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Resumen

El estrés abidtico se define como las condiciones ambientales que reducen el crecimiento y
rendimiento de las plantas, como la disponibilidad de agua y nutrientes, la salinidad y las
temperaturas extremas. Las plantas han desarrollado complejos mecanismos adaptativos que les
permiten contender con el estrés, entre estos destaca la fina regulacion de la sintesis de proteinas.
En condiciones de estrés se produce una disminucién global de la traduccién pero se potencia la
expresion selectiva de proteinas involucradas en el mantenimiento de la homeostasis. Hasta el
momento no se conoce totalmente cémo se produce el control de la traduccidn en estas
condiciones. Teniendo en cuenta que el inicio de la sintesis de proteinas es el paso mas controlado
de este proceso y que los factores 4E de inicio de la traduccién son importantes blancos de los
mecanismos regulatorios en otros organismos, en este trabajo se planted estudiar su papel

durante la respuesta a estrés por congelamiento en la planta modelo Arabidopsis thaliana.

En este estudio se observo que la sobreexpresidon de elFAE o elF(iso)4E le confiere a las plantas una
mayor resistencia y capacidad de sobrevivencia ante el estrés por congelamiento. Ademads, se
encontré que en estas condiciones la funcidn de estas isoformas no parece ser redundante. Por
otro lado, también se obtuvo que durante la exposicidn de las plantas a las bajas temperaturas se
produce un aumento de la expresidn transcripcional de ambos factores de inicio de la traduccidn,
lo cual podria estar relacionado con el aumento de los polirribosomas que observamos en estas
condiciones. Por ultimo, a los siete dias de exposicién a las bajas temperaturas se determiné la
expresion de transcritos de respuesta a estrés potencialmente reconocidos de manera selectiva
por los factores elFAE y elF(iso)4E de Arabidopsis thaliana y se encontré que para la mayoria no
existen cambios en su expresidn transcripcional en el tiempo estudiado. Por lo tanto, planteamos
gue se requiere analizar su expresién transcripcional en otros tiempos mas tempranos durante la
exposicion de las plantas a las bajas temperaturas. Ademas seria importante determinar su
expresion a nivel de proteina ya que los mecanismos postrancripcionales también podrian ser

importantes en la regulacién de la actividad de estos genes.
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1. Introduccion

1.1 Estrés abidtico y aclimatacion a las bajas temperaturas. Mecanismos de proteccion y
regulacion de la expresidn genética.

El estrés abidtico se define como las condiciones ambientales que reducen el crecimiento y
rendimiento de las plantas. Entre estas condiciones estan la disponibilidad de agua y nutrientes,
salinidad, insolacién y temperatura (Cramer et al. 2011). Especificamente, las temperaturas
congelantes producen un desbalance hidrico entre el espacio extracelular y el interior de la célula,
provocando la salida de agua del citoplasma y el aumento de su osmolaridad. También promueven
la transicion de los lipidos de membrana de la fase lamelar a la hexagonal I, lo que ocasiona la
ruptura de las membranas celulares. En estas condiciones se produce la desnaturalizacién de

algunas proteinas y el aumento en la produccion de radicales libres (Thomashow 1999).

Las plantas de zonas templadas adquieren resistencia a las temperaturas por debajo de 0°C a
través de un proceso denominado aclimatacidn al frio, durante el cual estan expuestas a bajas
temperaturas, no congelantes, por un tiempo prolongado. Durante este periodo se producen en la
planta cambios en la expresidon genética y una serie de mecanismos de proteccidén destinados
principalmente a la estabilizacion de las membranas celulares. Entre estos mecanismos estan la
sintesis de proteinas hidrofilicas, antioxidantes, azucares simples y cambios en la composicion

lipidica de las membranas (Thomashow 1999, Xiong et al. 2002).

Aunque no se conoce totalmente el mecanismo de sefializacion que conlleva al proceso de
aclimatacion, se sabe que en estas condiciones se produce una disminucién de la fluidez de la
membrana citoplasmatica y el reordenamiento del citoesqueleto (Orvar et al. 2000, Sangwan et al.
2001) estos eventos preceden a la acumulacidn de calcio intracelular y la activacion de cinasas
(Tahtiharju et al. 1997) lo cual es requerido para la estimulacién de la expresiéon de genes

regulados en estas condiciones (Monroy and Dhindsa 1995, Sangwan et al. 2001).

Durante el proceso de aclimatacion se ha encontrado la induccién de la expresion, principalmente
a nivel transcripcional, de un grupo de factores transcripcionales especificos que a su vez regulan
la expresion de genes efectores que confieren proteccidn a las temperaturas congelantes (Figura
1.1). Por ejemplo, los factores DREB (Dehydration Responsive Element Binding) y ERF (Ethylene
Responsive Factor) de la familia AP2/ERF (APETALA 2/ Ethylene Responsive Element binding

factor). Especificamente, los factores de tipo DREB han sido ampliamente estudiados y se han



identificado tanto en plantas monocotiledéneas como el arroz, el maiz y la cebada como en
plantas dicotiledéneas como Arabidopsis thaliana y tomate e incluso en el musgo Physcomitrella

patens lo cual indica su importancia en la respuesta a estrés de las plantas terrestres (Mizoi et al.
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Figura 1.1 Regulacién transcripcional mediada por los factores DREB1 en respuesta a las bajas temperaturas.
Los factores DREB1 estimulan la transcripcion de otros genes que contienen en sus secuencias promotoras
elementos de regulaciéon en cis denominados DRE/CRT (Dehydration Responsive Element/C-repeat). Se
sefialan elementos importantes para el control de la expresidn de los genes DREB (EE: evening element y G-
box relacionados con el control por el ciclo circadiano; Myc y Myb: sitio de reconocimiento de factores Myc
y Myb, respectivamente, relacionados con la induccidn de la expresion de estos factores en respuesta a las

bajas temperaturas). FT: factores transcripcionales. Tomada y modificada de (Mizoi et al. 2012).

En la actualidad se considera que la respuesta mediada por los factores DREB es solo una pequefia
parte de la cascada de eventos que se producen dentro del proceso de aclimatacién o de la
respuesta a estrés. Se ha utilizado el estudio de plantas transgénicas para la validacién de las
funciones de otros factores. Por ejemplo, en la soya se han identificado factores transcripcionales

de tipo C2H2 finger protein que, al contrario de lo que se sabe para la mayoria de los genes DREB
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del grupo A1, tienen un papel importante en la respuesta mediada por acido abscisico (Kim et al.
2001). Asi mismo, en el arroz, a pesar de ser un cultivo que no resiste las temperaturas
congelantes, se han identificado factores transcripcionales de tipo MYB que parecen actuar en la
adaptacion a las bajas temperaturas y cuya expresion heteréloga en Arabidopsis estimula la
expresion de genes COR (Cold Responsive) aun en condiciones normales de crecimiento (Dai et al.

2007).

Ademas de la reprogramacién en la transcripcidon, otros mecanismos de regulacién
postranscripcional como la retencién de intrones y el splicing alternativo son importantes durante
la aclimatacidn y respuesta a estrés. Por ejemplo, las bajas temperaturas inducen el splicing
alternativo del transcrito COR15A que actla en la estabilizacion del cloroplasto. Defectos en el
factor de splicing stal conllevan a que no se produzca el transcrito correspondiente y a una menor
tolerancia de plantas de Arabidopsis a las bajas temperaturas. Por otro lado, la regulacion mediada
por RNAs pequefios también juega un papel importante en estas condiciones. Por el ejemplo, el
aumento de las especies reactivas de oxigeno que se produce en diferentes condiciones de estrés,
desencadena la disminucién del microRNA miR398 y permite el aumento de sus transcritos blanco,
las enzimas Superdxido Dismutasa 1 y 2 que catalizan la conversién del radical superdxido en

perdxido de hidrégeno contribuyendo a la detoxificacion de las células (Chinnusamy et al. 2010).

Ademas de los mecanismos de regulacion de la expresidn de genes a nivel transcripcional, entre
las principales estrategias adaptativas de las plantas sometidas a estrés abidtico se encuentra la
fina regulacién de la sintesis de proteinas. En estas condiciones hay una disminucién global de la
sintesis de estas biomoléculas, mientras que aumenta la de un grupo cuya funcién es mantener la
homeostasis celular (Yanguez et al. 2013). No se conoce totalmente la manera en que las plantas
seleccionan aquellos transcritos que son preferencialmente traducidos. Algunos estudios sugieren
que las caracteristicas del extremo 5'UTR como el contenido de G/C pudieran tener un papel
importante en los mecanismos de discriminacidn por la maquinaria traduccional (Branco et al.
2005). Por otro lado, el inicio de la traduccion es uno de los pasos mas regulados de la sintesis de
proteinas. En las plantas no se ha descrito cual es el papel de los factores 4E de inicio de la
traduccién durante el estrés abidtico, sin embargo, se conoce que de manera general, estos son
unos de los principales blancos de los mecanismos regulatorios que afectan el inicio de la

traduccion.



1.2 El factor de inicio de la traduccidn (elF4E). Estructura, funciones y regulacion de su
actividad.

El factor eucaridtico de inicio de la traduccidon 4E (elF4E) es el encargado de reconocer la
estructura CAP (7-metilguanosinatrifosfato, m’GpppN) en el extremo 5° de los RNAs mensajeros
(mRNAs) eucariontes y reclutar la maquinaria para la sintesis proteica (Fischer 2009). Esta proteina
esta formada por ocho hojas B que descansan en una plataforma de tres a hélices (Marcotrigiano
et al. 1997, Tomoo et al. 2002) y adopta una conformacién que algunos han denominado "mano
ahuecada”™ que permite la interacciéon con la estructura CAP (Figura 1.2). Esta interaccién se
produce a través de dos residuos de triptéfano (Trp 56 y Trp 102, numeracidon acorde a la
secuencia de la proteina en humanos) que estabilizan la base alquilada, asi como a través del

contacto directo de residuos cargados positivamente con los grupos fosfato de la estructura CAP.

