 (SALK_131503.32.70.x). (A)
Esquema del gen nCBP mostrando la insercién del T-DNA en el tercer exon. (B) Nivel de expresion
a nivel de transcrito de elFiso4E y elF4E en la mutante. Ausencia del transcrito de nCBP en la
mutante.

En esta mutante estudios iniciales mostraron un retraso en el tiempo de floracion y

en la senescencia de la planta mutante, lo que sugierié que nCBP podria participar
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en la regulacion de la expresion genética durante el proceso de floracion (Hidalgo,
2007).
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4. HIPOTESIS

En Arabidopsis thaliana nCBP tiene un papel en el proceso de floracién, entonces
en mutantes de esta proteina, la expresion de algunos genes relacionados a las

vias de floracion estaran modificados.

27



OBJETIVOS

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el retraso en el tiempo de floracion en la mutante ncbp-1 de

Arabidopsis thaliana e identificar cual o cuales genes de las vias de floracion

presentan alguna alteracion en esta mutante.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar el fenotipo de retraso de floracion en la mutante ncbp-1.

2. Obtener plantas mutantes que sobreexpresen la proteina de fusion nCBP-
GFP y analizar su fenotipo con respecto al tiempo de floracion.

3. Estudiar cambios en la expresion de algunos genes de las diferentes vias

de floracion.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 MATERIAL BIOLOGICO

La mutante ncbp-1 fue obtenida de la coleccion de mutantes por insercion de T-
DNA de SALK (SALK 131503.32.70) y se trabajé Unicamente con las mutantes

homocigoticas nulas.

7.2 OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS

7.2.1 Extraccion de RNA ToTAL

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de diferentes tejidos de Arabidopsis
thaliana segun el caso. Se siguio la técnica recomendada por el fabricante del
reactivo de Trizol (Invitrogen Carlbad CA, USA). Brevemente, se pesaron 100 mg
de tejido de eje embrionario de maiz y se pulverizaron en un mortero, previamente
lavado, esterilizado y enfriado a -20 °C; la pulverizacion se facilité adicionando
nitrogeno liquido. Una vez pulverizado hasta lograr un polvo muy fino, se colocé el
tejido en un tubo eppendorff de 1.5 mL y se le agregé 1 mL de Trizol (reactivo
monofasico de fenol e isotiocianato de guanidina). La mezcla se agité con vértex
hasta la total resuspension. Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente, se
centrifugé a 12 000 x g durante 10 minutos a 4 °C y se colect6 la fase acuosa
cuidando de no tomar la capa superior que contenia restos lipidicos. Se
adicionaron 0.2 mL de cloroformo y se agitd vigorosamente por 15 segundos,
posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 2 o 3 minutos. Se centrifugd
a 12 000 x g por 15 minutos a 4°C, se colecté la fase acuosa (incolora y superior
que contiene el RNA) y se transfiri6 a un tubo nuevo. Esta extraccion con
cloroformo se llevé a cabo para eliminar proteinas y DNA. Se precipitdé el RNA
adicionando 0.5 mL de alcohol isopropilico y se dejé incubar a temperatura

ambiente por 10 minutos.
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Se centrifug6 a 12 000 x g durante 10 minutos a 4°C, el RNA forma un precipitado
gelatinoso. Se removié el sobrenadante y se lavé el precipitado una vez con 1 mL
de etanol al 75%. Se centrifugd a 7 500 x g durante 5 minutos a 4°C, se decantd y
se dej6é secar al aire. Se resuspendi6 el RNA en agua con DEPC (Dietil

pirocarbonato).

Finalmente, se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X
(Tris-base 89 mM, acido bérico 89 mM y EDTA 2 mM) con bromuro de etidio, para
observar la integridad y pureza del RNA. El RNA se almacend a -70 °C hasta su

uso.

7.2.2 Extraccion de DNA gendmico

Para el aislamiento de DNA gendmico se utilizé la técnica de CTAB (Ausubel et al,
2000). Antes de comenzar el procedimiento, se afiadié 2-mercaptoetanol a la
solucién de extraccion CTAB (Ver apéndice 1) para una concentracion final de 2%
(v/v). Se calent6 esta solucion y la de CTAB/NaCl a 65°C. Se requieren 400 pL de
solucion de extraccion y 50 pL de CTAB/NaCl para 100 mg de tejido fresco. Se
homogeneiz6 con N, liquido y se colocé en un tubo resistente a solventes. Se
afiadieron la solucion de extraccion y la de CTAB/NaCl caliente al tejido
pulverizado y se agitd fuertemente. Se incubd por 60 minutos, a 64°C, con
agitacion ocasional. Se extrajo con un volumen igual de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) mezclando bien por inversion. Se centrifugé por 5 minutos a 7500
gy a 4°C y se recuperd la fase superior. Se afadieron 1/10 de volumen de la
solucion CTAB/NaCl a 65 °C a la fase superior y se mezcld bien por inversion.
Nuevamente, se extrajo con un volumen igual de cloroformo/alcohol isoamilico

(24:1), se centrifugd a 7500 x g por 5 minutos.

A la fase superior se le afiadié 1 volumen de la solucién de precipitacion CTAB, se
mezcld bien por inversion. Se centrifugd a 500 x g a 4°C por cinco minutos. Se

colecté el sobrenadante y se precipitd el acido nucleico afiadiendo 300 uL de
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isopropanol frio; se mezclo bien y se dejé incubar 2 horas a -20°C. Posterior a esta
incubacion se centrifugé la muestra a 7500 x g por 15 minutos a 4°C. Se lavo el
precipitado con etanol al 70%, centrifugando a 7500 x g por 15 minutos, y se dejé
secar al aire. Una vez completamente seco resuspendié en agua desionizada a

una concentracion final de 1ug/uL.

7.2.3 Purificacién de DNA plasmidico

Se dejo crecer cada una de las clonas seleccionadas en cajas con antibiotico en 5
mL de medio LB con el antibiotico de seleccion durante toda la noche en agitacion.
Se colocd la solucién Il (Ver Apéndice) en hielo y se preparo la solucion 1l y fenol-
cloroformo-isoamilico (24:24:1). Se centrifugd la suspension celular a 3000 x g
durante 5 minutos. Se resuspendio el precipitado en 100 pL de la solucién | (con
vortex hasta su total resuspension) y se transfirio a un tubo eppendorff. Se agrego
200 pL de la solucion 1l fresca, se mezclo perfectamente por inversion y se dejo
reposar 5 minutos en hielo. Se agregd 150 pL de la solucion Il fria, se mezclé por
inversion y se dejé 10 minutos en hielo. Se centrifugd a 14 000 x g 10 minutos a
4°C y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo. Se agreg6 40 pL de Tris-HCI
1M (pH 8.0) y 400 pL de fenol-cloroformo-isoamilico, se agitdé en voértex por 15

segundos.

Se centrifug6 a 14 000 x g por 2 minutos y se recupero la fase superior. Se agrego
1 mL de etanol al 100% frio, se mezclé por inversion y se incubd 1 hora a -20°C;
en este paso se precipita el DNA. Se centrifugé a 14 000 x g a 4°C por 10 minutos,
se decanto y se lavd con 400 pL de etanol al 70%. Se decant6 el etanol y se dejo
secar el precipitado por aproximadamente una hora y se resuspendido en agua

desionizada a una concentracion final de 1ug/uL.
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7.2.4 Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa

La extraccibn de DNA a partir del gel de agarosa se realizé siguiendo la
metodologia recomendada para el sistema QIAquick Gel Extraction (QIAGEN
USA) que se describe a continuacion: se extrajo el fragmento de DNA visualizado
por tincion con bromuro de etidio del gel con una navaja limpia, se coloc6 en un
tubo eppendorff y se pesé (el peso no debe ser mayor de 400 mg por columna).
Se agregaron 300 puL de Amortiguador QG por cada 100 mg de gel y se incub6 a
50°C por aproximadamente 10 min o hasta que estuvo perfectamente disuelto el
gel, agitando de vez en cuando para homogenizar la suspensiéon. Una vez que se
disolvié completamente, se agregaron 100 uL de iospropanol por cada 100 mg de
gel, se mezcl6 perfectamente y se colocd en una columna previamente insertada
al tubo colector. Se centrifugd a 12 000 x g durante 1 minuto y se descarto el
eluato. Se coloco la columna en el tubo colector, se lavé adicionando 0.75 mL de
Amortiguador PE y se centrifugd por 1 minuto a 12 000 g. Se colocoé la columna en
un tubo nuevo y se eluy6 el DNA en 100 uL de agua estéril, dejando reposar 5
minutos antes de centrifugar 2 minutos a 12000 x g.

