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"Levantate y anda.

Deja la cama donde te duermes con la multitud y sale a caminar por ti mismo, es decir
por lo tnico verdadero, es decir por la vida, entonces despierto, bendeciras a todos con tu

alegria.

Deja la parasitaria tribuna y entra a la cancha a jugar tu partido, deja de complicarte y

complicar.
Detente y comprobaras que el sentido de la vida, esta en ella misma.

Puedes llamar a cada cosa como quieras, pero todas las cosas principalmente las que ni

vemos y ni siquiera sospechamos conforman este iluminoso misterio que llamamos vida.
Muchas son las cosas y una la realidad.

Abrete, animate, aprende de todo, de ti mismo, concéntrate en esto y te iluminaras y esa
serena alegria te llevara a estadio en estadio, siempre en ascenso, espiritual, intelectual y

material, cantando, bailando y amando, la alegria te hace sabio no las preguntas.

Transforma en flores las espinas que te ponen en tu camino y esto sucede espontanea y
naturalmente, contempla primero, pero para actuar después, esto es cerrar un circulo

que es cada instante y hay que cerrarlo para pasar al proximo.

El sentido de la vida es ella misma y sélo se puede vivir cuando uno esta en plenitud, es

decir, cuando uno es duefio de uno mismo, es la Ginica propiedad posible y saludable.

Vive el momento, entonces todo momento sera una celebraciéon, sin objetivos ni metas
que te turban con ansiedades que te enferman porque te distraen del presente, que te

hace perder el tiempo con el futuro.

Este Momento es la tnica verdad y vivirlo te aliviana, te purifica, te cura, te fortalece, es

decir, te alegra y la alegria te devuelve la inocencia."

Facundo Cabral. E.P.D
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Introduccién

La traduccién de un mRNA a proteina representa el paso final en la expresién genética. La
regulaciéon de la traduccidn es un mecanismo que es usado para modular la expresion genética en
un amplio rango de situaciones bioldgicas [1].

El inicio de la traduccidn consiste de algunos pasos y es catalizado por proteinas referidas como
factores de inicio eucariéticos (elF). Primero ocurre la disociacién de un ribosoma preexistente 80S
promovida por elF3 y elF1A que se une a la subunidad 40S. Posteriormente se le une un complejo
ternario, elF2-GTP-Met-tRNA™", en el sitio P de la subunidad ribosomal formandose el complejo
de pre-iniciacion 43S. Por otro lado el mRNA es reclutado por el complejo elF4F formado por
elF4E, elF4A y elF4G, donde elF4E es una proteina que reconoce la estructura ‘'m-GPPPN (donde N
puede ser cualquier nucleétido) 5'terminal de un mRNA. En muchos eucariontes (pero no en
hongos o plantas) la penultima base (N) es metilada en el hidroxilo 2’ de la ribosa (Cap 1). Cuando
el sitio no es metilado se llama Cap 0. La estructura Cap facilita la traduccién de mRNAs, todos los
MRNA eucariontes (excepto los de los organelos) poseen esta estructura, es importante para el
splicing de pre-mRNAs, transporte y estabilidad de mRNAs y RNAs pequefios nucleares [2-4]. elFAG
es una proteina de anclaje para otros factores de inicio de la traduccidn y elF4A es una helicasa de
RNA que desdobla las estructuras secundarias en el extremo 5'UTR de los mRNAs. El mRNA unido
al complejo elF4F se asocia al complejo de pre iniciacidon 43S mediante la interaccién entre elF4G y
elF3, formandose el complejo de inicio de la traduccion 48S. A continuacion ocurre el escrutinio en
direccion 5’ a 3’ ayudado por la actividad de la helicasa elF4A y en mamiferos por elF4B y elF4H
hasta encontrar el coddén de inicio en un contexto favorable [2, 4]. La mayoria de los mRNAs
poseen en su 3’ UTR una cadena de poli Adeninas [poli (A)] la cual va de 50 a mas de 200 bases. La
cadena de poli (A) es un determinante de la estabilidad del mRNA asi como de su eficiencia
traduccional, muchos mensajeros de histonas y algunos RNAs virales son excepciones que no
poseen esta estructura,[2]. En el complejo de inicio de la traduccidn, el mRNA es estabilizado y
circularizado por la interaccidon de la cadena de poli (A) con una proteina de unidn a cadenas de
poli A (PABP), la cual se une a elF4G dentro del complejo elF4F que se encuentra interaccionando
con el 5’Cap (Figura 1) [5].

Durante el proceso de escrutinio elF2 hidroliza parcialmente GTP con la ayuda de elF5. Antes del

reconocimiento del coddn de inicio el ion fosfato estd en un equilibrio GTP-GDPeP;. Después de



gue el codén de inicio es identificado, el ion fosfato es liberado haciendo la hidrdlisis de GTP
irreversible y comprometiendo al complejo a proceder con el inicio de la traduccién [5]. Después
de que elF2¢GDP es liberado, la subunidad 60S puede unirse con ayuda de una segunda GTPasa,
elF5B, disocidndolo como elF5BeGDP. Después de la unién de las subunidades el complejo de

iniciacién estd completo e inmediatamente comienza la elongacién del péptido [5].

MetiRN

Figura 1. Complejo de inicio de la traduccion; El mRNA es reclutado por el complejo elF4F compuesto de
las subunidades elF4E, elFAG y elF4A, elF4E es la proteina de unién a Cap y une la estructura "mGPPP del
mRNA, elF4G es una proteina de union la cual recluta la proteina de unién a cadenas de poli(A)(PABP), la
helicasa de RNA elF4A, el complejo multiprotéico elF3 quien recluta la subunidad ribosomal 40S unida al
complejo ternario Met - tRNA™, elF1 y elF1A, tomado de [6].

Regulacién de la traduccién

La regulacion global de la traduccién es mediada por modificaciones de los factores de inicio de la
traduccién, mientras que la regulacion especifica involucra complejos de proteinas regulatorias
que reconocen elementos particulares localizados en las regiones 5’ y 3’ no traducibles (UTRs por
sus siglas en inglés) de los mRNAs (Figura 2). Estos elementos incluyen a la estructura Cap y cola de
poli (A) como activadores de la traduccidn; los sitios de ingreso internos al ribosoma (IRES por sus
siglas en inglés) que permiten la traduccién via Cap independiente; los marcos de lectura abiertos
rio arriba del AUG (uORFs) que reducen la traduccion de un ORF; y los sitios de unién a complejos

regulatorios en las regiones 5’ 0 3" UTR [1].



Hairpin IRES
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Figura 2. Elementos estructurales de un mRNA (tomado de [1]). La estructura "m-GPPPN en el 5’ terminal
y la cadena de poli (A), son motivos candnicos que promueven fuertemente el inicio de la traduccion, las
estructuras secundarias como los Hairpin (tallo - asa) bloquean la traduccion, mientras que los IRES
permiten el inicio de la traduccion independiente de Cap. Los uORFs funcionan como reguladores
negativos reduciendo la traduccion del ORF principal, los 6valos en verde simbolizan sitios de union de
proteinas y/o RNAs reguladores que usualmente inhiben pero ocasionalmente promueven el inicio de la
traduccion.

Los elementos regulatorios de cada mRNA determinan que estos sean activamente traducidos,
almacenados en ribonucloeproteinas inactivas, o degradados por cuerpos de procesamiento (PBs).
En cambio, la regulacién de la actividad de los factores de traduccidn implica cambios en la sintesis

global de proteinas.