En los organismos eucariontes la sintesis del 95 % de las proteinas es iniciada por el factor elF4E a
través del reconocimiento de la estructura CAP (Fischer 2009). En la figura 1.2 se muestra un

esquema que representa el inicio de la traduccion.

elF5 Met-tRNAJ

v
GTP
elF2 l_

AUG =

Cap-binding 43S pre-initiation
complex T — complex

—
Ay >

48S initiation complex

Figura 1.2 Representacion esquematica del inicio de la traduccién en eucariontes. Primeramente se produce
el reconocimiento de la estructura 5°CAP por un complejo de factores integrado por el factor elFAE que se

une directamente a esta estructura, las helicasas de RNA dependientes de ATP elF4A y elF4B y el factor
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elF4G, proteina de anclaje para otros factores de traduccidn. Posteriormente, a través de la interaccidn

entre elF4G y el factor elF3 se recluta el complejo de preinicio 43S que contiene a la subunidad pequefia del

Met

ribosoma y el complejo ternario elF2/tRNA™ /GTP, asi como los factores elF1 (involucrado en el

reconocimiento del coddn de inicio) y elF1A (que impide la re-asociacidn con la subunidad 40S). La proteina
de union a la cola de poli A (PABP) permite la circularizacién del mensajero a través de su interaccién con
elF4G. Una vez que la subunidad 40S se une al mRNA comienza el escrutinio de la region 5°UTR en busca del

codon de inicio (Muench et al. 2012).

Una vez que el factor elF4E se une al RNA mensajero a través de su interaccion con la estructura
5’'CAP, este se asocia con la proteina de anclaje elF4G, con lo cual aumenta la afinidad del primero
por el mRNA. El factor 4G recluta a la helicasa elF4A y a la proteina de unién a la cola de poli A
(PABP, por sus siglas en inglés). La helicasa facilita el desenrollamiento de estructuras secundarias
en el mRNA, mientras que la interaccion 4G-PABP permite la circularizacion del mRNA,
protegiéndolo de la degradacién por nucleasas y permitiendo el reciclaje de los componentes de la
magquinaria y el reinicio multiple de la traduccién. El complejo formado por los factores elF4E,
elF4G y la helicasa se denomina elF4F. Este complejo recluta, a través de 4G, al resto de la
magquinaria de inicio de la traduccidén que recorre el mRNA en direccién 5°-3" en busca del coddn

de inicio (Martinez-Silva and Dinkova 2010).

El inicio de la traduccidon se considera la etapa mas regulada de la sintesis de proteinas y el factor
de inicio 4E es uno de los principales blancos de los mecanismos regulatorios. Estos mecanismos
permiten mantener la homeostasis celular y asegurar los niveles dptimos de sintesis proteica. Una
de las estrategias de regulacidn, identificada en mamiferos y Drosophila, consiste en la inhibicién
de la traduccién por proteinas de unidn al factor 4E (4E-BP, por sus siglas en inglés) al competir
con elF4G por el mismo sitio de interaccion con 4E (Martinez-Silva and Dinkova 2010). Aunque
hasta el momento no se han identificado este tipo de proteinas en las plantas, se considera que
pudieran existir otras proteinas de unién a 4E que regulan su presencia en los complejos de inicio
asi como su funcidn. Por otra parte se ha propuesto que la fosforilacién del factor 4E en un residuo
conservado de serina modifica su capacidad de unién a CAP, sin embargo, no existe consenso en
cuanto al impacto de esta modificacién en la actividad de la proteina. En plantas se ha encontrado

al factor 4E hiperfosforilado en condiciones de hipoxia (Manjunath et al. 1999).

Ademas de su funcidn en el inicio de la traduccidn, elFAE participa en la exportacion citoplasmatica
de mRNAs que contienen una estructura conocida como elementos sensibles a 4E (Strudwick and

Borden 2002). En el citoplasma, forma particulas ribonucleoproteicas que pueden estabilizar los

10



transcritos para su traduccion o promover su degradacion en cuerpos citoplasmaticos de
procesamiento (Weber et al. 2008). Adicionalmente, esta proteina estd muy relacionada con el
ciclo celular, ya que regula la traduccidon de varios genes que dirigen la progresién del mismo,

como la ciclina D1 que promueve el paso a la fase S (Rosenwald et al. 1993).

1.3 Isoformas del factor elFAE en Arabidopsis thaliana. Expresion y funciones
diferenciales.

Se conoce que en casi todos los organismos existe mds de una isoforma perteneciente a la familia
4E de los factores de inicio de la traduccion. Estas se agrupan en tres clases de acuerdo a la
conservacién de dos residuos de triptdfano presentes en la proteina elF4E de humanos. La
proteinas de la clase | presentan los Trp 43 y 56 conservados segun la secuencia en humanos, las
de la clase Il presentan ambos residuos sustituidos por Phe, Tyr o Leu y las de la clase Il presentan
conservado el Trp en posicion 43 pero sustituido el residuo en la posicién 56 por Cys o Tyr (Joshi et
al. 2005). En Arabidopsis thaliana existen cinco isoformas del factor elF4E: los factores candnicos
de traduccion elF4E1 (At4g18040) (en el resto del texto nos referiremos a esta isoforma como
elF4E) y elF(iso)4E (At5g35620) que pertenecen a la Clase |, la proteina novedosa de unién a la
estructura CAP (nCBP) de la clase Il y dos pardlogos del factor elF4E1 denominadas elF4E2
(At1g29590) y elFAE3 (At1g29550), los cuales a pesar de que conservan la capacidad de unidén a la
estructura CAP y a la proteina elF4G in vitro, presentan una expresién muy baja y localizada en la
planta por lo que no pueden suplir las funciones de los factores 4E candnicos en Arabidopsis

thaliana (Patrick et al. 2014).

La estructura proteica de las principales isoformas, elF4E, elF(iso)4E y nCBP, en Arabidopsis
thaliana es muy similar (Figura 1.3), aunque sus secuencias de aminodacidos presentan un
porcentaje de identidad moderado del 51% entre elF4E y elF(iso)4E y aproximadamente del 35 %
entre estas y nCBP (TAIR arabidopsis.org). Se conoce que la mutacidn en residuos implicados en la
unidn a la estructura CAP le confieren diferentes afinidades por el ligando, siendo la proteina elFAE
la mas afin por esta estructura (Kropiwnicka et al. 2015). Como se muestra en la figura 1.3, el
factor elF(iso)4E carece de una pequeiia hélice que une las hojas 7 y 8 que se presume esta
relacionada con la estabilizacidon de la ribosa de la estructura 5'CAP. Por otro lado, nCBP tiene
sustituido uno de los triptéfanos en el sitio de unién a CAP por una tirosina. En este trabajo se

sugiere que esta mutacion pudiera repercutir negativamente en la afinidad de esta proteina por la
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estructura CAP, aunque andlisis de unién in vitro han demostrado una alta afinidad de nCBP por

m’GTP (Ruud et al. 1998).

SO s
&
\l\ﬂ

. AtnCBP AtelF(iso)4E AtelF4E

Figura 1.3. Modelado estructural de las tres isoformas del factor elFAE en Arabidopsis thaliana unidas a la
estructura 5'CAP (Kropiwnicka et al. 2015).

Existen pocos estudios in vivo donde se reporten las posibles funciones especializadas de estos
factores. La mayoria de estos estan relacionados con su papel en la interaccién virus-planta.
Particularmente en el caso de la infeccién por potivirus, se requiere la unién de la proteina VPg
(Viral Protein genome linked) con el factor elF4E o elF(iso)4E para la replicacién y movimiento del
virus de célula a célula. Sin embargo, esta interaccidn se produce especificamente con una de las
isoformas dependiendo del hospedero y de la especie viral en cuestidon. Por ejemplo, en
Arabidopsis thaliana se requiere del factor elF(iso)4E para la infeccidon por LMV (Lettuce mosaic
virus) y TEV (Tobbaco etch virus) y la mutacion de este factor le confiere a la planta resistencia a la
infeccidn por los mismos, lo cual indica que los demas miembros de la familia elF4E no pueden
suplir sus funciones en el ciclo replicativo de estos virus. En contraste, la mutaciéon de elF4E no
afecta la replicacién de LMV y TEV en la planta pero confiere resistencia a la infeccién por C1YVV

(Clover yelow vein virus) (Robaglia and Caranta 2006, Dinkova et al. 2016).

Por otro lado, los miembros de la familia elF4E se expresan de manera diferencial dependiendo del
tejido y estadio del desarrollo de la planta. El factor elF4E se considera ubicuo ya que su RNA
mensajero se encuentra en todos los érganos de la planta, sin embargo los mayores niveles fueron
reportados en hojas y tallo. Por otro lado elF(iso)4E se expresa principalmente en flor y ambos
factores se expresan preferencialmente en células en division (Rodriguez et al. 1998, Bush et al.
2009). A nivel de la proteina, analisis globales por espectrometria de masas indican que elF4E es
mas abundante en silicuas, la proteina elF(iso)4E abunda en raices y nCBP en érganos florales

(TAIR arabidopsis.org). Antes de la germinacion del maiz ambos transcritos se expresan en semilla
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seca, sin embargo elF(iso)4E es mucho mas abundante y la proteina correspondiente se mantiene
a niveles elevados durante las primeras 24 horas de la germinacién (Dinkova et al. 2011). Se
conoce menos sobre la proteina nCBP aunque se ha reportado el aumento de su expresion
durante las etapas tempranas del crecimiento celular (Bush et al. 2009) y su relacidon con el

proceso de floracion (datos del grupo no publicados).

Ademas de su expresién diferencial, se ha descrito que estos factores se unen de manera selectiva
y controlan la traduccion de diferentes RNAs mensajeros. En semillas de maiz se observé que los
factores elF4E y elF(iso)4E traducen diferentes mRNAs (Dinkova et al. 2011). Por otra parte se ha
postulado que elF(iso)4E presenta mayor afinidad por mRNAs con regiones no traducibles
hipermetiladas (Carberry et al. 1991). En nuestro laboratorio se demostrd, mediante el uso de
perfiles polisomales, que la mutacién del factor elF(iso)4E en Arabidopsis thaliana conduce a un
cambio en la distribucidon en las fracciones polisomales de un grupo de RNAs mensajeros con
respecto a las plantas silvestres (Martinez-Silva et al. 2012). La mutacidn promovié la disminucion
en las fracciones polisomales (polisomas ligeros y polisomas pesados) de un grupo de 79
transcritos, con respecto a las plantas silvestres, con el concomitante aumento en las fracciones no
polisomales (monosomas y particulas ribonucleoprotéicas). Se considera que los transcritos
presentes en la fraccién polisomal estan destinados a la traduccién. Por otra parte un grupo de 47

transcritos aumentaron su presencia en la fraccién polisomal.