Para concentrar el DNA, se colocd el tubo en un concentrador a vacio marca
SpeedVac y se dejo secar. Posterior a esto, se resuspendié en agua desionizada
a una concentracion final de 1pg/pL.

7.2.5 Cuantificacion de acidos nucleicos

Se una alicuota de la solucion de DNA o RNA en una celda de cuarzo y se midié
la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 260 y 280 nm.
A 260 nm el DNA o RNA presente en la muestra absorbe, mientras que a 280 nm
absorben las proteinas, por lo cual la relacibn 260/280 es un indicativo de la

pureza de la muestra (1.9-2.0 es una relacion de pureza aceptable).
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El calculo de la concentracion se realizo a partir de la relacion: 1 de absorbancia a
260 nm equivale a 50 pg/mL de DNA o 40 pg/mL de RNA.

7.3 RT-PCR

Para la transcripcion-reversa del RNA (RT) y la amplificacion por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se siguio el protocolo de dos pasos. El primero
con la enzima M-MLV RT de Invitrogen Carlbad CA. Esta reaccion se realizd
segun el siguiente protocolo:
1 pL oligo dT
2 pL RNA total
1 pL 10 mM dNTPs
8 UL de agua
Dejar a 65° C por 5 min y agregar en hielo:
4 uL 5X First-Strand Buffer
2uL 0.1 MDTT
1 pL de agua
Mezclar suavemente y dejar a 37°C por 2 min. Agregar:
1 pyL de enzima M-MLV RT
Incubar 50 min a 37°C. Posteriormente, incubar a 70°C por 15 minutos.

Las distintas reacciones de PCR se realizaron USA utilizando un termociclador
marca Eppendorff, modelo Master Cycler de la siguiente manera:
Se agrego:
2 uL cDNA
0.4 uL dNTPs 10 mM
0.2 uL Cebador 10 mM
1 pL Buffer de PCR( Invitrogen)
0.6 pL MgCl, 50 mM (Invitrogen)
5.56 pL Agua
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Las condiciones de PCR fueron las siguientes, el nimero de ciclos varié segun el

gen que se amplifico.

A:pre-desnaturalizacion | B: Amplificacién por PCR C: Extensién final
1 ciclo de: 36 ciclos de: 1 ciclo de:
94°C por 2 minutos Desnaturalizacion, 94°C 1 min | 72°C por 7 min

Alineamiento, 60 °C 30 seg
Extension, 72°C por 2 min

7.4 DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Se realizaron las digestiones enzimaticas de DNA plasmidico en 20 pl de volumen
final utilizando 5-10 pg de DNA plasmidico. A un tubo eppendorff se agregaron los

siguientes reactivos:

Componente Cantidad
DNA plasmidico 5-10 ug
10X amortiguador de reacciéon 1X
Agua estéril c.b.p. 20 uL
Enzima de restriccion 0.13 unidades
Volumen total 20 uL

El orden de adicion fué el siguiente: agua estéril, amortiguador de reaccion, DNA y
por ultimo se adiciond la enzima de restriccién. Todo esto se adiciond en frio y una
vez adicionada la enzima de restriccion se incub6 al menos 16 hrs a 37°C. Una
vez transcurrido ese tiempo se corriéo una muestra del DNA digerido en un gel de

agarosa para comprobar la digestién.

7.5 CLONACION DE DNA

7.5.1 Clonacién de fragmentos de DNA en el vector pGEM-Teasy.

La clonacion de fragmentos de DNA (insertos) se obtuvo por PCR a partir de DNA

extraido de plantas silvestres, este fragmento se inserté en el vector pGEM-Teasy

(Promega: ver apéndice).
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Se agregaron colas de adenina en ambos extremos del inserto purificado a partir
del gel de agarosa mediante el procedimiento descrito para el sistema pGEM-
Teasy Vector de Promega (Apéndice 1), el cual se describe a continuaciéon. Una
vez purificado el inserto, se tomaron 2 pL de éste y se adicioné 1luL de
Amortiguador de reaccion 10 X para Taq DNA Polimerasa junto con 1 pyL de
MgCL, 25 mM y 5 unidades de la enzima Tag DNA polimerasa. Se agreg6 agua
desionizada hasta un volumen final de 10 pL. Se incub6 a 70°C por 30 minutos.
Posteriormente, se procedié a la ligacion recomendada para el sistema pGEM-

Teasy Vector (Promega) preparando la siguiente reaccion:

Reaccidn de ligacion
Amortiguador de ligacion rapida 2X 5uL
pGEM-Teasy vector (50 ng) lulL
Inserto pnchp 2uL
T4 DNA ligasa (3 unidades/uL) lpL
Agua desionizada c.b.p. 10uL

Se mezclaron los componentes de reaccion y se incubd dos horas a temperatura
ambiente. Con la reaccién se transformaron células de E.coli (DH5a) mediante el
procedimiento descrito para el sistema pGEM-Teasy (Promega). Para ello se
prepararon cajas con medio LB/ampicilina/IPTG/ X-Gal (Apéndice). Se afadieron 5
uL de la reaccion de ligacion a un tubo eppendorff estéril de 1.5 mL en hielo. Se
afladieron 100 puL de células competentes, se mezclé suavemente y se colocd en
hielo por 20 minutos. Posterior a esto, se coloc6 en un bafio de agua a 42°C por
50 segundos e inmediatamente se colocé en hielo por dos minutos. Se adiciono
950 pL de medio LB a los tubos y se dejo incubar a 37°C en agitaciéon por 1.5 hrs.
Se centrifug6 la suspension celular a 3000 x g por dos minutos y se resuspendio el
botbn en 100 pL. Se sembraron los 100 pL en una caja con medio
LB/ampicilina/IPTG/ X-Gal y se dejo incubar por 24 horas. Las colonias que
crecieron fueron las transformadas. Las que contenian el vector con el inserto

fueron blancas, mientras que las que no lo contenian fueron azules.
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7.5.2 Clonacién de fragmentos de DNA en el vector pBIN(35S)GUS

Una vez clonado el inserto en el vector pGEM-T easy se digirié con las enzimas de
restriccion Hindlll y BamHI. Purificado este inserto se ligb en el vector
pBIN(35S)GUS (Ver apéndice) al cual previamente se habia digerido con las
mismas dos enzimas para liberar el promotor 35S. Se llevé a cabo la reaccién de

ligacién en la cual se agregaron los siguientes reactivos:

Reaccidn de ligacion
Amortiguador de ligacién 10 uL
DNA vector (50 ng) 6 uL
DNA Inserto pncbp 0.5 uL
T4 DNA ligasa (3 unidades/uL) luL
Agua desionizada c.b.p. 20 pL

Se dejo incubar esta mezcla a temperatura ambiente por 2 horas y se hizo la
transformaciéon de igual manera que la descrita para la clonacién en el vector
PGEM-T.