Factores de Inicio Eucariontes (elFs)

elF1yelF1A

elF1 (12 kD) (forma parte del complejo multifactor) y elF1A (17 kD) (se une a la subunidad 40S del
ribosoma) interactla con otras proteinas componentes durante el proceso de inicio de la
traduccién y participa en el reconocimiento coddn — anti codén del tRNA iniciador cargado con
Metionina (Met-tRNA™"). Estos dos factores participan en el reclutamiento, escaneo de las
regiones 5’ no traducibles, restringen y promueven la hidrélisis y desecho de P;, controlan los
cambios conformacionales clave del complejo y la unién de las diferentes subunidades [5]. Por
otra parte elF1 y elF1A cooperan entre si en la unién a la subunidad 40S y promueven el
reclutamiento del complejo ternario, ademas de estas interacciones se ha mostrado que elF3, elF5
y elF1 estan fisicamente asociados en un complejo multifactorial que existe libre de ribosomas [7].
elF1y elF1A actuan de manera antagdnica, siendo elF1 el responsable de evitar el reconocimiento
prematuro de un coddn de inicio y elF1A facilitando una pausa en el codén de inicio correcto el

tiempo suficiente para proseguir con los eventos de iniciacion rio abajo [5]. Reconstrucciones por



microscopia Crio — electrénica de la subunidad 40S han mostrado que los dos factores juntos (elF1
y elF1A) causan un cambio conformacional en la subunidad pasando de una estructura cerrada
(40S solo) a una abierta (40S-elF1-elF1A), que es receptiva a la union del complejo ternario y es
competente para el escaneo del mRNA. El complejo 40SeelF1A parece estar mas cerrado que la
subunidad 40S por si sola, lo que sugiere que al salir elF1 del complejo de pre iniciacién dejando a
elF1A, puede ser un mecanismo que dispare la conversidon de un estado abierto competente para
el escaneo a un estado cerrado que arresta el escaneo. [8].

El sitio de unidn a la subunidad 40S de elF1 esta localizado cercano al sitio P del ribosoma, y se ha
propuesto que elF1 promueve una conformacidon abierta del complejo de preiniciaciéon (PIC)

Met con tripletes que

llevando al escaneo y la restriccion del apareamiento de bases de Met-tRNA
no son AUG, elF1 asi mismo regula negativamente la actividad de GTPasa de elF5 en codones que

no son AUG mediante una interaccién directa entre estas proteinas [9].

elF2

elF2 de plantas no difiere en composicién o secuencia de aminodcidos de elF2 de otros
eucariontes [10]. Posee tres sub unidades (a B y), la subunidad de unidn a nucledtidos y es un
homdlogo cercano en cuanto a secuencia y estructura a EF-Tu bacteriano y eEF1A eucarionte. Se

Met 3 elF2. El dominio

piensa que elF2y*GTP tiene la mayor contribucién a la unidon de Met-tRNA
carboxilo terminal (CTD) puede contactar a Met-tRNAY®" directamente. La subunidad elF2p
contacta a elF1A, elF5y elF3 [11].

Cuando elF2 se encuentra unido a GDP se promueve la interaccion con el factor de intercambio de
nucledtidos de guanosina (GEF, Guanosine Exchange Factor) elF2B. elF2a es blanco para la
inhibicidon global de la traduccidon, ya que si el GDP no es intercambiado por GTP, se impide la
formacién de un complejo ternario activo. Esta regulacion es mediada por varias cinasas que
fosforilan a elF2, subunidad o, en respuesta a situaciones de estrés. En este caso las subunidades
elF2B y elF2y implicadas en el intercambio de nucledtidos mantienen secuestrado a elF2B de
forma inactiva para realizar dicho intercambio [11].

elF2B es un heteropentamero cuyas subunidades a, B y 6 forman un subcomplejo regulatorio que
une y reconoce elF2a fosforilado y reprime la actividad del subcomplejo catalitico formado por las

subunidades “y” y “”. elF2Be es la subunidad que lleva acabo el intercambio de nucleétidos y su

secuencia N-terminal media la interaccién entre las demds subunidades del complejo. La



estructura cristalina del dominio €' revelé que es un dominio helicoidal que posee una alta
similitud al dominio carbonilo terminal de elF5, sugiriendo que €'y elF5 interactian con elF2 de

manera similar y pueden competir por la unién a este [11].

elF3

Este factor estd constituido por 5 subunidades no idénticas en Sacharomyces cerevisiae y 13
subunidades no idénticas en mamiferos [10], designadas como elF3a a elF3m (Tabla 1). El
complejo de levaduras es mas simple, contiene como componentes estequiométricos a los
ortélogos de elF3a, eiF3b, elF3c, elF3g y elF3i de mamifero, los cuales son esenciales para la
traducciéon in vivo. La subunidadelF3j es una unidad sub-estequiométrica no esencial que
incrementa la interaccidn con otros elFs, promoviendo la unién de elF3 a la subunidad 40S y tiene
una funcién independiente en la biogénesis del ribosoma 40S. Se sugiere que las subunidades
esenciales en levadura (elF3a, elF3b, elF3c elF3g y elF3i) constituyen el nucleo del complejo que
puede ejecutar las funciones cruciales de elF3 y puede ser estimulado por eiF3j [12]

elF3e es una proteina citoplasmatica mayoritariamente, aunque también puede ser detectada en
el ndcleo en muchos organismos incluyendo las plantas. El papel de elF3e no es claro, pero se ha
asociado con: (i) el control de la actividad del proteosoma 26S (ii) el sefialosoma COP9 y otras
proteinas regulatorias de la protedlisis, (iii) el transactivador transcripcional del virus de la
leucemia en células humanas T (HTLV Tax), (iv) los productos proto-oncogénicos Rfp y PML de
“cuerpos nucleares”, y (v) organizacion del huso mitético. Si bien elF3e no es esencial para la
iniciacion de la traduccion global, en Schizosaccharomyces pombe existe evidencia de que elF3e
tiene un papel importante en la traduccion [13]. Ocho de las subunidades de elF3 muestran
secuencias homologas con subunidades del sefialosoma COP9 (CSN) y el proteosoma 26S y forman
un subcomplejo. Cada una de las subunidades contiene uno o mds motivos caracteristicos
estructurales. El motivo PCl tiene un papel estructural en el complejo, mientras que el motivo

MPN puede presentar actividad de metalo-proteasa [13].



Tabla 1. Subunidades del complejo elF3 en distintos organismos eucariontes.

Nomenclatura H. A. S. S. pombe S. pombe Funcién
Unificada sapiens thaliana cerevisiae complejo Complejo
Csn7B Int6
elF3a p170 pl14 TIF32 p107 p107 Unidn a: 40S, elF4B;Ensamble de
MFC; Reclutamiento de TC y mRNA

elF3b pll6 p82 PRT1 P84 p84 Unidn de 40S; Ensamble de MFC;

Reclutamiento de TC y mRNA;
Escaneo

elF3c P110 p105 NIP1 P104 pl104 Unidn de 40S; Ensamble de MFC;

Reclutamiento de mRNAy TC;
Reconocimiento de AUG

elF3d p66 p66 - - Moel

elF3e p48 p551 - - Int6

elF3f pa7 p32 - Csn6 Csn6 Posible sitio de unidn para mTOR y

S6K1

elF3g pa4 p33 Tif35 Tif35 Tif35 Interactla con la proteina trans

activadora de caulimovirus y
estimula el reinicio en mensajeros
policistronicos.

elfF3h p40 p38 - P40 -

elF3i p36 p36 TIF34 Sum1 Sum1

elF3j p35 - HCR1 - - Unidn de 40S; Ensamble de MFC

elF3k p28 p25 - - -

elF3I p67 P60 - - -

elF3m GA17 - - Csn7B -

elF3 puede unirse a la subunidad 40S sin la presencia de otros elFs y evita la unién prematura de la

subunidad 60S, una actividad crucial para la formacién de 43S PIC. Esta funcidén es dependiente de

otros factores incluyendo el TC, una combinaciéon de elF1, elF1A y oligonucleétidos de RNA, estos

factores pueden ya sea incrementar la unidn de elF3 a 40S o estimular la actividad de anti

asociaciéon de elF3 parcialmente, estabilizando la interaccion de elF3-40S [12]. Una reconstruccién

basada en microscopia crio-electrénica de elF3 de mamifero y un modelo de su interaccidon con la

subunidad 40S sugiere que una extension en forma de “pie” de elF3 se ubica muy cerca de la

interfaz superficial de la subunidad 40S para interrumpir el contacto intersubunidad con 60S. La

asociacion de elF3j con elF3 también requiere la proteina cinasa mTOR (mammalian Target Of

Rapamycin), la cual puede proveer otras caracteristicas, como la unién de elF4F. Debido a esto, las

sefiales que conducen a la activacion de mTOR estimulan la traduccion [12].



