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1. RESUMEN

Uno de los puntos criticos en la regulacién del inicio de la traduccion es
el reconocimiento de la estructura 5 cap del mRNA por el factor elF4E. En
plantas existen tres diferentes proteinas de tipo elF4E: elF4E, elF(iso)4E y
NCBP. No se conoce cual es la funcion especifica de cada una de estas
proteinas, ya que en teoria todas pueden participar en el inicio de la
traduccién. Estudios anteriores han demostrado que la ausencia del factor
elF(iso)4E no afecta el desarrollo normal de Arabidopsis thaliana en
condiciones Optimas de crecimiento, y se le relaciona con resistencia a
diferentes potyvirus (TuMV y LMV; Duprat et al, 2002). Sin embargo, no se
sabe si bajo condiciones de estrés las plantas mutantes en elF(iso)4E

presentan algun defecto.

Tampoco se conoce una razén particular para la existencia de tres
diferentes proteinas tipo elF4E capaces de reconocer la estructura cap del
MRNA. Aunque pudiera aceptarse que en la planta estas tres proteinas
presentan funciones redundantes, es probable que mediante el proceso de
seleccion cada una haya evolucionado para desempefiar una funcién
particular. Se sabe que elF(is0)4E se encuentra distribuido diferencialmente en
las distintas partes de la planta y en las diferentes etapas del desarrollo de la
misma, lo cual pudiera sugerir alguna funcidén particular para este factor.
Asimismo, estudios in vitro han demostrado que elF4E y elF(iso)4E muestran
seleccion hacia el cap y la region 5° UTR (no traducible) de los mRNA. Para
estudiar la funcién de elF(iso)4E in vivo, se ha planteado el analisis molecular
detallado de plantas que carecen (mutantes) y que sobre expresan a este

factor.

En el presente trabajo, se prepararon construcciones que permiten
expresar al factor elF(iso)4E fusionado a la proteina reportera GFP. La

transformacion tanto de plantas silvestres como mutantes homaocigas nulas se
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realiz0 para estudiar en Arabidopsis thaliana los efectos de la sobre expresion
y complementacion del factor elF(iso)4E, respectivamente. Se obtuvieron
plantas transgénicas que sobre expresan la fusion elF(iso)4E-GFP hasta
conseguir la generacion filial F4, donde el transgen fue verificado por RT-PCR,
western blot y microscopia confocal. Se observé un aumento en los niveles de
MRNA de elF(iso)4E en las plantas transgénicas. La inmunodeteccion de la
proteina de fusion se realiz6 con los anticuerpos anti-elF(iso)4F y anti-GFP,
donde se esperaba un peso molecular de 53 kDa. En estas mismas plantas se
observé un crecimiento mas lento de la raiz principal respecto a plantas
silvestres, asociado a la expresion del transportador de fosfatos Pho-1.
También se obtuvieron plantas transformantes de complementacion, que seran

estudiadas en otros proyectos.
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ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1 Arabidopsis thaliana como modelo de investigacion

Arabidopsis thaliana (figura 2.1) es una planta
pequefia empleada como organismo modelo para el
estudio de la biologia molecular, la fisiologia y la
genética de plantas. Arabidopsis es un miembro de
la familia de las Brassicaceae, a la cual pertenecen
el repollo y el rdbano. Aunque no posee valor
agronomico, presenta ventajas muy importantes
para la investigacion basica. Esta planta tiene
caracteristicas que la vuelven idonea para utilizarla
como modelo biolégico: mapa genético completo,
genoma pequefio, ciclo de vida rapido vy

transformacion eficiente con  Agrobacterium

tumefaciens.

Figura 2.1 Arabidopsis thaliana (fuente: TAIR, www.arabidopsis.org)

2.2 El proceso de traduccion en procariontes

El proceso de traduccion es aquél mecanismo por el cual en una célula
se lleva a cabo la sintesis de una proteina codificada en un mRNA. Dicho
proceso, tanto en procariontes como en eucariontes, consta de tres etapas:
iniciacién, elongacién y terminacion. A continuacion se describen sus

caracteristicas mas relevantes.

2.2.1 Iniciacién

Dos eventos deben de llevarse a cabo antes del inicio de la traduccion

en procariontes. El primero es el cargado del tRNA por las aminoacil-tRNA

12



ANTECEDENTES

sintetasas, que une a los aminoacidos con sus correspondientes tRNAs. Este
proceso ocurre en una reaccién de dos pasos, en los que se activa el
aminoacido usando ATP para generar aminoacil-AMP, luego, se une a traves
de un enlace éster en el grupo 2’ 6 3'-OH al tRNA v, al final, queda unido al 3'-
OH. El segundo evento es la disociacion de los ribosomas en sus dos
subunidades ribosomales, 30S y 50S. En E. coli, el factor de traduccion IF1
promueve esta disociacion, mientras que IF3 se une a la subunidad 30S para

evitar que se reasocie con la subunidad 50S.

Una vez que IF1 e IF3 han disociado a los ribosomas, se forma el
complejo de iniciacion 30S, que esta constituido por la subunidad ribosomal
30S, el mMRNA, los factores de inicio, una molécula de GTP y el tRNA cargado
con formil-metionina (fMet). A la subunidad 30S, asociada a IF3, se le unen los
factores IF1, IF2 y una molécula de GTP. La union entre la subunidad
ribosomal 30S y el sitio de inicio de un mensajero depende del apareamiento
entre una secuencia corta de RNA, denominada secuencia Shine-Dalgarno
(GGAGG), rio arriba del codon de inicio, y de una secuencia complementaria
en el extremo 3’ del 16S rRNA; ésta unién es mediada por IF3, con la ayuda de
los factores IF1 e IF2. La union del fMet-tRNA al complejo de inicio 30S es
promovido principalmente por IF2. El codon de inicio en procariontes es
comunmente AUG (alrededor del 90 % de los genes), aunque puede ser
también GUG (8 %) y en raros casos UUG (1 %). El aminoacil-tRNA de inicio
es el N-formil-metionil-tRNA, lo que significa que el primer aminoéacido
incorporado al polipéptido es N-formil-metionina, aunque es frecuentemente

removido durante la maduracién de la proteina.

Después de la formacion del complejo de inicio 30S, se une la
subunidad ribosomal 50S, con lo que son liberados los factores IF1 e IF3,
luego es hidrolizada una molécula de GTP vy el factor IF2 se libera, quedando

formado asi el complejo de iniciacion 70S para comenzar la elongacion.
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ANTECEDENTES

2.2.2 Elongacién

La elongacion de la cadena de polipéptido se realiza recorriendo el
mensaje del extremo 5’ al 3’, en tres pasos: la union de los aminoacil-tRNAs al
ribosoma, la formacion del enlace peptidico entre el aminoacido entrante y la
cadena creciente, y la translocacion, para que continden uniéndose mas

aminoacidos.

Existen tres sitios para la unién del aminoacil-tRNA en el ribosoma: el
sitio P (peptidilo), el sitio A (aminoacilo) y el sitio E (exit, salida). Para
comenzar la elongacion, una vez formado el complejo de inicio 70S y el fMet-
tRNA en el sitio P del ribosoma, un segundo aminoéacido unido a su tRNA, cuya
naturaleza esta ligada al segundo codon en el mensaje, se une al sitio A del
ribosoma por la accién del factor de elongacion EF-Tu y GTP; para esto,
numerosos aminoacil-tRNAs son probados hasta que el correcto es
encontrado. La peptidil transferasa (una parte integral de la subunidad
ribosomal 50S) cataliza la formacion del primer enlace peptidico, transfiriendo
el fMet de su tRNA en el sitio P al aminoacil-tRNA en el sitio, en donde se
forma un dipéptido enlazado al tRNA en el sitio A. En el siguiente paso, la
translocacion, el factor de elongacion EF-G (y GTP) desplaza un codon el
MRNA con su peptidil-tRNA y éste se transloca al sitio P, donde el tRNA
deacilado sale del ribosoma por el sitio E. Este proceso se repite hasta que se
encuentre un codon de paro, momento en el que se lleva a cabo la

terminacion.

2.2.3 Terminacion

La terminacion de la traduccién en procariontes es mediada por los
factores de terminacion RF1, RF2 y RF3 (release factors). RF1 reconoce los
codones de paro UAA y UAG, RF2 reconoce a UAA y UGA. Estos codones de
paro carecen de sus correspondientes tRNAs, por ello son reconocidos por
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estos factores de terminacion. Cuando los RFs se unen, la peptidil transferasa
forma un enlace entre el polipéptido y una molécula de agua, en lugar de otro
aminoacil-tRNA, dejando descargado al tRNA en el sitio P y liberando a la
cadena polipeptidica. Este tRNA deacilado es expulsado del ribosoma y los
RFs se disocian con hidrdlisis de GTP por RF3. El ribosoma se desmonta del
MRNA, se prepara para ser disociado por los factores IF1 e IF3 y se reinicia un

nuevo evento de traduccion.
2.3 El inicio de la traduccidon en eucariontes

En el inicio de la traduccidn en eucariontes, la union del mRNA es
mediada por diferentes factores de iniciacion eucariontes (elF’s).
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Figura 2.2 Reconocimiento de la estructura cap del mRNA por elF4E. A) Estructura
"mGpppN colocada en el extremo 5 UTR donde se observan las uniones 5’ -> 5’ entre el 7-
metilguanilato y la primera base del RNA mensajero. B) Sitio de unién a cap en elF4E; se
muestran los principales contactos intermoleculares: interacciones 1 entre los residuos
aromaticos inddlicos de Trpl02 y Trp56 (en amarillo) con cap, puentes de hidrégeno con
Glul03 (en rojo), e interacciones de la cadena de fosfato con residuos basicos (en azul
oscuro) a través de interacciones directas o mediadas por moléculas de H,O (en magenta) y
puentes salinos. (tomado de Niedzwiecka et al, 2004).
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En primer lugar, una vez que el mMRNA es sintetizado en el nucleo,
madurado y exportado al citoplasma, el factor elF4E reconoce especificamente
a la estructura cap en el extremo 5 del mRNA (ver figura 2.2). elF4E
interacciona también con elF4G, que funciona como plataforma para la union
de otros factores de inicio como son elF4A, una RNA helicasa que desdobla
estructuras secundarias en la region 5’ del mRNA para facilitar la basqueda del
codon de inicio AUG; elF4B, que requiere ATP y estimula la actividad de
elF4A, con lo que se ensambla el complejo elF4F, que recluta a la subunidad

ribosomal 40S y a otros factores de inicio (ver figura 2.3).

TRENDES In Aiant Solenos

Figura 2.3 Inicio de la traduccion en eucariontes. La interaccion de los factores de
inicio, el mMRNA vy la subunidad ribosomal 40S. elF4G actda como proteina de anclaje para
otros factores de inicio que reconoce el extremo 5’'UTR del mRNA, la unidad ribosomal 40S y
las proteinas que unen a la cola de poli A. (tomado de Robaglia y Caranta, 2006).

Por otro lado, el tRNA metionilado forma un complejo ternario con elF2 y
GTP (complejo de pre iniciacion 43S), antes de unirse a la subunidad
ribosomal 40S en el sitio P. El tRNA iniciador tiene una secuencia y
caracteristicas estructurales Unicas que no se encuentran en los tRNAs
elongadores, algunas de las cuales determinan su interaccién con elF2. El
factor elF3 forma un complejo multimérico (48S) con elF1A, elF2-tRNA™, la

subunidad 40S y elF4F para la busqueda a través de la regiéon 5’UTR del
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MRNA, hasta encontrar el primer codon de inicio AUG en un contexto
favorable. El mejor contexto es una purina en la posicion -3 y una G en la
posicion +4, donde la A de AUG indica la posicion +1 (reglas de Kozak), con lo
que se asegura que se esta traduciendo un marco de lectura correcto y que se
estan descartando codones de inicio prematuros (Weaver et al, 2008). La
proteina elF4G también tiene un dominio de unién a la proteina PABP que se
une a la cola de poli A en el extremo 3’ del mRNA, con lo que se circulariza el
mensajero, se estabiliza y se incrementa la eficiencia traduccional. Una vez
reconocido el cododn de inicio, se activa la hidrdlisis del GTP unido a elF2 con
ayuda de elF5. La hidrélisis de GTP promueve la liberacion de algunos
factores de inicio y la union de la subunidad 60S para formar el ribosoma 80S y

dar paso a la etapa de elongaciéon (Sanchez de Jiménez et al, 2005).

2.4 Mecanismos de regulacion del inicio de la tradu  ccidn

El control de la expresion genética a nivel traduccional presenta grandes
ventajas: es un control de respuesta rapida, reversible, especifica, y de ajuste
fino para la concentracion de proteinas. Estos mecanismos permiten una
regulacion coordinada en la producciéon de familias de proteinas, tienen
ademas potencial para llevar a cabo control espacial y son eficaces en
sistemas que carecen de control transcripcional. Ademas, el control de la
sintesis especifica de proteinas en eucariontes tiene papeles criticos en el
desarrollo, diferenciacion, progresion del ciclo celular, la prevencion de
tumores y apoptosis (Sanchez de Jiménez et al, 2005). Es el inicio el que se
encuentra mas fuertemente regulado, debido al elevado costo energético que
representa para la célula sintetizar polipéptidos. A continuacion, se discuten

algunos mecanismos de regulacién que son representativos.

2.4.1 Control traduccional bacteriano
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El control de la expresibn genética en procariontes se realiza
principalmente a nivel transcripcional. El tiempo de vida relativamente corto de
los mMRNASs procariontes es consistente con lo muy eficiente que resulta este
tipo de control; sin embargo, la naturaleza presenta algunos casos en los que

ocurre un verdadero control a nivel traduccional en estos organismos.

Un ejemplo es el gen de la replicasa de la clase MS2 de fagos, que es
regulado a nivel traduccional por la estructura secundaria que presenta su
MRNA, que es policistronico, en donde el coddén de inicio se encuentra oculto
dentro de esta estructura secundaria, por lo que no es traducido sino hasta
que el ribosoma que traduce a la proteina de la cubierta desdobla la estructura
y expone el codon de inicio de la replicasa al reconocimiento de la maquinaria
de traduccién (Weaver, 2008). Otro ejemplo es el codon de inicio del mRNA
del factor sigma de choque térmico de E. coli, 6*%, que se encuentra también
oculto en la estructura secundaria de su mensajero. En este caso, cuando la
célula es expuesta a choque térmico, la estructura de este mRNA se relaja y

permite la traduccién activa de 6** (Morita et al, 1999).

2.4.2 Control traduccional en eucariontes: fosforil acion de factores

de inicio

Los mMRNAs eucariontes son mucho mas longevos que los
correspondientes procariontes, por lo que el control a nivel traduccional es mas
importante (Weaver, 2008). Nuevos productos génicos pueden ser producidos
rapidamente incrementando la traduccion de mRNAs preexistentes. Esto es
particularmente (til en eucariontes porque sus transcritos son generalmente
mas largos y toma mas tiempo producirlos. Algunos mecanismos comunes
involucran la fosforilacién de diferentes factores de inicio, ya sea inhibiendo o
estimulando la traduccién. De manera general, las distintas formas de

fosforilacion ofrecen una forma efectiva de adaptarse a cambios fisiolégicos y
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ambientales, como puede ser la disponibilidad de nutrientes y estrés de tipo
bidtico y abidtico (Rhoads, 2009; Gebauer y Hentze, 2004).

Fosforilacion del factor elF2. Como ya se menciond en la secciéon 2.3,
elF2 es parte del complejo ternario 43S y se asocia con la subunidad
ribosomal 40S junto con GTP. Esta molécula de GTP es hidrolizada cuando el
codon de inicio es localizado, produciendo elF2 enlazado a GDP. Para volver a
formar un complejo 43S funcional, es necesario intercambiar GDP por GTP,
trabajo que es realizado por el factor elF2B (Gebauer y Hentze, 2004). El
factor elF2 esta constituido de tres subunidades: a, B y y. Bajo condiciones de
estrés, la subunidad a de mamiferos es fosforilada en el residuo Ser51 por
varias proteinas cinasas como son HRI (Haem-Regulated Inhibitor of
translation, inhibidor de la traduccion regulado por el grupo hemo), la PKR
(double-stranded RNA dependent Protein Kinase, también conocida como
dsRNA-PK) y la PERK (PRK-like Endoplasmic Reticulum Protein Kinase).
Cuando ésta subunidad a se encuentra fosforilada, se incrementa su afinidad
por el factor elF2B impidiendo el intercambio GDP-GTP y, consecuentemente,

inhibiendo globalmente la traducciéon de mRNAs (Pierrat et al, 2007).

Fosforilacion de los factores elF4E y elF4G.  El factor elF4E puede ser
fosforilado bajo condiciones favorables de crecimiento celular, para
incrementar su afinidad por 5’ cap alrededor de cuatro veces en comparacion
con la forma no fosforilada, estimulando la traduccién (Weaver, 2008). En
mamiferos, el residuo Ser209 puede ser fosforilado por las proteinas Mnk 1y 2
(MAPK-mitogen-activated protein kinase- interacting kinases), cPK (Insulin-
Stimulated Protamine Kinase) y PKC (Protein Kinase C), en respuesta a varios
estimulos como son factores de crecimiento y varios tipos de estrés ambiental
(Scheper et al, 2001). La fosforilacion también puede disminuir en algunos
casos la afinidad por 5 cap. Experimentos in vitro han demostrado que el
factor elF(iso)4E de plantas puede ser fosforilado en el residuo Ser209 por la
proteina cinasa CK2, reduciendo importantemente su afinidad por 5’ cap,
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sugiriendo la hipétesis de que existan algunos mecanismos capaces de
fosforilar in vivo a este factor. Por su parte, el factor elF4G de mamiferos
también es fosforilado en el residuo Serll6 por una cantidad importante de
proteinas cinasas, entre ellas se encuentran la fosfatidil-inositol-3-cinasa
(P13K) y FRAP (FK506-binding protein 12/rapamycin associated protein) via la
ruta mTOR (target of rapamycin, blanco de rapamicina), en respuesta a la
estimulacion por factores de crecimiento; la proteina cinasa S6, PKC, PAK2
(p21-activated protein kinase 2) y CaMKI (Ca**/calmodulin-dependent protein
kinase 1), (Pierrat et al, 2007).

2.4.3 Proteinas inhibitorias del factor elF4E (4E-B  Ps)

Las proteinas inhibitorias de 4E, 4EBPs (4E-Binding Proteins, también
conocidas como PHAS-I por Phosphorylated Heat and Acid Soluble Protein
Stimulated by Insulin), previenen la formacion del complejo elF4F,
secuestrando a elF4E e inhibiendo mensajeros que requieren altas cantidades
de elF4E disponible. El dominio de las 4E-BPs que permite este secuestro es
la secuencia YXXXXL@, en la cual ¢ representa a algun residuo hidrofébico y X

a un aminoacido cualquiera (Richter y Sonenberg, 2005).

La insulina y muchos otros factores de crecimiento semejantes a insulina
(IGFs) interactian con receptores especificos situados en las membranas,
que tienen dominios intracelulares de tirosina cinasas, produciendo una
cascada de reacciones en varias vias de sefializacién, como las de la PI3K y
las MAPK (Sanchez de Jiménez et al, 2005). Una proteina afectada por estas
rutas es la cinasa mTOR y uno de los blancos de mTOR son las proteinas de
unioén a elF4E, 4E-BPs, que en su forma hipofosforilada se encuentran unidas
a 4E. Cuando mTOR las fosforila, se liberan de elF4E permitiendo la formacién
de complejos activos entre elF4G y elF4E, estimulando asi la traducciéon (ver
figura 2.4).
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Figura 2. 4 Control traduccional por proteinas inhibitorias del factor elF4E. Se
muestran tres formas de inhibir la traduccién secuestrando a elF4E y evitando la formacion
del complejo elF4F. 1) Las proteinas 4E-BPs, en su estado hipofosforilado, se encuentran
unidas a elF4E; cuando son fosforiladas por mTOR, se liberan y se permite la traduccion. 2)
La proteina Maskin de Xenopus se une a elF4E y CPEB para impedir la traduccién, actia
como una proteina tipo 4E-BP. 3) Proteinas en otros organismos pueden actuar de forma
similar a Maskin, la proteina Cup une a elF4E y a Bruno, una proteina de unién a una regién
especifica del mRNA de Oskar, en Drosophila melanogaster (Richter y Sonenberg, 2005).

Las células eucariontes pueden utilizar otras proteinas que capturen a
elF4E para inhibir el inicio de la traduccién. Descubierta en ovocitos de
Xenopus laevis, Maskin es una de ellas (ver figura 2.4). Esta proteina actlua
inhibiendo la traduccion del mensajero de la ciclina B, un activador clave del
ciclo celular, secuestrando a elF4E, igual que otras proteinas 4E-BPs. Maskin
impide que elF4E forme el complejo elF4F con elF4G sobre este particular
MRNA (Gebauer y Hentze, 2004). La proteina CPEB (Cytoplasmic
Polyadenilation Element Binding Protein) se une al elemento de poliadenilacion
citoplasmica (CPE), una secuencia del mRNA hacia el extremo 3’ rica en Us, y
a Maskin, que a su vez, mediante interacciones relativamente débiles debidas
a una sustitucion de T por Y en el dominio de union a elF4E, se encuentra
unido a elF4E. Cuando los ovocitos son inducidos a completar la meiosis, la

CPEB estimula el crecimiento de la cola de poli A. La cola de poli A entonces
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se une a elF4G que, bajo estas condiciones, es capaz de desplazar a Maskin y
estimular la traduccién (Weaver, 2008). Otras proteinas similares a Maskin se
han encontrado en Drosophila melanogaster. Bicoide se une a la region BBR
(Bicoid Binding Region) y directamente a elF4E, impidiendo la traduccién del
MRNA de caudal. Por otro lado, la proteina Cup se encuentra unida tanto a
elF4E y a Bruno, una proteina que a su vez tiene un sitio de union BRE (Bruno
Response Element) en el mRNA de Oskar, regulando la traduccion de este
mensajero como una proteina tipo 4E-BP (ver figura 2.4; Richter y Sonenberg,
2005).

2.4.4 Bloqueo del inicio de la traduccion por miRNA

Los microRNAs (miRNA) son pequeiios RNAs no codificantes
(normalmente entre 21 y 25 nucleétidos) que regulan la expresién genética
post transcripcionalmente, mediante secuencias especificas, inhibiendo la
traduccién o desestabilizando los mRNAs blancos (Carleton et al, 2007). En
situaciones de estrés, algunos factores de transcripcion (por ejemplo p53,
HIF1a) promueven la expresion de miRNAs que reducen la traduccion de
MRNASs blanco. Directamente, no actian sobre alguno de los componentes de
la maquinaria de la traduccion como pueden hacerlo las 4E-BPs, pero son un
mecanismo de regulacién de la traduccibn muy especifico y, por el cual,
alrededor del 25 % de los genes de mamiferos y un namero importante de

genes de plantas se encuentran regulados (Yamasaki y Anderson, 2008).