7.5.3 Clonacion de la region codificante de un gen en el vector de entrada
pENTR/D-TOPO

La tecnologia Gateway® es un método universal de clonacion que aprovecha las
propiedades de la recombinacion sitio-especifica del bacteriéfago A para transferir
una secuencia entre vectores Gateway rapida y eficientemente. Consta de tres
pasos principales: 1) Generar una clona entrante con el vector pENTR/D-TOPO®;
2) Realizar una recombinacion LR entre la clona entrante y el vector destino
(pEarleyGate 103); y 3) la introduccion de la construccion en el hospedero

apropiado (Agrobacterium tumefaciens para los intereses de este proyecto).
La preparacion de la clona entrante se realizd6 clonando la region codificante del

gen nCBP excepto el codon de paro en el vector pPENTR TOPO® de Invitrogen®

(ver Apendice). Previamente, se amplificd esta region por PCR utilizando una Taq
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polimerasa de alta fidelidad. La concentracién se ajustd a una concentracion final
de 1-5ng/uL.

Por cada reaccion, se colocaron de 1 a 5 ng de producto de PCR purificado fresco,
1pL de la disolucién de sal (Invitrogen®), 1uL de vector TOPO® y 3uL de agua
destilada estéril. La mezcla de reaccion se incub6 a temperatura ambiente por 5
minutos, luego se colocé en hielo y se transformaron células competentes TOP10
(Invitrogen) de acuerdo con el método descrito anteriormente. Se seleccionaron

las clonas positivas mediante resistencia a kanamicina (50ug/mL).

7.5.4 Clonacién del inserto del vector de entrada al vector de salida pEarleyGate
103

Una vez conseguida la clona entrante, se realizdé la recombinacion LR con el
vector destino pEarleyGate 103 (ver Apendice). Por cada mezcla de reaccion, en
un tubo Eppendorf de 1.5mL se colocan 3uL de la clona entrante AtelF(iso)4E-
TOPO (50ng/pL), 1pL vector destino pEarleyGate 103 (150ng/pL) y 4uL de buffer
TE pH 8.0. Por otro lado, la LR Clonase Il enzyme Mix (Invitrogen®) se
descongeld en hielo, se mezcld en vortex por 2 segundos y se agregaron 2L a la
mezcla de reaccién, se mezcld perfectamente y se centrifugd por 10 segundos en
una picofuga. Se incubd la reaccion a 25° C por una hora y luego se agreg6 1uL
de la Proteinasa K (Invitrogen ®). Se incubo por 10 minutos a 37° C para inactivar
la reaccion. Finalmente, se colocé en hielo y se transformaron con la construccion
células competentes TOP10. El marcador de seleccion fue nuevamente
kanamicina (50pg/mL).

7.5.5 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Primero se crecié una colonia de Agrobacterium tumefaciens en medio YM
liquido a 28° C toda la noche con agitacion constante. Con 2 mL del cultivo

anterior, se inocul6 50mL de medio YM fresco y se incubd con agitacion
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Se descongelaron las células competentes en hielo y se les agregé 1 uL del
pldsmido con el que se deseaba transformar. Se congelaron las células con el
plasmido en nitrégeno liquido, por 5 minutos, y se incubaron a 37° C por 25
minutos. Se agregd 1 mL de medio YM sin marcador de seleccion y se incubd
por 3 horas a 28° C con agitacion constante (200rpm). Las células se
centrifugaron a 13000 rpm por 30 segundos y se resuspendido el boton
bacteriano en 100 pL de medio YM. Se plaquearon las células en medio YM
solido con los marcadores de seleccién adecuados y las cajas se incubaron a
28° C, por 2 6 3 dias, para obtener colonias transformantes.

7.6 TRANSFORMACION DE Arabidopsis thaliana POR FLORAL DIP
(Modificado de Clough, 2005).

Esta transformacion Unicamente tiene exito si se lleva a cabo cuando el boton
floral aun es verde. Una vez que las plantas han desarrollado inflorescencia, ésta
debe cortarse para que, aproximadamente una semana después, se generen
ramificaciones con mas botones florales y la cantidad de semillas transformadas
sea asi mas elevada. Se inocularon 10 mL de medio LB + kanamicina (50ug/mL)
con una colonia de Agrobacterium tumefaciens (transformada con la construccion
deseada) y se incubd a 28° C por 24 horas con agitacion constante (200rpm).
Luego se tomd 2.5mL de éste in6culo y se coloc6é en 250mL de medio LB +
kanamicina (50ug/mL) y se incub6 el medio a 28° C por 48 horas a 200 rpm. Se
centrifugd los cultivos bacterianos por 20 minutos a 5000 x g y se resuspendi6 el
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boton bacteriano en 50 mL de una disolucién de sacarosa al 5% (no estéril) y se
agrego el volumen necesario de ésta disolucién hasta alcanzar un valor de
densidad Optica (600 nm) de 0.8. Se agregd el surfactante Silwet 77 a la

suspension bacteriana a una concentracion final de 0.01%.

Posteriormente, se introdujo la planta (de forma invertida y sujetando la maceta
firmemente) en la suspension de Agrobacterium tumefaciens por 1 minuto. Luego,
la maceta se colocé de manera lateral sobre papel absorbente en una charola.
Una vez tratadas todas las plantas, se cubrieron con un domo de plastico y se
dejaron en oscuridad por toda la noche, terminado este tiempo, se llevaron al

invernadero bajo fotoperiodo de dia largo.

La seleccion de semillas transformantes positivas producto de Floral dip en
tierra es un proceso que tiene una duracion aproximada de 3 semanas.
Primero en un salero se colocaron aproximadamente 200 semillas candidatas y
se mezclaron con 2g de arena fina, con la finalidad de que dichas semillas
guedaran uniformemente esparcidas. Las semillas se colocaron sobre una
superficie de aproximadamente 10x10cm con mezcla de sustratos Sunshine®-
Agrolite®-Vermiculite® en proporcion 3:1:1, humedecida con agua destilada.
Se cubrié el recipiente con papel aluminio y se guardaron en oscuridad a 4° C
por 48 horas, proceso llamado estratificacion. Transcurrido este tiempo, se
llevaron las semillas al invernadero bajo un fotoperiodo de dia largo y se
permitio el desarrollo de las plantulas por 5 dias. Concluido este tiempo, se
asperjaron las semillas con una disolucion de glufosinato de amonio BASTA®
en una concentracion de 30 mg/L, utilizando un atomizador de velo fino. Se
asperjo un total de 4 6 5 veces a intervalos de 2 dias, o hasta que las plantulas
verdes y saludables fueron perfectamente distinguibles de plantulas
moribundas. Las plantulas resistentes al herbicida fueron transplantadas a
macetas con sustrato MetroMix200.

39



MATERIAL Y METODOS

7.7 MICROSCOPIA CONFOCAL

Con ayuda de una aguja de diseccién, unas pinzas y un estereoscopio, se
extrajeron cuidadosamente los embriones de las semillas colocadas en agua
sujetando con unas pinzas de puntas finas uno de los extremos y raspando en el
otro extremo la cubierta con la punta de la aguja de diseccion; el embrion saldra
presionando suavemente con las pinzas. Una vez fuera cada embridn, se colocé
en 1mL de la solucion fijadora fresca (4% p/v paraformaldehido, 1.37mM NaCl,
0.27mM KCI, 0.43mM NayHPO,4.7H,0, 0.14mM NaH,PO4.H,0, 15% v/v DMSO,
0.1% v/v Tween 20) y se incub6 por 12 horas a 4° C. Con mucho cuidado, se
eliming la solucion fijadora y se hicieron tres lavados de 15 minutos cada uno con
1mL de glicerol al 70%. Se elimind del tubo 900uL del glicerol y se resuspendieron
los embriones en los 100uL restantes. Se tomaron 20uL de la suspension,
procurando llevar consigo aproximadamente 20 embriones, y se colocaron en el
centro de un portaobjetos distribuyéndolos lo mas uniformemente posible. Se les
coloco encima un cubreobjetos. Para finalizar, se aplicaron 3 6 4 capas de barniz
incoloro de ufias comercial en los bordes del cubreobjetos para sellar.

Estas preparaciones se llevaron al microscopio confocal y se observaron a 488 nm

de excitacién y 515-565 nm de emision para observar la florescencia de GFP.