Dentro de las proteinas codificadas por los transcritos cuya presencia se vio aumentada en las
fracciones polisomales en ausencia de elF(iso)4E, se encontré un predominio de proteinas
nucleares como factores transcripcionales, proteinas de unién a DNA y acetiltransferasas de
histonas. Ademas que estos poseian una regién 5°'UTR mas larga y con mayor presencia de
estructuras secundarias, lo cual corresponde a las caracteristicas reportadas para los mensajeros a
los que se une el complejo elF4F (Carberry and Goss 1991). Seglin se conoce, la ausencia del factor
elF(iso)4E produce un aumento de la expresion de la proteina elF4E (Duprat et al. 2002), lo cual
estd en correspondencia con el aumento de la traduccién de transcritos traducidos

preferencialmente por elF4E en las plantas mutantes para elF(iso)4E.

Por otro lado, un alto porcentaje de las proteinas codificadas por los transcritos cuya presencia en
la fraccidn polisomal se vié disminuida, corresponde a proteinas de sistemas endomembranales

como transportadores de nutrientes y de electrones e involucradas en la transduccion de sefiales.

13



Ademas estas se expresan principalmente en inflorescencia y raiz, al igual que, como habiamos

mencionado anteriormente, la proteina elF(iso)4E.

Antecedentes
Papel de los factores de inicio de la traduccién durante el estrés por frio en plantulas de

Arabidopsis thaliana.

No se conoce el papel de las isoformas de los factores 4E de inicio de la traduccién durante la
respuesta a estrés abidtico en las plantas. Sin embargo, algunas evidencias recopiladas en nuestro
laboratorio y en estudios globales de expresion transcripcional, indican que estas proteinas
pudieran estar relacionadas con la resistencia a estrés y que pudieran actuar de manera

coordinada para dar respuesta a estas condiciones.

Entre los mRNAs traducidos de manera diferencial por los factores elFAE y elF(iso)4E (Martinez-
Silva et al. 2012) existe un predominio de genes cuya transcripcion se estimula por estrés abidtico
y especificamente estrés por frio (analisis in silico) (Trabajo post-doctoral, Eloisa Hernandez, 2013).
Como se ilustra en la Tabla 1, cada uno de los factores se asocia a la traduccién preferencial de un
grupo distinto de transcritos potencialmente relevantes en la respuesta al estrés por frio. Estos
genes pudieran actuar de manera coordinada tanto temporal como funcionalmente durante el

estrés.

Tabla 1. Nimero de acceso y el nombre de los genes regulados de manera preferencial por los factores de
traduccion elF4E y elF(iso). Se sefialan los genes que cambian su expresion transcripcional en respuesta a
estrés por frio, en azul aquellos que son reconocidos selectivamente por elF(iso)4E y en rojo por elF4E.

Tomada y modificada de (Martinez-Silva et al. 2012).
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Accession

At3g23430

Function/Gene Name

Phosphate transport (PHOT)

At4g02950

Ubiquitin family protein

At4g20340

Transcription initiation factor (TF/IE)

At3g55580

Regulator of chromosome condensation, (RCCT)

At2g02860

Sucrose transporter 3 (SUC3)

At2g30260
At1g21630
At2g17630
At1g78240

Component of the U2 snRNP complex (U2B")
Calcium ion binding, EF hand protein
Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferase

Tumorous shoot development 2 (TSD2)

At227940

RING/U-box protein

At2g28600

P-loop containing nucleoside tri-phosphate hydrolase

At1g68670

MYB-like transcription factor family

At4g06746

Transcription factor ERF/AP2 DREB subfamily A-5 (RAP2.9)

At3g57600

Transcription factor ERF/AP2 DREB subfamily A-2 (ERF/AP2)

At2g05710
At5g61430
At1g6880

Aconitase (ACO3)
NAC domain containing protein (NVAC5)
Transcription factor (BRC2)

At4qg 18720

Transcription factor IS protein

At5g 15850

Transcription factor, constans-like 1 (COLT)

Atdg33250
At5G15630
At5g01840
At1g64580

Eukaryotic translation initiation factor 3 K (E/F3K)
Cobra-like4 (COBL4)
Ovate family protein 1 (OFP1)

Pentatricopeptide repeat-containing protein (PPR)

Adicionalmente, estudios globales de expresion en plantulas Arabidopsis thaliana (Arabidopsis eFP

Browser: www.bar.utoronto.ca) muestran que cuando estas son sometidas a bajas temperaturas

ambos factores de traduccién aumentan su expresién transcripcional a partir de las 12 horas de

exposicion a 4°C. En nuestro laboratorio se determind que el aumento de la proteina elF4E en

estas condiciones precede a la elF(iso)4E, la primera aumenta a las 12 horas de exposicion

mientras que disminuye a las 24 horas. El comportamiento de elF(iso)4E es el inverso,

aumentando a las 24 horas (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Niveles de expresion de las proteinas elFAE y elF(iso)4E en plantas silvestres (Col-0) alas 0, 12 y
24 horas de exposicidn a 4°C. Western blot, expresién relativa a las 0 horas de exposicién, control

normalizador el factor de elongacion eEF1B. (Trabajo post-doctoral, Hernandez, 2013).

Por otro lado, plantulas de 15 dias post-germinacién sobreexpresoras de los factores de inicio de
la traduccién elF4E o elF(iso)4E mostraron menor reduccion del crecimiento de la raiz en presencia
de bajas temperaturas (4°C) con respecto a las condiciones control (22°C) en comparacidn con las

plantas silvestres (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Reduccion del tamafio de la raiz de plantas crecidas a 4°C con respecto a las condiciones
normales de crecimiento (22°C). Plantas silvestres (WT), sobreexpresoras del factor elF4E (elF4E++) y
sobreexpresoras del factor elF(iso)4E [elF(iso)4E++]. La evaluacidn se realizé durante 15 dias en intervalos de

tres dias. (Tesis de Licenciatura David Flores, 2013).
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Genes de respuesta a estrés por frio controlados de manera selectiva por los factores de
inicio de la traduccion elF4E y elF(iso)4E.

Transcritos reconocidos preferencialmente por el factor elF4E.

Dentro de los genes de respuesta a frio cuya traduccion es estimulada por elF4E se encuentra el
factor de transcripcion DREB2F (At3g57600). Esta proteina pertenece a la superfamilia ERF/AP2
especifica de plantas y se incluye en el grupo A2 de la subfamilia DREB. Estos factores se unen a la
secuencia DRE: 5-TACCGACAT-3’, presente en el promotor de genes implicados en la resistencia a
estrés abidtico, entre los cuales muchos han sido caracterizados como agentes fundamentales en

la respuesta a estrés (Sakuma et al. 2002).

Particularmente, dentro del grupo Al existen tres genes ubicados en tdndem en el cromosoma 3
de Arabidopsis thaliana: DREB1A, DREB1B, DREB1C, que aumentan su expresién en condiciones de
estrés, principalmente por frio y deficiencia de agua, confiriéndole a las plantas una mayor
resistencia (Shinwari et al. 1998). La sobreexpresion de los genes DREB1 incrementa la resistencia
a estrés por frio a través del estimulo de la expresion de genes denominados COR. Entre ellos
KIN2, que codifica una proteina que actua en el sistema SOS de respuesta a deshidratacion;
GOLS3, que codifica una galactinol sintasa que promueve la formacién de polisacaridos densos y
COR15A, que codifica una proteina que participa en la remodelacidn estructural de la membrana

de cloroplasto bajo condiciones de estrés por frio (Oakenfull et al. 2013).

Por otro lado, los factores DREB pertenecientes al grupo A2 son promovidos y aumentan la
resistencia de las plantas principalmente ante la deficiencia de agua, alta concentracién de sales y
altas temperaturas (Sakuma et al. 2006). Aunque también se ha reportado su aumento en
respuesta a frio en arroz y trigo (Shen et al. 2003, Matsukura et al. 2010). En el caso especifico del
factor DREB2F, no se conoce su funcidn en la planta y hasta el momento no existen plantas
mutantes para este gen, sélo se ha aislado el cDNA correspondiente en Arabidopsis y su homdlogo

putativo en arroz OsDREB2E (Mizoi et al. 2012).

Otro de los factores de transcripcién cuya traduccidn se ve incrementada por elF4E, es el factor de
tipo MYB HHO2 (At1g68670). En Arabidopsis thaliana existe una gran diversidad de estos factores
de transcripcién. Entre sus funciones se encuentran el control del ciclo celular, regulacién del ciclo
circadiano y el metabolismo secundario, entre otras (Stracke et al. 2001). Estas proteinas pueden

actuar como activadores o como represores de la transcripcién y también tienen un papel en la
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respuesta a estrés abidtico. Se conoce que varios genes de respuesta a estrés contienen en sus
promotores elementos de unién a los factores MYB, entre ellos los genes DREB; cuya expresion es
estimulada por LHY y CCA1, factores de tipo MYB promovidos por el ciclo circadiano (Mizoi et al.
2012). Adicionalmente, la sobreexpresion en Arabidopsis de un gen OsMYB4 de arroz, le confiere a

la planta mayor resistencia a estrés por frio, déficit hidrico y salinidad (Dai et al. 2007).

Por otra parte elF4E estimula la traduccidn del factor de transcripcion COL-1, perteneciente a una
familia de factores que controlan la floracion. No se conoce la funcién de este factor durante el
estrés por frio, pero se ha visto que en estas condiciones se produce un aumento rapido del
transcrito correspondiente. Adicionalmente, se ha reportado que un miembro de los factores
constants-like (COL-15) se asocia con una proteina chaperona implicada en la tolerancia a estrés

por frio (Kim et al. 2013).
Transcritos reconocidos preferencialmente por el factor elF(iso)4E.