2.5 La familia elF4E

2.5.1 Aspectos generales de la familia elF4E

El factor elF4E fue descubierto inicialmente como un Unico polipéptido,

pero se redefini6 como subunidad del complejo elF4F al encontrarse asociado

a elF4G. También se creia que los organismos tenian una sola version de él,
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pero posteriormente se hallaron dos isoformas en germen de trigo, elF4E y
elF(iso4E); en A. thaliana a elF4E y elF(iso)4E (Rodriguez et al, 1998), y
también nCBP (Ruud et al 1998). Dos miembros adicionales de la familia
elF4E en H. sapiens: 4EHP (elF4E Homologous Protein, o bien elF4E-2) y
elF4E-3. C. elegans expresa cinco miembros de la familia elF4E, IFE 1-5. Lo
anterior confirmé que diferentes organismos pueden expresar una variedad de
isoformas de elF4E (Rhoads, 2009).

Figura 2.5 Estructura obtenida por difraccion de rayos X de elF4E de H. sapiens (A) y
modelo tridimensional de elF(iso)4E de A. thaliana (B). Para el modelo tridimensional se tomo
como patréon la estructura obtenida de rayos X de elF4E de humano. Los residuos que
participan en la unién de cap son Trp66 y Trpl02 para H. sapiens y Trp46 y Trp92 para A.
thaliana, que se muestran en modelo de esferas y bastones. Ambas estructuras se presentan
en la conformacién que tendrian al encontrarse unidos a cap. (tomado de Okade et al. 2009).

Los distintos miembros capaces de unirse a la estructura 5’ cap para dar
inicio a la traducciéon conforman la familia elF4E. Los miembros de esta familia
poseen una secuencia consenso con residuos de Trp, Phe e His en un patron
distintivo resumido como H(Xs)W (X2)W (Xs-
12)W (Xo) F(X5) FW (X20) F(X7)W (X10)W (X9-12)W (X34-35)W(X32-39)H. En todos los
organismos las regiones N- y C- terminales no parecen ser indispensables para la
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traduccién, pero pudieran ser importantes para la regulacion de su actividad o

afectar la estabilidad de la proteina misma (Joshi et al, 2005).

La estructura cristalina de varios complejos elF4E-5" cap han sido resueltos
por cristalografia : elF4E de murinos con ‘mGDP (Marcotrigiano et al, 1997) y
"mGpppG (Niedzwiecka et al, 2002), elF4E de humano con ‘mGTP (ver figura 2.5)
y 'mGpppA (Tomoo et al, 2002), dos complejos ternarios de elF4E de murino con
"mGDP, uno con un péptido con la secuencia de unién de elF4G y el otro con la
secuencia de unién a elF4E de 4E-BP1 (Marcotrigiano et al, 1999), y elF4E de
trigo (Monzingo et al, 2007). Por resonancia magnética multidimensional se
determind también la estructura de elF4E de S. cerevisiae unido a 'mGDP
(Matsuo et al, 1997).

En todas estas estructuras se ha encontrado que la especificidad de la
interacciéon elF4E-5’ cap esta dada principalmente por interacciones de tipo T+
5’ cap entre las nubes electronicas aromaticas indélicas de los residuos Trp56
y Trp102 y el cation 5’ cap, puentes de hidrégeno entre Glul03 y los protones
del los N1 y N2 de ‘mG, e interacciones de tipo Van der Waals con el Trp166
(figura 2.2 B; Rhoads, 2009; Stolarski et al, 2003). Existen otras proteinas que
también unen a la estructura 5 cap mediante interacciones diferentes a las
propias de la familia elF4E. Un ejemplo son las proteinas CBP20 y CBP80, de
caracter nuclear, que forman un complejo de unién a cap (CBC, ver figura 2.2
A) en el nacleo de células de mamiferos, donde estan involucrados en el
proceso de splicing del mRNA, la proteccion del extremo 5 UTR y la
degradacion de mRNAs dafados. El complejo CBC también tiene un rol en la
exportacion de mRNAs libres de errores hacia el citoplasma, donde se disocia
de la estructura 5’ cap, entonces los componentes CBP20 y CBP80 vuelven al

nucleo y son reciclados (Bush et al, 2009).

Estudios termodinamicos in vitro han mostrado que 5’ cap, al unirse a

elF4E en la forma apo (libre), provoca cambios conformacionales tanto en el
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sitio de unién a cap, como en la region de unién a elF4G y las 4E-BPs, que
generan una compactacion de elF4E (Rutkowska-Wlodarczyk, 2008). Este
proceso esta caracterizado por los valores de los parametros AH= -74.3 + 3.6
kJ/mol, AS=-98.4 £ 12.1 J/mol-K y AG= -45.109 £ 0.090 kJ/mol, que sugieren
una compensacion entalpia-entropia; donde la contribucién negativa de la
entropia, probablemente debida a la compactacion de elF4E, es contrarrestada
por la elevada entalpia de la transicién (Niedzwiecka et al, 2004). Aunque los
parametros termodindmicos sugieren que los cambios conformacionales
provocados por 5’ cap en elF4E podrian favorecer la interaccion entre elF4E y
elF4G, la determinacion de las constantes cinéticas de formacion del complejo
ternario elF4E-elF4G-'mGTP (ver figura 2.6) no confirman esto, sino que
sugieren un mecanismo de formacién aleatoria y que, en realidad, elF4G

estabiliza la interaccion elF4E-cap (Slepenkov et al, 2008; Volpon et al, 2006).

k1
E+G <= E-G
+ ki 4

C C

Sl

CE+G = CoE-G
K,

Figura 2.6 Mecanismo cinético de formacion del complejo ternario elF4G-elF4E-
'mGpppG. E: elFAE; G: elF4G; C: ‘'mGpppG. La determinaciéon de las constantes cinéticas
indicadas en el diagrama muestra que no hay preferencia por seguir alguna de las dos rutas. La
presencia de elF4G contribuye a estabilizar la interaccién entre elF4E y 5’ cap. (Slepenkov et al,
2008).

La interaccion entre elF4E y elF4G esta mediada por el dominio YXXXXL@
en elF4G (el mismo que en las 4E-BPs), mientras que en elF4E los residuos
responsables de la interaccion son los Trp43 y Trp73. Este (ltimo se encuentra
dentro de la secuencia conservada (S/T)V(E/D)(E/D)FW. Cuando se sustituye el

Trp73 de elF4E de mamifero por un aminoacido no aromatico, la habilidad de
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elF4E de interactuar con elF4G o las 4E-BPs se ve interrumpida (Joshi et al,
2005; Rhoads et al, 2007).

Por otro lado lado, elF4E, predominantemente citoplasmico, también se
encuentra presente en el nucleo, en donde estimula el transporte de ciertos
MRNAs al citoplasma. En mamiferos, entre el 12 y el 33 % esta localizado en
el nucleo (Dostie et al, 2000) y se colocaliza con los factores de splicing. elF4E
es importado al nicleo mediante el transportador 4E-T, que se une a traves
del mismo motivo que contienen elF4G y las 4E-BPs, y que interactia con los
receptores nucleares, las importinas a y b. Una vez dentro, estimula el
transporte de ciertos mMRNAs al citoplasma; sin embargo, no se han
comprendido completamente los mecanismos que permitan la permanencia
de elF4E en nucleo (Rong et al, 2008).

Los roles fisiologicos para cada uno de los miembros de la familia elF4E
estan comenzando a emerger, pero ninguno es comprendido completamente.
La expresion de elF4Es especificos puede ocurrir en diferentes etapas de
desarrollo del organismo y afectar el reclutamiento de distintos mRNAs, como
se ha observado para IFE-4 de C. elegans (Dinkova et al, 2005) y pez cebra
(Robalino et al, 2004). Las isoformas de elF4E pueden ser expresadas de
manera tejido-especifica o célula-especifica, probablemente para discriminar la
expresiéon de ciertos genes, a través de interacciones de algin miembro de la
familia elF4E con mRNAs que contengan alguna caracteristica estructural
relevante, como puede serlo un 5’ cap mono o multimetilado, la longitud de los
extremos 3’y 5’ UTR o la presencia de estructuras secundarias en los mismos.
También existe el caso en el que algunas proteinas se unen especificamente a
miembros de elF4E para afectar ya sea su actividad, o la seleccion del mRNA
a traducir (Rhoads et al, 2007).

Frecuentemente, se ha encontrado a elF4E sobre expresado en cancer

humano y se encuentra intimamente ligado al progreso metastatico del mismo.
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La funcidn incrementada de elF4E es debida a la activaciéon de las rutas RAS y
PI3K/AKT, con lo que se incrementa selectivamente la traduccién de mRNAs
clave en el desarrollo de tumores, angiogénesis y supervivencia celular. Por
estas razones, varios trabajos tienen por objeto alcanzar una terapia con elF4E
como blanco, reduciendo selectivamente factores criticos para la malignidad
de tumores (Graff et al, 2008).

2.5.2 Clasificacion de los miembros de la familia e IF4E

Actualmente los miembros de la familia elF4E se encuentran
clasificados en tres grupos. Realizando un alineamiento de secuencias de
elF4E de diversos organismos, Joshi et al (2005) encontré ocho triptofanos
conservados en ellos, y propuso la secuencia consenso que caracteriza al
nacleo de las proteinas elF4E H(X5)W (X2)W (Xg-
12)W (Xo) F(X5)FW (X20) F (X7)W (X10)W (Xo-12) W (X34-35)W (X32-3)H. A partir de esta
secuencia consenso, se clasificaron las proteinas elF4E en tres grupos (ver figura

2.7) de acuerdo a los siguientes criterios:

Clase 1. Incluye ortologos de elF4E de H. sapiens (elF4E-1), M. musculus
(elF4E-1), T. aestivum (elF4E y elF(iso)4E) y S. cerevisiae (elF4E). Poseen
residuos de Trp en las posiciones equivalentes a Trp43 y Trp56 de humano e
incluye a elF4E y elF(iso)4E de plantas.

Clase Il. Incluye miembros de la familia elF4E-2 de Metazoa y nCBP de
plantas. Difiere de la clase | en que sus miembros poseen un residuo
hidrofébico como Tyr, Phe o Leu en lugar del equivalente Trp43, mientras que
en la posicion 56 pueden contener Tyr o Phe.

Clase lll. Los miembros de la clase Ill han sido reconocidos solo en
Metazoa. Poseen una Cys (en Vertebrata) o Tyr en la posicion equivalente al

Trp56 de humano y en la posicion 43 un residuo de Trp.
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(SIT)VxxFW

* 20 * 40
H. sapiens 4E-1: KHAAON AL“FFK---ND--KSKT OANLRIISKF «Fw_l 1115
C. intestinalis 4E-1 KHHEQON ALMFFK---ND--RQKK EDNLRL/TKF (KUML :131
D. nel anogaster4E-12  KHHEMN TLMYLE-—-ND-—RSKS EDMQ SF cFv 1:159
C. elegans IFE-3 : RHP [MONRIALIUYLK---AD--RNKE WMEDCLKN,SLF (R'LV :110
A. thaliana 4E : SHP [REHUTRYFDNPAVKS--KQTIGSSLRRFTF KIUTM :141
Z. mays 4Ea : THPBEHWUTRIFDNPQSKS--KQAMIGSSIRARIHTF KTl 124
A. thaliana (iso)4dE : PHKEERKUSHIFDN-QSK---KGAANMGASLREYTF KUTW :105
Z. mays (iso)4E : PHKEHR TFVYDI-QTKTK-SGA GTSLKHAYTF GQTV 121
S. ponbe 4E1: KHA®AR TLMFLMP-PTP---GLE NELQKINITFN GKMAF 1117
S. cerevisiae 4E: KHAENT LWYTKP-AVD--KSESSDLLRRYTSF CK\ISF 117
M rmuscul us 4E-2A: EHHEQYN(TRYYSRRTPGRPTSSQEQONIKQANGTF KUl 137
C. intestinalis 4E-2 EHHIQYNCR)YSKKPPGRNQDAEEKNMKI[NGTF KUV 121
D. nel anogaster 4E-2 ENHARQHNCLIFSRKETQR--AAARMSKSLHN/GRC QLI :127
C. elegans IFE-4 : DHAEQYR(TFSYFMRPTGK-FDPRASYVQR,GIM c%ll 113
A. thaliana nCBP. LHP [ARYHKgSI uYTRRTPGV--RNQ EDNIK EF KMII 1124
Z. mays nCBP. LHP [MRH VL*YTRRTPGA--RSQ EDNIKKEIDFS KMII 1132
C. posadasii nCBP/4AE2 EHHEKS V\:MYRPPTPKY----SD EKSTIAEASIS 1V : 81
M nuscul us 4E-3: GVP [RHS TFMLDRSLPGA--TAA OASNLKKIYTV \V&KM (111
C. intestinalis 4E-3 GVHINSAITLU\LDRSVPNL--TASBYEANLRKYTV! KL :139
C. parvumunc. : PLP [lSH IVMEQLNVE-TR-KDL SNATKRVARF LKGKRMIRESSDGSKSVVDA cmHF:137
P. falciparumunc. : PLL [BQYNJVIJEQVSDNKIK-QSNKDYTRRIAKF LAQRSMTRFSEDGIFRIVDA (HEEY :128

* 120 * * 180 *

H. sapiens 4E-1: TLNKQ--QRRSD-LDRF JLETEECE[¢]=SFDD---YSDD TTECENREAV RVYKE QSHAD :202
C. intestinalis 4E-1 QMSKQ--QRVNE-LD El |EECEI]=SGFGE---DSDY HKGDK TSDYKHREGI QICKT QAHED :218
D. nel anogaster 4E1? TLNKS---SKTD-LDNL [4LDVESCE[e]SAFD----HSDQ GKSNK “ TADGNNEEAALESHKLRD QLHKD :244
C. elegans IFE-3 : VVDKQKLQRRTQLLDHV ELEVAN/I=QFDE---YGD QKGDK TRDATRDDVNLFGQVLKQ EVHKD :200
A. thaliana 4E: TFPKE----KS---DKS MLY QFD----HGDE GKQER | TKNASNEAAQ KQWK IIHED :221
Z. mays 4Ea: SCGRG----KS---DTF MLH HEAV/[e=QFD----YGDE GKQER | TKNAANEAAQ KQWK] IVHDD :204
A. thaliana (is0)4E : VVTAN----RKEALDKG {LE QFD----EADE ASVizP---QSKQDK | TRTKSNEAVL KKWK NNHDD :190
Z. mays (iso)4E : --PCN----RKATFETM LE QFD----ETED ARGDK & TRTASNEAVQ KKWK TFHDD :202
S. ponbe 4E1: QNKGR----GGNALDEM WLTT\EAN(=TLDP---TGQE KGFYR [§ TKSCNNREVL TRFKQ SAHED :203
S. cerevisiae 4E: QLRGK----- GADIDEL LRTEEAV/E=TIDE---DDSQ KGGNKFA TKS-EDKEPLLREGGKFK FPHSS :201
M nuscul us 4E-2A: RLRKG------- LASRC ENLIE nMLG ‘QFMV----GEE FQEDI | NKTASDQATT DTLRR KTHTD :219
C. intestinalis 4E-2 RLRKG------ LVARC MEN |EAV el QFMV----GDE FQEDI | NRSANESQVTS$RDTLCR KTHNE :203
D. nel anogaster 4E-2 RLRKN------- KVDRA MENVIQFLV----GDE YPEDS |§ HRTATDMTST DTLRR KIHCD :209
C. elegans IFE-4 : RLKKG------- LSTRI MEN LWIIGE QFLV----GDE NQEDI | NRNADDTPVTNIRETLRS KRHDD :195
A. thaliana nCBP: RFSKV------- VSARF EDLEEARY[€]IQLDD----ADN FNEDI | NRNASDHQAVIRDSIKR KPHDA :206
Z. mays nCBP. RFKKA------- VSGRF ED AY{e I QLEY----SDD FNEDI [§ NRNASDHQAVIMRDSIKR KPHDA :214
C. posadasii nCBP4E2 RLKKG------- VADRY EDLAHAV/[€BQFAE---ASDE SGEDV [ TR--IDGGRNIK HRETMKR KSHDD :162
M nuscul us 4E-3: KVPKD------- STSTV KELEEAT|[®SQFTDCAAAD DREDV v NVNASLVG-EAYV/LEKIHQ AYRIKPHEE :195
C. intestinalis 4E-3 RCHKS------- VTDNV NELEESAIE=QFTGYVNKG KNDDL NINSSNIE-QCKY/LEKIKEV KPHQL :204
C. parvumunc. : RAWQS--SVVPGELDTMUNNLYEAY(JGSLEN----SSI (LGGNK-GNI FSDFSNQSAHQAKEIETL |\SSLLDGTSCEPPHFE :228
P. falciparumunc. : KILPK--DYPYSQIDEF NN LﬁIIG CSLKH----YDL (LSTTRYGYI YTTITDESVKNYERKDLEERCNRIDGST([EPPRVK :220

Figura 2.7 Clasificacion de los miembros de la familia elF4E por Joshi et al. Se comparan los nicleos de las secuencias
analizadas. Los residuos en los que se baso la clasificacion fueron los equivalentes a Trp43 y Trp56 de H. sapiens. La clase | (azul)
contiene residuos Trp en las posiciones indicadas para elF4E de humano. La clase Il (verde) contiene Tyr, Phe o Leu en lugar del Trp43 y
Tyr o Phe en lugar de Trp56. En la clase Ill (rojo) el Trp en la posicién Trp43 se conserva, y en lugar del Trp56, contienen Cys o Tyr.
(Joshi et al, 2005).
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2.6 La familia elF4E y la traduccion en plantas

La familia elF4E de plantas estd conformada por los factores elF4E,
elF(iso)4E y nCBP. No se conoce la razon de la existencia de diferentes
isoformas, pero los estudios en plantas sugieren la posibilidad de discriminacion
de mRNAs para ser traducidos preferencialmente por alguno de los miembros de
la familia elF4E de plantas, o para estimular o reprimir la traduccibn mediante

interacciones directas con el cuerpo de los mMRNAS.

elF(iso)4E posee una similitud del 50 % respecto a elF4E y un peso
molecular de 24 kDa y forma el complejo elF(iso)4F con la proteina elF(is0)4G.
Este complejo tiene una actividad similar al complejo elF4F (elF4E + elF4G), en
experimentos in vitro. La proteina elF(iso)4G difiere de elF4G en peso molecular,
86 kDa y 180 kDa, respectivamente, y en la ausencia de un fragmento hacia el
extremo N-terminal, sugiriendo que los mecanismos de regulacion entre estas dos
proteinas pudieran ser muy diferentes. También, se ha demostrado la posibilidad
de intercambio entre los componentes de los complejos elF4F y elF(iso)4F y la
discriminaciéon de mRNAs in vitro. (Browning, 2004). Los aminoacidos encargados
de reconocer y formar interacciones 1t con 5’ cap son los residuos Trp46 y Trp92

(numeracion correspondiente a elF4E de trigo; ver figuras 2.5y 2.7).

H serminacion 6 9 17 M
_— . . elFisodE
Western B
Blot - . elF4E
i elFiscdE
[55]-Met e — P

Figura 2.8 Niveles de las proteinas elF4E y elF(iso)4E en ejes embrionarios de maiz
durante la germinacion. Los niveles de elF(iso)4E son altos desde las primeras horas post
imbibicién y mientras que elF4E incrementa mucho sus niveles después de 24 horas. (Dinkova et
al, 2000).
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Estudios realizados en una cepa de Sacharomyces cerevisiae carente de
elF4E endogeno, la cual fue transformada tanto con elF4E como con elF(iso)4E
proveniente de A. thaliana, demostraron un crecimiento mucho mas lento de la
levadura transformada con elF(iso)4E en comparacion con elF4E (Rodriguez et al,
1998). Estos resultados demuestran la efectividad del factor elF(iso)4E para
soportar la traduccion general in vivo de la levadura, pero también parecen sugerir
una menor eficacia con respecto a elF4E. Sin embargo, no debe olvidarse que
probablemente los mMRNAs de levadura no sean equiparables a los
correspondientes en A. thaliana (Rhoads et al, 2007). En ejes de maiz (figura 2.8)
se ha demostrado que el factor elF(is0)4E se encuentra presente y sintetizandose
activamente desde las primeras horas de germinacion, mientras que elF4E se
encuentra en menor cantidad y con una sintesis de novo menos activa (Dinkova et
al, 2000).

*1 *2 *3

Ar nCBP MEVLDRRDDEIRDSGNMDSIKSHYVTDSVSEERRSTELKDGLHBLRVMKRARRTPGVRNBSYEDNIKKMVEFSTVEG 80

Wh MTEDTEMRPASAGAEEREEGELADDGDGSSAAAAGRITA---HENAWTEWFDNPQQKSRQVAWGSTIKPIHTFSTVED 77

Whiso4E MAEVEAALPVAATETPEVAAEGDAGAAEAKGP-------- --HKLQRQWTEWYDIQTKPKPGAAWGTSLKKGYTFDTVEE 70

Mouse4E MATVEPETTPTTNPPPAEEEKTESNQEVANPEHYIK------ HPLONRWALWFFKND---KSKTWQANLRLISKFDTVED 71

Yeast MSVEEVSKKFEENVSVDDTTATPKTVLSDSAHFDVK------ HPLNTKWTLEWYTKPAVD-KSESWSDLLRPVTSFQTVEE 73
*4 *5 *6 *7

Ar nCBP FWACYCMLARSSLLPSPTDLHFFKDGIRPLWEDGANCNGGKWIIRFSK/SAREWEDLLLALVGDQLDDADNI-CG 156
Wh 4E FWGLYNNIHNPSKLNVGADFHCFKNKIEPKWEDPICANGGKBCGR----GKSDTFWLHTLLAMIGEQFDFGDEI-CG 153
Whiso4E FWGLYDQIFRPSKLVGSADFHLFKAGVEPKWEDPECANKG®TVISSRK---TNLDTMWLETCMALIGEQFDRSQEI-CG 147
Mouse4dE FWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLFKDGIEPKWEDEKNKRRBLITLNKQQRRSDLDRFWLETLLCLIGESFDDYSDDVCG 151
Yeast FWAINQNIPEPKELPLKSDYHVFRNDVRPEWEDEANAKGGKYFQLRGKG—-ADIDELWLRTLLAVIGETIDEDDSQING 151

*8

Ar nCBP AVLSVRFNEDIISVWNRNASDHQAVMGLRDSIKRHLKLPHAYVMEY KRIRDANSSYRNTWLRQ 221
Wh 4E AVVSVRQKQERVAIWTKNAANEAAQISIGKQWKEFLDYKD$sFIVHEDAKRSDKGPKNRYTV 215
Whiso4E VVASVRQRQDKLSLWTKTASNEAVQVDIGKKWKEVIDYKBMVYSFHDDSRSQKPSRGGRYTV 209
Mouse AVVNVRAKGDKIAIWTTECENRDAVTHIGRVYKERLGLPPRAIIGYQSHADTATKSGSTTKNRFVV 217
Yeast VVLSIRKGGNKFALWTKS-EDKEPLLRIGGKFKQVLKLTDDGILEFFPHSSANGRHPQPSITL--- 213

Figura 2.9 Comparacion de la secuencia de nCBP de A. thaliana con otras secuencias. De
acuerdo a la clasificacion de Joshi et al (2005), nCBP pertenece a la clase Il y posee en las
posiciones equivalentes a Trp43 y Trp56 de humano a Phe y Tyr respectivamente. (modificado de
Ruud et al, 1998).