7.8 EVALUACION DEL TIEMPO DE FLORACION

Se analiz6 el tiempo de floracion evaluando: (a) Numero de dias después de la
germinacion (DAG) en el que se presenta la transicion floral. (b) Niamero de hojas
de roseta en el dia del bolting (inflorescencia primaria de 6 cm de alto) bajo las
condiciones de (1) dia largo (8 hrs oscuridad/16 hrs luz), (2) dia corto (16 hrs
oscuridad/ 8 hrs luz) (Thomas, 2006). (3) Después de un periodo de vernalizacion
gue consistié en crecer las plantulas bajo condiciones de dia largo a 4°C por seis
semanas, transcurrido ese tiempo de trasladaron a una camara a 23°C. (Schmitz

et al., 2007) y (4) el efecto de giberelinas en dia largo, donde se asperjé GAza una
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concentracion de 20 uM dos dias a la semana hasta la floracion (Pigliucci et al.,
2000).
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8. RESULTADOS

8.1 nCBP PARTICIPA EN LA REGULACION DE LA VIA AUTONOMA DE
FLORACION

Debido a los antecedentes donde se mostraba que la mutante ncbp-1 presenta un
retraso en el tiempo de floracidén se evalu6é con mayor detalle este fenbmeno. Para
el estudio de la floracion se evaluaron dos tipos de parametros, el primero de ellos
fue el tiempo de floracién, medido en dias después de la germinacién que tarda la
planta en presentar el primer boton floral. El segundo fue el numero de hojas de

roseta en el estadio de transicion floral.

Estos parametros se evaluaron bajo distintas condiciones de crecimiento que
influyen en el tiempo de floracién, con el fin de buscar si bajo cierta condicion se
ya no se presenta el retraso en el tiempo de floracién. Las condiciones estudiadas
fueron: (1) por fotoperiodo: dia largo (DL: 16 hrs luz por 8 hrs oscuridad) y dia
corto (DC: 8hrs luz por 16 hrs oscuridad); (2) la adicion de la hormona: acido
giberélico (GA: se realizo bajo condiciones de DL y se asperjo una solucion 20 uM
de GA dos veces a la semana hasta la floracion); (3) después de vernalizacion:
germinacién y crecimiento a 4°C por 6 semanas bajo condiciones de dia largo y
posterior a este tiempo se transfiereron a una camara de crecimiento a

temperatura ambiente bajo las mismas condiciones de fotoperiodo.
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Figura 15. Caracterizacién fenotipica de la floracion para la mutante ncbp-1. (A) Plantas
silvestres de A. thaliana y ncbp-1 al bolting de la planta silvestre, bajo diferentes condiciones de
floracion. (B) Tiempo de floracion medido como el nimero de dias después de la germinacién en
que aparecio el primer botoén floral y como el nimero de hojas de roseta al bolting. GA: tratamiento
con Acido Giberélico, V: vernalizacion, DL: dia largo y DC: dia corto. El analisis estadistico fue
realizado utilizando t Student (*) p < 0.01, donde solo bajo GA, DL y DC se muestran diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo de floracién entre las plantas mutantes y la silvestres.

Los resultados mostraron que la mutante ncbp-1 presenta un retraso en el tiempo
de floracion de aproximadamente 10 dias respecto a plantas silvestres bajo las
condiciones de dia largo (DL). Este retraso se mantiene bajo las condiciones de
DC y tratamiento con GA, mientras que para las plantas que se sometieron a las
condiciones de vernalizacion no se observo diferencia en el tiempo de floracion
entre las plantas mutantes y las silvestres (Figura 15A). Los resultados de retraso
en floracidon presente en las mutantes también son apreciables cuando se evalua
el numero de hojas de roseta al bolting bajo las cuatro condiciones evaluadas. La
mutante ncbp-1 presenta un retraso en el tiempo de floracién de 5 hojas bajo

condiciones de DL, DC y tratamiento con GA y se revierte bajo vernalizacion
(Figura 15B y C).
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El hecho de que el fenotipo de retraso en la floracidén en la mutante ncbp-1 se
viera revertido bajo las condiciones de vernalizacion sugiere que la funcion de
nCBP podria estar involucrada en la via autbnoma de floracion, ya que mutantes
en esta via presentan el mismo fenotipo. Aunado a esto, en estudios hechos por
microarreglos se ha observado que bajo condiciones de vernalizacion se induce la
expresion del transcrito de nCBP y el analisis de su promotor tedrico muestra un
elemento de respuesta al frio (Figura 18; http://www.arabidopsis.org,

http://affymetrix.arabidopsis.info).

8.2 nCBP ESTA INVOLUCRADO EN LA REGULACION DE LA EXPRESION DE
GENES DE LA VIA AUTONOMA DE LA FLORACION

Dado que cada una de las vias de floracion depende de la expresién de genes
especificos, para apoyar el papel de nCBP en alguna de estas vias se analizaron
los niveles de mRNA de algunos genes representativos de cada una de estas vias
en plantas silvestres y mutante ncbp-1 bajo las condiciones de dia largo. Se
realizo este analisis a los dias 15, 18, 21 y 23 después de la germinacion, en los

cuales se inicia la sefalizacion para la floracion.

Como se observa en la figura 16 en ausencia de nCBP hay menores niveles del
transcrito de FCA y mayores niveles de FLC a partir del dia 18 post-germinacion,
dia en que la planta silvestre presenta el fendmeno de floracion. Estos resultados
se corroboraron haciendo por ftriplicado el analisis y cuantificando por

densitometria (Figura 17).

En la misma figura se observa una disminucién en el nivel de un gen integrador
SOC1 y un gen de identidad del meristemo floral AP1. En concordancia con el
analisis fenotipico no se observaron cambios significativos en los genes de las

vias de fotoperiodo o giberelinas (Figura 16y 17).
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Figura 16. Analisis por RT-PCR de los niveles de mRNA de distintos genes de floracion en
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diferentes dias del desarrollo en plantas silvestres y ncbp-1.

Estos resultados sugieren que la ausencia de nCBP altera la expresién de al

menos un gen de la via auténoma de floracién, lo que condujo a evaluar otros

genes del la via autbnoma.
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Figura 17. Nivel de expresion de genes de floracién en la mutante ncbp-1. Analisis
densitométrico de tres experimentos independientes del analisis de expresion por RT-PCR
semicuantitativo de los niveles de mRNA de distintos genes de floracion en diferentes dias del

desarrollo en plantas silvestres y nchp-1.

46



RESULTADOS

Con el fin de evaluar si el efecto de retraso en el tiempo de floracion se debia
exclusivamente a FCA o a otros genes de la via autbnoma, se evaluaron los
niveles de transcrito de: LD, FY, FLD, FVE y FLK asi como de FRI y de AGL28.
FRI se ha propuesto como un estimulador de FLC y AGL28 como estimulador de
la transcripcion de FCA y otros genes de la via auténoma. La figura 18 muestra
que los niveles de expresion de FRI, FVE, FY, FLD y FLK son similares para la
mutante ncbp-1 y las plantas silvestres, no asi AGL28, que presento niveles muy

bajos en ncbp-1 desde el dia 15 post-germinacién y casi inexistentes en el dia 18.
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Figura 18. Analisis por RT-PCR de distintos genes de la via autdnoma en diferentes dias del
desarrollo en plantas silvestres y ncbp-1.