Entre los transcritos reconocidos de manera preferencial por el factor elF(iso)4E se encuentra TCF1
(Tolerant to Chilling and Freezing 1) que pertenece a la familia RCC1 de intercambiadores de GTP
para la proteina Ran y que esta presente en una gran variedad de organismos (Lee et al. 1993). Sin
embargo, recientemente se ha descrito que esta proteina en las plantas no tiene esta actividad
aunque si conserva la capacidad de unién a la cromatina a través de las histonas H3 y H4. Su
expresion aumenta considerablemente cuando las plantas son sometidas a bajas temperaturas, lo
cual parece ocurrir especificamente en estas condiciones. En las plantas mutantes de este factor
se produce una menor acumulacién de lignina, lo que les confiere una mayor resistencia al estrés
aunque se plantea que existen otros mecanismos a través de los cuales esta proteina pudiera

regular la expresion genética durante la aclimatacion (Ji et al. 2015).

También dentro de los blancos de elF(iso)4E se encontrd una proteina con funcion desconocida
denominada DUF295 (At1g05550). Su papel en estrés no ha sido descrito, sin embargo, su
expresion transcripcional se promueve notablemente cuando las plantas son sometidas estrés
(Arabidopsis eFP Browser: www.bar.utoronto.ca). Adicionalmente, estudios previos realizados en
nuestro laboratorio mostraron que su mRNA se distribuye principalmente en la fraccidn polisomal

cuando las plantas son sometidas a estrés por frio.
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Planteamiento del problema

En la actualidad el cambio climatico y la reduccién de los recursos hidricos imponen desafios a la
ciencia en la busqueda de estrategias para aumentar la capacidad de los cultivos de resistir a estas
condiciones. La temperatura es uno de los factores limitantes para el desarrollo y rendimiento de
las plantas, por lo tanto resulta de vital importancia entender los mecanismos que les permiten
resistir a las temperaturas extremas. Hasta el momento se ha descrito una serie de genes que
confieren proteccién a las plantas a las bajas temperatura, la mayoria estdn involucrados en la
reprogramacién genética que ocurre en condiciones de estrés (Dai et al. 2007, Oakenfull et al.
2013). Sin embargo, se conoce muy poco sobre cémo se produce la regulacién traduccional que se
presenta durante estos procesos. Estudios globales de expresion indican que en estas condiciones
la traduccién es selectiva y que no siempre existe una correlacidon entre la estimulacién de la
transcripcién y el reclutamiento eficiente del transcrito correspondiente por la maquinaria
traduccional (Branco et al. 2005). En Arabidopsis thaliana los factores de inicio de la traduccion
elF4E y elF(iso)4E son los encargados de reconocer los transcritos y reclutar el resto de la
maquinaria traduccional (Martinez-Silva and Dinkova 2010) ademas presentan selectividad en el
reconocimiento de transcritos involucrados en la respuesta a estrés (Martinez-Silva et al. 2012).
Estos datos sugieren que estos factores podrian estar involucrados en la respuesta a estrés

abidtico en las plantas.
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Hipotesis
Los factores de inicio de la traduccion elFAE y elF(iso)4E tienen un papel durante la respuesta a

estrés por congelamiento en Arabidopsis thaliana a través de la regulacidon de la expresién de

genes estimulados en estas condiciones.

Objetivo general

Estudiar el papel de los factores de inicio de la traduccién elF4E y elF(iso)4E durante la respuesta a

estrés por congelamiento en Arabidopsis thaliana.

Objetivos particulares

1. Evaluar el fenotipo de recuperacién de plantas de Arabidopsis thaliana mutantes para el factor
AtelF(iso)4E, sobreexpresoras del factor AtelF4E, sobrexpresoras del factor AtelF(iso)4E asi como

de las plantas silvestres sometidas a estrés por congelamiento.

2. Determinar la expresion de los factores elF4E y elF(iso)4E cuando las plantas son sometidas a un
periodo de exposicion a las bajas temperaturas (4°C) en comparacién con plantas crecidas en

condiciones normales (22°C).

3. Analizar la expresion de genes de respuesta a estrés por frio potencialmente controlados de
manera diferencial por los factores elF4E cuando las plantas son sometidas a un periodo de
exposicion a las bajas temperaturas (4°C) en comparacién con plantas crecidas en condiciones

normales (22°C).
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2. Metodologia
2.1 Material biolégico. Aclimatacion, estrés por congelamiento y recuperacion.

Se utilizaron cuatro lineas de plantas de Arabidospsis thaliana del ecotipo Columbia (Tabla 2.1).
Las plantas sobreexpresoras de los factores de inicio de la traduccién fueron generadas en el
laboratorio (Flores, 2013) a través de la introduccion de la secuencia de cDNA correspondiente
bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. La linea AtelF(iso)4E-1 fue

donada por el laboratorio del Dr. Christophe Robaglia de la UNM, Francia (Duprat et al. 2002).

Tabla 2.1 Lineas de plantas de Arabidopsis thaliana (Col-0) utilizadas en el estudio del papel de los factores

de inicio de la traduccién elFAE y elF(iso)4E durante el estrés por congelamiento.

Lineas Genotipo
Col-0 (WT) Silvestre
35S:AtelF4E Expresidn constitutiva de elF4E

35S:AtelF(iso)4E Expresion constitutiva de elF(iso)4E

35S:AtelF(iso)4E-1 Mutacién nula de elF(iso)4E

Las plantas se sembraron en tierra de manera individual y fueron cultivadas en condiciones
normales (22°C) y fotoperiodo de dia corto (8h de luz x 16h de oscuridad) durante 7 semanas.
Transcurrido este periodo, la mitad de las plantas de cada linea fue transferida al cuarto de
aclimatacion (4 + 1°C) durante una semana (aclimatadas), la otra mitad se mantuvo en condiciones
normales de crecimiento (no aclimatadas). Luego del periodo de aclimatacién, se registré el
fenotipo de las plantas de 8 semanas de edad aclimatadas (4 plantas por linea) y no aclimatadas (5
plantas por linea) antes del estrés. Posteriormente las plantas fueron sometidas al estrés por
congelamiento, 1h a -20°C, y recuperacidn corta durante 40 minutos a 4 + 1°C. Por ultimo, fueron
colocadas en la cdmara de crecimiento bajo condiciones controladas durante 4 semanas y se
registro el fenotipo de recuperacién a las 2 y 4 semanas post-estrés. También se registré el

porcentaje de sobrevivencia en la cuarta semana de recuperacion (2 réplicas bioldgicas).
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2.2 Analisis de la expresion genética de los factores elF4E y de genes blanco en

respuesta a la exposicion a las bajas temperaturas.

Se extrajo RNA total de hojas de plantas silvestres de Arabidopsis thaliana de 8 semanas de edad
utilizando el método fenol/cloroformo de acuerdo al protocolo del reactivo TRIzol LS Reagent. Se
verificd la integridad del RNA obtenido en gel de agarosa 1.2%. Posteriormente, aproximadamente
5ug de RNA se trataron con DNAsa RQ1 (Promega) durante 1:20 h a 37°C en una reaccién de 50pL.
Estas muestras se purificaron en columnas con el kit RNA Clean and Concentrator (Zymo
Research). La sintesis de cDNA, amplificacién y deteccién de los transcritos de interés se realizd
utilizando el kit SuperScript Ill Platinum SYBR Green One-Step (Invitrogen). Para determinar las
veces de cambio de expresidn respecto a la condicion control se utilizé el método del AAC; y se

empleé como normalizador el transcrito de rRNA 18S.

Se analizé la expresidn transcripcional de los factores elF4E en las plantas silvestres sometidas a un
periodo de exposicion a las bajas temperaturas (en el resto del texto se denominan plantas
aclimatadas) y en plantas mantenidas en condiciones normales de crecimiento (se denominan
plantas no aclimatadas). Ademas se analizd la expresion de genes de respuesta a estrés por frio
potencialmente regulados de manera diferencial por estos factores de traduccién (Tabla 2.2). Los
oligonucledtidos empleados como cebadores en las reacciones de qRT-PCR se disefiaron utilizando

el software Primer3Plus (http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) y sus caracteristicas

energéticas se verificaron utilizando la herramienta OligoAnalyzer 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

Tabla 2.2. Genes de respuesta a estrés por frio potencialmente regulados de manera selectiva por los
factores elFAE analizados en este trabajo. Se muestran las secuencias de los oligonucledtidos utilizados para

la amplificacion por PCR para los genes blanco analizados asi como para los factores de traduccion.

Genes No de acceso Secuencias oligonucleétidos

elF4E At4g18040 FW: GGTAGAAGACACTCCCAAATC

RV: CATCACCTTCCTCATGGTATCG

Regulados por | Factor de tipo MYB At1g68670 FW: ACCGTCCGATGTAGCCAAC

elFAE HHO2
RV: GCAACTTCTCTCCAACGAACG

DREB2F At3g57600 FW: ACCGTCCGATGTAGCCAAC
RV: GCAACTTCTCTCCAACGAACG
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elfF(iso)4E At5g35620 FW: GAGAAACAACCACACAAGCTC
RV: CCAAAAATCTTCGACGGTGTC

Regulados por TCF1 At3g55580 FW: ATGACGACCACCAGCAGCAAC

elF(iso)4E
RV: TCTGACAACATTGACCTCTCGG

BCB At5g20230 FW: TGGCCGGAGTTTTCAAAACG

RV: TCGTCCATTCCGTATCATCACC

Genes control DREBI1A At4g25480 FW: TGAGATGCCGAGTTTGTTGG

positivo
RV: ATTCCACTGTACGGACGGAAG

COR15A At2g42540 FW: AGGAGAAAGGAAAAGAAGCC
RV: AAGACCCTACTTTGTGGCATCC

Adicionalmente, como control del proceso de aclimatacién a nivel molecular, se determind la

expresion de los genes DREBIA y COR15A (Tabla 2.2).
2.3 Analisis de perfiles polisomales en plantas aclimatadas versus no aclimatadas.

Se utilizaron aproximadamente 1.2 gramos de tejido de hojas de Arabidopsis thaliana de todas las
lineas de plantas en estudio para el andlisis del comportamiento de la sintesis de proteinas

durante el proceso de aclimatacidon comparandolo con el de las plantas no aclimatadas.