Grupo de factores de inicio 4 (elF4)

Estos factores son especificos de eucariontes y son responsables del reclutamiento del mRNA al
ribosoma. elF4F es un complejo de tres proteinas: elF4A, una RNA helicasa tipo DEAD dependiente
de ATP de 45 kDa; elF4E, una proteina de unién a Cap de 24 kDa; y elF4G, una proteina de anclaje
gue contiene sitios de unidn para elF4E, elF4A, elF3 y PABP [2].

elF4A

elF4A es una proteina de 46 kDa (en mamiferos) que posee una actividad de helicasa de RNA
bidireccional dependiente de ATP. Pertenece a la familia de proteinas DEAD-box. Las familias de
proteinas relacionadas muestran el motivo DEAH o DEXH [2]. Las proteinas DEAD muestran un
motivo de 8 aminoacidos conservados y estan involucradas en casi todos los aspectos del
metabolismo de RNA [14]. Estas proteinas participan en diversos procesos aparte de la traduccién,
incluyendo el splicing de pre-mRNAs, biogénesis de ribosomas, y son muy importantes durante
procesos del desarrollo como espermatogénesis y ovogénesis. Todos los miembros de esta familia
tienen actividad de ATPasa, pero solo algunos miembros incluyendo aelF4A poseen actividad de
desdoblamiento de RNAs de doble cadena [2].

Tres proteinas han sido identificadas en humano, elF4A - |, elF4A — 1l y elF4Alll [4], elF4Al y elF4All
son homoélogas (89 % de identidad) y parecen ser funcionalmente equivalentes, pero muestran
expresion tejido-especifica y su regulacién en el desarrollo es diferente. elF4Alll (66 % de identidad
a elF4Al) no substituye a elF4Al en un ensayo de unidn a ribosomas [2], se han encontrado dos
proteinas en ratdn, elF4A — | y elF4A — Il, una en conejo, tres en Xenopus, una en S. cerevisiae
codificada por lo genes TIF— 1 y TIF — 2, dos en Drosophila Dm elF4A y DM elF4A — Il y una en E.
coli. Dos genes han sido clonados en A. thaliana y uno en trigo, mas de 10 elF4A han sido
identificados en tabaco [4].

La unién de elF4A a ATP y RNA es acoplada a una secuencia de cambios conformacionales
incluyendo el paso de unidn a los sustratos, hidrdlisis de ATP, y desecho de los productos [14]. El
grado de desdoblamiento de duplex de RNA por elF4A depende Unicamente de la estabilidad del
duplex. La amplitud del desdoblamiento puede también ser correlacionada con la estabilidad del

duplex. elF4A es capaz de desdoblar extremos romos (regiones sin cadena sencilla) duplex de
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RNA/DNA, DNA/RNA y RNA/DNA-PS (PS es fosforotioato), asi como actividad ya sea en direccidon 5’
-> 3" 03" -> 5. elF4A es capaz de interactuar con RNA de doble cadena. Se ha demostrado en
ensayos in vitro y en sistemas fraccionados de lisados que elF4A trabaja en conjunto con elF4B,
elF4H (esta ultima de humano) y como subunidad de elF4F durante el inicio de la traduccion.
elF4A, elF4B y elF4F han sido implicados en la iniciacion mediada por ingreso interno al ribosoma
(traduccion Cap independiente) [14].

elF4A tiene dos dominios involucrados en la unidon de RNA y ATP. En una conformacidn cerrada,
los dos dominios forman una superficie de unidon a RNA vy el sitio de unidon a ATP estd en la
interface entre los dos dominios. EIl RNA y el ATP se unen cooperativamente. La actividad de
ATPasa de elF4A libre es baja [15], sin embargo, es altamente estimulada cuando elF4A es parte

de un complejo multiprotéico que incluye a elFAG, elFAE, elF4B y elF4H [16].

elF4B

elF4B es una proteina de 69 kDa en mamiferos que facilita la union del mRNA al ribosoma en
ensayos de unién a ribosoma reconstituido. Al contrario de elF4A, el cual parece ser un factor
esencial, elF4B tiene una funcidn facilitadora para el papel de elF4A, debido a que el complejo de
preiniciacién 48S puede ser formado en su ausencia, y una cepa de levaduras interrumpida en el
gen de elF4B, TIF3, es viable [2]. elF4B de mamiferos se homodimeriza mediante un motivo de 99
aminodcidos en la regidn media de la proteina rica en acido aspartico, arginina, tirosina y glicina
nombrada como dominio DRGY. Este dominio interacttia con la subunidad elF3a [2].

elF4B es esencial para estimular la actividad de helicasa de elF4A en mamiferos. En trigo, elF4B
solo estimula moderadamente pero no es requerido para la actividad de helicasa y ATPasa de
elF4A [15] aunque potencia la actividad de helicasa de elF4A y elF4F y promueve la unién del
mMRNA a la subunidad 40S aparentemente a través de una interaccion con elF3. elF4B de
mamiferos posee dos dominios de unién a RNA y se ha propuesto que unen el mRNA y el RNA
ribosomal simultdneamente, lo que contribuye al reclutamiento de la subunidad 40S a un mRNA
[17]. elF4B de mamiferos posee dos dominios separados de unidn a RNA. Una regidn basica en el
carboxilo terminal que une fuertemente al RNA de forma independiente a la secuencia y un
motivo de reconocimiento a RNA (RRM por sus siglas en inglés) localizado en el amino terminal
que une débilmente a RNA de forma independiente a la secuencia. elF4B puede unir dos RNAs

simultdneamente y a la subunidad ribosomal 40S in vitro. Se ha postulado que elF4B actua
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directamente uniendo el extremo 5" UTR del mRNA a la subunidad ribosomal y/o indirectamente a
través de su interaccién con elF3. Asimismo, elF4B exhibe una actividad de alineamiento de RNA
sugiriendo que puede promover una interaccién mRNA-rRNAMet-tRNAi en un coddn iniciador
durante el proceso de escaneo [2].

De manera semejante a los ortélogos de animales, elF4B de plantas puede unir dos moléculas de
RNA simultdaneamente, pero difiere de elF4B de mamiferos en que posee tres dominios de union a
RNA. Sumado a esto, su interaccidn con elF4G y PABP puede incrementar la afinidad de PABP por
la cadena de poli(A) del mRNA [17].En resumen, desde hace varios afios, se ha demostrado que
elF4B interactda con elFAG o elFiso4G, elF4A, elF3 y directamente con el mMRNA permitiendo

organizar la unién de la maquinaria de inicio de la traduccién [18].

elF4E

La proteina elF4E fue identificada en los 1970s por su capacidad de unirse al Cap. Su purificacion
se ha visto facilitada por el uso de cromatografia de afinidad en una matriz que tiene unido
covalentemente ‘'mGTP como andlogo de Cap. La deplecién de elF4E de extractos celulares
disminuye drdasticamente la traduccion de mRNAs dependiente de Cap, actividad que es
restaurada al adicionar elF4E nativo de cualquier organismo expresado y purificado en bacterias.
elF4E es una proteina altamente conservada en el reino eukarya sobre todo en los aminodcidos
clave para su funcién que constituyen la secuencia “core” de la proteina [19]. Las estructuras

terciarias de elF4E de ratdn, levadura y humano han sido resueltas [20].