8.3 nCBP PODRIA REGULAR LA EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS
EN LA EMBRIOGENESIS

Mutantes de genes de la via autébnoma presentan letalidad embriogénica
(Marquard et al., 2006). Dado que ncbp-1 muestra alteraciones en la expresion de

estos genes, se decididé, como parte de la caracterizacion fenotipica, buscar la
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letalidad embriogénica en esta mutante. El analisis de embriones en silicuas
mostré una frecuencia de 292 embriones abortados de un total de 1845 embriones
analizados, lo que indica un porcentaje de aborcion de aproximadamente de 13%
(Figura 19). En una planta silvestre, el porcentaje de aborcion es de alrededor de
un 0.5%. Este fenotipo sugiere que nCBP podria regular la expresion de proteinas
involucradas en la embriogénesis de A. thaliana.
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Figura 19. Frecuencia de semillas abortadas en la mutante ncbp-1. Semillas abortadas en la
mutante ncbp-1 indicadas con flecha negra. Fotos y datos tomados por el Dr. Arturo Guevara. IBT.
UNAM

8.4 LA SOBRE-EXPRESION DE nCBP-GFP NO PRODUCE ALTERACION EN
LA FLORACION DE LA PLANTA OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS

8.4.1 Obtencidon de plantas transgénicas que sobre-expresan la proteina nCBP-

GFP en Arabidopsis thaliana

Para obtener plantas que sobre-expresaran nCBP-GFP se generd un vector que
contiene la region codificante del gen nCBP fusionada a GFP bajo el promotor
constitutivo CaMV35S (35S::nCBP::GFP). Para generar la construccién, se
disefiaron cebadores que permitieron amplificar la region codificante de nCBP
mediante RT-PCR (Figura 20A) y su posterior insercion de esta regién en el vector
pPENTR/D-TOPO (Figura 20B y Apéndice).
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Figura 20. Clonacion del ORF nCBP en el vector pENTR/D-TOPO. (A) Amplificaciéon de nCBP
mediante RT-PCR. (B) Digestion de DNA plasmidico de las clonas positivas con las enzimas EcoRI
y Ascl. En el caso del inserto nCBP clonado en sentido correcto, la banda esperada es de 500 pb.
MP: marcador de peso molecular.

Una vez obtenido este vector, se clon6 nCBP en el vector pEarleyGate103
mediante la técnica de Gateway (Figura 21 y Apéndice). Este ultimo contiene el
promotor CaMV35S y permite la expresién de nCBP fusionada a la proteina GFP.
Para comprobar la fusidon se realiz6 PCR amplificando la regién codificante de
NnCBP y GFP, la clona positiva se mando secuenciar para saber si entre nCBP y
GFP no existia codon de paro y si GFP estaba en marco de lectura correcto

(Figura 22).
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Figura 21. Clonacion de nCBP en el vector pEarleyGatel03. (A) Amplificacién del inserto ncbp
fusionado a GFP (35S::nCBP::GFP). Como control negativo se utilizé la construccion 35S::GFP y
como control positivo la construcciéon pENTR/D-TOPO ncbp. (B) Amplificacion de nCBP, BAR vy el
promotor 35S en las construcciones 35S::GFP y 35S::nCBP::GFP. MP marcador de peso
molecular.
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Figura 22. Secuenciacion de nCBP fusionado a GFP. Se observa que el gen clonado de ncbp es
100% idéntico al reportado en bases de datos y no existe codén de paro entre nCBP y GFP.

Con esta construccion se transformd la bacteria Agrobacterium tumefasciens y con
esta cepa se transformaron plantas silvestres ecotipo Col-0 mediante la técnica de
floral dip. Una vez transformadas las plantas y obtenidas las semillas (FO) se
seleccionaron las plantas transgénicas por su resistencia al herbicida BASTA. De
esta seleccion se obtuvieron tres lineas independientes (S2, S3 y S6) en la
generacion F1. Para plantulas de estas lineas se comprobé la sobre-expresion de
NCBP mediante RT-PCR (Figura 23).
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Figura 23. Caracterizacién molecular de las plantas transgénicas. (A) Analisis de expresion de
los transcritos nCBP, GFP, elF4E y 18S de las plantas transgénicas mediante RT-PCR
semicuantitativo. (B) Analisis estadistico mediante densitometria de RT-PCR del nivel de expresion
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de nCBP en las lineas transgénicas. S2, S3 y S6 representan tres lineas distintas de
sobreexpresion de nCBP fusionado a GFP.

Los resultados mostraron que las tres lineas de sobre-expresion (S2, S3 y S6)
expresan nCBP-GFP y muestran un aumento en los niveles de nCBP, no asi para

el factor de inicio de la traduccion elF4E (Figura 23).

n{BP-GFP CLOROFILA  TRASLAPE

Col-0

S2

S3

S6

Figura 24. Expresion de la proteina de fusion nCBP-GFP en tres lineas independientes de
plantas transgénicas. Fotos de microscopia confocal tomadas a embriones de las distintas

plantas transgénicas.

También se buscd en estas lineas la expresiéon de la proteina de fusion nCBP-
GFP por microscopia confocal observando fluorescencia a nivel de embriones a
diferencia de una planta silvestre y se pudo concluir que dichas lineas expresan la

proteina de fusion (Figura 24).
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8.4.2 La sobre-expresion de nCBP-GFP no produce alteracion en la floracion.

Una vez obtenidas las tres lineas independientes nCBP-GFP se les caracteriz6
fenotipicamente midiendo el tiempo de floracion bajo la condicion de DL para
evaluar si la sobreexpresion de nCBP inducia el efecto contrario a su ausencia, es
decir un adelanto en el tiempo de floracion. Se observé que las tres lineas de
sobre-expresién no presentan alteracion fenotipica apreciable en el tiempo de
floracion (Figura 25A). Como plantas ncbp-1 presentan cierta letalidad
embriogénica se evaluaron silicuas de las transgénicas ncbp-GFP. Los resultados
que se muestran en la figura 25B indican que no hay alteracién en la

embriogénesis de estas plantas.
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Col-0  ncbp-1
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Figura 25. Caracterizaciéon de plantas transgénicas. S2, S3 y S6 son lineas independientes de
sobre-expresion de la proteina de fusion nCBP-GFP.A) Analisis de tiempo de floracion bajo
condiciones de DL.B) Andlisis de letalidad embriogénica en las plantas mutantes.

8.5 nCBP ES UNA PROTEINA CITOPLASMATICA

Con el vector que permite expresar nCBP fusionado a GFP de manera constitutiva
se transformaron transitoriamente protoplastos de Arabidopsis thaliana y mediante
microscopia confocal se obtuvieron imagenes que muestran que nCBP es
mayoritariamente una proteina citoplasmatica, acumulada en regiones especificas
en todo el citoplasma, sugiriendo una localizacion en granulos de estrés y/o

cuerpos P (Figura 26).
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nCBP-GFP Clorofila Traslape

Figura 26. Localizacion subcelular de nCBP-GFP en protoplastos de A. thaliana. La
transformacion e imagenes fueron obtenidas en el IBT, UNAM

8.6 OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS pnCBP::GUS EN Arabidopsis

thaliana.

Para poder evaluar la expresion espacio temporal de nCBP se construyé un vector
que permitiera expresar el gen reportero de la B-glucoronidasa (GUS) bajo el
promotor de nCBP (pnCBP. Figura 27).

Para realizar esto se busco la regién 5 del gen nCBP, que contiene los elementos
regulatorios y su promotor, en el programa bioinformatico “Regulatory Sequence
Analysis Tools” (http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools), este programa nos permite
saber la secuencia rio arriba del inicio de la traduccion estableciendo el numero de
pares de bases que se desea o bien indica la secuencia antes de que se
encuentre otro ORF. En el caso de nCBP existen 796 pb rio arriba del codén de
inicio de la traduccién sin que se traslape con otro ORF y esta fue la secuencia
que decidimos utilizar como 5’ de nCBP (Figura 27). Esta secuencia fue analizada
bioinformaticamente, mediante el programa PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/index.html) para determinar los posibles
elementos cis, asi como la caja TATA tedrica. A partir de este analisis se clonaron
aproximadamente 780 pares de bases rio arriba del codon de inicio. La regién &’

de nCBP contiene la caja TATA y varias posibles secuencias regulatorias que
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podrian unir a factores de transcripcion especificos. El fragmento correspondiente

a la regién 5 de nCBP se obtuvo mediante PCR a partir de una planta de A.

thaliana silvestre y se clon6 en el vector pGEM-Teasy (Figura 28A y B)
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I codon de inicio de la traduccidn
5'UTR
CajaTATAS
GT1CONSENSUS: estabiliza la caja TATA
ERELEE4: elemento de respuesta a etileno. Relacionado con la senescencia

RAVIAAT: mantener expresion alta en hojas de roseta y raiz
MYCCONSENSUSAT: secuencia de reconocimiento MYC y elemento de unién de ICE1 que
regula la transcripcién de genes en temperaturas frias.