Se macerd la muestra en mortero con nitrégeno liquido hasta polvo fino y posteriormente se le
agregaron de 3mL a 5mL de buffer de lisis (200mM Tris-HCl pH 8.5, 50mM KCI, 25mM MgCl,, 2mM
EGTA, 2% PTE, 1% IGEPAL, 1% Triton X-100, 0.1 % DTT 1M, 0.2mg/mL CHX, 0.5mg/mL Heparina).
Seguidamente se aplicé vortex y las muestras se centrifugaron a 12,000g durante 15 minutos a
4°C, posteriormente se tomd el sobrenadante y se repitio la centrifugacién en nuevos tubos.
Luego se agregaron al sobrenadante 2mL de buffer de gradiente (50mM Tris-HCI pH 8.5, 20mM
KCI, 10mM MgCl,) y se ajustd el peso de los tubos con buffer de lisis. Posteriormente se
centrifugaron las muestras a 50,000rpm durante 3h en rotor 80Ti. El sobrenadante se resuspendid
en buffer de lisis (300uL- 450pL) y se aplicéd a un gradiente de 20% a 60% de sacarosa, luego se
centrifugd a 45,000 rpm durante 2h a 4°C en rotor SW55Ti. Por ultimo se colectaron de 10 a 11
fracciones de 500uL de cada perfil polisomal utilizando una bomba Labconco conectada a un

detector ECONO UV MONITOR marca BIO-RAD (absorbancia 260nm).
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2.4 Analisis de elementos regulatorios en cis de respuesta a estrés en los promotores de
elF4E y elF(iso)4E.

Se analizé la secuencia de los promotores de elF4E (At4g18040) y elF(iso)4E (At4g35620) 1500 nt
hacia el 5’ del sitio de inicio de la transcripcidn (regidon promotora). Estas se obtuvieron del sitio

PlantPAN 2.0 (http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw) y se analizaron en el software PlantCARE

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) en busca de elementos de

regulacidn en cis de respuesta a estrés.
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3. Resultados

3.1 Anadlisis fenotipico y porcentaje de sobrevivencia de plantas sometidas a estrés por
congelamiento.

Las plantas de las cuatro lineas en estudio fueron sometidas al esquema experimental mencionado
anteriormente. De cada linea se utilizaron plantas aclimatadas a 4°C durante una semana asi como
plantas no aclimatadas de la misma edad que se mantuvieron en condiciones normales de
crecimiento (22°C). Para evaluar la respuesta de las plantas ante el estrés por congelamiento,
estas fueron sometidas 1h a -20°C y posteriormente puestas en recuperacién durante cuatro
semanas a 22°C.

Las plantas aclimatadas de todas las lineas en estudio mostraron una notable resistencia al
congelamiento en las condiciones utilizadas. No se apreciaron diferencias fenotipicas

considerables de estas plantas durante la recuperacion posterior al estrés (Véase la Figura 3.1.1).

AtelF(iso)4E-1  35S:AtelF(iso)4E  35S:AtelF4E

Antes del estrés

2 semanas

Figura 3.1.1. Fenotipos correspondientes a las plantas aclimatadas (7 dias a 4°C) antes del estrés (1h a -
20°C) y después de la recuperacion durante 2 semanas. Plantas silvestres (Col-0 WT), plantas
sobreexpresoras del factor elF4E (35S:AtelF4E), plantas sobreexpresoras del factor elF(iso)4E

(35S:Atel(iso)F4E), plantas knockout para el factor elF(iso)4E (AtelF(iso)4E-1).

Se conoce que las plantas de regiones templadas como Arabidopsis thaliana han desarrollado
mecanismos de proteccidon desencadenados por las bajas temperaturas, no congelantes, que les
permiten resistir mejor a las temperaturas bajo 0°C que se presentan en las heladas, este proceso

se denomina aclimatacion a las bajas temperaturas (Thomashow 1999). Mas adelante se muestra
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gue en nuestras condiciones, la aclimatacion durante siete dias produce la activacion de
mecanismos genéticos que parecen actuar en todas las plantas independientemente de su

genotipo.

Por otro lado, las plantas no aclimatadas fueron severamente afectadas por la exposicion al estrés
(Figura 3.1.2). Como se observa, las hojas mas jovenes muestran una mayor resistencia al dafio
producido por las temperaturas congelantes, esto pudiera deberse a diferencias metabdlicas,
hormonales y en la expresidn génica con respecto a las hojas mas adultas. Es importante notar que
en ausencia de aclimatacidn, las plantas sobreexpresoras de los factores 4E de inicio de la
traduccién mostraron un fenotipo de mayor resistencia a las 2 semanas post-estrés en
comparaciéon con las plantas silvestres, especialmente las 355:AtelF4E. Como se menciond en los
antecedentes, esto pudiera estar relacionado con que en estas lineas de sobreexpresion, aun en
ausencia de aclimatacién, se favorece la expresiéon de genes de proteccidn ante este tipo de
estrés. También es de notar que las plantas AtelF(iso)4E-1 mostraron una mayor sensibilidad ante
este tipo de estrés, lo cual podria indicar que en estas condiciones el factor elF(iso)4E tiene una
funcién que no puede ser asumida por elF4E, tal como la expresion traduccional de transcritos
reconocidos de manera preferencial por elF(iso)4E; sin embargo es necesario un mayor nimero de
réplicas de estos experimentos asi como analisis a nivel molecular que nos permitan dilucidar este

aspecto.

35S:AtelF4E

Antes del estrés

2 semanas

4 semanas
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Figura 3.1.2. Fenotipos correspondientes a las plantas no aclimatadas antes del estrés (1h a -20°C) y
después de la recuperacion durante 2 y 4 semanas. Se realizaron dos réplicas bioldgicas, se muestran
imagenes representativas de los fenotipos observados (ver anexo 3). Plantas silvestres (Col-0 WT), plantas
sobreexpresoras del factor elF4E (35S:AtelF4E), plantas sobreexpresoras del factor elF(iso)4E

(35S:Atel(iso)F4E), plantas knockout para el factor elF(iso)4E (AtelF(iso)4E-1).

Adicionalmente, se determind el porcentaje de sobrevivencia de las plantas no aclimatadas
transcurridos 30 dias después del estrés (figura 3.1.3). El comportamiento mas claro de este
pardmetro es que, en correspondencia con los fenotipos observados a las dos semanas post-
estrés, las plantas sobreexpresoras del factor elF4E presentaron el mayor porcentaje de
sobrevivencia con respecto a las plantas silvestres, cercano al 100 %. En el caso de las plantas
sobreexpresoras de elF(iso)4E se observa cierta tendencia a una mayor sobrevivencia con respecto
a las plantas silvestres que debe ser corroborada en préximas réplicas de este experimento. Lo
mismo ocurre para las plantas mutantes AtelF(iso)4E-1 cuya sobrevivencia tiende a disminuir con

respecto a las plantas silvestres.

Figura 3.1.3. Sobrevivencia de las plantas a

100 los 30 post-estrés. Se muestran los valores
X promediados de dos réplicas bioldgicas (5
— 80
-g plantas de cada linea por réplica). Las
c
g 60 barras de error corresponden al error
5 40 estandar. Plantas silvestres Col-0 (WT),
S
Q2
8 20 plantas sobreexpresoras del factor elF4E
(35S:AtelF4E), plantas sobreexpresoras del
0
factor elF(iso)4E (35S:Atel(iso)F4E), plantas
RN N -
) o) \Q knockout para el factor elF(iso)4E
z{‘ & <,"3? (AtelF(iso)4E-1).

27



3.2 Determinacion de la expresion transcripcional de los factores elF4E y elF(iso)4E, asi
como de genes de respuesta a estrés por frio. Analisis en plantas silvestres, en
condiciones normales de crecimiento y en respuesta a las bajas temperaturas.

Se colectaron muestras de plantas silvestres adultas de 8 semanas de edad crecidas en
condiciones normales y plantas de la misma edad sometidas a bajas temperaturas (4°C durante 1
semana). Se extrajo RNA total de las plantas en las condiciones mencionadas anteriormente y se

realizd la RT-qPCR como se describe en Materiales y Métodos.
3.2.1 Anadlisis de la expresidn de genes de referencia en la respuesta a las bajas temperaturas.

Como control positivo a nivel molecular de la exposicion a las bajas temperaturas se realizé la
determinacién de los trancritos DREB1A y COR15A cuyo papel durante este proceso ha sido bien
descrito (Mizoi et al. 2012). DREB1A es un factor transcripcional que estimula la expresién de
genes de respuesta a bajas temperaturas a través del reconocimiento de la secuencia DREB/CTR
presente en sus promotores. Entre sus blancos se encuentra COR15A, proteina hidrofilica que

estabiliza la membrana del cloroplasto en estas condiciones.

DREB1A COR15A
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Figura 3.2.1 Expresidn transcripcional de DREB1A y COR15A en plantas silvestres Col-0 (WT) de 8 semanas
de edad. No aclimatadas (NA) y aclimatadas (AC) durante 1 semana a 4°C. Se muestra el promedio de las
veces de cambio de dos réplicas técnicas, cada muestra por triplicado. Las barras de error representan el

error estandar. Se utilizé el transcrito de rRNA 18S como normalizador.

Como se observa (Figura 3.2.1) las bajas temperaturas promueven la expresion de COR15A en

plantas adultas de Arabidopsis thaliana. Se ha demostrado que en condiciones de deshidratacion,
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provocada por diferentes tipos de estrés, esta proteina se une a la membrana interna del
cloroplasto y disminuye la transicion a la fase hexagonal Il de dominios lipidicos ricos en
monogalactosil diacilglicerol, protegiéndola asi de la ruptura. Por lo tanto, el aumento de su
expresiéon durante la exposicidon a las bajas temperaturas constituye un mecanismo de proteccion
gue prepara a las células para enfrentarse a las temperaturas congelantes. También se sabe que la
expresiéon de COR15A es promovida por los factores transcripcionales DREB, sin embargo, al
tiempo de aclimatacidn analizado (1 semana) no encontramos cambios en la expresiéon de DREBIA
(Figura 3.2.1). Esto puede deberse a que este es un gen de respuesta rapida y transitoria a la
exposicién a bajas temperaturas, cuya expresion precede a la de sus blancos (Medina et al. 1999,
Kim et al. 2004, Novillo et al. 2004). Por lo cual a los siete dias de aclimatacion solo es posible

observar su efecto en los genes cuya expresidon estimula, como COR15A.