Hace poco mas de diez afios, se descubri6 en A. thaliana una nueva
proteina tipo elF4E capaz de unir a 5’ cap pero claramente diferente de elF4E y
elF(iso)4E, la proteina nCBP (novel Cap Binding Protein), que también se
encuentra en todas las plantas superiores. nCBP pertenece a la clase Il, de
acuerdo a la clasificacion de Joshi (ver figura 2.9) y tiene sustituidos dos de los

ocho triptéfanos que conforman el ndcleo de las proteinas elF4E por Phe y Tyr.
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Este ultimo Trp participa directamente en las interacciones 1t con el catién 5’ cap, y
presenta un 58 % de similitud y un 32 % de identidad con elF4E (Joshi et al,
2005). Se ha comprobado su capacidad de unir a 5 cap a través de la
determinacion de las constantes de disociacién para la union nCBP-5’ cap, las que
revelan una afinidad 20 veces mayor por 5’ cap que lo observado con elF(iso)4E.
También se demostrd, en un sistema de doble hibrido, que nCBP es capaz de
formar un complejo funcional con el factor elF(is0)4G y soportar la traduccion in
vitro, pero solo al 30 % de actividad al compararla con elF(iso)4E, lo que sugiere
que probablemente participe regulando y secuestrando diversos mensajeros (Ruud
et al, 1998).

En nuestro laboratorio, se ha obtenido y estudiado la mutante homéciga nula
de nCBP (Hidalgo, 2007; De la Torre, 2009). Se sabe que presenta un retraso en
la floracion de aproximadamente 10 dias respecto a plantas silvestres en
condiciones de dia corto o dia largo (ver figura 2.10). En experimentos dirigidos
hacia la dilucidacion de los mecanismos por los cuales este retraso se presenta,
se encontr6 que nCBP probablemente esta participando en la regulacién de las
vias de floracion, particularmente en la via autbnoma. La mutante presenta a los
mensajeros de los genes FCA disminuido (via autdbnoma), FLC aumentado (via
autébnoma, via de vernalizacion) y AGL28 disminuido (via autonoma; De la Torre,
2009).

72 dias
Figura 2.10 Fenotipo de mutantes homdcigas nulas de nCBP. Las plantas mutantes

presentan un retraso de aproximadamente 10 dias en la aparicion de inflorescencia con respecto a
plantas silvestres. (Hidalgo, 2007; De la Torre, 2009).
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Figura 2. 11 Expresion diferencial de los miembros de la familia elF4E en A. thaliana a

nivel
www.arabidopsis.orq).

mRNA (A) y proteina (B) en diferentes

tejidos de

la planta (Fuente: TAIR,
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Los niveles de expresion de mRNA y proteina para los diferentes miembros
de la familia elF4E en A. thaliana pueden observarse en la figura 2.11. Como ya se
habia hecho ver anteriormente, las cantidades de mensajero no correlacionan con
las cantidades de proteina en los distintos tejidos de la planta. De manera general,
puede notarse que el MRNA de elF4E se encuentra expresado practicamente en
todos los tejidos y en una cantidad importante, no asi la proteina que,
principalmente, se sintetiza en cultivos celulares y en flores y silicuas. elF(iso)4E
se expresa, a nivel mRNA, en todos los tejidos, aunque en menor cantidad que
elF4E, la proteina lo hace mayoritariamente en raiz y botones florales, en menor
proporcion en silicuas y muy poco en cultivos celulares. El mRNA de nCBP se
encuentra expresado muy fuertemente en callo y raiz, y se distribuye
homogéneamente en el resto de los tejidos. nCBP como proteina se localiza
particularmente en botones florales, flores abiertas y raices de 23 dias. La
diferente distribucion de mRNA y proteina de estos factores nos sugiere modelos
y mecanismos de regulacion a través de la estabilidad, las actividades especificas
de cada factor y de los distintos patrones de traduccion de cada uno de ellos

(TAIR, www.arabidopsis.org).

Aungue los ribosomas de las plantas tienen una arquitectura similar a la de
los mamiferos, asi como las proteinas ribosomales mantienen un alto grado de
identidad con las de otros organismos eucariotes, la regulacion de la traduccion a
través de los factores de iniciacion en eucariontes puede presentar diferentes
estrategias en los distintos organismos. Prueba de esto son los intentos fallidos de
detectar proteinas similares a las 4E-BPs de mamiferos en plantas. Mediante
ensayos de traduccion in vitro de los mensajes almacenados en ejes embrionarios
de maiz, se demostr6 que en este grupo de mensajes se sintetizan diferentes
patrones de proteinas dependiendo de la presencia de uno u otro de los factores
elF4E o elFiso4E. Esto sugiere que la regulaciéon de la traduccion puede llevarse a
cabo mediante la discriminacion de mensajeros por estos factores y, a su vez, por
las cantidades y distribucion de los miembros de la familia elF4E en distintos

tejidos de las plantas. También se ha demostrado la traduccion de otros
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mensajeros en ausencia de cualquiera de las proteinas elF4E, sugiriendo que en
plantas también se desarrolla la traduccién cap independiente via IRES (Internal
Ribosomal Entry Site, sitio de entrada interna al ribosoma), que son estructuras
secundarias hacia el extremo 5 UTR que permiten el reclutamiento de forma
directa de la subunidad ribosomal 40S y que pueden traducirse sin interacciones
con la estructura 5’ cap. La traduccion por esta via se activa bajo condiciones de
estrés ambiental, temperaturas elevadas, disponibilidad de nutrientes baja y en
algunas etapas del desarrollo celular, cuando se inhibe la traduccion cap

dependiente (Dinkova et al, 2005; Sanchez de Jiménez et al, 2005).

Finalmente, de manera similar a la regulacién por la ruta mTOR en
mamiferos, que modifica los niveles de fosforilacion de las proteinas 4E-BPs, se
ha encontrado una proteina en maiz que tiene actividad similar a la insulina
(denomida ZmIGF), que induce la fosforilacién de ZmS6K (una cinasa) a través de
la ruta de mTOR y que, a su vez, favorece la traduccion de ciertos mRNAs
llamados TOP (track of pyrimidines), por tener una secuencia rica en pirimidinas
hacia el extremo 5’ UTR (Garcia-Flores et al, 2001; Rhoads et al, 2007).

2.7 El factor de inicio de traduccién elF(iso)4E de A. thaliana

EcoR Vv

dupm) dSpm dapemil

EFAR Y535

Bgill Bgin EcwRV  Bgli  Bgin

Figura 2.12 Diagrama de la region codificadora de AtelF(iso)4E interrumpida en el segundo
exoén (cuadros oscuros) por la insercién del transposén Spm. (Duprat 2002).

Duprat et al (2002) obtuvieron una mutante homéciga nula del factor
elF(iso)4E a través de la insercion del elemento defectuoso dSpm (un transposon)

en el segundo exén de la secuencia que codifica a elF(iso)4E (figura 2.12). Este
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transposon impide la sintesis de elF(iso)4E y posee, como marcadores de

seleccion, genes para la resistencia al herbicida BASTA y espectinomicina.

Esta mutante no presenta un fenotipo diferente evidente respecto a plantas
silvestres (WT), bajo condiciones normales de crecimiento (figura 2.13). El
desarrollo de la roseta, de inflorescencias, de flores, silicuas y la generacion de
semillas viables no se ve alterado por esta mutacion. La ausencia de un fenotipo
evidente y los reportes previos que indican un crecimiento mas lento en la
complementaciéon con elF(iso)4E de S. cerevisiae carente de elF4E (Rodriguez et
al, 1998) podrian sugerir funciones redundantes para este factor; sin embargo, la
distribucion diferencial tanto de mRNA como de proteinas observada en la figura
2.11 y los distintos patrones estudiados de traduccion de mensajeros in vitro
(Sanchez de Jiménez et al, 2005) sugieren una funcion particular para elF(iso)4E.

Figura 2.13 Fenotipo de la mutante elF(iso)4E -/-. Los nimeros impares representan
plantas WT y los pares a la linea mutante nula. No se observan diferencias significativas en
roseta, nimero de hojas, inflorescencias y ambas lineas generan semillas viables (Duprat et al,
2002).
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Con el objetivo de encontrar saber si elF(iso)4E tiene una funcidn
especifica, en el laboratorio se han realizado estudios en la mutante nula de
elF(iso)4E. Se compararon los fenotipos de plantas elF(iso)4E -/- y WT bajo
diferentes condiciones. Los resultados mostraron que la mutante nula presenta
una raiz principal de mayor longitud, con 1 cm respecto a WT (ver figura 2.14),
bajo condiciones normales, condicién que se revierte en deficiencia de fdsforo.
Adicionalmente, se probaron condiciones de deficiencia de otros nutrientes con lo
que se confirmo que el efecto es debido a la ausencia de fosforo (Martinez, 2008,

no publicado).

Analisis hechos por microarreglos en RNA total y RNA polisomal han
demostrado que un conjunto de 80 mMRNAs disminuyen su traduccion en la
mutante de elF(iso)4E (Martinez, 2008, no publicado). En contraste, también se
encontr6 un grupo de 48 mensajeros que vieron incrementada su traduccion,
probablemente, por la sobre expresiéon del factor elF4E que se presenta en la linea
mutante nula (Duprat et al, 2002). Los mRNAs afectados no pertenecen
especificamente a alguna via metabdlica o tejido de la planta, aunque un elevado
porcentaje de los que disminuyeron su traduccién se expresan diferencialmente en

raiz (Martinez, 2008, no publicado).

Figura 2.14 Longitud de la raiz principal de plantulas elF(iso)4E -/- y WT de 20 dias de
edad bajo condiciones normales y en deficiencia de fosforo. Las plantas mutantes elF(iso)4E -/-
presentan un crecimiento en promedio de 1cm extra comparado con plantas WT (Martinez, 2008).
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El equipo de Duprat (2002) encontré que la mutante elF(iso)4E -/- es
resistente a la infeccion de los potyvirus (virus de RNA de cadena sencilla, sentido
positivo, con la proteina VPg enlazada al extremo 5" UTR en la lugar de poseer la
estructura 5’ cap) TuMV y LMV (figura 2.15). Existen varios reportes que describen
interacciones entre la proteina VPg de varios potyvirus y el factor de inicio elF4E,
o su isoforma elF(iso)4E, tanto en sistemas de doble hibrido, como en
determinaciones de las constantes cinéticas (Miyoshi et al, 2008; Robaglia y
Caranta, 2006).
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Figura 2.15 Ensayos de infeccibn con potyvirus (TuMV y LMV) en plantas WT vy
elF(iso)4E-/-. A) Las plantas silvestres presentan sintomas evidentes de infeccidn por potyvirus,
las plantas homocigas nulas no. B) Deteccion de RNA viral a 15 dpi de los potyvirus TuMV y LMV
en hojas locales y sistémicas de plantas infectadas. Carril 1: control sin RNA; carril 2: hojas
locales WT inoculadas con agua; carril 3: RNA de hojas sistémicas WT infectadas; carril 4 RNA de
hojas locales elF(iso)4E -/- inoculadas; carril 5: RNA de hoja local de plantas WT inoculadas; carril
6: marcador de pesos moleculares. (tomado de Duprat et al, 2002).

El rol biogquimico preciso de elF(iso)4E y de otros factores de inicio, en la
infeccidn de potyvirus, no ha sido definido. Hasta el momento, se han planteado

las siguientes hipotesis:

1) La VPg podria funcionar mimetizando las funciones de 5’ cap, reclutando
en el RNA viral la maquinaria del inicio de la traduccion; sin embargo, se sabe que
la region 5° UTR de TuMV soporta el inicio de la traduccion a través de IRES
(Carrington y Freed, 1990).
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2) La interaccion VPg-elF(iso)4E podria jugar también un papel importante
en la replicacion del genoma. En el modelo de la replicacion de los picornavirus, la
VPg uridilada funciona como oligonucleétido para la sintesis de la cadena
complementaria. elF4E, a través de la interacciéon con elF4G, se encuentra
cercano a PABP, asi la VPg, que actuaria como oligonucledtido, podria estar
posicionada cerca del tracto de la poli A viral y, a través de su interaccion con
elF4E, facilitar el inicio de la replicacion de RNA. En apoyo a este modelo, la
uridilacion por la polimerasa viral NIb ha sido demostrada y también la existencia
de complejos conteniendo a VPg, NIb, elF4E y PABP (Herold y Andino, 2001).

3) Una tercera hipétesis ha sido propuesta, en la cual se plantea que
elF(iso)4E podria favorecer el movimiento célula a célula del virus (Robaglia y
Caranta, 2006). En apoyo a esta ultima hipotesis, en nuestro laboratorio se ha
encontrado que las mutantes elF(iso)4E -/- permiten la traduccion activa del RNA
viral del potyvirus TEV, pero no su movimiento célula a distancia, razén por la cual
siguen investigandose los posibles funciones que pueda ejercer el factor

elF(iso)4E en el movimiento viral (Contreras, 2008).

2.9 Transformacién de A. thaliana por insercion de T-DNA con

Agrobacterium tumefaciens

El proceso de transformacidon genética es un evento que se presenta en
forma natural en algunos seres vivos y origina cambios importantes en sus
caracteristicas. Los procesos de infeccion viral y la resistencia adquirida de las
bacterias son ejemplos muy claros. Sin embargo, un proceso también comun es la
transferencia y transformacion genética llevada a cabo por las bacterias del género
Agrobacterium (A. rhyzogenes, A. tumefaciens y A. vitis) sobre organismos
eucariontes, especificamente plantas y algunos hongos. Este grupo de bacterias
pertenece a la familia Rhizobiaceae, donde también se incluyen A. rhizobium y
Phyllobacterium. Agrobaterium sp. abarca bacterias patdgenas, gram-negativas,

no esporulantes, méviles, que crecen en el suelo. Inicialmente, estas bacterias
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fueron conocidas por su capacidad de provocar tumores en plantas, pero estudios
moleculares, por su parte, demostraron que estas bacterias son Unicas por su
habilidad de transferir material genético entre especies de diferentes reinos, en
este caso, entre procariontes y plantas. Esta caracteristica es utilizada
comunmente como herramienta biotecnolégica para la introducciéon de material

genético en Arabidopsis thaliana, como se realizé en este trabajo también.

Las Agrobacterium sp, ademas de su cromosoma circular, poseen un
plasmido extracromosomal con un tamafio aproximado de 200 kb, el cual, por ser
responsable de los efectos oncogénicos, se ha denominado plasmido Ti (Tumor
inducing, inductor de tumores). Este plasmido contiene una secuencia de DNA
llamada T-DNA (Transferred DNA, DNA transferido), que estad delimitada hacia
ambos extremos por una franja repetida de 25 pares de bases, de un tamafo
aproximado de 35 kb. La informacién genética transferida incluye genes para la
sintesis de metabolitos (tiles para la bacteria (opinas: octopina, nopalina,
cucumopina, agropina, succinamopina, entre otros) y sintesis de fitorreguladores.
En otra parte del plasmido, se encuentran los genes virA y virG, cuyos productos

intervienen en la transduccién de sefiales de la bacteria.

El proceso de transferencia de T-DNA se describe a continuacion (Chi
Manzanero et al, 2004): en el momento en que la planta sufre dafio mecanico, las
células del &rea dafada liberan una serie de compuestos fendlicos (acetosiringona
principalmente), los cuales son detectados por A. tumefaciens, que le indican el
sitio de posible invasion y posterior infeccion, como se ilustra en la figura 2.16.
Posteriormente, los compuestos fendlicos interactian con VirA, la cual se
autofosforila y actia sobre la proteina citoplasmica VirG, fosforilandola. A su vez,
ésta modula la expresion de los genes de virulencia de la bacteria, el operon Vir,
ubicado en el plasmido Ti (figura 2.16, etapa Il). Luego se genera una cadena
sencilla de T-DNA por la acciéon de las nucleasas VirD2 y VirD1, las cuales cortan
y relajan la doble cadena, generando una hebra complementaria. La proteina

VirD2 se une a la hebra T en su extremo 5’, mientras que un conjunto de proteinas
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VirE2 se unen al resto de la hebra. Estos tres elementos conforman el complejo de

transferencia (figura 2.16, etapa lIll).

En el caso especifico de A. tumefaciens, el pilus de infeccion, estructura en
forma de filamento que se proyecta de la superficie de la bacteria hacia el exterior
y que la comunica con la célula vegetal, estd formado por las proteinas VirB2 y
VirB5, asi como por otras proteinas, principalmente VirB4 y VirB11, con actividad
de ATPasa. Otras proteinas involucradas son VirB6, VirB7 y VirB9, que forman un
canal de transporte en la membrana celular bacteriana (figura 2.16, etapa V).

Compuestos fenalicos

Regiﬂn‘dir \“*1-III'IIII--I-I--|-IIII
‘Eig Citoplasma
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Compleja T
inmaduro  VirD

Membrana plasmica
EEEEEFEEFEANEENREENEENEEEEN

ENEENFEEENNEREENEERAENENEEEEEREN
Pared celular

Agrobacterium spp Célula vegetal

Figura 2.16 Modelo del proceso de infeccion de células vegetales por Agrobacterium
tumefaciens. Etapa |, percepcion de compuestos fendlicos y adhesién de la bacteria a la pared
celular. Etapa Il, modulacién de la expresion de los genes de virulencia de la bacteria. Etapa lll,
formacion del complejo de transferencia de T-DNA. Etapa IV, formacién de un canal de transporte
en la membrana celular bacteriana. Etapa V, integracion del T-DNA al genoma de la célula vegetal
(tomado de Chi Manzanero, 2004).
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La entrada del complejo de transferencia del T-DNA es facilitada por las
proteinas VirD2 y VirE2, que poseen sefiales de localizacion nuclear que permiten
dirigirlas y transportarlas al nacleo (figura 2.16, etapa V). Una vez dentro, el
complejo es liberado de estas proteinas, probablemente a través del complejo SCF;r
ubiquitina. EI T-DNA después es procesado por la maquinaria de reparacion de DNA
de la célula vegetal, para convertirlo en un intermediario de doble cadena y ser
reconocido por proteinas como la histona H2A (Mysore et al., 1998), la histona H3
(Anand et al., 2007) y KU8O (Li et al., 2005) quienes lo integran al cromosoma de la
planta (Anand et al. 2007).

La transformacion de Arabidopsis thaliana por la insercion de T-DNA ha sido
ampliamente utilizada para generar colecciones de lineas transgénicas. La
metodologia mas sencilla es la reportada por Clough y Bent (1998), en la cual se
sumergen los botones florales de la planta en suspensiones de A. tumefaciens
modificados con algun vector de interés. Es fundamental aclarar que la insercion
de este T-DNA en el genoma de la planta se realiza de manera aleatoria, debido a
que no es posible controlar la integracion del mismo al cromosoma. Por estas
razones, es muy importante conocer la regién de insercion, para lo cual se han
desarrollado técnicas como la descrita por Malley et al.(2007), en la que se realiza
una digestion exhaustiva del DNA gendmico con enzimas de restriccion, una
ligacion con adaptadores, una amplificacion por PCR utilizando oligonucleétidos
especificos del T-DNA y de algun adaptador, y una posterior secuenciacion del
fragmento amplificado.
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Si la regulacion de mRNAs mediada por elF(iso)4E desempeia alguna
funcién particular dentro del ciclo de vida de Arabidopsis, entonces, al sobre
expresar esta proteina en las plantas silvestres, se observara reversion de los
efectos detectados en ausencia de la misma (fenotipo de raiz principal,
selectividad de la traduccidon de algunos mensajeros y resistencia a la infeccion por

potyvirus) y los efectos directos e indirectos de este factor se veran aumentados.

OBJETIVO GENERAL

Expresar elFiso4E bajo el promotor 35S y fusionado a la proteina verde
fluorescente (GFP) en plantas de A. thaliana silvestres y mutantes para
elF(iso)4E.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Amplificar por RT-PCR el fragmento de cDNA que codifica para el factor
elFiso4E, y purificarlo.

2. Preparar vectores adecuados que contengan el gen que codifica para
elFiso4E-GFP bajo el promotor 35S, y realizar la transformaciéon de A.
tumefaciens.

3. Transformar plantas de A. thaliana mediante cultivos de A. tumefaciens
modificados.

4. Corroborar a nivel DNA, RNA y proteina la transformacion genética de las
plantas.

5. Estudiar el fenotipo de las plantas transgénicas obtenidas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO VEGETAL

3.1.1 Semillas de Arabidopsis thaliana

Para la elaboracién de este proyecto, se utiliz6 la planta Arabidopsis
thaliana, ecotipo Columbia (Col-0), tanto para plantas silvestres (WT) como
mutantes. La mutante homdciga nula de elF(iso)4E que se adquirid, presenta
insercion de un transposén en el segundo exén de la region codificadora de
AtelF(iso)4E (ver figura 2.12), impidiendo la sintesis del factor elF(iso)4E (Duprat
2002).

Durante el desarrollo de este trabajo también se han generado lineas
transgénicas, cuyas caracteristicas se detallaran a fondo en la seccién de

resultados.