' RYREPEATBNNAPA: requerida para expresién especifica en semilla

Figura 27. Promotor tedrico de nCBP; 796 pb rio arriba del codén de inicio de la traduccidn.
Cododn de inicio ATG marcado con rojo, el extremo 5’UTR con letras naranjas y la caja TATA con
letras moradas.
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Figura 28. Clonacion de la region 5 de nCBP. (A) Amplificacion de pnCBP por PCR. (B),
Amplificacién de pnCBP en cada clona positiva después de la clonacion en el vector pPGEM-T easy,
C- control negativo. (C) Digestion con la enzima EcoRV de la clona que contiene la construccion
pnCBP::GUS (pnCBP) y digestion de la clona que contiene la construccion 35S::GUS (35S) como
control.

Una vez clonado la regién 5’ de nCBP en este vector se secuencié para verificar
que no presentara cambios respecto a la secuencia reportada (Figura 29).
Posteriormente, se quitd el fragmento que codifica para 35S en el vector
pBIN35SGUS utilizando enzimas de restriccion apropiadas y se insertoé en su lugar
pnCBP, mediante las mismas enzimas (Ver Apéndice). Agrobacterium tumefaciens
se transformd con ambos vectores, 35S::GUS y pnCBP::GUS, y se verifico
mediante cortes con la enzima de restriccion ECORV que el vector pnCBP::GUS
contenia a pnCBP y no a 35S (Figura 19C). Con las clonas de Agrobacterium que
contenian el vector pnCBP::GUS y 35S::GUS respectivamente se transformaron

plantas silvestres mediante floral dip.

Referencia ==--TAATTAAGGATCCTAAATCTACGGCGAAACAGARARATACAGATAAAGTTTCCCARATTCGCTAAGAGAATCACCAGARACTTTTTACAATTTACA
Clonade AATTCGATTAAGCTTCCTAAATCTACGGCGARACAGAAAAATACAGATAAAGTTTCCCAAATTCGCTAAGAGAATCACCAGARACTTTTTACAATTTACA

Referencia  AAATCRAARAACAAGAGATTAGATAAAAGTTAAAGGTGAAATCGAATAACAAAALCACGARATCARACCALAGGGALACGTAAGATTGAGCACGAGAGAGC
Clonadly  AAATCRARARAACAAGAGATTAGATAAAAGTTAAAGGTGAAATCGAATAACAAAAACACGAAATCARACCAARAGGGARAACGTAAGATTGAGCACGAGAGAGC

Referencia  TTAAAGAACACAACTTTAAGAGARAAACTACACGAARCAATCACAAATATAGATTTGGAGAAAATCTCAGATCCATGAAAAAGTTTTTATTGTCACTTGT
Clonaila  TTARAGAACACAACTTTAAGAGAAAAACTACACGAAACAATCACAAATATAGATTTGGAGAAAATCTCAGATCCATGARRAAGTTTTTATTGTCACTTGT

Referencia  TTTTGCAGARACATTACATTACAGATGGAGAACGCCALRAATCGATTCTTTTTTTTAATTTTCTITTTTGACARATCGCATTCGTCACACATTCCTTTTT
Clomaddo TTTTGCAGAAACATTACATTACAGATGGAGAATGCCAAAAATCGATTCTTTTTTTTAATTTTCTTTTTTGACARATCGCATTCGTCACACATTCCTTTTT

Referencia  TTTTTAATTTTCTCCACTACACCACTAATCTTGCCGTGATAGGTGCATGTGTATGTGTTTARGACATATCTCTTTTGTTCCGGTTGGATTAGTTTATGTA
Clonado TTTTTAATTTTCTCCACTACACCACTAATCTTGCCGTGATAGGTGCATGTGTATGTGTTTAAGACATATCTCTTTTGTTCCGGTTGGATTAGTTTATGTA

Referencia  ATAACCARCARCTATACTTAATACATTTTGTCCACTTTTGAATTTTCTGTTTCTTATTTTGTTTACTGTAAALAAGAATGARARATCATTGAGATATTALL
ATAACCARCAACTATACTTAATACATTTTGTCCACTTTTGAATTTTCTGTTTCTTATTTTCTTTACTGNAAARANAAT - === == == m e m e e e

Clonade

Figura 29. Alineamiento del fragmento de pnCBP secuenciado a partir de pnCBP en pGEM-
Teasy con laregion 5 de nCBP reportado en bases de datos (RSA-tools).
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9. DISCUSION

La proteina de union a CAP nCBP es una proteina citoplasmatica, cuya expresion
es ubicua durante el desarrollo de Arabidopsis thaliana, como lo demostraron
estudios de expresion de la proteina de fusibn nCBP-GFP en protoplastos y los
analisis de RT-PCR semicuantitativos realizados en diferentes tejidos de la planta
(Figura 11y 21).

n(BP-GFP

(a) [gi]e;

Estrés por calor

GFP-DCP1

(b) Ble

Estrés por calor

(c) Ble

Estrés por calor

a-HSP17

Figura 30. Localizacidn citoplasmatica de SGs, PBs y HSGs. Los cuerpos P (PBs), los granulos
de estrés (SGs) y los granulos de estrés por calor (HSGs) se observan en protoplastos de tabaco.
Para la deteccion de PBs los protoplastos fueron transformados con un vector que codifica GFP-
DCP1. Los HSGs y SGs se detectaron por inmunofluorescencia. Se utilizé el marcador HSP17-Cl
como marcador de HSGs y UBP1 como marcador SGs.
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Como se observa en la figura 26 nCBP-GFP se presenta en cumulos que podrian
corresponder a granulos de estrés. La similitud de morfologia y distribucion de
estos agregados que contienen nCBP-GFP y los que se presentan cuando se
utiizan marcadores de granulos de estrés sugieren que nCBP podria estar
presente en estos granulos (Figura 30 Weber et al., 2008).

Los granulos de estrés (SGs) son agregados citoplasmaticos que ante un estrés
se producen rapidamente y almacenan mRNA. Durante condiciones de estrés los
MRNAs que codifican para proteinas de mantenimiento celular se dirigen de los
ribosomas a los granulos de estrés en sincronia con la baja de traduccion
producida por el estrés. Los mRNAs reclutados en los granulos de estrés no son
degradados y estan disponibles para una rapida re-iniciacion de la traduccién
después de que pase el estrés (Collins y Penny, 2009. Anderson y Kedersha,
2007). Los granulos de estrés pueden interactuar con los cuerpos P (PBs), los
cuales son agregados citoplasmaticos en forma de particulas esféricas que
incrementan su tamafio y numero en presencia de estrés. En los cuerpos P se
almacenan y degradan mRNAs (Collins y Penny, 2009). En plantas se han
descrito SGs, PBs y granulos de estrés por calor llamados HSGs (Weber et al.,
2008). Como marcadores de estos granulos se utilizan las proteinas DCP1
(decapping enzyme 1), para PBs, HSP17-Cl (class | small heat shock protein) para
HSGs y UBP1 (ubiquitin-specific protease 1) para SGs. Para poder saber si nCBP
se encuentra en alguno de estos granulos se podrian hacer estudios de
colocalizacion con los diferentes marcadores para HSGs, SGs y PBs en
protoplastos transformados transitoriamente con el vector que codifica para nCBP-
GFP.