3.2.2 Analisis de la expresion de los factores elF4E y elF(iso)4E inducida por las bajas
temperaturas.

Se determinaron los niveles de los transcritos de los factores 4E de inicio de la traduccidn en
plantas no aclimatadas con respecto a plantas aclimatadas de la misma edad. El andlisis indicé que

ambos transcritos aumentan su expresion en respuesta a las bajas temperaturas (Figura 3.2.2).
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Figura 3.2.2 Expresion transcripcional de elF4E y elF(iso)4E en plantas silvestres Col-0 (WT) de 8 semanas de
edad. No aclimatadas (NA) y aclimatadas (AC) durante 1 semana a 4°C. Se muestra el promedio de las veces
de cambio de dos réplicas técnicas y las barras de error representan el error estandar. Se utilizé el transcrito
de rRNA 18S como control normalizador. Este analisis se realizd para dos réplicas bioldgicas independientes,

cada muestra por triplicado y se obtuvieron resultados similares.
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Como nos indican estos resultados, durante la exposicidn a las bajas temperaturas, se produce un
aumento de la expresion de estos factores de inicio de la traduccidn. Interesantemente, un analisis
de los promotores de estos genes arrojé que contienen elementos de regulacion en cis
estimulados en diferentes condiciones de estrés (ver anexo 1). Hasta el momento, no se conoce
cémo actuan los factores 4E durante la aclimatacion a las bajas temperaturas. Sin embargo, datos
obtenidos recientemente muestran que en nuestras condiciones de desarrollo (8 semanas,
fotoperiodo de dia corto) en presencia de aclimatacion durante 1 semana a 4°C, se produce un
aumento de los polisomas en comparacidn con plantas de la misma edad crecidas en condiciones
normales a 22°C (ver anexo 2). Esto sugiere que la aclimatacion induce un aumento de la actividad
traduccional en las hojas de plantas adultas, la cual normalmente es baja en estos tejidos. Estudios
previos realizados en trigo muestran que ademas del aumento en la sintesis de proteinas, cuando
las plantas crecen a bajas temperaturas se produce el reclutamiento selectivo a las fracciones

polisomales de transcritos asociados a la resistencia al estrés por frio (Perras and Sarhan 1990).

Como hemos mencionado anteriormente, el inicio de la traduccidn es el paso mds regulado de
este proceso y especificamente el factor elF4E es uno de los principales blancos de los
mecanismos de control, por lo tanto, el aumento de la expresién de ambas isoformas de este
factor durante la aclimatacién en Arabidopsis thaliana pudiera estar intimamente relacionado con
el aumento de la actividad traduccional observada. El estudio de la expresidn de estos factores a
nivel proteico (se propone analizar su distribucion en perfiles polisomales de plantas aclimatadas)

nos permitird entender con mayor claridad su papel durante la aclimatacidn.
3.2.3 Analisis de la expresion de genes regulados preferencialmente por elF(iso)4E.

Se analizaron los genes TCF1 y BCB (Blue Copper Binding Protein). Recientemente se reportd que
TCF1 es una proteina de unién a cromatina que aumenta considerablemente su expresidon en
respuesta especificamente a estrés por frio. Se ha propuesto que actua estimulando la expresion
de BCB, proteina de membrana que esta involucrada en la regulacién de la sintesis de lignina (Ji et
al. 2015). Las propiedades de la pared celular son importantes durante la aclimatacion y el estrés
por congelamiento, ya que esta regula la flexibilidad y la permeabilidad al agua de las células, de

ahi la importancia del estudio de estos genes en estas condiciones.
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Figura 3.2.3 Expresion transcripcional de TCF1 y BCB en plantas silvestres Col-0 (WT) de 8 semanas de edad.
No aclimatadas (NA) y aclimatadas (AC) durante 1 semana a 4°C. Se muestra el promedio de las veces de
cambio de dos réplicas técnicas, cada muestra por triplicado y las barras de error representan el error

estandar. Se utilizo el transcrito de rRNA 18S como normalizador.

En correspondencia con reportes anteriores, se observd un considerable aumento de la expresiéon
de TCF1 en respuesta a la aclimatacidn (Figura 3.2.3). Sin embargo, no se observaron cambios en el
transcrito BCB. Como se propone en el trabajo de Ji Wang, seguramente TCF1 actua regulando

otros blancos involucrados en la respuesta a las bajas temperaturas.
3.2.4 Anadlisis de la expresidn de genes regulados preferencialmente por elF4E.

Dentro de los genes cuyos transcritos son reconocidos de manera preferencial por el factor elF4E
se encuentran los factores transcripcionales DREB2F y el factor de tipo MYB HHO2 (Martinez-Silva
et al. 2012). Como se ha mencionado, los miembros de la subfamilia DREB de factores de
transcripcién tienen un efecto protector en diferentes condiciones de estrés. En el caso especifico

de DREB2F no se conoce su funcién en la planta (Mizoi et al. 2012).

En nuestras condiciones, no se observaron variaciones notables de la expresion de DREB2F en las
plantas aclimatadas (Figura 3.2.4). Ya que se ha demostrado que los genes DREB aumentan
rapidamente su expresion transcripcional en respuesta a las bajas temperaturas, seria interesante
determinar el comportamiento de este transcrito durante las primeras horas de exposicién de la
planta a 4°C. Por otro lado, es importante analizar su expresién a nivel proteico ya que se ha

descrito que los factores DREB del grupo 2 poseen una compleja regulacién donde interviene el
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splicing alternativo y modificaciones postraduccionales relacionadas con la estabilidad de estas

proteinas (Guerra et al. 2015).
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Figura 3.2.4 Expresidn transcripcional de DREB2F y MYB (At1g68670) en plantas silvestres Col-0 (WT) de 8
semanas de edad. No aclimatadas (NA) y aclimatadas (AC) durante 1 semana a 4°C. Se muestra el promedio
de las veces de cambio de dos réplicas técnicas y las barras de error representan el error estandar. Se utilizé

el transcrito 18S como control constitutivo.

En el caso del factor MYB en estudio, tampoco se observaron cambios en su expresién en las
plantas aclimatadas al tiempo de aclimatacién analizado. Recientemente se describidé que este
factor estd involucrado en la formacidn de raices laterales y que su expresién es estimulada en
condiciones de deficiencia de fosfato (Nagarajan et al. 2016) por lo que es posible que juegue un
papel importante en otros tipos de estrés, especificamente en el tejido radicular. En nuestro
resultado seguramente influyd el tiempo de estudio analizado ya que se conoce que diversos
genes de respuesta a bajas temperaturas, como DREB1A y RD22 contienen secuencias de union a
factores MYB en sus promotores, por lo que estos actuarian rio arriba en la cascada inducida por la

aclimatacion.
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4. Discusion

Las plantas presentan complejos mecanismos adaptativos que les permiten enfrentarse
exitosamente a diferentes condiciones de estrés presentes en su entorno. Estos mecanismos
ocurren a nivel transcripcional, postranscripcional, asi como durante la sintesis de proteinas, y
conllevan a importantes cambios fisioldgicos que incluyen respuestas hormonales, control del
crecimiento, la reproduccién, etc. (Thomashow 1999, Guerra et al. 2015). La regulacién de la
traduccién es una parte esencial de la respuesta al estrés abidtico, en varias condiciones de estrés
se produce la inhibicién general de la sintesis de proteinas. Se ha planteado que, dado el elevado
costo energético de este proceso, el objetivo de esta regulacidn es optimizar el uso de energia en
la planta. Sin embargo, a pesar de la disminucién en la traduccién general, durante el estrés se
potencia la expresion de proteinas importantes para contrarrestar sus efectos (Branco et al. 2005,
Yanguez et al. 2013). Poco se conoce sobre cédmo ocurre esta regulacion y como se logra la
selectividad traduccional observada. En determinados casos se produce la fosforilacién del factor
elF2a la cual impide la formacidon del complejo ternario de inicio de la traduccidn (Lageix et al.
2008). Al contrario de lo que sucede en los mamiferos, donde se ha observado que el estrés
conlleva al secuestramiento del factor elF4E por las proteinas 4EBPs, en las plantas no se sabe
como se regula la actividad de este factor durante el estrés abidtico. Adicionalmente, la presencia
del factor elF(iso)4E especifico de plantas plantea la interrogante de si este también pudiera

actuar durante la respuesta al estrés.

En este trabajo, utilizando lineas de plantas que expresan de manera constitutiva a los factores de
inicio de la traduccidn elF4E o elF(iso)4E, encontramos que ambos tienen una funcidn protectora
durante el estrés por congelamiento en plantas adultas (ver anexo 3). Se pudo comprobar con
mayor reproducibilidad el efecto protector del factor elF4AE en las plantas no aclimatadas
sometidas a este tipo de estrés. Para proximos estudios, sugerimos analizar plantas mutantes que
no expresen a elF4E, de las cuales esperariamos obtener fenotipos de mayor dafio ocasionado por
el estrés en comparacidn con las plantas silvestres, si las funciones de este factor no pudieran ser
suplidas por elF(iso)4E. Este ultimo también parece tener un papel importante en la respuesta al
estrés por congelamiento, ya que las plantas mutantes AtelF(iso)4E-1, que solamente expresan el
factor elF4E en niveles elevados, mostraron una mayor sensibilidad mientras que las que expresan
a elF(iso)4E de manera constitutiva tuvieron una mayor resistencia a este tipo de estrés. En

contraste, las plantas aclimatadas durante una semana a 4°C mostraron una notable resistencia y
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capacidad de sobrevivencia al estrés por congelamiento, independientemente de su genotipo.
Seria interesante observar la respuesta a nivel fenotipico de plantas de las diferentes lineas
durante varios tiempos de aclimatacién de manera que se pueda analizar si la funcion de los

factores 4E depende del tiempo de respuesta a las bajas temperaturas.

El mecanismo mediante el cual estos factores protegen a las plantas en condiciones de estrés por
congelamiento es una pregunta esencial en las perspectivas de este estudio. El fenotipo de
resistencia a las temperaturas congelantes asociado a su expresion constitutiva podria deberse a
gue, como en el caso de la sobreexpresion de otros genes cuya funcidén en la respuesta a estrés ha
sido caracterizada (Vannini et al. 2004, Dai et al. 2007, Oakenfull et al. 2013) en estas plantas se
produce una mayor expresion de genes que les confieren proteccion ante este tipo de estrés, adn

en condiciones normales de crecimiento.