3.1.1.1 Siembra de semillas en tierra. Condiciones de cultivo

Para sembrar semillas en tierra, se preparé una mezcla de sustratos
Metromix 200, humedecida con agua destilada, y se reparti6 en macetas
pequefias de plastico. Las semillas se esparcieron sobre la mezcla de sustratos y
se colocaron en oscuridad a 4 °C por 48 horas (vernalizacién). Posteriormente, se
llevaron al invernadero a 22 °C bajo cualquiera de los dos fotoperiodos
disponibles: dia corto (16 horas oscuridad y 8 horas de luz) para favorecer la
formacion de la roseta, o dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) para la
rapida formacion de inflorescencias. Las macetas se cubrieron por 2 semanas con
un domo de plastico para favorecer las condiciones de humedad. Después se
retird el domo y se agregaron 5 unidades del fertilizante Osmocote® 13:13:13 por
maceta. Las plantas fueron regadas cada dos dias con agua potable.
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Durante la floracion se colocd una cubierta de celofan en cada planta,
impidiendo la entrada de polen extrafio y la contaminacion via la modificacion del
fondo genético, asegurando asi la autofecundacion. Cuando las silicuas (frutos) se
formaron, se dejaron secar las plantas por una semana para poder colectar las
semillas, que fueron conservadas en tubos Eppendorf estériles, a 4° C, hasta su

nuevo uso.

3.1.1.2 Esterilizacién y siembra de semillas en med io Gamborg’'s B-5
sélido

La esterilizacion de semillas para siembra en medio sélido debe
realizarse en una campana de flujo laminar. Primero, las semillas se colocaron
en un tubo Eppendorf y se les agregé 1 mL de una disolucién al 20 % v/v de
NaClO comercial y 1 pL del tensoactivo tween 20 (c; 0.1%), se agitaron
vigorosamente con ayuda de un vortex por 20 minutos. Los tubos con semillas
se centrifugaron por 10 segundos en una picofuga y se elimind el
sobrenadante. Luego se les agregé 1 mL de la disolucion de NaClO al 20%,
se agitd vigorosamente por 10 minutos y se eliminé el sobrenadante. Las
semillas se enjuagaron 5 veces con 1 mL de H,O estéril para eliminar
completamente el NaClO y el Tween 20. Después, las semillas se
resuspendieron en 1 mL de H,O.

Las semillas esterilizadas fueron sembradas en cajas Petri con medio
Gamborg’s B-5 (3.2 g/L de polvo Gamborg’s B-5 de Sigma-Aldrich®; 1 % pl/v
sacarosa, pH 5.3 ajustado con disolucion 10 mM KOH, 1.5 % p/v agar
bacterioldgico) y los marcadores de seleccion apropiados (kanamicina o
BASTA, concentraciones finales 50 pg/mL 6 50 uM, respectivamente,
esterilizados previamente por filtracion), cuando fue necesario. Las cajas con
las semillas se cubrieron con papel aluminio y se mantuvieron a 4 C por 48

horas (vernalizacion). Después las placas se colocaron en cémaras de
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crecimiento bajo fotoperiodo de dia corto por tres semanas, luego de lo cual se
transplantaron las plantulas a macetas con la mezcla de sustratos Metromix
200 y se colocé el domo por una semana, para tener altas condiciones de

humedad.

3.1.1.3 Siembra de semillas en medio liquido. Condi  ciones de cultivo

La siembra de semillas en medio liquido tiene como finalidad facilitar la

recoleccion de la raiz en comparacién a como puede hacerse en medio sélido
Primeramente, se esterilizaron las semillas como se indicé en la seccion
3.1.1.2, y se colocaron aproximadamente 30 semillas en frascos de vidrio con
25mL de medio Gamborg’s B-5 liquido y se incubaron por dos semanas en
fotoperiodo de dia largo con agitacion de 100 rpm.
3.2 MATERIAL BIOLOGICO BACTERIANO

3.2.1 Escherichia coli

Tabla 3.1 Cepas de E. coli utilizadas.

Cepa Genotipo Uso Referencia
F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) Péogltj/lc_ﬂg;lzd(iesg;zslzmldﬁ ST-
DH5a U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) 2te|F(iso)4E y pBIN’ b Hanahan (1983)
hoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl : )
PROA SUp " OYIATeTe AtelF(is0)4E
F— gyrA462 endAl A(srl-recA) mcrB
mrr hsdS20(rB—, mB-) supE44 ara-14 | Produccion de vector
DB3.1 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 | pEarleyGate 103 Hanahan (1983)
A—leu mtll
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) _ _
®80lacZAM15 AlacX74 recAl Produccion de plasmidos
TOP10 araD139 A(araleu) AtelF(is0)4E-TOPO y Invitrogen®
7697 galU galK rpsL (StrR) endA1l pEarley-AtelF(iso)4E
nupG
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Las cepas utilizadas para la produccion de plasmidos han sido DH5aq,
DB3.1 y TOP10, cuyas caracteristicas mas importantes se resumen en la tabla
3.1

3.2.2 Agrobacterium tumefaciens

La cepa utilizada para la eficiente transformaciéon de A. thaliana es A.

tumefaciens Pvg2260/c58, resistente a rifampicina (Woods et al, 2001).

3.2.3 Cultivos en medio liquido

E. coli se cultivd a 37 °C, con agitacion de 200 rpm, en medio LB liquido (1
% pl/v bactotriptona, 0.5 % p/v extracto de levadura, 0.25 M NaCl, pH 7.0) con los
marcadores de seleccion de acuerdo al plasmido con el que las bacterias hayan
sido transformadas. El tiempo de incubacion depende de la densidad 6ptica que
se desea alcanzar; normalmente este tiempo fue de 12 horas para aislamiento de

plasmidos.

Tabla 3.2 Concentraciones de uso de antibidticos y otros compuestos
anadidos a cultivos bacterianos.

Compuesto Concentracion de uso
X-gal 0.1 mM
IPTG 40 pg/mL
Ampicilina 100 pg/mL
Kanamicina 50 pug/mL
Rifampicina 100 pg/mL

A. tumefaciens se cultivé en medio YM liquido (54.88 mM D-manitol, 0.04 %
p/v extracto de levadura, 2.5 mM NaCl, 1.15 mM K;HPO,4, 2 mM MgSO,) con los
marcadores de seleccion apropiados. Las condiciones de crecimiento fueron 28 °C
por 72 horas con agitacion de 200 rpm. También, es posible cultivarse en medio
LB con los marcadores de seleccidn. La cepa utilizada es resitente a rifampicina,

por lo que se afiadi6 este antibiético en todo cultivo de esta bacteria.
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3.2.4 Cultivos en medio sélido

Los cultivos en medio solido se prepararon utilizando medio LB o0 YM con 1
% p/v de agar bacteriolégico, junto con los marcadores de seleccién apropiados.
Las condiciones de crecimiento fueron 37 °C por 24 horas y 28 °C por 72 horas

para E. coli y A. tumefaciens, respectivamente.

3.3 MANIPULACION Y ANALISIS DE DNA

3.3.1 Plasmidos utilizados

Los pladsmidos que han sido utilizados en el desarrollo de este proyecto, no
construidos durante la realizacion del mismo, y sus caracteristicas mas relevantes

se resumen en la tabla 3.3.

3.3.2 Extraccion de plasmidos a partir de cultivos bacterianos.

3.3.2.1 Lisis alcalina por el método de Birnboim y Doyle

Esta metodologia ha sido empleada para la extraccion de plasmidos de
E. coli y A. tumefaciens crecidos en medio liquido. Primero se centrifugaron
cultivos bacterianos crecidos por toda la noche a 3000 rpm por 5 minutos. El
botén bacteriano se resuspendié en 100 pL de la disoluciéon 1 (50 mM glucosa,
25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0), y se agregaron 200 pL de la
disolucion 2 fresca (0.2 M NaOH, 34.67 mM SDS) para lisar las células, se
mezclé por inversion, y se incub6 5 minutos en hielo. Se agregaron 150 uL de

la disolucion 3 fria (3 M acetato de potasio, 0.2 M acido acético, pH 4.8) para
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Tabla 3.3 Plasmidos utilizados.

Plasmido Caracteristicas

Vector para clonacion de
PENTR /D- fragmentos originados por PCR

TOPO® y generar clona entrante
(Invitrogen) Gateway®. Resistencia a
kanamicina.

Vector destino Gateway® para
transformar plantas. Fusién a
promotor 35S. Fusion a

oEarleyGate103 | Proteina —reportera  GFP. ‘n?'v‘r':.”ée-'?'";.‘é::?":wj
Resistencia a kanamicina en :
bacterias, resistencia a o oo I
glufosinato de amonio en - GEHi)
plantas.

Vector para clonacién, por
apareamiento  con  timinas
libres, de fragmentos originados
por PCR. Resistencia a
ampicilina.

PGEM-TEasy ja¢2| |
Vector
(3015pb)

pGEM T-Easy®
(Promega)

Vector para fusién a proteina
pHBT reportera GFP. Promotor 35S.
Resistencia a ampicilina

Vector binario para s
transformacion de  plantas
(sitios LB y RB). Fusion a

promotor 3X35S. Resistencia a
kanamicina en plantas vy -
bacterias

M13 ori
la

NPTl

Ly

pBIN19

cl
Left Border

precipitar proteinas y DNA genomico o cromosomal, y se mezclg, tras lo cual
se colocé 10 minutos en hielo. Los tubos se centrifugaron a 14000 rpm por 10
minutos a 4 C y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregaron
40 pL de disolucién de Tris-HCI 1 M pH 8.0. El plasmido se extrajo agregando
400 pL de una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1), y

agitando en vortex por 15 segundos. Las fases se separaron centrifugando por
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dos minutos a 14000 rpm y se transfirio la fase acuosa (superior), que contenia

al pldsmido, a un tubo nuevo.

El DNA se precipitdé afladiendo 1 mL de EtOH absoluto frio, se incubo a
temperatura ambiente por diez minutos y luego se centrifugd a 14000 rpm por
10 minutos a 4 C. El sobrenadante se decantd y se lavo el pellet con EtOH al
80 % v/v. Finalmente, se elimind el EtOH al 80 % y el pellet se resuspendi6 en
40 uL de H,O-DEPC. Se afadieron después 3 uL de RNAsa A, incubando a 37
C por 30 minutos, con el propdsito de eliminar RNA . EI DNA plasmidico se

conservo a -20 °C hasta el momento de usarse.

3.3.2.2 Extraccion de plasmidos con alta pureza

La extraccion empleando el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System de Promega® se realizé para obtener altos niveles de
concentracion y pureza del plasmido a aislarse. Primero, se centrifugaron
cultivos crecidos por toda la noche por 5 minutos a 3000 rpm. Luego, se
resuspendié el pellet formado en 250 pL de la solucién de resuspension
celular, con ayuda del vortex. Se agregaron 250 pyL de la disoluciéon de lisis
celular a cada muestra y se mezclaron perfectamente los tubos por inversion.
Luego se agregaron 10 uL de la disolucién de proteasa alcalina y se centrifugo

por 10 minutos a 13200 rpm a temperatura ambiente.

Por otro lado, se inserté una columna en un tubo de recoleccion y se
decanto el lisado claro, producto de la centrifugacion, dentro de la columna. Se
centrifugé nuevamente a 13200 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente y se
elimind el liquido residual. La columna se lavo dos veces con 500 pyL de la
disolucion de lavado y se centrifugd a 13200 rpm por 2 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se coloco la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y

se eluyd el plasmido con 40 pL de agua libre de nucleasas, centrifugando a
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13200 rpm por 1 minuto. EI DNA extraido se almacené a -20 € hasta

utilizarse.

3.3.3 Extraccion y purificacion de DNA total de hoj  a, plantula y raiz de

A. thaliana

Este procedimiento se realizd utilizando el kit PUREGENE® DNA
Purification Kit de Gentra Systems®. Primero, se pulverizo el tejido (100 mg)
con nitrégeno liquido, en un tubo Eppendorf y con ayuda de un pistilo estéril.
Luego, se agregaron 600 pL de la disolucién de lisis celular y se mezclé en
vortex por 5 segundos. El lisado celular se incubé a 65 °C por 60 minutos,

invirtiendo el tubo cada 30 minutos para homogenizar la muestra.

A cada tubo se le afiadieron 3 pL de la disolucién de RNasa A, y se
incub6 a 37 °C por 15 minutos. Los tubos luego se enfriaron a temperatura
ambiente, y se agregaron 200 pL de la disolucion de precipitacion de
proteinas, tras lo cual se mezclé en vortex por 20 segundos. Los tubos se
incubaron en hielo por 15 minutos y fueron centrifugados a 14000 x g por 3
minutos. Las proteinas precipitadas formaron un pellet verde. Se transfirid el
sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf con 600 uL de isopropanol absoluto,
se mezclé por inversion 50 veces y luego se centrifugd a 14000 x g por 1
minuto. En este punto, el DNA fue visible como un pellet blanco o ligeramente
verde. Se elimind el sobrenadante y se dejo secar el pellet por inversion sobre
una toalla por 2 minutos, luego se lavo con 600 pL de EtOH al 80 % vl/v, tras lo
cual se centrifugd nuevamente a 14000 x g por 1 minuto. El pellet se dejé
secar sobre una toalla de papel. Finalmente, se agregaron 40 uL de la solucién
de hidratacion y se incub6 por 10 minutos a 65 °C. El DNA extraido se

conservo a -20 °C hasta el momento de ser utilizado.

3.3.4 Cuantificacion de DNA
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La cuantificacion de DNA se llevo a cabo utilizando un espectrofotometro
UV-Visible, midiendo el valor de absorbancia a 260 nm. Se utiliz6 una celda
especial de cuarzo, en donde se colocaron 100 pL de una dilucién 1:100 de la
disolucidon concentrada de DNA y, tomando como blanco agua estéril, se aplico la

siguiente ecuacion:

[DNA]= Azsonm X 50 pg/mL

También es importante considerar la lectura a 280 nm (proteinas) y el
cociente Azgonm/Azs0nm, CUYO Valor esta relacionado con la pureza del DNA, que es

Optima si este coeficiente es mayor a 2.

3.3.5 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para analizar DNA gendmico total o plasmidos por electroforesis, se
prepararon geles con diferentes concentraciones de agarosa en buffer 0.5 X TBE
(44.5 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 44.5 mM &cido bdrico, pH 8.0), de acuerdo al
tamafio de las bandas que esperan observarse, y se afiadié6 bromuro de etidio
para obtener una concentracion final de 0.5 pg/mL. Las muestras analizadas
contenian un volumen de buffer de carga (glicerol 50 % v/v, 1 mM EDTA, 0.25 %
p/v azul de bromofenol, 0.25 % p/v xilencianol) equivalente a la décima parte del
volumen total de la muestra. También, se incluyd el marcador adecuado de pesos
moleculares (Tracklt 1kb DNA Ladder® 6 Tracklt 100bp DNA Ladder®, ambos de
Invitrogen®). El buffer de corrida fue la disolucion 0.5 X de TBE. La electroforesis
se llevd a cabo en camaras de electroforesis horizontal, Mini-Sub® Cell GT de
BIO-RAD, con un voltaje que puede variar entre los 50 y 90 V, de acuerdo con la
velocidad deseada de corrida.

3.3.6 Amplificacidon de fragmentos de DNA por PCR
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La técnica de PCR sirve para sintetizar millones de copias de un fragmento
de DNA determinado sin necesidad de clonarlo, flanqueando los extremos con
iniciadores especificos. Las reacciones realizadas constaron de volumenes de 15
uL que contienen las siguientes cantidades de reactivos: 1.5 pL Buffer de PCR
10X, 0.3 pL dNTPs 10 mM, 0.45 uL MgSO, 50 mM, 0.3 pL oligonucledtido Fw 10
puM, 0.3 pL oligonucledtido Rv 10 puM, 0.2 uL Platinum® Tag DNA Polimerasa
(Invitrogen®) 5 U/uL y 1 pL de una dilucién 1:10 de DNA gendmico o plasmidico.

De manera general, primero se sometié el DNA a una desnaturalizacion de
5 minutos a 94 °C, para luego dar inicio a los 30 ciclos que fueron de 30 segundos
a 94 °C para desnaturalizacion del DNA, 1 minuto a 61 °C para el apareamiento de
oligonucledtidos con el DNA, 1 minuto a 72 °C para la extension por la Taq
polimerasa. Después de estos 30 ciclos, 1 minuto adicional a 72 °C y finalmente la
reaccion se detuvo a 4 °C. Los ciclos se llevaron a cabo en un termociclador
(Mastercycler gradient de Eppendorf®). Los productos de PCR fueron analizados
por electroforesis en gel de agarosa. Los oligonucleétidos empleados para PCR se

resumen en la tabla 3.4.

Amplificacion de fragmentos romos de DNA por PCR

La Taq DNA polimerasa de Invitrogen® afiade a las copias del fragmento de
DNA amplificado una unidad de adenina en cada extremo. Esto puede perjudicar
reacciones posteriores como es el caso de las clonaciones en vectores como
pPENTR D/TOPO®. Por esta razoén, se utilizé el kit Expand High Fidelity™ "> PCR
System de Roche® para generar copias con extremos romos. La composicion de
las reacciones estuvo dada por los siguientes reactivos para 50 pL: 10 uL Expand
HiFi"*Y® Reaction Buffer 5X, 1 uL PCR Nucleotide Mix 10 mM, 1 pL oligonucleétido
Fw 10 pM, 1 pL oligonucleétido Rv 10 pM, 0.5 pL (2.5 U) Expand HiFi"""® Enzyme
Blemd y 2 uL de una dilucion 1:10 de DNA. El programa en el termociclador fue el
mismo que el indicado arriba y los productos de PCR se analizaron por

electroforesis en gel de agarosa.
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Tabla 3.4 Secuencias de oligonucleétidos utilizados en las reacciones de
amplificacion PCR.

Oligonucleétido

Secuencia

Banda esperada

PENTR-Atiso4E 1 Fw
pPENTR-Atiso4E 2 Rv

5-CACCATGGCGACCGATGATGTG-3
5'- GACAGTGAACCGGCTTCTTCTGG-3'

598 pares de bases

PENTR-AtelF4E 1 Fw
PENTR-AtelF4E 2 Rv

5-CACCATGGCGGTAGAAGACACTCCC-3
5-AGCGGTGTAAGCGTTCTTTGCATTCC-3

709 pares de bases

PENTR-nCBP 1 Fw
PENTR-nCBP 2 Rv

5-CACCATGGCGGAGGTTTTGGATAGG-3
5-TCCTCTCAGCCATGTGTTTCTGTAGG-3

669 pares de bases

BAR A Fw
BAR B Rv

5-ACAGCGACCACGCTCTTGAA-3
5-TGCACCATCGTCAACCACTA-3

310 pares de bases

AtelF(iso)4E T1 Fw
AtelF(is0)4E T2 Rv

5-GGATCCGCGAAGAATATGGCGACCGATG-3'
5-CATGCCATGGCAGTGAACCGGCTTCTTCTG-3

576 pares de bases

GFP1 Fw

5-CTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTT-3

557 pares de bases

GFP2 Rv | 5-GTAAAAGGACAGGGCCATCGCC-3

3.3.7 Purificacion de fragmentos de DNA de geles de  agarosa

La purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa se realizo
utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit ® de QIAGen®. Primero, se cortd
cuidadosamente la banda deseada con una navaja y se colocé dentro de un tubo
Eppendorf, al cual se le agregaron 300 pL de buffer QG por cada 100 mg de
muestra. Los tubos se incubaron a 50 T por 10 minutos para disolver el gel,
mezclando cada 3 minutos en vortex. Luego, se decanté la mezcla dentro de una
columna QIAquick con tubo colector y se centrifugd a 13000 rpm por 1 minuto, se
desecho el liquido residual y se agregaron 500 pL de buffer QG para disolver
completamente la agarosa; se centrifugd nuevamente por 1 minuto a 13000 rpm.
Después, se lavo la columna con 750 pL de buffer PE (EtOH afiadido) v,
finalmente, se eluyo el plasmido con 30 pL del buffer de elucion, incubando por 1
minuto a temperatura ambiente y centrifugando por 1 minuto a 13000 rpm,
cambiando el tubo colector por un tubo Eppendorf de 1.5 mL. EI DNA purificado se

analizé por electroforesis en gel de agarosa y se conservo a -20 C hasta su uso.

3.3.8 Reacciones de restriccion de DNA
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La digestion de plasmidos con enzimas de restriccion se llevd a cabo
incubando de 500 ng a 1 ug de DNA (de 1 a 15 pL de disolucién de plasmido) con
5 U de la(s) enzima(s) (1 pL por cada enzima) correspondiente(s), en un tubo con
2 pL del buffer de digestion 10 X adecuado, segun las enzimas utilizadas y la
cantidad de agua estéril requerida para un total de 20 uL de reaccién. La digestion
se incub6 a 37 °C por 12 horas para asegurar un alto rendimiento de digestion.

Los fragmentos producidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa.

3.3.9 Reaccion de ligacion con T4 DNA ligasa

La clonacion del factor elF(iso)4E en los vectores pHBT y pBIN19 se llevo a
cabo por recombinacion clasica, utilizando el Rapid DNA Ligation Kit® de Roche®.
Para esta reaccion se buscé una relacibn molar 4:1 entre inserto y vector,
digeridos, previamente, con las mismas enzimas de restriccion. Por cada reaccion,
de 21 pL, se emplearon las siguientes cantidades de reactivos: 4 uL inserto, 1 pL
vector destino, 3 pL de agua estéril y 2 uL de buffer de dilucion 5X, y se mezclo
perfectamente por pipeteo. Luego se agregaron 10 pL de buffer de ligacion T4
DNA 2X, 1 pL de T4 DNA Ligasa y se incub6 a temperatura ambiente, por 12
horas. Posteriormente, se transformaron células competentes DH5a utilizando los

marcadores de seleccion apropiados.

3.3.10 Clonacién en vector pGEM T-Easy®. Preparaci6 n de la
construccion 35S::elF(iso)4E::GFP con resistencia a kanamicina

La clonacion del fragmento obtenido por PCR que codifica para elF(iso)4E
(ver seccion 3.3.6) se realiz0 de manera directa en el vector pGEM-T (ver tabla
3.2), aprovechando el hecho de que la Taq DNA polimerasa de Invitrogen® coloca
adeninas en los extremos de los fragmentos que amplifica. Utilizando los oligos T1
y T2 (ver tabla 3.4), se amplifico elF(iso)4E y se purificoO de gel de agarosa segun

se indic6 en la seccion 3.3.7.
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La ligacion se efectudé colocando 5 pL de buffer de ligacién 2 X, 1 pL del
vector pGEM T-Easy (50 ng), 2 uL del inserto elF(iso)4E, 1 pL de T4 DNA ligasa
(3 U/uL) y 1 pL de H,O estéril. La mezcla de reaccion se incubo por 2 horas a
temperatura ambiente, y con 2 pL se transformaron células DH5a segun se indica
en la seccion 3.5.1.2, utilizando placas con medio LB y como marcador de
seleccion ampicilina, IPTG como inductor y X-Gal como sustrato colorido de
seleccién. Las colonias transformantes positivas eran incoloras, puesto que el
inserto se introduce en el vector pGEM T-Easy interrumpiendo a lac Z, de tal
suerte que aquellas colonias transformadas con el vector vacio serian de color

azul y las que contengan a elF(iso)4E serian blancas.