Estudios previos en el laboratorio indicaron que las mutantes homaocigas nulas
para esta proteina (ncbp-1) presentan un fenotipo de retraso en el tiempo de
floracién, por lo cual en esta trabajo se abordé el papel de nCBP en el fenbmeno
de floracién utilizando la mutante ncbp-1.
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La floracion es un proceso altamente regulado y complejo que percibe, mediante
diversas vias, las sefiales enddgenas y ambientales que indican el tiempo
adecuado para la reproduccién. El hecho de que las plantas florezcan en un
tiempo determinado y adecuado permite el éxito reproductivo de la especie. Las
sefales externas percibidas por la planta generan una cascada de expresion y
activacion de elementos inductores y represores que tienen como objetivo final
modificar el programa de expresion genética de un meristemo apical o axial para
transformarlo en un meristemo floral capaz de producir el 6rgano reproductor de la
planta, la flor. Las cuatro vias hasta ahora descritas que regulan el tiempo de
floracion son: via de fotoperiodo, via de giberelinas, via autdnoma y via de

vernalizacion (Parcy, 2005).

Para conocer en cudal o cudles de estas vias podria participar nCBP, se estudio el
tiempo de floracion bajo cuatro condiciones que representan la sefalizacion de las
diferentes vias de floracion. La ausencia de nCBP al parecer afecta solamente la
expresion de genes de la via autbnoma mientras que genes del fotoperiodo o
giberelinas no muestran diferencias entre las plantas silvestres y mutantes ncbp-1
(Figura 16). Estos resultados concuerdan con el fenotipo de retraso en el tiempo
de floracién observado, el cual sélo es revertido bajo la condicion de vernalizacion
(Figura 15). Los resultados obtenidos para la mutante ncbp-1 coinciden con
fenotipos observados en otras mutantes de genes de la via autbnoma (Marquard
et al., 2006).

En particular, se observé que en ausencia de nCBP disminuye el nivel del
transcrito de FCA y aumenta el de FLC a partir del dia 18 post-germinacién, en
comparacion con los niveles de expresion de estos mismos transcritos en plantas

silvestres (Figura 17 y 31).
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Figura 31. Esquema de las alteraciones en la expresidon de genes de la via auténoma
presentadas en la mutante ncbp-1.
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FLC es considerado como el represor general de la floracion. Su expresion esta
regulada positivamente por FRI y negativamente tanto por la via de vernalizacion
como por la via autbnoma (Marquard et al., 2006). Los genes de la via autbnoma
que reprimen a FLC conocidos hasta ahora son: FVE, FPA, FY, FCA, REF6
(RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6), CBP (CREB-binding protein), FLD y FLK
(Figura 32).
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Figura 32. Genes de la via autbnoma de floracion y laregulacién de FLC.

La manera en cOmo estos actlian para promover la floracion aiin no se ha descrito
totalmente pero estudios recientes sugieren que FPA actla parcialmente a través
de la demetilasa FLD, independientemente de FY, para reprimir a FLC. FCA actla
a través de FY y FLD. FVE actiua independientemente de FCA. Estas
interacciones demuestran que la via autbnoma no actla de una manera simple
sino como un modulo de proteinas cuya funcion es unirse a las regiones
regulatorias de FLC y de esta manera reducir la transcripcion del loci
correspondiente (via remodeladores de cromatina). Se sugiere que estos médulos
también podrian interactuar con la maquinaria de transcripcion y de maduracion de

RNAs mensajeros (Baurle et al., 2008).

En una planta silvestre, cuando es tiempo de florecer, la expresion de los genes
de la via autbnoma reprimen la expresion de FLC. Esta represion conlleva a la des
represion de los genes integradores, mediada por FLC, los cuales activan a los
genes de identidad del meristemo floral (FMI). Los genes FMI son los
responsables directos del cambio en la expresién genética que da origen a un
meristemo floral (Figura 32. Corbesier et al., 2006. Jaeger et al., 2006. Parcy
2005).
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En la mutante ncbp-1, los niveles del transcrito de FLC se mantienen altos en los
dias que corresponderian al cambio hacia la floracion en plantas silvestres (Figura
16). Esta desregulacion podria deberse a los bajos niveles de uno de sus
represores, FCA. La presencia de FLC correlaciona con niveles menores de
expresion de genes integradores y FMI, representados por SOC1 y de AP1,
respectivamente (Figura 16 y 31). Estos genes muestran cierto nivel de expresion
y no ausencia total porque son regulados por otras vias de floracion ademas de la

autonoma las cuales no estan afectadas en la mutante ncbp-1.

Dado que FCA funciona rio arriba de FLC en la via autdbnoma, era importante
saber si nCBP tenia un papel en la regulacion de otros genes de la via autbnoma.
El andlisis de RT-PCR semicuantitativo indicé que la expresion de los genes FVE,
FPA, FY, FLD y FLK de la via autonoma asi como FRI no cambian en ncbp-1
respecto a los de la planta silvestre en los dias donde se observaron los cambios
en FCAy FLC (Figura 17).

A la fecha, se han descrito dos formas de regulacion de FCA; su autorregulacion
mediada por splicing alternativo y por sitios de poliadenilacion tempranos
(Quesada et al., 2005. Quesada et al.,, 2003) y una regulacién transcripcional
mediada por AGL28. Estudios de sobreexpresiéon de AGL28, una proteina de tipo
MADS box 1, indicaron que ésta activa a FCA, LD y FY, todos genes de la via
autonoma (Yoo et al., 2006). Debido a estos antecedentes se evalu6 el nivel de
expresion de AGL28 de igual manera que el de los genes de la via autbnoma y se
encontré que en la mutante ncbp-1 se encuentra disminuida la expresion de
AGL28 a los dias 16 y 18 post-germinacién en comparacion con las plantas

silvestres (Figura 17).

Con estos resultados cabe considerar que los niveles de FCA podrian deber su
disminucién a los bajos niveles de AGL28 y esto originar el retraso en el tiempo de
floracion observado (Figura 31). Sin embargo, una observacion interesante es que

a pesar de que los niveles de ALG28 son muy bajos soOlo se observa
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desregulacién en los niveles de FCAy no de LD y FY, los cuales se han propuesto
también como blancos de AGL28 (Yoo et al., 2006). Cabe mencionar que no se ha

realizado un analisis de expresion de estos genes para mutantes nulas de AGL28.

La regulacion de AGL28 aun se desconoce. Mediante redes de interactomas de
proteinas tipo MADS box se presume que PHE1l (PHERES1) interactia con
AGL28, AGL40 y AGL62 (Folter et al., 2005). De estas proteinas se conoce que
MEDEA reprime la expresion de PHE1 y este fendmeno estd involucrado en la
embriogénesis al igual que la regulacion de la expresion genética mediada por

AGL62 (la mutante agl62 presenta embriones abortados).

El fenotipo de letalidad embriogénica es frecuente en mutantes de algunos genes
de la via autonoma de floracion; Mutantes dobles o simples de genes de la via
autonoma como FVE, FY, FLD, FLK, FPA, entre otros, presentan letalidad
embriogénica con una frecuencia de 20 a 50%(Tabla 2. Marquard et al., 2006.
Quesada et al., 2005). Debido a que nCBP pareciera regular la via autbnoma, se
evalud si la mutante ncbp-1 presentaba letalidad embriogénica y encontrandose
un promedio de 13% de embriones abortados por planta (Figura 19). Es
interesante sefalar que el ortdlogo de nCBP en Drosophila, d4E-HP, también
presenta letalidad embriogénica cuando se muta dicho gen (Cho et al., 2005;
Hernandez et al., 2005), lo que podria indicar una funcién conservada para los
miembros de clase Il de la familia de elF4E.

Estos resultados sugieren que nCBP podria participar en la regulacion de la
traduccién durante la embriogénesis. Esta regulacion podria ser sobre genes
exclusivos de la embriogénesis o bien genes que su ausencia provoque letalidad
embriogenica. Se ha encontrado que mutantes en FPA y FY presentan tanto
retraso en el tiempo de floracion como letalidad embriogénica (Marquard et al.,
2006). Sin embargo, en la mutante ncbp-1 no esta afectada la expresién de FY
(Figura 16) y no se evalud la expresion de FPA. Por lo tanto, FPA puede ser otro

candidato cuya expresion debe ser evaluada en la mutante ncbp-1. Por otro lado,
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la disminucion de los niveles de AGL28 también pudiera afectar la regulacion de la
embriogénesis mediada por proteinas tipo MADS box y el tiempo de floracion
mediado por FCA. En cualquiera de estos casos se requiere demostrar el

mecanismo por el cual nCBP regula su expresion.