Estructura de elF4E

La estructura de elF4E consta de un dominio simple o/B, el cual contiene 8 cadenas B anti-
paralelas formando una hoja  curvada, esta hoja se pliega en si misma por medio de tres grandes
o hélices (Figura 3). EI 5" Cap del mRNA se une a elF4E en una bolsa hidrofébica en la superficie
concava interior, de esta forma en la superficie dorsal elF4E interactia mutuamente con elF4G o

con proteinas inhibitorias de la traduccién Cap dependiente [2].
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Figura 3. Estructura tridimensional de elF4E unido a analogo de Cap

Las formas de unidn a Cap utilizadas por elFAE de levadura y ratdn son casi idénticas y todos los
residuos de unién a Cap son conservados desde levaduras hasta mamiferos. El ‘mGDP (incluido en
los cristales) ocupa una ranura estrecha en la superficie cdncava de elF4E, donde la unién de 'mG
esta dada por interacciones de tipo - 1t entre las bases y los grupos indol de dos triptéfanos (Trp
56 y Trp 102 en raton, Trp 58 y Trp 104 en elF4E de levadura). Estas interacciones son coordinadas
por puentes de hidrogeno que incluyen la Glutamina 103 y el grupo amido del Trp 102 (Figura 4).

Esta forma de unién a Cap también se encuentra en una proteina VP39 metiltransferasa, una
proteina bifuncional del virus vaccinia que metila el hidroxilo 2’ de la ribosa en el Cap y asi mismo
actua como un factor de procesividad para la poli (A) polimerasa viral. De esta forma el
mecanismo de union a Cap parece ser altamente conservado y puede ser utilizado, por ejemplo,
para el reconocimiento del Cap por proteinas de unién a Cap nucleares y/o por las enzimas de

Decaping que son diferentes de las proteinas tipo elF4E [2].
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Ghu-103

Figura 4. Contactos interatomicos en (a) 7mGDP-eIF4E, determinados con base en la estructura
cristalografica, y (b) complejo m7GpppG, los puentes de hidrégeno, puentes salinos y las interacciones de
Van der Walls son indicadas cono lineas punteadas, con las distancias expresadas en A. Las moléculas de
agua que estabilizan los puentes de hidrégeno se muestran como esferas color magenta [21].

La actividad de elF4E es altamente regulada y constituye el segundo punto de control para los
niveles de traduccién global, junto con la fosforilacion de elF2a descrita arriba. En mamiferos y
Drosophila existen proteinas de unién a elF4E (4E-BPs) que muestran un motivo de aminoacidos
igual al presente en elFAG para interaccionar con elF4E. De esta manera actlan como
competidores de la interaccién elF4E-elF4G. Esta secuencia comun es YxxxxL® (siendo @ un
aminodcido hidrofébico). La interaccién entre 4E-BPs y elF4E se regula por el nivel de fosforilacién
de las primeras. Las 4E-BPs hipofosforiladas muestran una mayor asociacion a elF4E,
secuestrandolo en complejos inactivos para la traduccion, mientras que una hiperfosforilacion
disminuye su afinidad por elF4E, permitiendo el desplazamiento hacia la formacién de elF4E-elF4G
activo para la traduccién. Esto puede deberse al hecho de que los sitios de fosforilacion de 4E-BP
se localizan en la region media flanqueando el sitio de unidn a elF4E, lo que podria dar como
resultado una repulsion electrostatica [19]. La sefalizacion mediada por mTOR incide
directamente sobre la fosforilacion de 4E-BPs para promover un incremento en los niveles de
sintesis de proteinas [2]. Las proteinas 4E-BPs, no parecen estar presentes en todos los organismos
eucariontes, por lo que el mecanismo de regulacién arriba descrito no necesariamente aplica para
todos.

elF4E también es susceptible de fosforilacion, en el caso de mamiferos por la MAP cinasa Mnk
capaz de unirse a elF4G. Generalmente, pero no siempre, la fosforilacion en la Serina 209 se

correlaciona positivamente con un incremento en la actividad de traduccién. La estructura
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cristalina de elF4E-m’GDP (humano) sugiere que la forma fosforilada de la Ser-209 forma un
puente salino con la Lisina 159, el cual se ha propuesto que funciona como una abrazadera para
estabilizar la interaccion mRNA-elF4E. Esto es consistente con los datos que muestran que elF4E
fosforilado une con mayor afinidad a Cap que elF4E no fosforilado [22].

Con el incremento de secuencias de genomas conocidas, se encontré que casi todos los
eucariontes poseen mds de una proteina elF4E. Sin embargo, para muchas no se conoce si
funcionan como un factor de traduccidn general, o si tienen un papel especializado. La secuencia
consenso de la regidn “core” representada por ~170 aminoacidos (de la His37 a la His 200 de elF4E
de humano): H(X5)W(X2)W(X8-12)W(X9)F(X5)FW(X20)F(X7)W(X10)W(X9-12)W(X34-35)W(X32-
34)H fue definida en el 2005 por el grupo de Rosemary Jagus como necesaria para que una
proteina sea definida como miembro de la familia elF4E [19]. En particular, esta regién contiene
los residuos aromdticos de Trp y Phe asi como otros aminodcidos importantes para formar la
estructura capaz de acomodar el Cap. En el mismo trabajo, se realizd un andlisis con las secuencias
disponibles originando la agrupacion de los miembros de la familia elF4E en tres clases [19], los
miembros de la clase | incluyen a las proteinas semejantes al elF4E candnico descrito para
mamiferos (elF4E-1 de humano). Esta clase se encuentra en Viridiplantae, metazoarios y fungi, asi
como algunos protistas. Los miembros de las clases Il y Il presentan sustituciones en uno o dos de

los Trp de la regidon “core” y su distribucidon es mas restringida en los organismos eucariontes.

Miembros de la familia eIF4E de clase |

Comparaciones de las secuencias de aminoacidos representantes de la regidon “core” de los
miembros seleccionados de los subgrupos |, Il y Il revelan una identidad de 35% a 40% y una
similitud de 60% a 65% entre ellos y poseen los residuos de Trp 43 y 56 correspondientes a elF4E-1
de humano (Figura 5). En plantas existen dos subgrupos dentro de la clase | representados por
elFAE y elF(iso)4E, los cuales hasta el momento han sido encontradas en todas las especies cuyos
genomas se conocen. Esto sugiere que en plantas elF4E sufrié un evento de duplicaciéon temprano.
Las dos proteinas estan estrechamente relacionadas en secuencia y cada una posee los atributos
de actividad de elF4E-1 de mamiferos. Sin embargo, la expresidn de elF(iso)4E relativo a elF4E de
A. thaliana en S. cerevisiae carente de un gen elF4E enddgeno funcional resulta en un crecimiento
mas lento [23]. Ademas, elF(iso)4E y elF4E difieren en su patrdn de expresidn en varias especies de

plantas y muestran actividad diferencial en un sistema de traduccidn in vitro [23].
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En trigo se ha visto que elF(iso)4F (elF(iso)4E-elF(iso)4G) prefiere estructuras Cap hipermetiladasy
MRNAs con menos estructuras secundarias comparado con elFAF (elF4E-elF4G), se ha visto

también en maiz que elF(iso)4F se localiza en microtubulos [24].

Miembros de la familia elF4E de clase II

La clase Il incluye a miembros de la familia elF4E que poseen un residuo hidrofébico como Tyr o
Phe pero no Trp en la posicién equivalente a los Trp 43 y 56 de elF4E-1 de humano (Figura 5). Este
grupo se denomina elF4E-2 y tiene representantes en metazoarios (4E-HP en humano vy
Drosophila) y Viridiplantae (nCBP, novel Cap Binding Protein). Miembros de esta familia, también
pueden ser reconocidos en hongos patogénicos del sub-filum Pezizomycotina.