AtisodE
BamHI
A| 1
BT + — W]
| T
AtisodE |a PGEM T-Easy ———— \ pGEM-AtelF(iso)4E
Ncol
cDNA vector ampicilina ampicilina
destino
AtisodE GFP Atiso4E GFP
BallnHll Bal‘nHll

[ | DsamHi monatigesa [ RO ]
Ncol EcoRI + —_— Ncol EcoRI
’Ncol

pPHBT pHBT-AtelF(iso)dE

pGEM-AtelF(iso)4E

ampicilina ampicilina ampicilina
AtisodE GFP AtisodE GFP
B-allnHI| BalInHI BamHI
T ] [ TS| I D samHl Tonatigesa  [TES[C RO ]
Ncol EcoRl —_— NcolEcoRI

EcoRI +
+ pBIN 19 S EcoRI

pHBT-AtelF(iso)4E pBIN-AtelF(iso)4E

ampicilina kanamicina kanamicina

35S::elF(iso)dE::GFP
resistencia a kanamicina

Figura 3.1 Preparacion de la construccion 35S::elF(iso)4E::GFP con resistencia a
kanamicina en plantas. A) Insercion de elF(iso)4E en pGEM T-Easy. B) Recombinacién de pGEM-
AtelF(iso)4E con vector pHBT para fusionar a elF(iso)4E con GFP a través de recombinacion
clasica con la T4 DNA ligasa. C) Recombinacion de pHBT-AtelF(iso)4E con el vector pBIN19 para
fusionar a elF(iso)4E-GFP con el promotor 35S, y transformar plantas confiriéndoles resistencia a
kanamicina.
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La construccion 35S::elF(iso)4E::GFP que confiere resistencia a kanamicina
se concretd mediante reacciones de restriccion y ligacion como se mostro en las
secciones 3.3.8 y 3.3.9, clonando primero en el vector pHBT para fusionar a
elF(iso)4E con GFP, y luego en pBIN19 para transformar plantas mutantes
homocigas nulas para elF(iso)4E (ver tabla 3.3, y figura 3.1), complementando a
este factor.

3.3.11 Tecnologia Gateway. Preparacion de la constr uccion
35S::elF(is0)4E::GFP con resistencia a BASTA

La tecnologia Gateway® es un método de clonacion que aprovecha las
propiedades de la recombinacion sitio-especifica del bacteriéfago A para clonar un
gen en un vector Gateway rapida y eficientemente. Consta de tres pasos
principales: 1) generar una clona entrante con el vector TOPO®; 2) realizar una
recombinacién LR entre el vector entrante y el vector destino (pEarleyGate 103); y
3) la introduccion de la construccion en el hospedero apropiado (A. tumefaciens
para los intereses de este proyecto). Utilizando esta tecnologia, se prepard la
construccion 35S::elF(is0)4E::GFP que confiere resistencia a BASTA (ver figura
3.2), con la cual se transformaron plantas A. thaliana WT, para sobre expresar asi

a elF(iso)4E. El procedimiento se muestra a continuacion.

3.3.11.1 Clonacion en vector pENTR TOPO®

La preparacion del vector entrante se realizé clonando el gen que codifica
para elF(iso)4E en el vector pENTR TOPO® de Invitrogen® (ver tabla 3.3).
Primero, se amplifico AtelF(iso)4E de cDNA por PCR utilizando la polimerasa de
alta afinidad (ver seccion 3.6.1) y los oligos pENTR-Atiso4E Fw y Rv. Los
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa y la banda
deseada (550 pares de bases) se purificdé del gel segun se mostro en la seccion

3.3.7. Fue necesario ajustar la concentracion de la disolucion del inserto de tal

56



MATERIALES Y METODOS

forma que tuviera una concentracion final de 1-5 ng/uL, para obtener los mejores

resultados de recombinacion.

AtisodE
attlL attL

ATG :]
I + Topolsomerasa
A : ’ Topolsomera (| pENTRID-TOPO
AtisodF pENTR ID-TOPO AtisodE
cDNA vector kanamicina kanamicina
destino
AtisodE AtisodE
attL attL attR attR attB attB attP attP
‘ . ﬁ i =]
B pENTR ID-TOPO pEarleyGate 103 subproducto
AtisodE . AtisodE p

clona vector kanamicina i kanamicina
entrante destino 35S::elF(iso)dE::GFP
resistencia a BASTA

Figura 3.2 Preparacion de la construccion 35S::elF(iso)4E::GFP resistente a BASTA en
plantas. A) Insercion de elF(iso)4dE en pENTR D/TOPO. B) Recombinacién de vector entrante
pPENTR-AtelF(iso)4E con vector destino pEarleyGate103. La secuencia denominada ccdB es letal
para células no transformantes, de tal suerte que aquellas que contengan al vector pEarleyGate103
vacio no sobreviviran.

Por cada reaccion, se coloco 1 uL de producto de PCR purificado fresco, 1
uL de la disolucion de sal, 1 pL de vector TOPO® y 3 pL de agua destilada estéril.
La mezcla de reaccion se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos, luego se
coloco en hielo y se transformaron células competentes TOP10, de acuerdo con el
método descrito en la seccion 3.5.1.2, utilizando como marcador de seleccion
kanamicina. Las colonias sobrevivientes fueron analizadas por PCR y digestiones

con enzimas de restriccion.

3.3.11.2 Reaccion de recombinacion LR con pEarleyGa  te 103

Una vez conseguido el vector entrante, se realizo la recombinacion LR con
el vector destino pEarleyGate 103 (ver tabla 3.1) para terminar la construccion
35S::AtelF(is0)4E::GFP. Por cada mezcla de reaccion, en un tubo Eppendorf de
1.5 mL se colocaron 3 pL del vector entrante AtelF(iso)4E-TOPO (50 ng/uL,

previamente digerido con la enzima Mlul), 1 pL vector destino pEarleyGate 103
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(150 ng/uL) y 4 uL de buffer TE pH 8.0. Por otro lado, la LR Clonase Il enzyme Mix
(Invitrogen®) se descongeld en hielo, se mezclé en vortex por 2 segundos y se
agregaron 2 pL a la mezcla de reaccion, se mezclo perfectamente y se centrifugo
por 10 segundos en una picofuga. Se incubd la reaccion a 25 °C por una hora y
luego se agregd 1 uL de la Proteinasa K (Invitrogen ®) y se incubd por 10 minutos
a 37 °C, para inactivar la reaccion. Finalmente, se colocd la reaccion en hielo y se
transformaron, con la construccion, células competentes TOP10 segun se muestra

en la seccion 3.5.1.2. El marcador de seleccion fue nuevamente kanamicina.

3.3.12 Secuenciacion de DNA

La secuenciacion automatica de las construcciones preparadas se realizo
utilizando un secuenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer® de
Perkin-Elmer Applied Biosystems, a través de la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los electroferogramas generados
fueron visualizados a través del programa Chromas LITE 2.01 , software gratuito

disponible en www.technelysium.com.au. Las secuencias obtenidas se analizaron

utilizando los programas BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.5.3 y BLASTP

2.2.19+, este ultimo disponible en http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi.

3.4 MANIPULACION Y ANALISIS DE RNA

3.4.1 Tratamiento de material para manejo de RNA

Para evitar la degradacion del RNA por accion de RNasas, se tomaron las
siguientes medidas: los materiales de vidrio, metalicos y cerAmicos empleados en
el manejo de tejidos se trataron con H,SO, concentrado, lavados con agua
destilada, esterilizados en autoclave (1.5 kg/in?) por 20 minutos y horneados a 200
°C por 24 horas. Las disoluciones requeridas se prepararon utilizando agua estéril
conteniendo 0.1 % v/v de dietilpirocarbonato (H,O-DEPC), las puntas de

58



MATERIALES Y METODOS

micropipetas contenian filtro y, de manera opcional, los procedimientos que

involucran RNA se llevaron a cabo con un mechero encendido cerca.

3.4.2 Extraccion y purificacion de RNA

La extraccion y purificacion de RNA total se realiz6 utilizando el reactivo
TRIzol®. Para ello, el protocolo es como sigue: primero, se pulverizaron
perfectamente 100 mg de tejido en un mortero con nitrégeno liquido y se
transfiri6 a tubos Eppendorf estériles. Después, se agregé 1 mL de TRIzol® a
cada tubo y se mezcl6 perfectamente por inversién. Las muestras se incubaron
por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la completa disociacién de
complejos ribonucleoproteicos. Se agregaron 200 pL de cloroformo y se
agitaron manual y vigorosamente los tubos por 15 segundos y se incubaron a
temperatura ambiente por 3 minutos. Se centrifugd posteriormente a 12000 x ¢
por 15 minutos a 4° C, con lo cual se formaron dos fases, la fase superior
acuosa que contenia al RNA y una fase inferior de fenol y cloroformo, ademas
de una interfase. La fase acuosa se transfirio a tubos nuevos y se precipitd el
RNA total con 500 pL de isopropanol por cada tubo. Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifugaron a 12000 x
g por 15 minutos a 4 °C, después de lo cual se observd un pellet de apariencia
gelatinosa. El pellet se lavo con 1 mL de EtOH al 80 % v/v. Luego se centrifugo
a 7500 x g por 5 minutos a 4 °C. Cada pellet se dejo secar por unos 2 6 3
minutos y se resuspendio en 40uL de H,O-DEPC. Finalmente, se incubaron los
tubos por 10 minutos a 55-60 °C para rehidratar el RNA y se almacenaron a -

70° C hasta su uso.

3.4.3 Cuantificacion de RNA

La cuantificacion de RNA total se llevé a cabo de la misma manera que la
descrita en la seccion 3.3.4, salvo que el blanco es H,O-DEPC vy la ecuacion a

utilizar es:
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[RNA]= Azeonm X 40pg/mL

Un valor superior a 2 de la relacion Azsonm/Azsonm también indica Optimas

condiciones de pureza.

3.4.4 Electroforesis de RNA en geles de agarosa

La integridad y pureza del RNA total extraido se verificO por electroforesis
en geles de agarosa. Las caracteristicas del gel y del buffer fueron las mismas que
las indicadas en la seccién 3.3.5, excepto que el agua utilizada contenia DEPC. El
voltaje de corrida no excedio los 60V dada la fragilidad del RNA. En general, un
RNA integro presenta tres bandas: 28S, 18S y t-RNA.

3.4.5 Sintesis de cDNA a través de la reverso trans  criptasa

Utilizando como molde RNA total extraido de diversos tejidos, puede
sintetizarse el DNA complementario (cDNA, sin intrones) mediante una
transcripcion inversa. Para 20 pL de reaccién, se colocaron en un tubo 1 pL de
oligo (dT)12-18 (500 pg/mL), 1 pL de RNA total (1 ng-5ug), 1 uL de 10 mM dNTPs y
9 uL de H,O-DEPC y se calentaron a 65 °C por 5 minutos. Luego, se centrifugo
por 10 segundos en un picofuga, y se agregaron 4 pL de buffer 5X First-Strand
(Invitrogen®), 2 uL de 0.1 M DTT y 1 pL de RNasa OUT (inhibidor de ribonucleasa
recombinante) y se incubé a 37 °C por 2 minutos, para inactivar nucleasas.
Después, se agregé 1 pL (200 U) de la enzima M-MLVRT (Invitrogen®) y se
incubo por 10 minutos a 25° C, luego a 37 °C por 50 minutos y, finalmente, se
inactivo la reaccion a 70 °C por 15 minutos. EI cDNA sintetizado puede utilizarse
para realizar PCR segun se describié en la seccion 3.3.6 o conservarse a -20 °C,

hasta su uso.

3.4.6 RT-PCR en un solo paso
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La RT-PC en un solo paso es una reaccion donde la reaccion de
transcripcion inversa y la PCR se llevan a cabo en la misma mezcla de reaccion.
Se utilizé el kit Superscript One Step RT-PCR con Platinum Taq de Invitrogen®.
Para un volumen de reaccion de 12.5 pL, se colocaron las siguientes cantidades
de reactivos: 6.25 pL de Buffer 2X Reaction Mix, 0.45 pL MgSO, 50 mM, 0.45 pL
oligonucleétido Fw 10 uM, 0.45 pL oligonucletido Rv 10 puM, 0.25 pL de
RT/Platinum Taq Mix, 4.05 pL de H20-DEPC y 1 uL de RNA (0.2 pg/uL).

Primero se sintetizd el cDNA por la reverso transcriptasa, a 50 °C, por 30
minutos, para luego dar inicio a los ciclos (de 28 a 30 segun los oligonucleétidos
empleados) que constaron de 30 segundos a 94 °C para desnaturalizacion del
cDNA, 1 minuto a 61 °C para el alineamiento de oligonucleétidos con el cDNA, 1
minuto a 72 °C para la extension por la Tag polimerasa. Después de estos 30
ciclos, 1 minuto adicional a 72 °C vy, finalmente, la reaccién se detuvo a 4° C. Los

productos fueron analizados inmediatamente por electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 3.5 Secuencias de oligonucleétidos utilizados en las reacciones de
amplificacion RT-PCR.

Oligonucleétido

Secuencia

Banda esperada

18S Fw 5'-GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG-3’ 210 pares de bases
18S Rv 5'-GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC-3'
Tub Fw 5-CTCAAGAGGTTCTCAGCAGTA-3 480 pares de bases
Tub Rv 5'-TCACCTTCTTCATCCGCAGTT-3
elFA4E Fw 5-CCTGTCGAGCTTCTTCGCATCCTCATGG-3' 678 pares de bases
elF4E Rv 5'-GGCGGTAGAAGACACTCCCAAATCTGTTG-3
nCBP Fw 5-CAGGGACTCGGGAAACATGGACAGC-3’ 534 pares de bases
nCBP Rv 5'-GCCGCTTGATTGAGTCTCTCAAACCCATCAC-3’

3.5 METODOS DE TRANSFORMACION GENETICA

3.5.1 E. Coli

3.5.1.1 Preparacién de células competentes para transformac ibn por

choque térmico
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Por este procedimiento se hicieron crecer células de E. coli hasta alcanzar
la fase log (DOsgonm= 0.375), que fueron después centrifugadas y resuspendidas
en una disolucién de CaCl,, los iones Ca®" facilitan la eficiente entrada de DNA

extranjero a la célula.

Primero, se inocularon 50 mL de medio LB liquido sin antibidticos con una
colonia de E. coli y se incubd a 37° C por 12 horas y agitacion de 200 rpm, luego
se tomaron 4 mL del cultivo y se inocularon 400 mL de medio LB liquido en un
matraz de 2 L y se incubd a 37 °C a 200 rpm hasta que se alcanz6 un valor de
DOsgonm de 0.375, aproximadamente 3 horas. Posteriormente, se dividio el cultivo
en 8 porciones de 50 mL y se incub6é por 10 minutos en hielo, luego se
centrifugaron a 1700 x g por 7 minutos, a 4 °C. Se elimin6 el sobrenadante y el
botdn bacteriano se resuspendio en 10 mL de la disolucién de calcio fria (60 mM
CacCly, 15 % v/v glicerol, 10 mM PIPES, pH 7.0); luego se centrifugd a 1100 x g a
4 °C por 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se agregaron 10 mL de la
solucion de calcio fria incubando por 30 minutos en hielo. Nuevamente, se
centrifugd por 5 minutos a 1100 x g a 4 °C por 5 minutos, y se resuspendio el
boton en 2 mL de la disolucién de calcio fria, para luego dividir el contenido de
cada tubo en alicuotas de 250 pL y colocarlas en tubos Eppendorf de 1.5m L. Las

células competentes se conservaron a -70° C hasta su uso.

3.5.1.2 Transformacién de células competentes de E. coli por choque

térmico

Se descongelaron las células competentes en hielo y se les agrego6 de 1
a 5 puL (10 ng) del plasmido con el cual se van a transformar y se mezclé
perfectamente por inversion varias veces. Los tubos se colocaron en hielo por
30 minutos y se sumergieron en un bafio de agua a 42 °C por 30 segundos,
una vez hecho esto, los tubos fueron regresados al hielo. A cada tubo tratado
se le agregaron 250 pL de medio SOC (0.5 % p/v extracto de levadura, 2 % p/v
bactotriptona, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM
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glucosa) y se incubaron a 37 °C por 1 hora a 200 rpm. Se centrifugd por 1
minuto a 3000 rpm, y se resuspendié el boton bacteriano en 100 pL del
sobrenadante. Las células se plaquearon en medio LB sélido con los
marcadores de selecciéon elegidos. Las placas se incubaron a 37 °C por 24

horas.

3.5.2 A. tumefaciens

3.5.2.1 Preparacion de células competentes de  A. tumefaciens para

transformacién por choque térmico

Primero, se crecio una colonia de A. tumefaciens en 10 mL de medio YM
liquido a 28 T toda la noche con agitacion constante. Con 2 mL del cultivo
anterior, se inocularon 50 mL de medio YM fresco y se incub6 con agitacion
constante (200 rpm) a 28 <€ hasta alcanzar una DO gponm de 0.5,
aproximadamente 16 horas. Se enfrié el cultivo en hielo por 10 minutos y se
centrifugé a 6000 rpm por 5 minutos a 4 C, luego se resuspendio el boton
bacteriano en 1 mL de disolucién de CaCl, 20 mM con glicerol al 10 % v/v y se
dividi6 en alicuotas de 100 pL. Estas células pueden usarse inmediatamente
para transformar o congelarse con nitrdgeno liquido y guardarlas a -70° C.

Estas células son resistentes a rifampicina.

3.5.2.2 Transformacién de células de A. tumefaciens por choque

térmico

Se descongelaron las células competentes en hielo y se les agreg6 1 uL
del plasmido con el que se transformd. Se congelaron las células con el
plasmido en nitrogeno liquido por 5 minutos y se incubaron a 37 C por 25
minutos. Se agregd 1 mL de medio YM sin marcador de seleccién y se incubo
por 3 horas, a 28 C, con agitacion constante (200 rpm). Se centrifugaron las

células a 13000 rpm por 30 segundos y se resuspendié el boton bacteriano en
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100 pL de medio YM y se plaquearon las células en medio YM sdlido con los
marcadores de seleccion adecuados. Las placas se incubaron a 28 C, por 2 6
3 dias, para obtener colonias transformantes.

3.5.3 A. thaliana

3.5.3.1 Preparacion previa de A. tumefaciens y A. thaliana para floral

dip

Las plantas fueron cultivadas en tierra y mantenidas en fotoperiodo de dia
largo hasta que la inflorescencia alcanzé 5 cm de longitud, momento en el cual se
cortd para favorecer la formacion de un mayor nimero de inflorescencias. La
transformacion se realiz6 una semana después de este corte, cuando se tenian

mas inflorescencias y éstas contenian botones florales aun verdes.

Por otro lado, tres dias antes de la transformacion, se inocularon 10 mL de
medio LB liquido con una colonia de A. tumefaciens, conteniendo la construccién
deseada, se incubd a 28 °C por 24 horas a 200 rpm, se tomaron 2 mL de este
cultivo y se inocularon 200 mL de medio LB liquido con los marcadores de
seleccién apropiados. El cultivo se incubd por 48 horas bajo las mismas

condiciones de crecimiento.

3.5.3.2 Transformacion de A. thaliana por Floral Dip.

El dia de la transformaciéon se centrifugaron los cultivos bacterianos por 20
minutos a 5000 x g y se resuspendié el boton bacteriano en 50 mL de una
disolucién de sacarosa al 5 % p/v , y se agreg6 el volumen necesario de ésta para
alcanzar un valor de DOggo nm de 0.8. Se afadieron 10 pL del surfactante Silwet 77

por cada 100 mL de la suspensién bacteriana.
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Posteriormente, se introdujo la planta, de forma invertida y sujetando la
maceta firmemente, en la suspension de A. tumefaciens por 1 minuto (ver figura
3.3). Luego, la maceta se coloc6é 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.

Figura 3.3 Inmersion de los botones florales de A. thaliana en una suspensiéon de A.
tumefaciens para la transformacién por Floral Dip (tomado de Zhang et al, 2006).

3.5.3.3 Seleccién de semillas transformantes en tie  rra

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 2 g de arena fina, con la finalidad de que dichas semillas
gueden uniformemente esparcidas. Las semillas se colocaron sobre una
superficie de aproximadamente 10x10 cm con mezcla de sustratos Metromix
200, humedecida con agua destilada. Terminado el proceso de vernalizacion,
se llevaron las semillas al invernadero bajo un fotoperiodo de dia largo y se
permitié el desarrollo de las plantulas por 5 dias. Concluido éste tiempo, se
asperjaron las plantulas con una disolucién de BASTA 30 mg/L, utilizando un
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atomizador de velo fino. Se asperjaron 5 veces a intervalos de 2 dias,
momento en el cual las plantulas verdes y saludables eran perfectamente

distinguibles de plantulas moribundas.

Fue necesario contar con controles tanto positivo (resistentes a BASTA)
como negativo (WT), puesto que pueden aparecer falsos positivos como
consecuencia de una aplicacion inadecuada del herbicida o cuando haya una
densidad muy alta de plantas en crecimiento; por otro lado, un exceso de
herbicida puede afectar a las plantas transformantes y resistentes, llevandolas

a la muerte.

Las plantulas resistentes al herbicida fueron trasplantadas a macetas
con una mezcla de sustratos fresca y se afiadieron 10 unidades del fertilizante
Osmocote® 13:13:13. La progenie de las transformantes primarias también fue
sujeta a seleccidon para asegurarse de que las transformantes realmente lo

fueran.

3.5.3.4 Seleccion rapida de semillas transformantes  en medio solido

La seleccion rapida de semillas transformantes se realizd siguiendo el
procedimiento descrito por Harrison et al (2006; ver figura 3.4). La seleccion rapida
en medio Gamborg’s B-5 sélido se emple6 para identificar transformantes en el
transcurso de una semana en lugar de los 21 dias que toma la identificacion en
tierra, debido a que algunos marcadores de seleccion pueden ser dafiinos, incluso
a plantulas transformantes positivas, bajo prolongados periodos de exposicion,

como es el caso del herbicida BASTA.