Los resultados obtenidos con plantas que sobreexpresan nCBP-GFP no muestran
un fenotipo contrario al observado para la mutante ncbp-1 y son similares a las
plantas silvestres en cuanto a floracién y embriogénesis (Figura 25). Esto podria
indicar que NnCBP no actlia sola en el mecanismo de regulacion sobre sus genes
blanco. Es muy probable que una o varias proteinas interaccionan con nCBP y a
través de estos complejos se regula el destino de los mensajeros blanco. De esta
manera, no seria suficiente sobreexpresar a nCBP para observar el efecto
contrario a su ausencia. Otra de las razones por las que no se observd fenotipo
podria ser debida a que la proteina de fusibn nCBP-GFP no sea funcional, tanto
su union con CAP y/o su union a otras proteinas que le permitan llevar a cabo su
funcion. De esta manera no importa la cantidad de nCBP-GFP presente en la
celula no se observaria un fenotipo. Debido a esto, uno de los experimentos que
faltan por realizarse es evaluar la funcionalidad de a proteina de fusion nCBP-
GFP, esto se podria hacer mediante la complementacion de la mutante ncbp-1
con la proteina nCBP-GFP. Si las plantas complementadas con esta proteina
florecen al igual que la silvestre y no presentan letalidad embriogénica querra decir
que la proteina nCBP-GFP es funcional. Otro experimento seria el de
complementar la mutante ncbp-1 con nCBP y si estas plantas transgénicas
florecen al igual que la silvestre y no presentan letalidad embriogénica diria que
todos los efectos observados en la mutante ncbp-1 son debidos a la ausencia de
nCBP en la mutante.

Existen diversos modelos que podrian explicar el papel de nCBP en los procesos
fisiol6gicos de la planta. Uno de estos modelos es aquel en el que nCBP podria
regular traduccionalmente uno o varios genes. El modelo de regulacién

traduccional mediado por nCBP que se propone es en base a la funcion de su
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ortélogo en Drosophila d4E-HP. d4E-HP inhibe selectivamente la traduccién del
mensajero caudal (CAD) uniéndose al CAP de este mensajero y a una proteina
denominada BICOIDE, la cual interacciona especificamente con una secuencia en
el extremo 3' UTR del mensajero de CAD. Estas interacciones permiten que se
circularize el mensajero y se impida el reclutamiento de los factores de inicio de la
traduccion, como elF4F, y de esta manera se reprime su traduccion (Figura 5. Cho
et al., 2005; Hernandez et al, 2005). Bajo este modelo, nCBP podria circularizar al
MRNA él mismo o mediado por otra proteina, como BICOIDE en el modelo de
Drosophila. nCBP podria tener una funcion similar a 4E-HP, en la que se une al
CAP de un mRNA especifico y a otra proteina la cual se une especificamente a
una secuencia en el 3'UTR de este mensajero, permitiendo la circularizacion y
finalmente la represion traduccional de dicho mensajero (Figura 33A). Otro posible
modelo es el de la traduccion selectiva de mensajeros; En este modelo nCBP
recluta a la maquinaria de inicio de la traduccion junto con otras proteinas que se
unen a un mensajero especifico y este complejo promueve o favorece la
traduccién de este mensajero (Figura 33B). En ambos modelos se propone que
NCBP interacciona directa o indirectamente con otra proteina la cual se une
selectivamente a determinado mensajero brindando especificidad a este tipo de
regulacion. De otra manera la funcion de nCBP podria ser compensada por otro
miembro de la familia elF4E de Arabidopsis, ya que todas estas proteinas son

capaces de unir el 5’CAP presente en los mensajeros.

A Represion de la traduccion B

TRADUCCION SELECTIVA

AAAAA_

mRNA?

Figura 33. Modelos de la posible regulacién traduccional mediada por nCBP
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10. CONCLUSIONES

En Arabidopsis thaliana nCBP participa en la regulacion del tiempo de
floracion, especificamente de la via autbnoma. La ausencia de esta
proteina cambia los niveles de expresion de genes de la via autbnoma de
floracion, especificamente AGL28, FCA y FLC. La ausencia de nCBP
produce un retraso en el tiempo de floracién de 10 dias bajo condiciones de
dia largo, de dia corto y con aplicacion de acido giberélico y este retraso no

se presenta después de un periodo vernalizacion.

En Arabidopsis thaliana la ausencia de nCBP produce un 13% de letalidad
embriogénica lo cual indica que el efecto de la mutacion es pleiotrépico. La
proporcién de letalidad observada coincide con un efecto indirecto de nCBP

en la embriogénesis de esta planta.
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APENDICE

12. APENDICE

Mapas de vectores utilizados
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2. Tabla de cebadores utilizados

APENDICE

18SF GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG FT-F AGACGTTCTTGATCCGTTTA

18SR GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC FT-R GTAGATCTCAGCAAACTCGC

355 F CCGGAGTTGCGCATAAGAAGTTTG FVE-F TCCGCAGCTTGAGCAAGCAACC

355R GAACTGTTCGCCAGTCTTCACG FVE-R TGTGCACTCGTCGGGCTGAA

AGL28-F AATTTCCGCGTCACATAAGG FY-F GGCCAGCAGCAAGGGTATCA
AGL28-R TTGTGGATATCCTTCCCATATTTT FY-R GGCTGCTGCTGCTGTTGGAA

AP1-F TTGAACGCTATGAGAGGTAC GAI-F CTCCGATACTCTTCAGATGC

AP1-R TTTTCCCTCTCCTTGATCTG GAI-R CACCACACCAAGAACCTTAT

bar F ACAGCGACCACGCTCTTGAA GFPF CTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTT

bar R TGCACCATCGTCAACCACTA GFP R GTAAAAGGACAGGGCCATCGCC

CO-F ATCAGCGAGTTCCAATTCTA GI-F CTTTGTCTCCATGGATCAGT

CO-R GGAACCATTGTCGTTGTAGT GI-R AAGGAGTTCCACAAGCTGTA

elF4E F CCTGTCGAGCTTCTTCGCATCCTCATGG LD-F GTTTATGCACTAACTTCGGG

elF4ER GGCGGTAGAAGACACTCCCAAATCTGTTG LD-R GTTCCCTAACTGCATACGAG

FCA-F GTTTCATCTTCTGCCACATT LP-Atncbp GGTTTTGCGAATTTGTTTAGATG
FCA-R TAAATTTTGGTTTGGTTGCT ncbp F CAGGGACTCGGAAACATGGACAGC
FLC-F AAGCGAATTGAGAACAAAAG ncbp R GCCGCTTGATTGAGTCTCTCAAACCCATCAC
FLC-R GCTCCCACATGATGATTATT PENTR-ncbp-F CACCATGGCGGAGGTTTTGGATAGG
FLD-F TGTGGTGCCTATTGTTGGAGGCA pENTR-ncbp-R TCCTCTCAGCCATGTGTTTCTGTAGG
FLD-R TCTCGAGTGCTGCCCCAAGGGA pncbp F AAGCTTCCTAAATCTACGGCGAAACAG
FLK-F ACCAGTTGCAGGACCAGGCTA pnchp R GGATCCCTCCATTAGAGCTTCACGCGT
FLK-R TTCCAGCCTGAGATGCTGGGACTA RP-Atncbp TCTCACCTGATGGTCAAGAAGC

FPA-F ATGGGCGTTATCCTATGAAGCCATTCAGAGCC SOCI1-F CTGAGGCATACTAAGGATCG

FPA-R TCAAGGCCCCTGTCCAGCCGGAGTACC SOC1-R GAACAAGGTAACCCAATGAA

FRI-F TGTTATCGCCTCCGCGGAACAA TUB-F CTCAAGAGGTTCTCAGCAGTA

FRI-R CCTCCAAGCAACAGCAGCCGTC TUB-R TCACCTTCTTCATCCGCAGTT
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