Comparaciones en la secuencia de aminoacidos de la regién “core” muestra que la clase Il posee
un 50% de identidad y 70 a 80 % de similitud entre sus miembros, y un 30 a 35% de identidad y 60
a 65% de similitud con los miembros de la clase I. Los miembros de la clase Il difieren a su vez en
gue estos poseen un residuo hidréfobico como Tyr, Phe o Leu en la posicidon equivalente al Trp 56
de elFAE - 1 de H. sapiens. Los miembros de la clase |l también poseen una substitucién en el Trp
43 relativo a elF4E — 1 de H. sapiens [19].

Se sabe que 4E-HP de humano y Drosophila tienen funciones especializadas, ya que no son
capaces de interaccionar con elF4G, pero si con 4E-BPs [25-27]. Ademas para Drosophila, 4E-HP es
parte de un mecanismo de regulacion particular en la traduccién de algunos mRNAs durante la
adquisicion de polaridad en el eje anterior-posterior del embrion [28, 29]. Respecto a nCBP de
plantas, se demostrd en A. thaliana que la proteina interacciona fuertemente con 7mGTP, puede
estimular pobremente la traduccién en germen de trigo e interacciona tanto con elF4G como con

elF(iso)4G [30].
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Miembros de la familia elF4E de clase 11

Los miembros de la clase Il muestran entre un 30 a 35% de identidad y un 45 a 55% de similitud
con los miembros de la clase | o clase Il (Figura 5). Poseen una substitucién de Tyr en la posicidn
correspondiente al Trp 56 de elF4E-1 de humano, todos los miembros de la clase Il poseen, al
igual que los miembros de la familia elFAE de clase | y a diferencia de los de clase Il, un residuo de
Trp en la posicion Trp-43 con respecto a elF4E-1 de humano. Estos miembros de la clase Il solo
han sido identificados en Metazoarios. No existe evidencia de que los miembros de la clase Ill se
expresen en nematodos. El origen de los miembros de la clase Il puede deberse a una duplicacion
temprana de los miembros de la clase I, aunque una imagen mas clara sera posible solo con la

obtencidon de mayor nimero de secuencias de metazoarios no cordados [19].
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Figura 5; Alineamiento de secuencias “core” de las distintas clases de las familias elF4E en diferentes
especies, los miembros de la clase | se muestran en azdl, los de clase Il en verde y los de clase Ill en rojo, los
simbolos a la izquierda representan el grupo taxonomico, metazoarios (diamantes), fungi (cuadros),
Viridiplantae (triangulos) y Protista (circulos). Los residuos subrayados dentro del alineamiento
representan la identidad con respecto a los residuos Trp-43, 56, 102 y 166 asi como a Glu-103 en elF4E-I de
H. sapiens (verde); la identidad dentro de la region concenso conservada (S/T)VxxW que contiene amino
dcidos equivalentes a Val-69 y Trp-73 a elF4E-I de H. sapiens (purpura); la identidad con los residuos de His
equivalentes a los que limitan la region “core” de elF4E-I de H. sapiens (subrayados en amarillo);
variaciones en los residuos equivalentes a Trp-43y 56 de elF4E de H. sapiens son indicadas de la siguiente
manera Tyr/Phe subrayadas en azul con texto blanco; Cys subrayada en rojo con texto blanco; Los
residuos subrayados en negro o gris indican amino dcidos que son idénticos en todas las secuencias o
similares en mds del 85 % de las secuencias. Los numeros a la derecha indican la distancia de aminodcidos
con respecto al residuo de Met N- terminal. Tomado de [19].

elF4G

elF4G ha sido aislado y clonado de diversas especies incluyendo las levaduras S. cerevisiae y S.
pombe[31], Drosophila[32], trigo [33] y humano [34, 35].

Las proteinas que muestran homologia con elF4G de humano o levadura son mas de una en la
mayoria de los organismos, incluyendo la propia levadura. De acuerdo con el sistema de
nomenclatura propuesto para los factores de traduccién, el producto del gen principal en
humanos es referido como elF4G-1, mientras que sus dos homélogos se denominan elF4G-2
(también conocido como p97, elF4G2, DAP5 y NAT1) y elF4G-3 (también conocido como elF4G3 y
elF4Gll). La mayoria de los estudios reportados hasta la fecha se han referido a elF4G-1 [36]. Otras
isoformas de elFAG difieren en su regién amino terminal, se originan por inicios de la traduccién
en diferentes codones AUG. Se ha mostrado que las dos isoformas mayores, nombradas elF4GIf y
elF4Gle [37], son mds abundantes en células humanas. La isoforma de menor tamafio (nombrada
elF4Ga) carece de la secuencia cercana al amino terminal de elF4Gl que interactia con PABP.
elF4G interactia con elF3 mediante un dominio central que es denominado MIFAG y que esta
presente en diversas proteinas. Este dominio también es responsable de unir a elF4A, elF4B y
recluta a la subunidad ribosomal 40S formando una unidn estable entre el mRNA y el Ribosoma
durante el inicio de traduccion [37].

Las dos isoformas de elF4G en mamiferos, elF4Gl y elF4Gll, poseen 46% de identidad y una masa
molecular predicha de 171 y 176 kDa respectivamente. En S. cerevisiae también existen dos
isoformas (Tif4631 y Tif4632, también conocidas como p150 y p130) que poseen 53% de

identidad. Dos isoformas existen también en plantas, elF4G y elF(is0)4G [10].
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Las dos isoformas de elF4G en mamiferos, elF4Gl y elF4Gll, poseen 46% de identidad y una masa
molecular predicha de 171 y 176 kDa respectivamente. En S. cerevisiae también existen dos
isoformas (Tif4631 y Tif4632, también conocidas como p150 y p130) que poseen 53% de
identidad. Dos isoformas existen también en plantas, elF4G y elF(is0)4G [10], presentes como las
subunidades mayores de los complejos elF4F y elFiso4F respectivamente. elFAG y elF(iso)4G de
plantas difieren en peso (165 y 86 kDa respectivamente) y son solo 39% idénticas, mientras que las
dos formas presentes en levaduras y mamiferos son considerablemente mas conservadas [18]. Las
isoformas de elF4G de mamiferos y plantas poseen actividades bioquimicas similares, aunque
funciones especializadas durante el desarrollo o en ciertas condiciones celulares.

elF4G funciona como el sitio de co-localizacion para varias proteinas relacionadas con el
metabolismo de mRNA. Los datos sobre elF4G de levaduras, plantas y mamiferos arrojan sitios de
unién (desde el amino hacia el carboxilo terminal de elF4G) para la proteina de la influenza NS1, la
proteina citoplasmica de unién a cadenas de Poli(A) PABP, la proteina de rotavirus NSP3, la
proteina de decaping Dcpl, la proteina de unién a Cap elF4E, el complejo nuclear de unién a Cap
CBP 80, el factor de iniciacién elF3, la helicasa de RNA elF4A en dos sitios distintos, el mismo RNA,
las proteinas de choque térmico Hsp 27 y Hsp 70, y la cinasa de elF4E Mnk1. En algunos casos no
solo se ha visto que elF4G une diversas proteinas, sino que también afecta las actividades de éstas
y la unién con otras proteinas [36].

La proteina elF4G1 posee tres dominios que son aproximadamente equivalentes en tamafo: la
parte amino terminal que se define por su sitio de corte para proteasas de picornavirus, el
dominio medio MIF o “core” (para este trabajo nos referimos a él como MIF, ya que “core” fue
utilizado para elF4E), que es critico para la formacién del complejo de inicio de la traduccidn, y la
regién carboxilo terminal, la cual parece ser un modulador en la traduccién. La estructura del
dominio MIF de elF4G recientemente ha sido resuelta y revela la presencia de cinco repeticiones
HEAT (nombradas por Huntingtin, Elongation 3, una subunidad de la proteina fosfatasa 2a blanco
de Rapamicina). Las repeticiones HEAT se encuentran en proteinas que estan en complejos
multiproteicos y son formados por un arreglo de cinco pares de repeticiones de alfa hélices anti
paralelas. Esto confirma el papel esencial de elF4G1 en la coordinacion de todos los componentes
requeridos para la formacion del complejo de pre iniciacion en el mRNA.