Primero las semillas se esterilizaron y sembraron en medio solido con los
marcadores de seleccidon adecuados, segun se indico en la seccién 1.1.2. Una vez
terminado el periodo de vernalizacion, las semillas se colocaron por 6 horas en

iluminacién, luego se cubrieron por 48 horas con papel aluminio a temperatura
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ambiente, y después de 24 horas bajo luz, fue posible identificar facilmente las
plantulas verdes y saludables de aquellas amarillentas y débiles (es necesario
incluir controles positivo y negativo). En este punto, las plantulas transformantes
positivas fueron trasplantadas a placas nuevas con medio Gamborg’s B-5 sdlido, o
bien a frascos con medio Gamborg’'s B-5 liquido, en cualquier caso sin

marcadores de seleccion.

S 21dias =

Seleccion 2 dizs Fotoperiodo 4 a5 aplicaciones L.
seleccion

en tierra estratificacian diz largo herbicidz BASTA o

Seleccion 2 dias Bh| Zdizs |ldiz| ..

r;_ip.d;_:. estratificacian | | luz| ascuridad | luz o

A 3 25 i e—

Figura 3.4 Linea de tiempo de comparacion de métodos de selecciéon de transformantes
positivas. Seleccion en tierra y seleccion rapida (Modificado de Harrison et al, 2006).

3.6 EXTRACCION, PURIFICACION Y ANALISIS DE PROTEINA S

3.6.1 Extraccion de proteinas totales

La extraccidén de proteinas se hizo de plantulas de A. thaliana crecidas en
medio Gamborg’s B-5 liquido por dos semanas, con el objetivo de que se tuviera
una mayor proporcion de raices, en donde la cantidad de factores de traduccion es
elevada en comparacion con otros tejidos de la planta. Las plantulas se sacaron
del medio y se secaron cuidadosamente con una toalla de papel. Luego, se
pulverizaron 5 g de plantulas en nitrégeno liquido y se resuspendi6 el polvo en 25
mL del buffer de extraccion ‘'m-GTP A (100 mM KCI, 20 mM HEPES, 0.21 mM
EDTA, 2 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 50 % v/v glicerol) con inhibidor de proteasas (se
agrego una tableta de cOmplete TM EDTA-free® de Roche® por cada 50 mL) y se
mezclé en vortex, por un minuto. Luego, se centrifugé a 15000 rpm por 30
minutos a 4 C, se extrajo cuidadosamente el sobren adante y se colocd en otro

tubo limpio, filtrando a través de 7 capas de gasa. Las proteinas totales aisladas
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pueden conservarse a -70 °C, purificarse por cromatografia de afinidad o
analizarse por electroforesis SDS-PAGE.

3.6.2 Precipitacion con TCA de proteinas

La precipitacibn con acido tricloroacético (TCA) tiene la finalidad de
concentrar proteinas que se encuentran diluidas, como puede ser el caso de las
purificadas por cromatografia de afinidad. Para esto, se descongelaron las
proteinas totales y se afiadieron a cada tubo 38.4 pL de acrilamida lineal al 0.25 %

p/v, 440 pL de TCA 20 % p/v en acetona y se incubo a 4 C por toda la noche.

Los tubos se centrifugaron por 25 minutos a 14000 rpm a 4 € y se elimind
el sobrenadante. El pellet de proteinas se lavé con 500 pL de acetona fria y se
centrifugdé por 10 minutos a 14000 rpm. Este lavado con acetona fria se repetié
dos veces mas. Luego de esto, los tubos se dejaron secar por 5 minutos en el
Speed Vaccum, el pellet seco se resuspendié en 40 puL de buffer de carga 1X
(15.63 mM Tris-HCIl, 0.5 % p/v SDS, 2.5 % v/v glicerol, 1.25 % viv -
mercaptoetanol, 0.0125 % p/v azul de bromofenol) y se calent6é por 5 minutos a 95
°C. Las proteinas se almacenaron a -70° C hasta realizar la electroforesis SDS-
PAGE.

3.6.3 Purificacion de proteinas por union a colasd e histidina

La proteina de fusion elF(iso)4E-GFP que confiere resistencia a BASTA en
plantas fue purificada utilizando el kit MagneHis™ Protein Purification System® de
Promega®. También se utilizaron plantulas de dos semanas edad crecidas en

medio Gamborg’s B-5 liquido.

Primero, se extrajeron las proteinas totales de 1 g de plantulas, segun se
indico en la seccion 3.6.1 y se dividié en porciones de 1 mL; luego se agrego 1 pL

de DNasa | a cada tubo y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente con
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agitacion de 150 rpm; terminado el tiempo de incubacion, se agregaron 30 pL de la
suspension de particulas de Niy 22 uL de imidazol 1 M, se mezclo6 por inversion y
se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente. Se capturaron las particulas de
Ni en la parte inferior del tubo con una placa magnética y se elimind el
sobrenadante; luego se agregaron 500 pL de la soluciéon de lavado (conteniendo
NaCl 0.5 M), se mezcld por pipeteo, se retir0 el sobrenadante y se conservo éste
en un tubo Eppendorf a -70 °C (primer lavado). Se repitié el lavado otras dos
veces conservando el sobrenadante en cada caso (lavados 2 y 3). Finalmente, se
agregaron 100 pL del buffer de elucion, los tubos se incubaron por 2 minutos a
temperatura ambiente y se recuperd la proteina purificada presente en el
sobrenadante, que se transfirid a un tubo nuevo y se conservo a -70 °C, hasta el

momento de la electroforesis SDS-PAGE.
3.6.4 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo a través del ensayo de Lowry,
con el kit Bio-Rad DC Protein Assay®. Primero, se prepararon tubos con 100 pL
de muestras, cinco de las cuales fueron de BSA, con concentraciones que iban
desde 0.2 hasta 1.5 mg/mL para obtener una curva de calibracién, y los tubos de
las muestras a analizar. A cada tubo se le agregaron 500 pL del reactivo A y se
mezcld en vortex, luego se agregaron 4 mL del reactivo B a cada muestra, se
incubé por 15 minutos a temperatura ambiente y se leyeron los valores de
absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro UV-Visible. La concentracion de

cada muestra se calculd utilizando la siguiente expresion:

[Proteinag(mg/mL) = mA,,.. +b

en donde los parametros m y b (pendiente de la recta y ordenada al origen,

respectivamente) se obtienen de la curva de calibracion.

3.6.5 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)
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La electroforesis de proteinas se realizd6 en geles de acrilamida en
condiciones desnaturalizantes. Primero, se prepararon geles separadores al 15 %
de acrilamida (15 % p/v acrilamida, 0.32 % p/v bis-acrilamida, 0.375 M Tris-HCI pH
8.8, 0.1 % p/v SDS) de tamafio 8x6 cm y 1 mm de espesor. La reaccién de
polimerizacién se cataliz6 afladiendo 37.5 uL de PSA al 20 % p/v y 3.75 uL de
TEMED por gel como iniciadores. Una vez listo el gel separador, encima se
prepar6 el gel concentrador (9 % p/v acrilamida, 0.24 % p/v bis-acrilamida, 0.222
M Tris-HCI pH 6.8, 0.178 % p/v SDS), reaccién en la cual se agregaron 20 uL de
PSA al 20 % y 5 uL de TEMED como iniciadores por gel de 2 mL.

Las muestras analizadas contenian buffer de carga 1X (15.63 mM Tris-HCI,
0.5 % p/v SDS, 2.5 % vl/v glicerol, 1.25 % v/v B-mercaptoetanol, 0.0125 % p/v azul
de bromofenol). También se incluyd el marcador de pesos moleculares
(Kaleidoscope Prestained Standards® de Bio Rad®). La electroforesis se llevé a
cabo en cadmaras Mini-PROTEAN® Tetra Cell de BIO-RAD con buffer de corrida
1X (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 3.47 mM SDS, pH 8.3) por 3 horas a voltaje

constante de 100 V, para una satisfactoria separacion de bandas.

3.6.6 Tincién con plata de proteinas en geles de po liacrilamida

Los geles de proteinas fueron tefiidos con plata dada la alta sensibilidad
que tiene este tipo de tincion. Una vez que la electroforesis finalizo, el gel se
extrajo de la cAmara y se incub6 en una mezcla MeOH-H,O 1:1 por una hora y
media para fijar las proteinas en el gel, con agitacién suave. Luego se hicieron tres
lavados con agua de 10 minutos cada uno. Se decant6 el agua y se coloco el gel
en una mezcla MeOH-H,0 1:1 con 100 puL de formaldehido al 37 %, por una hora
y media. Se eliminé la mezcla metandlica y se repitieron los lavados con agua

destilada de 10 minutos cada uno (tres en total).
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Por otro lado, se prepar6 el compuesto de coordinacion [Ag(NHz)2]NO3
(reactivo de Tollens) a través de la siguiente reaccion:

AgNO3 + 2 NHs3 » [Ag(NH3)2]NO3

El reactivo de Tollens (disolucion 1) se preparé afiadiendo 2 mL de una
disolucidon 2.35 M de AgNO3 a 25 mL de una disolucion 0.45 M de NHg, y aforando
a 100 mL. Este compuesto se agrego al gel y se incubd con agitacion suave por
15 minutos, con la finalidad de que la plata formara un compuesto de coordinacién
con las proteinas del gel. Luego, se lavo tres veces el gel con H,O destilada y se
agrego la disolucion 2 fresca (citrato de sodio 0.005%, afiadir 250 pL de
formaldehido al 37 % por cada 500 mL de disolucién) para comenzar el revelado
(formacion de AgOH, color marrén). Se requirié eliminar y agregar mas de la
disolucién 2 cada cierto intervalo de tiempo. Cuando el revelado alcanzé la
intensidad deseada, se elimind la disoluciéon 2 y se afadieron 100 mL de la
disoluciéon 3 (CH3COOH 10 %, MeOH 50 %), con lo cual dicho revelado se detuvo.
Se incubd el gel en agua por toda la noche con agitacion suave para eliminar
residuos de la tincion. Finalmente, el gel se colocé en el secador de geles al vacio

por una hora y media a 65 °C.

3.6.7 Western Blot

La técnica de western blot se utilizO para detectar la proteina de fusion
elF(iso)4E-GFP en las plantas que sobreexpresan a elF(iso)4E, mediante los
anticuerpos que reconocen a elF(iso)4E y a GFP, en proteinas totales y en las
fracciones de proteinas purificadas con Ni. La transferencia se realizé resolviendo
primero las proteinas analizadas en un gel de poliacrilamida, segun se indicé en la
seccion 3.6.6. La membrana PVDF Inmobilon-P-Transfer de Millipore® fue
activada previamente introduciéndola por 20 segundos en MeOH al 100 %. Luego,

el gel y la membrana fueron equilibrados por 10 minutos en el buffer de
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transferencia (buffer de corrida 1 X, 20 % v/v MeOH). Una vez formado el paquete
de transferencia, fueron transferidas las proteinas por una hora a 100 V a 4 °C.

Para la inmunodeteccion, la membrana fue bloqueada por una hora en
solucién de bloqueo (buffer salino de fosfatos PBS 1 X, 5 % p/v leche en polvo, 0.1
% viv Tween 20). Luego, se agreg0 el primer anticuerpo (anti-elF(iso)4F, anti-
elF4F o anti-GFP) en una dilucién 1:5000 en solucion de blogueo y se incub6 por
12 horas con agitacion a 4 °C. Después, se hicieron tres lavados a la membrana
con la disolucién de lavado (PBS 1 X, 0.1 % v/v Tween 20) de 10 minutos cada
uno a temperatura ambiente. Se coloco el segundo anticuerpo, anti-lgG acoplado
a HRP (peroxidasa de rabano), en una dilucion 1:5000 en solucion de bloqueo y
se incubo, por una hora, a temperatura ambiente, con agitacion suave. La
membrana fue después lavada tres veces mas con la disolucion de lavado (10

minutos cada uno).

La deteccion luminiscente se realizé agregando a la membrana la mezcla
Inmobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate® de Millipore®, que
contenia luminol y H,O, con lo cual la HRP catalizaba la oxidacion del luminol por
el H,O,, cuyo producto emite luz visible. Con este sustrato la membrana se incubé
por 5 minutos y se expuso la membrana a placas fotograficas Kodak® por 3

minutos, para capturar las sefiales luminosas.

3.7 MICROSCOPIA CONFOCAL

3.7.1 Preparacion de muestras para microscopia conf  ocal

La deteccion de la proteina reportera GFP por microscopia confocal se
realizé utilizando embriones de A. thaliana. En un tubo Eppendorf con 1 mL de
agua destilada se colocaron alrededor de 50 semillas de A. thaliana y se incubaron
a 4 °C por 12 horas para dar comienzo a la activacion del metabolismo del
embrién. Con ayuda de una aguja de diseccién, unas pinzas y un estereoscopio,
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se extrajeron cuidadosamente los embriones de las semillas puestas 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 diseccidn; el embrién salio
presionando suavemente con las pinzas. Una vez fuera cada embrion, se colocé
en un tubo Eppendorf con 1 mL de la soluciéon fijadora fresca (4 % plv
paraformaldehido, 1.37 mM NaCl, 0.27 mM KCI, 0.43 mM Na;HPO,.7H,0, 0.14
mM NaH,PO4.H,0, 15 % v/iv DMSO, 0.1 % v/v Tween 20) y se incubd por 12
horas, a 4 °C. Se elimind la solucién fijadora y se hicieron tres lavados de 15

minutos cada uno con 1 mL de glicerol al 70 % v/v.

Se eliminaron del tubo 900 pL del glicerol y se resuspendieron los
embriones en los 100 pL restantes. Se tomaron 20 pL de la suspension,
procurando llevar consigo aproximadamente 20 embriones y se colocaron en el
centro de un portaobjetos distribuyéndolos lo mas uniformemente posible. Luego,
se rompio un cubreobjetos en pequefios fragmentos y se tomaron cuatro de ellos
que se colocaron alrededor de los embriones, sirviendo de soporte para el
cubreobjetos que se puso para protegerlos. Los huecos que quedaron vacios
entre el portaobjetos y el cubreobjetos fueron rellenados con glicerol al 70 %. Para
finalizar, se aplicaron 3 0 4 capas de barniz incoloro de ufias comercial en los

bordes del cubreobjetos para sellar.

3.7.2 Visualizacion de GFP por microscopia confocal

La proteina GFP fue visualizada utilizando el microscopio confocal Olympus
FV1000 de la Unidad de Microscopia del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM. La radiacion electromagnética de excitacion de GFP tiene una longitud de
onda de 488 nm, y se ha adquirido la emision en un intervalo de 515 a 565 nm. La
clorofila se ha adquirido en el intervalo de 600 a 650 nm. Las imagenes obtenidas

se analizaron a través del programa FluoView® 1000 de Olympus ®.

73



RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1 PREPARACION DE CONSTRUCCIONES 35S::elF(iso)4E::GFP

Las caracteristicas mas relevantes de las construcciones preparadas en el
desarrollo de este proyecto se resumen en la figura 4.1. La primera construccién (de
aqui en adelante construccion A), se prepard utilizando la tecnologia Gateway®.
Esta construccién contiene un gen de resistencia al herbicida BASTA vy, hacia el
extremo carboxilo terminal de GFP, una serie de seis residuos de histidina para
facilitar la purificacion por cromatografia de afinidad con Ni de la proteina de fusion.
La segunda construccion (construccién B), se prepard insertando la region
codificante de elF(iso)4E en el vector binario pBIN19 bajo el promotor 35S, que se
encuentra por triplicado, y que contiene un gen que confiere resistencia a kanamicina
en plantas transgénicas. En este caso, la proteina de fusion no contiene el grupo de
histidinas, por lo que no podra purificarse con Ni. Fue necesario generar ambas
construcciones debido a que la mutante elF(iso)4E -/- ya contiene el marcador de
resistencia a BASTA en el elemento dSpm, que interrumpe el segundo exén de
elF(iso)4E (figura 4.1 C; Duprat et al, 2002), de tal suerte que la construccion A no

permitira una seleccion para plantas transgénicas de complementacion.

BAR 355 Ate{lF)isodE GFP &GxHis 0OCS
A LE 1l = W E @ oee
Kan InIHS Ate{lFjisodE GFP HOS
B LE ——H- - - - RE
EcoR v

dspen] dSpm dspenil

DD I

STOP

4EIKO04
—

1 N IN

]
Bgiil Bginl EcoRV  Bglll Bgln

Figura 4.1 Diagramas de las construcciones 35S::elF(iso)4E::GFP. A) Construccién que
confiere resistencia a BASTA. Contiene hacia el extremo carboxilo terminal un set de 6 histidinas que
facilitaran su posterior purificacion por cromatografia de afinidad. B) Construccion que confiere
resistencia a kanamicina. C) Insercion de dSpm en la region codificadora de elF(iso)4E (Duprat et al,
2002).
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Para la primera construccion, se extrajo RNA total de hoja madura de planta
WT vy se sintetiz6 el correspondiente cDNA mediante una transcripcion inversa con la
enzima M-MLVRT (reverso transcriptasa). Posteriormente, se amplificd el fragmento
que codifica para elF(iso)4E utilizando los oligos pENTR-Atiso4E 1 y pENTR-Atiso4E
2, con la polimerasa de alta fidelidad, obteniéndose una banda de 590 pares de
bases (panel A, figura 4.3). Este fragmento se purificé y clon6 en el vector pENTR
D/TOPO para obtener la clona entrante, pENTR-AtelF(iso)4E. Luego, se recombiné
con el vector destino pEarleyGate103, que nos permite fusionar al factor elF(iso)4E
con la proteina reportera GFP, bajo el promotor fuerte 35S del CaMV; el plasmido
generado es la construccion A. Finalmente, se transformaron células competentes de

A. tumefaciens.

' B

s%géng:; ' 2 - _ Peso de plasmido Peso de plasmido
' Plasmido . \ .
407z —a * . .- : sin elF(iso)4E con elF(iso)4E
g i “ .
S ¢ pENTR-TOPO 2580 pb ~ 3100 pb
i ey : pEarleyGate103 12408 pb ~ 12900 pb
pGEM T-Easy 3015 pb ~ 3500 pb
o034 ; ¥ pHBT 4000 pb ~ 4500 pb
R . pBIN19 11350 pb ~ 11850 pb
1635—— ‘.

Figura 4.2 Plasmidos preparados para generar las construcciones 35S::elF(iso)4E::GFP. A:
electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos linearizados, PM: marcador de pesos moleculares,
1: pENTR-elF(iso)4E digerido con Hindlll, 2: pEarley-elF(iso)4E digerido con EcoRV, 3: pGEM-
elF(iso)4E digerido con BamHI, 4: pHBT-elF(iso)4E digerido con BamHI, 5: pBIN-elF(iso)4E digerido
con BamHI; B: pesos moleculares de los plasmidos. Notar que en todos los casos se observa en el
gel que los plasmidos exceden por aproximadamente 500 pb los pesos moleculares de los vectores
sin transformar, que indica la insercion del fragmento que codifica para elF(iso)4E.

Para la preparacion de la construccion B, se amplificé el fragmento elF(iso)4E

de cDNA sintetizado a partir de RNA de hoja madura de planta WT (ver figura 4.3,
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panel Il), utilizando los oligos AtelF(iso)4ET1 y 2, que contenian secuencias blanco
para las enzimas de restriccion BamHI y Ncol. Este fragmento se insert6 en el vector
pGEM-T Easy®, para generar el plasmido pGEM-elF(iso)4E. Digiriendo tanto a
pGEM-elF(iso)4E como a pHBT con BamHI y Ncol, se cloné elF(iso)4E en el vector
pHBT a través de una ligacion clasica con la T4 DNA ligasa, con lo cual se consiguid
fusionar a nuestro factor con la proteina reportera GFP, obteniendo el plasmido
pHBT-elF(iso)4E. La clonacién en el vector binario pBIN19 se consiguié también por
ligacién clasica, utilizando las enzimas BamHI| y EcoRI para clonar a elF(iso)4E
fusionado a GFP, obteniendo la construccion 35S::elF(iso)4E::GFP, que confiere
resistencia a kanamicina en plantas y contiene por triplicado al promotor 35S de
CaMV. Luego se transformaron células competentes de A. tumefaciens con esta

construccion también.

N ol _——

Figura 4.3. PCR para corroborar la presencia del fragmento AtelF(iso)4E en los plasmidos
preparados. Panel I: amplificacion del gen elF(iso)4E con los oligos pENTR-Atiso4E 1 y 2 (598 pares
de bases) a partir de los plasmidos de la construccion A. A) Amplificacién del cDNA elF(iso)4E de
plantas silvestres (WT); B) plasmido pENTR-elF(iso)4E; C) pEarley-elF(iso)4E extraido de células
DHb5a; D) pEarley-elF(iso)4E extraido de A. tumefaciens. Panel Il: amplificacion del gen elF(iso)4E
con los oligos AtelF(iso)4ET1 y 2 (576 pares de bases) a partir de los plasmidos de la construccion B,
A) Amplificacion de elF(iso)4E de plantas silvestres (WT); B) plasmido pGEM-elF(iso)4E; C) plasmido
pHBT-elF(iso)4E; D) pBIN-elF(iso)4E extraido de células DH5a; E) pBIN-elF(iso)4E extraido de A.
tumefaciens.

Los plasmidos generados en la preparacion de las construcciones mostraron
un peso molecular alrededor de 500 pares de bases mayor a lo del vector vacio (ver
figura 4.2 A y B; aunque esto solo es valido para los vectores con peso molecular
menor a 5 kb, en pesos altos esta diferencia es dificil de observar), lo cual nos
proporciond una evidencia adicional de que los plasmidos se encuentran
correctamente transformados. La presencia del gen elF(iso)4E fue corroborada en
todos los plasmidos generados por PCR (figura 4.3), observandose en cada caso la

presencia de fragmentos de 598 pares de bases para la construccion A y de 576
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para la construccion B. También se realizaron diversas digestiones mediante la
combinacion de distintas enzimas de restriccion (figura 4.4), donde la liberacion del
fragmento indicado en cada plasmido corroboré la correcta insercion de elF(iso)4E

en los diferentes vectores utilizados y preparados.