De acuerdo a nuestros antecedentes (Tabla 1.1) entre los genes favorecidos en su expresion por el
factor elF4E podrian encontrarse factores transcripcionales de las familias DREB y MYB que a su
vez estimulan la expresidon de genes que actlan en el mantenimiento del equilibrio osmoético, la
estabilizacion de las membranas de compartimentos subcelulares y promoviendo mecanismos
antioxidantes. Por otra parte, entre los genes estimulados a nivel traduccional por elF(iso)4E se
encuentran genes importantes en la regulaciéon de la permeabilidad y flexibilidad de las células
como TCF1 y At1g21630 (perteneciente a la familia Calcium-binding EF hand proteins) que estan
relacionados con la sintesis de la pared celular (Zhou et al. 2010, Ji et al. 2015). Estos son solo
algunos ejemplos de genes potencialmente importantes en la respuesta al estrés mediada por los
factores, sin embargo otros también podrian ser relevantes en estas condiciones. Un analisis
cuantitativo global de la expresidon inducida por las bajas temperaturas en estas lineas de
sobreexpresion y mutante comparandolas con las plantas silvestres podria arrojar datos
interesantes acerca de los genes importantes en la respuesta a frio mediada por los factores 4E de

inicio de la traduccidn en Arabidopsis.

Ademas de estos mecanismos especificos, dado que los factores de la familia elF4E son los
encargados del reconocimiento de la estructura 5'CAP en el mRNA y el reclutamiento del resto de
la maquinaria de traduccion a través de su interaccidon con el factor elF4G, estos podrian estar
relacionados con la seleccidn traduccional que se ha observado durante el estrés. Se conoce que el

factor elF4E de maiz es fosforilado en condiciones de estrés (Manjunath et al. 1999) aunque no se
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ha determinado si esta modificacion postraduccional pudiera influir en su funcién o especificidad
en estas condiciones. También se ha encontrado a elF4E en acumulos citoplasmaticos
denominados granulos de estrés donde podria participar en la estabilizacion de transcritos que no
estan siendo traducidos (Weber et al. 2008) y su papel en estas estructuras podria ser

fundamental en el enfrentamiento al estrés.

Interesantemente, los estudios realizados hasta el momento apuntan a que en condiciones
normales de desarrollo los factores 4E pueden ejercer funciones parcialmente redundantes, ya
que la mutacion del factor elF(iso)4E no parece ocasionar defectos en el desarrollo de Arabidopsis
thaliana (Duprat et al. 2002). Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, durante la respuesta
de plantas adultas a las temperaturas congelantes, estos factores no parecen actuar de manera
redundante. Las plantas que no expresan al factor elF(iso)4E son mas sensibles a este tipo de
estrés aun cuando expresan normalmente al factor elF4E. Resulta interesante que las plantas
mutantes del factor elF(iso)4E aclimatadas que fueron sometidas a estrés por congelamiento
mostraron buena resistencia al igual que el resto de los genotipos estudiados. Una explicacion
posible para este comportamiento es que durante la aclimatacién, ademds del incremento en la
expresion de los factores elF4AE, actian otros mecanismos de regulacién que propician la expresién
de los genes esenciales para contender con temperaturas mas bajas y que no se encuentran

operando cuando la planta crece en condiciones éptimas.

Por otra parte, dado que la expresién de estos factores en plantas aclimatadas se encuentra
aumentada, hipotetizamos que su funcién podria estar relacionada con el aumento de la actividad
traduccional durante la aclimatacién (ver anexo 2). Ademas de esto, como hemos mencionado
anteriormente, las isoformas elF4E y elF(iso)4E de Arabidopsis thaliana presentan selectividad en
el reconocimiento de transcritos de respuesta al estrés (Martinez-Silva et al. 2012). Por lo tanto,
variaciones en la expresion y actividad relativas de estos factores durante la aclimatacién podrian
conducir a la expresién diferencial de proteinas importantes en estas condiciones. Para abordar
este aspecto, planteamos estudiar la distribuciéon en polisomas de transcritos que pudieran ser
relevantes en la respuesta al estrés, comparando las lineas de sobreexpresidén con respecto a las

plantas silvestres.

En este trabajo se analizd la expresion de estos transcritos cuando las plantas son sometidas a un

periodo de aclimatacién (apartados 3.2.3 y 3.2.4). Por una parte, encontramos que la aclimatacion
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induce un considerable aumento en la expresidon del gen TCF1. Existe un solo estudio sobre la
funcién de TCF1 durante la respuesta a las bajas temperaturas, en el cual se analizaron plantulas
de Arabidospsis del ecotipo Col-0 y se demostré que en condiciones de aclimatacidon TCF1 induce
la expresidn del gen BCB, posiblemente a través de su activacion a nivel epigenético. En nuestro
estudio, analizando plantas adultas de 8 semanas de edad, obtuvimos el mismo comportamiento
en cuanto a la expresidn de TCF1, sin embargo, no se observaron cambios en el transcrito BCB, por
lo tanto, planteamos que en estas condiciones TCF1 actla a través de otros blancos aun por
identificar. Por otro lado, observamos que a los siete dias a 4°C no existen cambios a nivel del
transcrito de los factores transcripcionales HHO2 y DREB2F. Sin embargo, tampoco se encontraron
cambios en el transcrito del factor transcripcional DREB1A utilizado como control positivo,
mientras que si se observé la induccién de su blanco COR15A. Por lo tanto, hipotetizamos que,
dado que nuestros candidatos son factores transcripcionales que podrian estar involucrados en la
estimulacién de la expresion de genes efectores durante la aclimatacion como los genes COR, su
estimulacién a nivel de transcrito se produce en etapas tempranas durante este proceso (ver
figura 1.1). Seria interesante determinar la expresién de nuestros candidatos desde las primeras
horas de exposicién a las bajas temperaturas. Ademas, es importante tener en cuenta que al
tiempo estudiado estos genes podrian ser regulados a través de otros mecanismos de control
postranscripcional, lo cual podria abordarse analizando su distribucidn en polisomas como se ha

propuesto para los factores 4E de inicio de la traduccion.
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5. Conclusiones

e Los factores de inicio de la traduccién elF4E y elF(iso)4E tienen un papel protector en la
respuesta al estrés por congelamiento en Arabidopsis thaliana.

e La expresién constitutiva de los factores elFAE y elF(iso)4E le confiere a las plantas de
Arabidospis thaliana una mayor resistencia a las temperaturas congelantes, mientras que
las plantas que no expresan al factor elF(iso)4E presentan una mayor sensibilidad a este
tipo de estrés. Por lo tanto, en condiciones naturales, estos factores podrian estar
relacionados con mecanismos de resistencia a este tipo de estrés, que deberan ser
dilucidados en el futuro.

e La exposicidn a bajas temperaturas estimula la expresidon de ambos factores de inicio de la
traduccidn, lo cual podria estar relacionado con el aumento de los polirribosomas
observado en nuestras condiciones y también con otras funciones de estos factores
relacionadas con el metabolismo de transcritos importantes en la respuesta a bajas
temperaturas que deben ser estudiadas posteriormente.

e La exposicion a bajas temperaturas de plantas adultas de Arabidopsis thaliana estimula
notablemente la expresion del remodelador de cromatina TCF1, lo cual indica que este
tiene una funcidn importante en este proceso. Interesantemente, en las condiciones
ensayadas, este no parece actuar a través de la regulacion de la expresion de BCB para la
cual no se encontraron cambios.

e Los factores transcripcionales HHO2 (factor de tipo MYB) y DREB2F mostraron poco
cambio en su expresidn transcripcional a los siete dias de exposicion a las bajas
temperaturas lo cual puede deberse a que su expresion se estimule de manera temprana

en la cascada de eventos desencadenada por las bajas temperaturas.
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6. Perspectivas

e Analizar la expresién a nivel de proteina de los factores 4E de inicio de la traduccién de
Arabidopsis thaliana en plantas sometidas a bajas temperaturas comparandola con
plantas de la misma edad crecidas en condiciones normales.

e Determinar la expresion de los genes regulados de manera diferencial por los factores
elF4E y elF(iso)4E en las diferentes lineas de plantas en estudio mediante el uso de perfiles
polisomales y RT-gPCR.

e Determinar la expresion de genes regulados de manera diferencial por los factores elF4E y

elF(iso)4E a tiempos mas cortos de exposicion a las bajas temperaturas.
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Anexo 1 Analisis de los promotores de los factores de inicio de la traduccién
elF4E y elF(iso)4E de Arabidopsis thaliana.

Se analizaron las secuencias promotoras de los factores 4E de inicio de la traduccién (1500 nt

upstream del sitio de inicio de la transcripcion) y se localizaron los elementos de respuesta a estrés

presentes en la cadena codificante correspondiente (Tabla A.1, Figura Al.1y Figura A1.2).

Tabla A.1 Elementos de respuesta a estrés en los promotores de los factores 4E de incio de la

traduccién de Arabidopsis thaliana.

Elemento Promotor Posicion Secuencia Funcidn
regulatorio
ABRE elF4AE -685 GCCACGTACA | Elemento de respuesta
a 4cido abscisico
ARE elF4E -646, -394 TGGTTT Elemento de respuesta
a hipoxia
ARE elF(iso)4E -1470, -336 TGGTTT Elemento de respuesta
a hipoxia
Motivo CGTCA elF4E -292 CGTCA Elemento de respuesta
a metil jasmonato
HSE elF4E -606 AAAAAATTTC | Elemento de respuesta
a choque térmico
MYB elF4E -519 TAACTG Sitio de unién a
276 CAACTG fac.tores MYB,
relacionado con la
induccién en respuesta
a estrés por sequia
ERE elF(iso)4E -538 ATTTCAAA Elemento de respuesta
a etileno
TCA elF4E -185 GAGAAGAATA | Elemento de respuesta
a 4cido salicilico
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Figura Al.1 Elementos de actuacién en cis de respuesta a estrés en el promotor de elF4E de
Arabidopsis thaliana.