La presencia de tres sitios de Serina estimulables para fosforilacién localizados en el dominio
medio de la proteina sugieren que la actividad de elF4G puede ser regulada por eventos de

fosforilacién [35]. En el complejo elF4F, elF4E interactia con elF4G y media la traduccién Cap
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dependiente por la formacidn del complejo 48S en el extremo 5° terminal de mRNA. Lamphear y
colegas (1995) mapearon el sitio de interaccion mediante el uso de la proteasa de picornavirus
observando que el fragmento amino terminal de elF4Gl generado por corte puede retenerse en
cromatografias con m’GTP — Sefarosa. Una regién de 49 aminoacidos en elF4GI la cual estd
presente en las proteinas de levaduras, mamiferos y plantas, la cual incluye el motivo YXXXXLD es
la responsable de unién de elF4G y elF4E. Como ya se menciond antes, este motivo es compartido
con las proteinas 4E-BPs y constituye un mecanismo de regulacion para el inicio de la traduccidn
eucarionte [35].

Lamphear y colegas han asignado el sitio de unidn de elF4A en la regidén carboxilo terminal de
elF4G. Este dominio de interaccidon no se encuentra en homdlogos de levadura, a pesar de que
elF4A es esencial para la traduccion en este organismo. Un segundo sitio de unién para elF4A fue
mapeado en el dominio MIF de elF4G. Dado que elF4A puede interactuar con cada uno de los
sitios de unién en una relacién de 1:1 esto proporciona una relacion neta de 1:2; elF4G:elF4A.
Ademas elF4A se asocia y disocia mas rdpidamente del MIF que del dominio carboxi terminal, lo
que sugiere que las dos moléculas de elF4A podrian unirse de una forma cooperativa con elF4GI
[35].

elF4Gl puede asociarse con elF4Al o elF4All pero nunca con ambas. Estos datos junto con
experimentos de “pull-down” usando proteinas fusionadas a marcadores mostraron que el
complejo elF4F exhibe una relaciéon de una molécula de elF4A por una molécula de elF4G, lo cual
esta de acuerdo con el modelo propuesto por Sonenberg y colegas que sugiere que una molécula
de elF4A es colocada en una especie de sandwich entre los dos sitios de unién de elF4G [35].
Experimentos de titulacién, competencia y de resonancia de plasmén superficial mostraron que
elF3 se une en el sitio entre los aminodcidos 975 — 1065 en el dominio central de elF4Gl. La unidn
de elF4A y elF3 en la regidn central es mutuamente cooperativa con un incremento de la unién de
elF3 a elF4GI de cuatro veces en la presencia de elF4A. De forma reciproca la unién de elF4A al
dominio MIF de elF4Gl se incrementd en mds de dos veces en presencia de elF3 [35].

El dominio de interaccién con PABP fue mapeado en una regién de 114 aminoacidos en la region N
amino terminal de la proteina elF4G de levadura. Mutaciones en el primer y segundo motivo de
reconocimiento de RNA (RRM 1-2) de PABP impiden su asociacion a elF4G inhibiendo la traduccidn
dependiente de la cola de poli(A) en extractos de levadura [35]. La interaccién PABP-elF4GI no es
esencial para la traduccion Cap dependiente, ya que variantes de elFA4G o fragmentos carentes del

sitio de unién a PABP son capaces de llevar a cabo este proceso aunque con menor eficiencia que
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sus contrapartes [37]. Ademas de estas uniones a proteinas, elF4G posee un motivo de
reconocimiento a RNA (RRM) el cual es conservado en todos los elF4G [2].

elF4F consiste de elF4E y una proteina elF4G con un peso de 220 kDa, mientras que, en plantas el
segundo complejo de unién a Cap llamado elFiso4F contiene una subunidad de elF4G Illamada
elFiso4G, elFiso4F consiste de una subunidad elFiso4E y una subunidad elFiso4G con un peso de 86
kDa, esta subunidad posee todas las propiedades de interaccidon de elF4G, incluida la interaccién
con PABP, a pesar de que le falta una porcién importante de la region amino terminal de elF4G. La
interaccion de elF(iso0)4G con elF4B y PABP incrementa la actividad de ATPasa y RNA helicasa del
complejo elF4A/elF4B/elF(iso)4F, lo que sugiere que PABP puede estimular el escaneo del mRNA
por el complejo elFAF y de esta manera incrementar la eficiencia de inicio de la traduccion. La
afinidad en la unidn a Cap por elF4E y a la cola de poli(A) por PABP también son potenciadas por

esta interaccion [38].

PABP

La proteina de unidn a poli A (PABP) tiene un papel crucial en la via de la expresién génica. Une el
extremo 3" del mRNA y estimula el inicio de la traduccién mediante la circularizacion 5" - 3" debido
a su interaccion con elF4G [39]. Pertenece a una familia de proteinas caracterizadas por su
capacidad de unir RNAs poli(A) con una Kda aproximada de 2-7 nM, requieren de 12 residuos de
adenosina para unirse, pero pueden proteger entre 25 y 27 residuos, siendo capaces de
multimerizacién sobre muchos residuos de poli(A) [40]. PABP es una proteina ubicua de las células
eucariotas, se encuentra tanto en nucleo como en citoplasma. Une cadenas de poli(A) de mRNA
citoplasmicos y heterogéneos nucleares. En levadura, PABP es esencial para la viabilidad y estimula
la traduccion in vitro con altas velocidades de reiniciacion. Mutantes en PABP sensibles a
temperatura de levadura tienen bajos niveles de polisomas y altos niveles de monoribosomas
después de llegar a una temperatura restrictiva [41]. PABP interacciona con una region de elFAG
gue es amino terminal al sitio de unién de elF4E en S. cerevisiae. En este sistema, la interaccidn
elFAG/PABP es dependiente de RNA, sugiriendo que la unidén de PABP a la cadena de poli(A) de
alguna manera deja a PABP competente para interactuar con elF4G.

Arabidopsis thaliana posee 8 genes de PABP que estdn agrupados en cuatro clases. Los miembros
de la clase | (PABP3 y PABP5) tienen expresion limitada al tejido reproductivo; los miembros de la

clase Il (PABP2, PABP4 y PABP8) son alta y ampliamente expresados; los miembros de la clase I

22



(PABP6 y PABP7) tienen un patron restringido y una débil expresién y el inico miembro de la clase
IV (PABP1) tiene expresidon baja, tejido especifica [39]. Las proteinas PABP de trigo, humano y
levadura poseen cuatro motivos de reconocimiento de RNA conservados (RRM1-4) y un dominio
C- terminal. PABP es expresado en todos lo eucariontes y promueve la traduccién a través de
interacciones fisicas y funcionales con los factores de inicio eucaridticos elF4G, elFiso4G y elF4B

[18].

Estudio de la funcion de miembros de la familia eIF4E en plantas

Los estudios in vivo sobre las proteinas elF4E en plantas son pocos. Aportes importantes se han
hecho mediante la identificacién de mutantes resistentes a infecciones por virus que han sido
mapeadas al locus elF4E o elF(iso)4E. Duprat y Col. [42] mostraron el efecto de la carencia de
elF(iso)4E en Arabidopsis thaliana. Las plantas mutantes por insercion de T-DNA en elF(iso)4E no
mostraron fenotipo evidente bajo condiciones normales de desarrollo. En estas plantas los niveles
de proteina de elF4E estan incrementados y se observé resistencia a algunos virus.