A B PM 1 2

PM 1 2 3 4 5 -
3054
— —-—

el LT T L
" ¥

1636, —
1018 N | —--_— 1018
517 %
. 7
b ]
PENTR-elF(iso)4E pEarley-elF(iso)4E

C D E
1 2 3 4 5 & PM PM_ 1 2 3 4 5

PR 1 2 3 4 — i | a— — -

G - =S es RS — B |

A6 e 035 205 L

= . — 1636 163G m— A SR TR, Y
108 . " W — G e G _— % . " - -.:a-'l.
Hp—— o Vo 3 i e AT TR, -
AL Ky
pPGEM-elF(iso)4E pHBT-elF(iso)4E pBIN-elF(iso)4E

Figura 4.4 Reacciones de digestion de los plasmidos obtenidos para corroborar la insercion
de elF(iso)4E. A) pENTR-elF(iso)4E digerido con Mlul, fragmento esperado: 930 pb; B) pEarley-
elF(iso)4E digerido con Hindlll, fragmento esperado: 1750 pb; C) pGEM-elF(iso)4E digerido con
EcoRI, fragmento esperado: 700 pares de bases; D) pHBT-elF(iso)4E digerido con BamHI + EcoRI
(seleccion de positivas, solo lo es el carril 1), fragmento esperado: 1600 pares de bases; E) pBIN-
elF(iso)4E digerido con BamHI + EcoRI (selecciéon de positivas, solo lo fueron 3, 4 y 5), fragmento
esperado: 1600 pares de bases.
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Construccién A
(resistencia a BASTA)
3 CAT TGT CCT CTC CCG GCG GCG GCG GAA TTA CCG GCG ACA GAG GCG GAG AAA CAA
H ¢C P L P A A A E L P A T E A E K Q0

57 CCA CAC AAG CTC GAA AGA AAG TGG AGT TTC TGG TTC GAT AAC CAA TCA AAG AAA
P H K L E R K W S F W F D N Q S K K
* *
111 GGC GCC GCC TGG GGA GCT TCT CTT CGT AAA GCC TAT ACT TTC GAC ACC GTC GAA
G A A W G A S L R K A Y T F D T Y E
*

165 GAT TTT TGG GGA TTG CAC GAG ACT ATA TTT CAG ACT AGC AAA TTG ACA GCG AAT
D F W G L H E T I F Q T S K L T A N

219 GCT GAA ATT CAC TTG TTC AAA GCT GGT GTT GAG CCA AAG TGG GAA GAT CCA GAG
A E I H L F K A G v E P K W E D P E

273 TGT GCT AAT GGA GGA AAG TGG ACT TGG GTIT GTT ACT GCT AAT AGG AAG GAA GCT
C A N G G K W T W \% \% T A N R K E A

327 TTA GAC AAA GGC TGG CTT GAA ACT TTG ATG GCT TTG ATT GGA GAG CAA TTT GAT
L D K G W L E T L M A L I G E Q F D

381 GAA GCA GAT GAG ATT TGT GGT GTG GTT GCT AGT GTIC CGT CCA CAG TCG AAG CAA
E A D E I C G Y Y A S Y R P Q S K Q

435 GAC AAG CTC TCC TTG TGG ACT AGG ACG AAG TCT AAT GAA GCT GTT CTIG ATG GGT
D K L S L W T R T K S N E A v L M G

489 ATT GGG AAG AAG TGG AAG GAG ATA CTT GAT GTC ACC GAC AAG ATA ACT TTC AAT

I G K K W K E I L D \ T D K I T F N
Termina eIF (iso)4E

543 AAC CAT GAT GAT TCC AGA AGA AGC CGG TTC ACT GTCYATG GGT GGG CGC GCC GAC

N H D D S R R S R F T \ M G G R A D

l;omienza GFP
597 CCA GCT TTC TTG TAC AAA GTG GTG CTC GAGYATG GTA GAT CTG ACT AGT AAA GGA
P A F L Y K \ \ L E M \ D L T S K G

651 GAA GAA CTT TTC ACT GGA GTT GTC CCA ATT CTIT GTT GAA TTA GAT GGT GAT GTT
E E L F T G \% \% P I L \% E L D G D \%

705 AAT GGG CAC AAA TTT TCT GTIC AGT GGA GAG GGT GAA GGT GAT GCA ACA TAC GGA
N G H K F S Y S G E G E G D A T Y G

759 AAA CTT ACC CTT AAA TTT ATT TGC ACT ACT GGA AAA CTA CCT GTT CCG TGG CCA
K L T L K F I cC T T G K L P \% P W P

813 ACA CTT GTC ACT ACT TTC TCT TAT GGT GTT CAA TGC TTT TCA AGA TAC CCA GAT
T L v T T F S Y G Y Q C F S R Y P D

867 CAT ATG AAG CGG CAC GAC TTC TTC AAG AGC GCC ATG CCT GAG GGA TAC GTG CAG
H M K R H D F FF K S A ™M P E G Y V 0
Figura 4.5 Secuenciacién de las construccion A, pEarley-elF(iso)4E. La secuencia de

aminoacidos correspondiente a elF(iso)4E se muestra en azul y en rojo la de GFP. Los ocho

triptofanos caracteristicos de elF(iso)4E se resaltan con un asterisco. Entre el ultimo residuo de

elF(iso)4E y el primero de GFP se encuentran 16 aminoacidos.

Construccion B
(resistencia a kanamicina)

2 CTC CCG GCG GCG GCC GAA TTA CCG GCG ACA GAG GCG GAG AAA CAA CCA CAC AAG
L P A A A E L P A T E A E K Q P H K

56 CTC GAA AGA AAG TGG AGT TTC TGG TTC GAT AAC CAA TCA AAG AAA GGC GCC GCC
L E R K W S F W F D N Q S K K G A A
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Figura 4.6 Secuenciacion de las construccion B, pBIN-elF(iso)4E. La secuencia de
aminoacidos correspondiente a elF(iso)4E se muestran en azul y en rojo los de GFP. Los ocho
triptofanos caracteristicos de elF(iso)4E se indican con un asterisco. Entre el ultimo residuo de
elF(iso)4E y el primero de GFP se encuentra un aminoacido.

Las construcciones finales fueron sometidas a secuenciacion automatica (ver

figuras 4.5 y 4.6). En ambos casos, pEarley-elF(iso)4E y pBIN-elF(iso)4E, se puede

observar que las secuencias se encuentran en el marco de lectura correcto, que

carecen de codones de paro prematuros y que se encuentran presentes y en

posicion correcta los aminoacidos encargados de reconocer a cap (Trp46y Trp 92), y
a elF(is0)4G (Trp33 y Trp63).
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Figura 4.7 Modelos computacionales de las estructuras terciarias de las proteinas de fusién
elF(iso)4E-GFP. A) Estructura de elF(iso)4E en la forma unida a cap (cap no mostrado), modelada a
partir de elF4E de humano (tomado de Okade et al, 2009). Estructuras modeladas con el servidor
SAM-TO08 de GFP (B), elF(iso)4E-GFP en la construccion que confiere resistencia a BASTA(Cy D)y
elF(iso)4E-GFP en la construccion que confiere resistencia a kanamicina (E y F). Las proteinas de
fusion son mostradas en las vistas frontal, C y E, exhibiendo en color cian los residuos Trp46 y Trp92
que son responsables de la unién directa a cap; y dorsal, D y F, exhibiendo en color azul la secuencia
que une a elF(iso)4E (en rojo) con GFP (verde). Adicionalmente, se muestran en color amarillo los
aminoacidos responsables de la union de elF(iso)4E con elF(is0)4G, Trp33 y Trp63.
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Una diferencia importante entre la construccion A y B es que en la primera
existen 16 residuos de aminoacidos entre el ultimo aminoacido de elF(iso)4E vy el
primero de la GFP. En el caso de la construccion B, sélo es un aminoacido. Con la
intencion de establecer como estas diferencias pudieran afectar a las proteinas de
fusidn generadas, se realizaron predicciones estructurales a través del servidor
SAMT-08 (HMM-based Protein Structure Prediction, SAM-T08, disponible en
http://compbio.soe.ucsc.edu/SAM_T08/T08-query.html; Karplus et al, 1998; Karplus
et al, 2003; Katzman et al, 2008; ver figura 4.7). En la figura 4.7, se presentan

primero las estructuras de las proteinas elF(iso)4E y GFP separadas (A y B,
respectivamente), para tener un punto de comparacion en los modelos de las
proteinas de fusion. La calificacion de la confiabilidad de estos modelos mostré que
la GFP es confiable en todos los casos, pero no la proteina elF(iso)4E. Para
solucionar esto, en 4.7 C y D la proteina elF(iso)4E se modelé tomando como patrén
la estructura reportada de elF4E de T. aestivum (Monzingo et al, 2007). En el modelo
de elF(iso)4E (Figura 4.7 A, tomado de Okade et al, 2009) se observa claramente la
disposicion espacial de los residuos Trp46 y Trp92, que se encargan de establecer
interacciones de tipo © con la estructura cap y, de manera general, nos indica la
arquitectura estructural de esta proteina. La proteina GFP (Figura 4.7 B) presenta
una hélice alfa rodeada de varias laminas beta, donde estas ultimas muestran una

conformacion similar a la exhibida en la estructura de “barril”.

En el modelado de C, D, E y F no se considera la union a cap, lo cual puede
influir en la distancia y posicion de los Trp que reconocen esta estructura. La proteina
de fusion, representada en la figura 4.7 por C y D, corresponde a la construccion A,
donde la parte de elF(iso)4E fue modelada utilizando como patron la estructura
reportada de elF4E de trigo. En esta proteina, se observa que la secuencia de 16
aminoacidos que une a ambas proteinas no parece afectar el correcto plegamiento
de las mismas, permitiendo a elF(iso)4E adoptar una disposicion adecuada de los
aminoacidos encargados de la unién con elF(is0)4G, y con cap, donde es importante
sefialar que la posiciéon espacial en estos ultimos varia un poco respecto a la

presentada en A porque no se encuentran unidos a cap. La GFP también presenta
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una estructura muy similar a la mostrada en B. El analisis de las interacciones no
covalentes que pudieran darse entre aminoacidos de elF(iso)4E y GFP debe
profundizarse a través de simulaciones de dinamica molecular. La proteina de fusion
representada por E y F (correspondiente a la construccion B) no se modeld con el
patron de elF4E de trigo, asi que el modelo debe aun ser perfeccionado con este
patrén y ser sometido a relajacion mediante dinamica molecular. Esta estructura
muestra distorsiones importantes para considerar en elF(iso)4E, que deben
verificarse mas adelante con modelos mas detallados y que consideren informacion
adicional. La disposicion espacial de los elementos de estructura secundaria y de los
residuos Trp46 y Trp92 difiere de la que se observa para elF(iso)4E solo (figura 4.7
A). Los triptéfanos que interactuan con cap se encuentran muy alejados entre si, y el
residuo Trp46 parece tener interacciones débiles con algunas regiones de la GFP.
Estas observaciones sugieren que puede verse afectada la interaccion con cap de la
proteina de fusién B, aunque los residuos que permiten la interaccién con elF(is0)4G,
Trp33 y Trp63, no parecen haberse alterado mucho. Por otro lado, la GFP no
muestra modificaciones importantes respecto a la de la figura 4.7 B. De cualquier
manera, no se puede asegurar un cambio en la afinidad por cap hasta realizar

estudios mas profundos en este punto.

Las diferencias observadas entre ambas proteinas de fusién son debidas al
numero de aminoacidos que se encuentran entre ellas, de tal forma que 16 residuos
(construccion A) permiten un buen plegamiento, pero un solo aminoacido

(construccion B) entre ellas genera distorsiones importantes en elF(iso)4E.

4.2 CARACTERIZACION DE PLANTAS TRANSGENICAS QUE EXPRESAN
LA FUSION elF(iso)4E::GFP EN FONDO WT

4.2.1 Seleccion de semillas transformantes

Para generar plantas transgénicas estables que sobre expresen a elF(iso)4E,

con la construccion A se transformaron por inmersion floral 25 plantas de A. thaliana
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silvestres (WT), y se obtuvieron alrededor de 2000 semillas. De la generacion Fi,
cada semilla que resulte transformante representa una linea independiente, debido a

la azarosa insercion del T-DNA en el genoma de la planta transformada.

Aplicacion de BASTA

30

60

Figura 4.8 Condiciones de seleccidon de semillas transformantes. Se realizaron cinco
aplicaciones de disoluciones de BASTA con concentraciones de 30, 60 y 90 ug/mL. La concentracion

mas apropiada fue la de 30 pg/mL, las otras concentraciones resultaron muy agresivas. El 2 % de las
semillas candidatas fueron positivas.

Dadas las caracteristicas de la construccion A, resumidas en la figura 4.1, la
seleccién de semillas transformantes se realizé con el herbicida BASTA. Primero se
estandarizé la metodologia adecuada de seleccion, para lo cual se asperjaron lotes
de 100 semillas candidatas con diferentes concentraciones del herbicida (30, 60 y 90
pMg/mL) y se analizé el comportamiento de las poblaciones sometidas a seleccion a lo
largo de cinco aplicaciones (ver figura 4.8), con la finalidad de optimizar las
condiciones de seleccién. Este breve estudio indicé que la concentracién adecuada
de BASTA fue de 30 ug/mL tras cuatro o cinco aplicaciones de la misma, momento
en el cual las plantulas transformantes fueron distinguibles facilmente de las
cloréticas y moribundas. La seleccion con una concentracion de BASTA de 60 png/mL

no fue adecuada porque se generaban plantulas sobrevivientes fragiles y las
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diferencias respecto a plantulas no transformantes eran ambiguas. Con una
concentracion de 90 ug/mL perecieron todas las plantulas, debido a que el herbicida

es muy agresivo incluso para las plantulas transformantes positivas.

Bajo las condiciones halladas (30 ug/mL BASTA), se seleccionaron 20
plantulas transformantes del lote inicial de 2000 semillas, que se denominaron con
las letras del alfabeto (de la A a la Y). Como control positivo se utilizaron semillas
homadcigas nulas elF(iso)4E -/-, dado que son resistentes a BASTA, y semillas WT
como control negativo. Cada una de las plantulas transformantes se transplantd a
una maceta independiente y se aislé mediante una envoltura de celofan para
asegurar la autofecundacion. Se tomd una muestra de hoja de cada planta y se
extrajo RNA total para realizar una segunda seleccion y corroborar la primera
seleccion, en la cual se pudieron distinguir las transformantes reales de los falsos
positivos. Para esto, se hizo RT-PCR utilizando los oligonucleétidos BAR para
amplificar el gen BAR, que confiere resistencia a BASTA. Se observdé que
unicamente las lineas D, E, Ky V fueron falsos positivos y en el resto se encontré al
gen BAR (ver tabla 4.1). En la figura 4.9, se observa un ejemplo de esta segunda

seleccion, donde se ve que las lineas A, C, F, y J son verdaderas transgénicas.

PM A O F J pEarley103 (+] H,O
100pk 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
. : ] M s (™

-, [} L] e e L_
B il & e i i S

10 ph — ' : ‘ -ow ’

Figura 4.9 Seleccion secundaria de algunas candidatas de sobre expresion mediante RT-
PCR de RNA total de hoja. Deteccion del mensajero de BAR en candidatas de la generacion F,. Se
utilizaron los oligos BAR (310 pb, carriles con el numero 1) y pENTR-Atiso4E (598 pb, carriles con el
numero 2) como control. El plasmido pEarley-elF(iso)4E fue colocado como control positivo de ambos
genes. Las bandas con peso molecular aproximado de 700 pb probablemente sean correspondientes
al gen elF(iso)4E, y se vean asi por las condiciones de la electroforesis.
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La presencia de falsos positivos pudo ser debida a una aplicacion no
homogénea del herbicida, por esta razon, es importante realizar la seleccion
secundaria y descartar asi plantas con el genotipo WT. La progenie de cada una de
las plantas transformantes positivas se colectd, generacién F», y aquellas lineas que
produjeron una mayor cantidad de semillas (C, F, J y S) se seleccionaron
nuevamente con BASTA; esto es necesario porque las plantas de la generacién F
son heterdcigas y en su descendencia se encontrara, segun el modelo mendeliano,
que un 25 % de las semillas tiene genotipo silvestre, el 50 % sera heterdcigo y solo
el 25 % sera homoécigo para elF(iso)4E-GFP. Siguiendo este mismo modelo,
fenotipicamente, se tendra un 75 % de semillas resistentes al herbicida y un 25 % de
semillas no resistentes. La seleccidén de la generacién F, mostré que la cantidad de
sobrevivientes fue cercana al 75 % en todos los casos, en concordancia con lo
esperado segun el modelo mendeliano. De esta generacion, también se extrajo RNA
total de hoja adulta y en esta ocasion se hizo RT-PCR para detectar al mensajero de
GFP (ver figura 4.10) y, aunque aparentemente se encuentra en bajos niveles de
expresion, su presencia es una prueba adicional de que las plantas correspondientes

son transgénicas.

Tabla 4.1 Selecciéon por RT-PCR de plantas positivas para la construccion A
de la generacion F1, mediante la amplificacién del mensajero de BAR (resistencia a
BASTA).

Linea Gen BAR Linea Gen BAR Linea Gen Bar

A (+) v J v S v

B (+) v K x T v
C v L v U v
D x M v \Y x
E x N v w v
F v @) v X v
G 4 P v Y v
H v Q v
| v R v
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Figura 4.10 RT-PCR de RNA total de hoja adulta de algunas candidatas de sobre expresion
de elF(iso)4E. Se detecté el mMRNA de GFP (557 pb) con lo que se comprobd la expresion del
mensajero de elF(iso)4E-GFP.

Debe mencionarse que anteriormente se tuvo la oportunidad de probar los
oligonucledtidos GFP y se comprobo su efectividad para DNA y plasmidos, pero para
RNA la amplificacion es dificil y no siempre exitosa, fallando inclusive en controles

positivos de plantas transgénicas que expresan a GFP.

A partir de los resultados observados por RT-PCR y la cantidad de semillas
generadas por cada planta, se continud el estudio con las lineas F y J para reducir el
numero de lineas transgénicas a sembrar. El resto de las lineas, en su mayoria
pertenecientes a la generacion F4, fueron conservadas en refrigeracion para su
posterior estudio en la elaboracion de otros proyectos. De esta manera, se
obtuvieron las progenies pertenecientes a la generacion F; de las lineas F y J, y la
linea F fue llevada hasta conseguir las generaciones F4 y Fs. En este punto, no es
posible asegurar la homocigocidad de la linea F, puesto que no desarrollamos una
estrategia experimental que permitiera discriminar entre plantas homdcigas vy
heterdcigas en particular para elF(iso)4E-GFP. A pesar de esto, el proceso de
seleccién con BASTA de la generacion F3 mostrd un porcentaje de supervivencia del
80 %, mientras que las semillas de la generacion F4 fueron resistentes practicamente
todas al herbicida BASTA (figura 4.11), con lo que se demuestra que la composicion
de individuos homdécigos y heterdcigos son los que predominan en estas
generaciones. Esta elevada composicion de individuos que llevan el transgén

elF(iso)4E-GFP en las generaciones F4, y Fs se aprovechd para prescindir de la
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seleccion con BASTA, en el desarrollo de otros experimentos que se describiran mas
adelante. Es importante estudiar los efectos directos de la sobre expresion de
elF(iso)4E, y no confundirlos con los efectos generados por el estrés que resulta
para las plantas la aplicacion de BASTA, que se traduce en un crecimiento mas lento
de la planta. De esta manera, los posteriores experimentos que involucren plantulas
de la generacion F4 ya no estaran influenciados por los efectos de BASTA, con la
reserva de que un muy pequeno porcentaje pudiera contener aun el genotipo WT.
Sin embargo, para continuar generando semillas mas adelante, si se seleccionara
con el herbicida para asegurar que nuestras semillas son transgénicas y que no se

pierde el transgén en la descendencia de estas plantas.

WT (-) Linea de sobre expresion F

Figura 4.11 Efecto del herbicida BASTA en linea transgénica de sobre expresion F,
generacion filial F4. La mayor parte de las plantulas de esta generacion fueron resistentes al herbicida,
practicamente ninguna presenta el fenotipo WT (semillas colocadas en el lado izquierdo como control
negativo).

4.2.2 Insercion del transgen en el genoma de A. thaliana (DNA)

Se comprobd la insercion de la construccion A en el genoma de la linea
elF(iso)4E ++ (linea F) por PCR de DNA gendmico (figura 4.12). Tomando como
punto de comparacion DNA de plantulas WT, elF(iso)4E -/- de 15 dias de edad y el
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plasmido pEarley-elF(iso)4E, como control positivo, se amplificaron los fragmentos
correspondientes a los genes elF(iso)4E, nCBP, BAR, GFP y la fusion elF(iso)4E-
GFP. Los oligonucledtidos pENTR-elF(iso)4E amplificaron dos tipos de bandas, la
primera correspondiente a elF(iso)4E enddgeno (1600 pares de bases), presente en
plantas WT y ++, y el elF(iso)4E exdgeno (598 pares de bases), presente en la linea
++ y en el control positivo. nCBP y tubulina fueron amplificados como controles
positivos, que se encuentran en todos los casos, a excepcion del plasmido pEarley-
elF(iso)4E, como se esperaba. El gen BAR se encuentra presente tanto en el control
(+), como en la linea ++ y la mutante nula elF(iso)4E -/-. Los fragmentos
correspondientes a GFP presentan una banda de 550 pares de bases en el DNA
gendémico de elF(iso)4E ++ y en el control positivo, de igual forma ocurre con la
mezcla de oligonucleétidos pENTR-elF(iso)4E Fw y GFP Rv, amplificando una senal
de 1200 pares de bases, que corresponde propiamente a la fusién elF(iso)4E-GFP.
El conjunto de bandas observadas son prueba de que la insercidn se realizd, la linea
F presenta los fragmentos correspondientes a elF(iso)4E exdgeno, el gen BAR, GFP,
y elF(iso)4E::GFP. Con esto puede asegurarse la insercién, aunque no puede
decirse que esté activa traduccionalmente.
F WT -i- (+) H,0

elF{iso}dE endigeno s — : ~1 600 ph
elF{iso)4E exdgeno : . 555 ph
nCBP S S s | 700 ph
BAR . LN ) 310 ph
GFP R .- 557 ph

elF(iso}dE + GFP -— ~1200 ph

Tuhulina -‘ “ D ph

Figura 4.12 PCR de DNA gendmico para demostrar la insercién de 35S::elF(iso)4E::GFP en
el genoma de A. thaliana. F: linea F; WT: linea silvestre; -/-: mutante elF(iso)4E -/-; (+): plasmido
pEarley-elF(iso)4E. La linea elF(iso)4E ++ presenta dos fragmentos correspondientes a elF(iso)4E, el
enddgeno (1600 pares de bases), que también se observa en plantas WT, y el insertado (550 pares
de bases). La linea elF(iso)4E ++ también presenta bandas correspondientes a los genes BAR, GFPy
elF(iso)4E::GFP, que estaban presentes en la construccion con que se transformo.