+ GCATGAGCCA TGATTAACGT CGACAACCTT TTTCTTTCIT ACATCTGCTT AAAAAAAAAT CACACGCACT
— CGTACTCGGT ACTAATTGCA GCTGTTGGAA AAAGAAAGAA TGTAGACGAA TTTTTTTTTA GTGTGCGTGA

= CTCTTCAATC TAATTCTTAC CAACTGTTAA ATAAATAAAA ACCATATTTC TTACCAACTG TTAAATAAAT

ABRE
B Are
HSE
[l sitio de union a MYB

B Tca

+ TTAAAACGAC GTCGTATCAT AGTTAACCC
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Figura A1.2 Elementos de actuacidn en cis de respuesta a estrés en el promotor de elF(iso)4E de
Arabidopsis thaliana.

+ ACCACAAAGT CTAAARATGA TTTCTAAAGA TTTTAAACCT TCAAAACTAA ATCCTAAACC CTARAATTTA
= TGGTGTTTCA GATTTTTACT AAAGATTTCT AAAATTTGGA AGTTTTGATT TAGGATTTGG GATTTTAAAT

+ AACACAAAAT ATTAAATGCA GACCCAAAGT TTAAATTATA GGTGAATTTT AGTTTTGTGG GATTTTCAAA
TTGTGTTTTA TAATTTACGT CTGGGTTTCA AATTTAATAT CCACTTAAAA TCAAAACACC CTAAAAGTTT

*

AAAAGTATCT TTTACTGGTA CTGTTACGAA AAAAACTGAT GGTGTTACTT TTGGAACAAA AAACTTATCT
- TTTTCATAGA AAATGACCAT GACAATGCTT TTTTTGACTA CCACAATGAA AACCTTGTTT TTTGAATAGA

+ TAGTGGTATT TTTGAGAATT GTCTATTATT ATATCTTATT ATATAAAGTA TGGITITCGA TTTTAGATTT
- ATCACCATAA AAACTCTTAA CAGATAATAA TATAGAATAA TATATTTCAT ACCAAAAGCT AARATCTAAA

+ TGACACATGT AATCTTATTA TCAATTTTAT TAAATGAGTA AAAATATAAA TATAAAAACC AAAGTAAAAT
- ACTGTGTACA TTAGAATAAT AGTTAAAATA ATTTACTCAT TTTTATATTT ATATTTTEGGIEEICATTTTA

+ ATTAATATAT CTTATATAAA ACAATTTTAA AAAATTGAAA GAAGATAAAT ATTAGAAAAT TATATGTATC
- TAATTATATA GAATATATTT TGTTAAAATT TTTTAACTTT CTTCTATTTA TAATCTTTTA ATATACATAG

+ TTATCAAACA AAGATAGAAA ATATAAGATT ACATATTATT TTAAAGAAAT AAAAATGTAA AGAAGATAAT
= AATAGTTTGT TTCTATCTTIT TATATTCTAA TGTATAATAA AATTTCTTTA TTTTITACATT TCITCTATTA

+ TATATGTATC TTACTGARAG ARATTATAAA TCAATTACTA ATTCTAATTT GAAATTACTA ATTCTAARAG
- ATATACATAG AATGACTTTC TTTAATATTT AGTTAATGAT TAAGATTARANGCESSAATGAT TAAGATTTTC

+ AAAATTGATT ACCGTCTTCC TAAAAATTTT AAAAAGGATT TAAGGAAACG ATCTTATTAT ATTAAATATA
= TTTTAACTAA TGGCAGAAGG ATTTTTAARAA TTTTTCCTAA ATTCCTTTGC TAGAATAATA TAATTTATAT

I ARe
+ ATACATAARG GARTTTTACA ATTAATTATA ATCTTAGAAG GAAAAAGHESMEGARMTACTC ACCTCTATAT
- TATGTATTIC CTTAARATGT TAATTAATAT TAGAATCTTC CTTTTTCTAA AGTTTATGAG TGGAGATATA W ere

+ AATTAGTAGC CGGATTTTAT GCGGTAACTG ATACAGAATG TACAGTTTIT GCCACTTCTT CTCGTCTTAA
= TTAATCATCG GCCTAAAATA CGCCATTGAC TATGTICTTAC ATGTCAAARA CGGTGAAGAA GAGCAGAATT

+ GAGAGAACGA CGGCGATCAA ACAAACGTCG CCGAAGTTTA GGCGGCGAGT GAGAGTATAT GAGTTTATCA
= CTCTCTTGCT GCCGCTAGTT TGTTTGCAGC GGCTTCAAAT CCGCCGCTCA CTCTCATATA CTCAAATAGT

+ AGCAGAGATT TGTAAGTTIT CTTIGTTITTTG GGGGAAAAAG ATTAGGAATT ATAATAACTT TATTTTTTTA
= TCGTCTCTAA ACATTCAAAA GAACAAAAAC CCCCTTTTTC TAATCCTTAA TATTATTGAA ATAAAAAAAT

+ ATTTATATTT GGAACTATAA TATAAAAATC TTATTTACAT TTTTAAAACT ATTTTGTTTC TTTAATTTAT
= TAAATATAAA CCTTGATATT ATATTTTTAG AATAAATGTA AAAATTTTGA TAAAACAAAG AAATTAAATA

+ CTTATTTTAT ATTAAAAATT TTAAAATTTA TAATAAAATT ACATGTACCA AAATCTAAGA TCTACAAAAA
= GAATAAAATA TAATTTTTAA AATTTTAAAT ATTATTTTAA TGTACATGGT TTTAGATTCT AGATGTTTTT

+ TAACACATGT AACAGTCATA TGAATTACTA AATTTAAAAA TCATGCTTTA TATAATAAAA TATCTTTTAT
= ATTGTGTACA TTGTCAGTAT ACTTAATGAT TTAAATTTTT AGTACGAAAT ATATTATTTT ATAGAAAATA

+ TACTCTAGAA CCTCTAATGT AAACAATATT TTCTAATTTG ATACTACTAA TTAAGATTTT GCATTGACAA
= ATGAGATCTT GGAGATTACA TTTGTTATAA AAGATTAAAC TATGATGATT AATTCTAAAA CGTAACTGTIT

+ TATGAAAGAA ATTCCGCTAT TTGGAAATTA GATCTCATAC CTTGGTGTAT TTTTTTTTAT TTTTITTTTA
= ATACTTTCTT TAAGGCGATA AACCTTTAAT CTAGAGTATG GAACCACATA AAAAAAAATA AAAAAAAAAT

+ ACAACACCTT GTTGTAAAAA AARATACTTT AAACCCTTGT CTATTGGGAT TCCACTTGCA ATTAATTTIG
= TGTTGTGGAA CAACATTTTT TTTTATGAAA TTTGGGAACA GATAACCCTA AGGTGAACGT TAATTAAAAC

+ GAGATTTTTA TTTTTACTTG TTTITTTAAAT ACCAAAAGAC AATAGAAAAA GAAAAAAGAA GAAAAGAAGA
- CTCTAAAAAT AAAAATGAAC AAAAAATTTA TGGTTTTCTG TTATCTTTTT CTTTTTTCTT CTTTTCTTCT

+ GTTAAATGCT CTGATGGACC GGCCCAAAAT TGACCCAATA GAGTCCAGAA ATAGCCCTTT TCACTTCTTA
= CAATTTACGA GACTACCTGG CCGGGITTTA ACTGGGTTAT CTCAGGTCTT TATCGGGAAA AGTGAAGAA-

+ AACCATTCCA AAATACATCT CAAAAACAA

ETTGEEAAGGT TTTATGTAGA GTTTTTGTT



Anexo 2 Perfiles polisomales de plantas de Arabidopsis thaliana
aclimatadas comparandolas con las no aclimatadas.

Se obtuvieron perfiles polisomales de todas las lineas de plantas en estudio de acuerdo al
protocolo sefialado en los materiales y métodos, se analizaron los perfiles correspondientes a
plantas aclimatadas durante una semana comparandolos con los de plantas no aclimatadas (Figura

A2.1).
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Figura A2.1 Perfiles polisomales de hoja de Arabidopsis thaliana A: plantas no aclimatadas, B: plantas
aclimatadas durante una semana a 4°C. Se sefialan las fracciones que se corresponden con los
polirribosomas. Los extractos de cada una de las lineas de plantas en estudio fueron aplicados a un
gradiente de 20% - 60% de sacarosa y se colectaron de 10-11 fracciones de 500pL. La figura corresponde a
perfiles representativos obtenidos a partir de la linea 35S:AtelF4E. (Se realizaron dos réplicas bioldgicas para
las plantas silvestres y una réplica biolégica para las restantes lineas de plantas observdndose resultados

similares independientemente de la linea).
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Anexo 3 Fenotipos de las plantas sometidas a estrés por congelamiento (1h
-20 °C) antes del estrés y después del periodo de recuperacion.

Se muestran los fenotipos de plantas aclimatadas y no aclimatadas de todas las lineas en estudio

réplica bioldgica 1y réplica bioldgica 2.

Réplica 1 plantas no aclimatadas

Plantas Col.0 (WT) No aclimatadas

Antes del estrés

2 semanas

4 semanas

Antes del estrés

2 semanas

4 semanas
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2 semanas Antes del estrés

4 semanas

2 semanas Antes del estrés

4 semanas

Plantas 35S:AtelF(iso)4E No aclimatadas

44



Réplica 2 plantas no aclimatadas

Plantas Col.0 (WT) No aclimatadas

Antes del estrés

2 semanas

4 semanas

Plantas AtelF(iso)4E-1 No aclimatadas

Antes del estrés

2 semanas

4 semanas
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Antes del estrés

2 semanas

4 semanas

2 semanas Antes del estrés

4 semanas

Plantas 35S:AtelF(iso)4E No aclimatadas
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Réplica 1 plantas aclimatadas

Plantas Aclimatadas

Col.0 (WT) AtelF(iso)4E-1  35S:AtelF( lso)4E 355 :AtelF4E

Antes del estrés

Recuperacion post- estres

Réplica 2 plantas aclimatadas

2 semanas

Plantas Aclimatadas
Col.0 (WT) AtelF(iso)4E-1  35S:AtelF(iso)4E  35S:AtelF4E
y :
=
k7
L
o
o
175}
3
=]
<
g
E
S
o
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