Los estudios sobre elF(iso)4E han demostrado que interactua con la proteina viral VPg unida al
extremo 5° del RNA viral de algunos potyvirus. Al parecer elF(iso)4E tiene un papel en la
traduccién o replicacion del genoma viral. La linea mutante atelF(iso)4E-1 es resistente a la
infeccidn de algunos potyvirus, aunque es susceptible a otros [42]. Se han identificado mutantes
naturales en el locus de elF4E en lechuga, jitomate y chile que presentan resistencia a ciertos
virus. Estas mutantes naturales presentan cambios puntuales de aminodacidos que no interfieren
con la unién a Cap pero al parecer afectan la interaccion con el mRNA viral. Dado que el fenotipo
de mutante en elF(iso)4E o los cambio puntuales en elF4E es indistinguible de las plantas silvestres
(a excepcidon de la resistencia viral) se ha llegado a considerar que estas isoformas podrian ser
redundantes funcionalmente.

También se ha caracterizado una mutante por insercion en el gen de nCBP donde la proteina se
encuentra ausente. Esta mutante se ha relacionado con retraso en la floracién. En la tabla 2 se
resumen los fenotipos observados en las mutantes nulas para elF(iso)4E y nCBP en Arabidopsis

thaliana.
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Tabla 2: Fenotipos presentes en plantas mutantes de los factores elFiso4E y nCBP.

Tejido Silvestre Mutante eif(iso)4e | Mutante ncbp
* * ¥k

Silicuas Normal Normal Normal
Hojas Normal Normal Normal
Flor Normal Normal Normal
Virus Susceptible Resistente = -
Floracién Normal Normal Retraso
Raiz Normal Aumento de tamafo Normal
Hoja caulinar Normal Normal Normal
Roseta Normal Normal Normal

*Duprat y colaboradores 2002
**Hidalgo A. Tesis licenciatura 2007.

Recientemente en nuestro laboratorio se ha trabajado con una planta mutante la cual presenta
una insercion de T-DNA para elF4E. Sin embargo, los resultados hasta ahora obtenidos han
demostrado que, al menos, por esta estrategia bioquimica no existe un silenciamiento de elF4E
total, ya que la insercién solo se manifiesta en forma heterdciga (Figura 6).

Adicionalmente, en Arabidopsis thaliana se han reportado tres secuencias homoélogas que
codifican para elF4E-1 localizadas en distintos cromosomas, estas estdn disponibles en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ y corresponden a At4g18040 (elF4E-1 numero de accesion
BX827076), At1g29550 (elF4E-2 numero de accesion 102695) y At1g29590 (elF4E-3 numero de
accesion 102699). Estas secuencias muestran entre si una identidad de 94% (At1g29550 con
At1g29590), At4g18040 posee una identidad de 67% con At1g29590 y una identidad de 68% con
At1g29550, asi mismo elF4E-1 posee una identidad con nCBP vy elF(iso)4E de 30% y 45%
respectivamente. Los datos que se muestran en la tabla 3 indican una alta similitud entre
At1g29550 y At1g29590, asi mismo se observa que estas dos son muy similares a elF(iso)4E y

elF4E-1, mientras que nCBP muestra una mayor separacion.
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Figura 6; Genotipificacion de la mutante por insercion de T-DNA en elF4E. El esquema a la izquierda indica
las bandas y tamaiio en pb esperadas para plantas silvestres (WT), heterdcigas (HZ) y homdcigas (HM)
para la insercion de T-DNA. A la derecha se muestra un gel de PCR para las plantas mutantes de elF4. Las
amplificaciones muestran que todos estos individuos son heterdcigos. Tomado de [43].

Tabla3: Similitud entre isoformas de elFAE de Arabidopsis thaliana expresadas en porcentaje.

Secuencia At4g18040 At1g29550 At1g29590 elF(iso)4E

elF4E
At4g918040 -
elF4E
At1g29550 68 -
At1g29590 67 94 -
elF(iso)4E 50 45 45 -
nCBP 32 31 30 31

Las similitudes anteriores sugieren que elF4E, At1g29550 y At1g29590 podrian codificar para
proteinas mas similares entre si que respecto a elF(iso)4E y nCBP, por lo cual si se requiere
silenciar su funcion, podria ser necesario apagar a los tres genes al mismo tiempo. Alineamientos

entre las secuencias elF4E, At1g29550 y At1g29590 traducidas in silico en el sitio

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ indicaron que At1g29590 posee un extremo amino
terminal de 45 aminodcidos extra con respecto a elF4E. Los alineamientos realizados, eliminando

la regién amino terminal de At1g29590, con elF4E, elF(iso)4E y nCBP fueron utilizados para


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

obtener un dendrograma (Figura 7), el cual sugiere que At1g29590 y At1g29550 es una duplicacion

reciente originada a partir de elF4E.

At19g29550
At1929590
elF'4F
elF:1so 4F
nCBP

Figura 7. Dendrograma de similitud a nivel de aminodcidos; este muestra que las secuencias At1g29550 y
At1g29590 tienen una mayor identidad a elF4E que a elF(iso)4E y nCBP.

Importancia de elF4E

La regulaciéon de la traduccion de mRNAs es un importante paso en la expresién genética. Durante
el desarrollo de los embriones, la traduccién de los mensajeros es estrictamente regulada para
producir proteinas en el lugar correcto. elFAE es el mayor blanco de regulacion de la traduccion
dependiente de Cap, posee un papel clave durante la embriogénesis, incluyendo |Ia
gametogénesis, fertilizacion y establecimiento de los ejes embrionarios [44].

Debido a su rol central en la traduccion Cap dependiente la regulacion de la actividad de elF4E es
critica para el desarrollo normal de las células. La sobreexpresion de elF4E en el ciclo celular
sensible o en células protooncogenicas resulta en un sobre crecimiento y transformacion maligna.
La expresion de elF4E es asi mismo significativamente mayor en muchos tipos de cancer [29, 45].
La inhibicién de elF4E por siRNAs resulta en el arresto del ciclo celular y la inhibiciéon de formacién
de colonias de células de cancer de pecho, inhibe la movilidad de células cancerosas, reprime el
crecimiento celular y la migracién, ademas, potencia la quimio-sensibilidad, sugiriendo un
potencial blanco terapéutico en carcinoma de pecho [45]. Por otro lado IFE-3 en Caenorhabditis
elegans, el ortélogo mas relacionado a elF4E-1 de mamifero, es esencial para la viabilidad. En
contraste tres isoformas relacionadas (IFE-1, IFE-2 e IFE-5) unen Caps trimetilados y son

parcialmente redundantes, pero al menos una isoforma funcional es requerida para la viabilidad.
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IFE-4, la cual une solo Caps monometilado, se encuentra mas relacionado a nCBP y 4E-HP de
mamiferos y no es esencial para la viabilidad [46].

elF4E y elFiso4E de Arabidopsis thaliana mostraron ser diferencialmente expresados mediante
ensayos de Northern blot, el mMRNA de elF4E es expresado en todos los tejidos excepto en las
células de las zonas de especializacién de la raiz; el mRNA de elFiso4E es particularmente
abundante en érganos florales y en tejidos jovenes en desarrollo. En ensayos de complementacion
en una cepa mutante condicional de Saccharomyces cerevisiae se observé que, la cepa
complementada con elFiso4E crece pobremente comparada con la cepa complementada con
elF4E [23]. En tabaco se encontrdé una proteina elF4E y dos isoformas de elFiso4E, mediante
represidn anti sentido, plantas transgénicas de tabaco mostraron represion significativa ya sea de
NTelFA4E o ambas isoformas de NtelFiso4E, con desarrollo normal vegetativo y fertilidad en las
plantas transgénicas, de la misma forma que en Arabidopsis thaliana (Duprat et al)., la represion
de NTelFiso4E resulto en un incremento compensatorio en los niveles de NtelF4E, mientras que, la
represion de NtelFiso4E no activo un incremento reciproco en los niveles de NtelFiso4E. La
represion anti sentido de ambos NtelF4e y NtelFiso4E resulto en plantas con un fenotipo de
semienanismo y una disminucidn en la carga de los poliribosomas, demostrando que tanto elF4E
como elFiso4E soportan la traduccién in planta, lo cual sugiere su potencial rol en la regulacion del

crecimiento de las plantas [47].