88



RESULTADOS

4.2.3 Determinacién de los niveles de expresién de mRNA

Hoja
A

WT F J C' IS04- H,0
e|F(iso)4Em' - . -

18 e D b D T

Plantula

C +  WT -i- Hy0
Tuhuling ——— s

elF{iso)IE m— -
nCEP GEEED N e—

Raiz

E WT -i-  ++ H,0

elF(isopsE [T —_—
E—

nCBP =~

Niveles de expresion de elF(iso)4E
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1.2 4
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. 1,00 0.98 095
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elF(iso)4E ++ WT elF(iso)4E -/-
Plantulas de 15 dias

F Expresion de elF(iso)4E y nCBP en raiz de 15

dias
15 - )
§ 1.5 | M elF(iso)4E mnCBP
o
ES |
% § 0.75
& S J
g = 0.5
< 0.25 -
2
2 0 A

elF(iso)4E ++ WT elF(iso)4E -/-
Raiz de 15 dias

Figura 4.13 Comparacién de los niveles de expresién en hoja adulta y plantulas de 15 dias
post germinacion del mensajero de elF(iso)4E en lineas de sobre expresion, respecto a plantas
silvestres y homécigas nulas. Ay B, Niveles de expresion en hoja adulta de diferentes lineas de sobre
expresiéon en donde se ve que sélo la linea F (denominada a partir de ahora elF(iso)4E ++) muestra
una cantidad mayor de mensajero que la silvestre (12 %). También se muestran los niveles de
expresion de elF(iso)4E en plantulas de 15 dias post germinacion (C y D) y en raiz de 15 dias (Ey F)
de las lineas elF(iso)4E ++, WT y elF(iso)4E -/-. Los niveles de mensajero en plantula de elF(iso)4E
son marcadamente superiores, en un 180 %, a los mostrados por la WT. En raiz, sélo es el 30 %.
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En el analisis de la generacion F,, se extrajo RNA total de hojas adultas de las
lineas F, J y C vy, por RT-PCR semicuantitativo, se amplificé a elF(iso)4E y se
compararon los niveles de RNA con los de la mutante elF(iso)4E -/- y con los de
plantas silvestres (ver figura 4.13, A y B). Los resultados indicaron que unicamente la
linea F presentaba una ligera sobre expresion (12 %) con respecto a plantas
silvestres (nombrada a partir de ahora elF(iso)4E ++, por ser la Unica que parecia
sobre expresar su mRNA). El resto de las lineas mostraba niveles de mensajero muy
parecidos a WT y sugerian que, aunque la construccién se encontraba bajo un
promotor fuerte como lo es 35S, tal vez una sobre expresion de este factor podria
alterar de forma negativa el desarrollo de la planta y probablemente se estuviera
activando algun mecanismo de control que impidiera una sintesis mayor de este
mRNA.

Por otro lado, debe considerarse también que, de acuerdo a los resultados
generados por microarreglos (ver seccion de antecedentes, figura 2.11), no es en
hoja adulta en donde el mensajero del factor elF(iso)4E se encuentra mas
abundantemente, sino en raiz y plantula. Por esta razén, se repitid este experimento
utilizando RNA total de raiz y plantulas crecidas en medio liquido por 15 dias. En
plantula, fue evidente que el mensajero de elF(iso)4E se encuentra en mayor
cantidad que en plantulas WT (ver figura 4.13, C y D), en un 180 %. En raiz, el
exceso de mRNA de elF(iso)4E solo es del 30 %, respecto a raices WT (ver figura
4.13, E y F). Es muy interesante notar también que los niveles de nCBP, en plantula,
disminuyen en una proporcion importante, llegando casi a la mitad respecto a WT,
sugiriendo que probablemente algunas de las funciones ejercidas por  nCBP
pudieran ser suplidas por elF(iso)4E. Como ya se mencion6 antes, los
oligonucledtidos para GFP no funcionan satisfactoriamente con RNA, y por esto es

que no se consideraron aqui.

El analisis a nivel de mRNA no es suficiente para decir que una proteina se
sobre expresa ya que no indica qué tan activo esta traduccionalmente el mensajero.

Por otra parte, a nivel post traduccional podria darse una degradacidon o
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estabilizaciéon de la proteina de fusion, lo cual tendria repercusion en los niveles
observados de la misma. Esto implica que debe evaluarse la proteina elF(iso)4E-

GFP en las plantas transgénicas.

4.2.4 Determinacion de la presencia de la proteina de fusiéon elF(iso)4E-

GFP
4.2.4.1 Inmunodeteccion por Western Blot
PM WT -/- ++ DR5 Maiz
A B WT -- ++ DR5
150 kDa
66 kDa 55 kDa
45 kDa
36 kDa
GFP
29 kDa
28 kDa
20 kD 25 kDa

Rubisco T ——-1

Figura 4.15 Inmunodeteccion de la proteina de fusion elF(iso)4E-GFP en extractos totales de
las lineas WT, elF(iso)4E -/-, elF(iso)4E ++, DR5 y proteinas totales de ejes de maiz (control positivo
de elF(iso)4F). A) Electroforesis SDS-PAGE. Es posible observar sutiles cambios en los patrones de
proteinas entre las lineas de A. thaliana, asi como las marcadas diferencias de las mismas con
respecto a los ejes embrionarios de maiz. En la parte inferior se muestra un western blot contra
elF(iso)4F, que reconocié a las proteinas elF(iso)4G en cada caso. B) Western blot utilizando
anticuerpos contra GFP. El anticuerpo reconoci6 sefiales en las muestras de la linea elF(iso)4E ++ y
DR5. En elF(iso)4E ++ se observa una sefial de 55 kDa correspondiente a la proteina de fusion
elF(iso)4E-GFP, tenues sefiales de 36 kDa y una ligera de 25 kDa. En la parte inferior se muestra
tefiida con rojo de Pounceau la proteina rubisco, que se empleé como control de carga.

La deteccion de la proteina de fusion se realizé utilizando plantulas de 15 dias
post germinacion crecidas en medio liquido. Se utilizaron plantulas de las lineas WT,
elF(iso)4E -/-, elF(iso)4E++ (de la generacidon F4) y DRS. La linea DR5 es una linea

transgénica que expresa GFP donde se sintetizan auxinas, por ello es nuestro
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control positivo de GFP. Se extrajeron proteinas totales y se purificd la proteina de
fusion elF(iso)4E-GFP producto de la construccion A por cromatografia de afinidad

con particulas de Ni.

Se realizé western blot con proteinas totales resueltas y transferidas el mismo
dia de su extraccion, reduciendo, en lo posible, la degradacién de proteinas debidas
a una manipulacioén prolongada a temperatura ambiente, inherente a los procesos de
purificacion. En la figura 4.15 A, se observa un gel de poliacrilamida tefiido con azul
de Coomaise, en el cual se colocaron 15 ug de proteina total de las lineas WT
(control de elF(iso)4F), elF(iso)4E -/- (control negativo de elF(iso)4E), la linea
elF(iso)4E ++, DR5 (control positivo de GFP) y proteinas totales extraidas de ejes
embrionarios de maiz (control positivo de western blot). Los patrones de bandas
mostraron diferencias entre las proteinas de maiz y de A. thaliana, ya que se trat6 de
extractos a partir de organismos y tejidos diferentes. En las muestras de A. thaliana,

se ve una sefal distintiva correspondiente a la linea DR5 cercana a los 30 kDa.

Por otra parte, en el western blot, utilizando el anticuerpo policlonal anti-
elF(iso)4F, que reconoce tanto a elF(iso)4E como a elF(is0)4G, se esperaba detectar
a elF(is0)4G en todas las muestras, mientras que a elF(iso)4E soélo en los extractos
de WT, ++, DR5 y Maiz. Se observd, en todos los casos, la proteina elF(is0)4G,
aunque no fue posible detectar a elF(iso)4E en ninguna muestra, probablemente
debido a la abundancia de elF(is0)4G en los extractos totales, o a la facilidad de
degradacion de elF(iso)4E. En la figura 4.15 B, se muestra un western blot con el
anticuerpo monoclonal anti-GFP, que ha reconocido una serie de sefales en las
muestras elF(iso)4E ++ y DR5. En este caso, se esperaba detectar a GFP en la linea
DR5 con un peso molecular aproximado de 25 kDa y en la linea elF(iso)4E++ a la
proteina de fusién, con un peso molecular aproximado de 53 kDa. En DR5, se
observo una sefial muy fuerte con un peso molecular de 28 kDa, correspondiendo a
GFP y que, probablemente, sea la proteina distintiva de esta muestra en el gel tefiido
con azul de Coomasie en el panel A. En la linea elF(iso)4E ++, se ve una senal con

un peso molecular de 55 kDa que corresponde al esperado para la proteina de fusién
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elF(iso)4E-GFP que se sobre expresd. Esta misma muestra también contiene
sefales reconocidas por anti-GFP de menor peso molecular, que evidencian la ya
reportada facilidad de degradacion del factor elF(iso)4E, donde la sefial mas ligera,

de 25 kDa, corresponde, probablemente, a la proteina GFP sin el factor elF(iso)4E.

Linea elF(iso)4E ++ LineadJ

PM F1 F2 Tot F1 F2 Tot

Figura 4.16 Purificacion de la proteina de fusion elF(iso)4E-GFP por cromatografia de
afinidad con particulas de Ni. Se observan dos bandas mayoritarias de ~50 kDa y de ~28 kDa. El
recuadro negro sefiala a la probable banda correspondiente a la proteina de fusion. La banda de 28
kDa puede ser un producto de degradacién que aun contiene la cola de histidinas de la construccion.

De las proteinas purificadas con particulas de Ni, se recuperaron dos
fracciones de 100 pL. Se resolvieron proteinas de las lineas elF(iso)4E ++ y la linea
J por electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE vy se tifié con plata (figura 4.16). En
ambas lineas, se observo una banda con un peso molecular cercano a los 50 kDa
(figura 4.16), probablemente la proteina de fusidn, y algunas otras bandas que
puedan ser debidas a uniones inespecificas o productos de degradacion. Para
comprobar lo observado en las purificaciones por cromatografia de afinidad, se
realizd western blot con el anticuerpo policlonal anti-elF(iso)4F y con anti-GFP en las
fracciones purificadas; sin embargo, estos anticuerpos no reconocieron ninguna

senal. Lo anterior puede tener alguna de las siguientes causas: 1) que las bandas no
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corresponden a la proteina de fusion ni a productos de degradacion, sino a
inespecificidades en el método de purificacion; 6 2) como el western blot se hizo
después de una manipulacién prolongada a temperatura ambiente, las fracciones
pudieron contener proteinas degradadas, no detectadas por alguno de los dos

anticuerpos.

4.2.4.2 Deteccion de la proteina de fusiéon por microscopia confocal

Deteccion

GFP Clorofila Visible

Lineas analizadas

Figura 4.17 Visualizacion de GFP por microscopia confocal en embriones de lineas de sobre
expresion, generacion F;. Se emplearon los canales de la GFP, clorofila y luz visible. Las lineas F, J y
C’ resultaron positivas para GFP.

Dados los resultados en la deteccion de la proteina de fusion por western blot,
se decidio analizar la presencia de la GFP por microscopia confocal. Algunos
embriones de las lineas C, F y J fueron analizados por microscopia confocal para

detectar la sefal fluorescente de la GFP (ver figura 4.17). Se utilizaron embriones
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para evitar complicaciones que pudiera presentar el exceso de clorofila presente en
plantas adultas y la dificultad de tratar con las fragiles raices, aunque tal vez este
ultimo tejido habria sido el mas apropiado, puesto que es donde la proteina
elF(iso)4E se encuentra mas abundantemente en plantas WT y no hay interferencia

de la clorofila.

Empleando canales que permitieran detectar a GFP (emisién 515 a 565 nm) y
la clorofila (600-650 nm), se observé que las lineas C, F y J mostraban una senal
clara aunque débil de GFP y que ésta parecia estar localizada en el citoplasma. La
fluorescencia es mucho menos marcada que en el control positivo DR5, donde la
senal es muy fuerte y localizada, probablemente, debido a que aunque este factor de
traduccién se encuentra sobre expresado, no es muy abundante a nivel de proteina
en la planta. Es probable también que el espectro de emisién normal de la GFP esté
siendo afectado por la presencia de elF(iso)4E, tal vez desplazandolo hacia valores
mas arriba o mas debajo de longitud de onda y por ello presentar sefales tan tenues

en la emision.

La localizaciéon subcelular se estudié transformando protoplastos con el
plasmido pEarley-elF(iso)4E (construccion A, ver figura 4.18). En este caso, la senal
de GFP fue muy baja y es dificil asegurar su presencia, dado el sobrelape de la
clorofila con los cloroplastos. Reportes previos han demostrado que una proteina de
fusién similar, expresada transitoriamente en hojas de N. benthamiana, se localiza en
reticulo endoplamisco y que su ubicacion es debida a la funcionalidad de elF(iso)4E
y no a efectos de la GFP que lleva consigo (Beauchemin et al, 2007). La ausencia de
senal fluorescente en los protoplastos de hojas de A. thaliana transformados pudiera
tener diversas causas, entre ellos se encuentra el estrés al que es sometida la célula
en los diferentes tratamientos para conseguir los protoplastos, que carecen de pared
celular; aunque también se ha reportado que en estos sistemas se puede llevar a
cabo un re arreglo de la cromatina acompafado de un proceso de de-diferenciacion,
que pudiera impedir que nuestra proteina de fusion se exprese (Tessadori et al,

2007). Existen también algunos elementos a considerar para dudar de la autenticidad
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sefal de GFP en la transformacion de protoplastos, como el que la sefal en GFP es
muy débil y coincide con la localizacion de la clorofila; ademas de que en los
embriones vistos en la figura 4.17 todas las células presentan la senal fluorescente,
cuando en la transformacion de protoplasto soélo algunas fueron positivas. Para
estudiar la localizacidén subcelular, seria util probar con metodologias nuevas, como
la planteada por Marion et al (2008), donde se transforman plantulas de A. thaliana 'y
el estrés mecanico se minimiza, ademas de que se trataria de un sistema mas
parecido a lo que se tiene en una transformacion genética estable. De esta forma, la
localizacion subcelular quedaria pendiente para desarrollarse mas adelante con
alguna otra metodologia. También podrian probarse algunas otras proteinas
reporteras fluorescentes: RFP, YFP o CFP.

Protoplastos

GFP

Clorofila

Campo
claro

: @G’

Figura 4.18 Localizacion subcelular de la proteina de fusiéon elF(iso)4E-GFP. 1) Localizacion
subcelular en protoplastos. Las senales fluorescentes se observan localizadas en cloroplasto, lo que
sugiere que la proteina no se esta traduciendo, y que estas sefales bien pudieran tratarse en realidad
de clorofila.

4.2.5 Fenotipo de plantas transgénicas que expresan elF(iso)4E-GFP

(estudios preliminares)
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Los resultados observados a nivel DNA, RNA y proteina confirman la
expresion del factor elF(iso)4E-GFP en la linea elF(iso)4E ++. Aun con estas
evidencias experimentales, es importante recordar que los fenotipos pudieran
deberse a la interrupcion de algun gen ocasionada por la insercion de la construccion
Ay no propiamente a la sobre expresion del factor elF(iso)4E, por lo que se deben
verificar en al menos dos de las otras lineas transgénicas generadas.

Roseta 45 dias Roseta 68 dias

&

Figura 4.19 Desarrollo de la roseta en plantas transgénicas en dos diferentes etapas de
desarrollo: jévenes (45 dias post germinacion) y adultas (68 dias post germinacion). Cualitativamente,
no se observan diferencias significativas entre las plantas que sobre expresan a elF(iso)4E y las
plantas silvestres. El nimero de hojas y el tamafio de la roseta son similiares en ambas lineas. Se
compararon 8 plantas de la linea F y 8 plantas silvestres.

Primero, se comparé el desarrollo de la roseta entre plantas de las lineas
elF(iso)4E ++, linea F, y WT crecidas en medio Gamborg’s B-5 por tres semanas
bajo fotoperiodo de dia corto, sin observar diferencias importantes en la germinacién
y establecimiento de la plantula. Ocho plantas de cada linea fueron transplantadas a
macetas con la mezcla de sustratos Metromix 200 y se permitié su desarrollo por 1

mes bajo fotoperiodo de dia corto. Posterior a este tiempo, las plantas se colocaron
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bajo fotoperiodo de dia largo hasta la generacion de semillas. El numero de hojas y
la longitud de las mismas fueron dos parametros que se midieron pero que no
mostraron diferencias significativas entre las dos lineas. La figura 4.19 ilustra la
forma y tamafo de las rosetas de plantas jovenes (45 dias de edad) y adultas (68

dias de edad), que no difieren de forma importante.

elF(iso)4E
++

Figura 4.20 Desarrollo de inflorescencia en plantas transgénicas de sobre expresion y
silvestres. Las imagenes fueron obtenidas a 75 dias post germinacion. La aparicion de inflorescencias
(75 dias) en plantas que sobre expresan a elF(iso)4E se llevé a cabo tres dias antes que en las
plantas silvestres (78 dias).
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Una vez transferidas a fotoperiodo de dia largo, en las plantas de A. thaliana
se promueve la floracion. En esta etapa, se observaron algunas diferencias
importantes. En la figura 4.20, se muestran plantas crecidas bajo las condiciones
indicadas en el parrafo anterior a 75 dias de edad, donde las plantas de la linea
elF(iso)4E ++ ya desarrollaron inflorescencia y sobrepasaron el bolting (una
inflorescencia de 6 cm de longitud), mientras que en plantas silvestres el desarrollo
de la inflorescencia apenas comienza y no sobrepasa los 3 cm de longitud en el lote
estudiado. Las plantas silvestres alcanzaron el bolting 3 dias después que las
elF(iso)4E ++, es decir, a los 78 dias de edad. Sin embargo, a los 75 dias de edad
no se encontraron diferencias importantes en el numero y tamano de las hojas de la
roseta, las cuales en promedio contienen alrededor de 25 hojas en ambas lineas. A
excepcion del tiempo de la aparicion de la inflorescencia, no se observaron otros
cambios en las caracteristicas de la parte aérea de las plantas, tales como el numero
de flores generadas, la cantidad de silicuas y semillas producidas, al menos de forma

significativa.

Longitud de raiz principal de
plantulas de 20 dias bajo

condiciones normales
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Figura 4.21 Longitud de la raiz principal de plantulas transgénicas de sobre expresion. Bajo
condiciones normales de crecimiento, la longitud de la raiz principal a 20 dias post germinacion en
plantulas ++ es menor (2.8 cm) que en plantulas WT (6.17 cm) y elF(iso)4E -/- (6.97 cm). Las plantas
elF(iso)4E ++ fueron seleccionadas por cuatro dias con BASTA.

Uno de los fenotipos observados en la mutante nula para elF(iso)4E -/-, fue el
mayor crecimiento de la raiz principal de 1 cm con respecto a plantas silvestres. Por
ello, en un experimento en conjunto con el proyecto de doctorado de Valeria

Martinez en este laboratorio, se estudié también el desarrollo de la raiz principal en
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una linea transgénica de sobre expresion de elF(iso)4E. El estudio se realizd
germinando las semillas en medio Hoagland y midiendo la longitud de la raiz a la
edad de 20 dias (figura 4.21). En este estudio, las semillas fueron seleccionadas
mediante incubacion de 4 dias con BASTA vy luego se transfirieron a nuevo medio
Hoagland sin marcadores de seleccion. Se realizd esta seleccion con BASTA para
asegurar una elevada cantidad de plantulas transgénicas positivas en el
experimento. La figura 4.21 indica una longitud de la raiz principal cercana a la mitad
de lo que se observa comunmente en plantas WT y mutantes nulas elF(iso)4E -/-.
Para descartar que este efecto sea debido al herbicida y no a la sobre expresion de
elF(iso)4E, se repiti6 este experimento sin aplicar el herbicida y colocando en la
misma caja semillas elF(iso)4E ++, elF(iso)4E -/- y WT, cuyas longitudes de la raiz
principal a 20 dias post germinacion se presentan en la figura 4.22. Como puede
observarse, las diferencias en este nuevo experimento fueron menores, aunque la
tendencia general mostrada en la figura 2.14 (ver seccién de antecedentes, raiz
principal mas larga para la mutante elF(iso)4E -/-) continua observandose. Es
importante validar estadisticamente estos experimentos, incrementando el numero
de plantas y experimentos independientes para determinar si existe o no un fenotipo

distinto de raiz en las plantas elF(iso)4E ++ con respecto a plantas silvestres.

Segunda determinacion de longitud de
la raiz principal. 20 dpg.
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Figura 4.22 Determinacién de la longitud de la raiz principal de plantulas de 20 dias post
germinaciéon en medio Hoagland bajo fotoperiodo de dia corto, en ausencia de BASTA.
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Es importante tomar en cuenta también que, dado que en la generacién F4
practicamente todos los individuos resultaron positivos para la resistencia a BASTA
(ver figura 4.12), las observaciones sobre el fenotipo realizadas deben considerarse
como preliminares y ser confirmadas a futuro en condiciones de homocigocidad de la

linea estudiada.

43 OBTENCION DE SEMILLAS TRANSFORMANTES DE
COMPLEMENTACION DE elF(iso)4E

Se transformaron inicialmente 5 plantas mutantes homécigas nulas con la
construccion 35S::elF(iso)4E::GFP B, que confiere resistencia a kanamicina y se
obtuvo un lote de semillas candidatas de alrededor de 200 semillas, que fueron
sometidas a seleccién en medio Gamborg’s B-5 con kanamicina (50 uM) y sacarosa
al 1% plv, por el método de seleccion rapida de 4 dias (ver figura 4.23). Este método
de seleccion produjo tres plantulas resistentes a kanamicina, que fueron cambiadas
a una placa con medio Gamborg’'s B-5 sin kanamicina; sin embargo, de estas tres
plantulas sélo sobrevivio una (figura 4.22 B), probablemente, debido a una
inadecuada manipulacion de estas plantulas siendo todavia muy jovenes vy
vulnerables. La plantula sobreviviente permanecié por 18 dias mas en este nuevo

medio y fue después transferida a la mezcla de sustratos Metromix 200.

A pesar de contar con una planta resistente a kanamicina, es necesario
obtener mas plantas transgénicas de este tipo, para evaluar los efectos observados
en distintas lineas de complementacion del factor elF(iso)4E. Una nueva
transformacion de plantas homécigas nulas fue llevada a cabo, sin embargo, ya no
se presentan en este proyecto por falta de tiempo, pero, en las plantas que resulten
transformantes positivas, se evaluara a nivel DNA, RNA, y proteina la expresion de la
proteina de fusién elF(iso)4E-GFP, cuyos resultados se generaran en posteriores

proyectos de investigacion en este laboratorio.
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Figura 4.23 Selec