;Qué hacer?

Dada la identidad entre las secuencias codificantes de elF4E, elF(iso)4E y nCBP una posibilidad
atractiva para apagar selectivamente la expresion de elF4E, At1g29550 y At1g29590, sin afectar a
elF(iso)4E y nCBP seria utilizar el mecanismo de RNA interferente. El RNA interferente (RNAi) ha
emergido como una nueva forma de controlar la expresiéon génica a nivel transcripcional,
postranscripcional y traduccional. Debido a su aparente cobertura, control y facil manipulacién el
RNAI ha sido explotado como una herramienta para investigar la funcidn de los genes a partir del

silenciamiento.
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Silenciamiento por RNA interferente

El silenciamiento por RNA interferente (RNAI) regula la expresidén genética en algunos organismos
eucariontes mediante la actividad de distintas clases de RNAs pequefios endégenos (sRNAs) [48].
Los RNAs pequefios constituyen una familia de RNAs no codificantes de 19 a 28 nucleétidos de
longitud, los cuales son derivados de RNAs de doble cadena (dsRNA) [49]. Estos pueden inducir el
silenciamiento a través del apareamiento especifico de bases con moléculas de mRNA blanco [49].
Debido a que estos fendmenos no fueron relacionados al momento del descubrimiento, fueron
referidos con diferentes nombres tales como RNA de interferencia (RNAi), co — supresion,
silenciamiento genético (pos-transcripcional o transcripcional, dependiendo del proceso afectado)
o “Quelling” en hongos [49].

Dos clases principales de RNAs de doble cadena han sido descritas, las de los RNAs pequefios de
interferencia (siRNAs) y los microRNAs (miRNAs). Los siRNAs son cadenas totalmente
complementarias mientras que los mMiRNAs se originan de cadenas duplex que poseen
desapareamientos a lo largo de la cadena en forma de estructuras de tallo- asa. Ambas clases de
RNAs de doble cadena se unen a un complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC; RNA
induced silencing complex), el cual contiene proteinas clave para el procesamiento y
funcionamiento de RNAs de doble cadena en el RNAi [48-50]. EI RNAi fue descubierto
originalmente en Caenorhabditis elegans como respuesta a dsRNA que llevan al corte de
secuencias especificas de RNA mensajeros [49]. Pronto resulto que el RNAi no es limitado a
nematodos y puede ser inducido en Drosophila melanogaster [51], Trypanosoma [52] vy
vertebrados [53]. El fendmeno del RNAi también fue observado en plantas hace algunas décadas,
como mecanismo de defensa contra RNAs exdgenos [50].

Los dos miembros fundadores de la familia de los microRNAs, lin-4 y let-7, fueron originalmente
caracterizados en Caenorhabditis elegans, como genes requeridos para la regulacién de los
eventos de desarrollo [54]. Estos miRNAs controlan el tiempo de desarrollo y las caracteristicas de
células adultas hipodérmicas uniéndose a sitios parcialmente complementarios en los mRNAs a los
que regulan reprimiendo su traduccidn a proteina [55]. A partir de 1999, cientos de microRNAs
fueron identificados en los genomas metazoarios, incluyendo gusanos, moscas, plantas vy
mamiferos. Los microRNAs tienen diversos patrones de expresién y pueden regular varios

procesos de desarrollo y fisioldgicos [54]. La presencia de miRNAs en Chlamydomonas reindhartii
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sugiere que la regulacion basada en miRNAs es un mecanismo ancestral y evolutivamente
conservado [56].

Si bien los siRNAs y los miRNAs fueron inicialmente descubiertos en estudios no relacionados,
ambos tipos de RNAs pequefios se encuentran estrechamente relacionados en su biogénesis,
union a los complejos RNA-proteina y capacidad para regular negativamente la expresién de genes
en diversos eucariontes [49]. Ambos tipos de RNAs pequefios son generados por Dicer (DCR) una
enzima multidominio miembro de la familia de RNasas tipo Ill [48, 49]. DCR corta RNAs de doble
cadena (dsRNA) cada 22 nucledtidos (nt) aproximadamente, generando los siRNAs o miRNAs [49].
Una de las cadenas del duplex de 22 nt (la cadena guia) es entonces reclutada por una enzima
Argonauta (AGO) para formar un complejo de silenciamiento dependiente de RNA (RISC) dirigido
por miRNAs o siRNAs. Este complejo marca vy silencia post-transcripcionalmente mRNAs blanco
gue contienen secuencias parcial o totalmente complementarias al SRNA [48].

La formacién de RISC no es un proceso aislado, el RISC menor o minimo algunas veces llamado
“core” RISC puede ser constituido por solo dos componentes, miRNA y una proteina AGO. En
contraste, el RISC mayor nombrado “holo” RISC se encuentra frecuentemente compuesto por la
mayoria de las proteinas de las vias de RNAi o miRNA incluyendo a Dicer, proteinas de unién a
RNAs de doble cadena, RNA helicasas, AGO, proteinas de otras vias tales como proteinas
ribosomales y proteinas identificadas de vias especificas de enfermedades en el caso de animales.
Se ha sugerido que “holo” y “core” RISC pueden tener diferentes funciones en la regulacion
traduccional dirigida por miRNAs y las interacciones entre miRNAs y otras vias [57].

Estudios anteriores han generalizado dos formas basicas de accién de los miRNAs hacia sus
blancos: corte de los blancos y represion traduccional [57]. Existen factores que determinan si un
MRNA blanco sera cortado o reprimido en la traduccion. El corte de un mRNA blanco de un miRNA
es realizado por una proteina AGO. Esta posee una actividad de “slicer” conferida por un dominio
PIWI. Las proteinas AGO pertenecen a una familia evolutivamente conservada, estan compuestas
de cuatro dominios: el N-terminal, PAZ, el dominio medio MID y PIWI [58, 59]. El dominio PAZ
tiene un papel en la unién a acidos nucleicos independiente de la secuencia, ya que reconoce el
extremo 3’ terminal de la cadena sencilla de siRNA, el dominio MID une el 5’ fosfato y el dominio
PIWI posee un plegamiento tipo RNAasa H en el cual dos residuos Aspartato conservados que son
criticos para el sitio activo, al igual que otras RNasas H. El dominio MID tiene una estructura
homologa al dominio de unién del azicar del represor Lac [60]. Los dominios N-terminal, medio

MID y PIWI forman una base en forma de media luna, con el dominio PIWI en el centro de la
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media luna, la regién que sigue el dominio N-terminal forma un tallo que mantiene el dominio PAZ
por encima de la media luna y un interdominio conector que soporta los cuatro dominios de la
proteina (Figura 8). Esta arquitectura forma un surco en el centro de la media luna y el dominio
PAZ cierra la parte superior de este surco. Esta organizacion crea surcos con cargas positivas que
probablemente permiten unir acidos nucléicos. El surco mayor se forma entre el dominio PAZ y la
base de la media luna y el surco menor se encuentra entre los dominio N-terminal y PIWI.
Modelado de siRNA y mRNA blanco han mostrado que el surco mayor puede acomodar el duplex

posicionando el enlace fosfodiester escindible en el sitio activo [60].
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Figura 8; A) estructura cristalina de DICER de Giardia, se muestran los dominios PAZ (PIWI, Argonauta,
Zwille) en color naranja, la hélice conectora (rojo), el dominio de RNasa llla en amarillo y el de RNasa lllb
en verde (tomado de [61]); B) Estructura cristalina de Argonauta de Pirococus fuirosus El dominio N-
Terminal se muestra en coloracion azul, el dominio PAZ en rojo, el dominio MID en verde y el dominio
PIWI en purpura, el dominio PAZ se mantiene por encima de la base en forma de media luna creados por
los dominios N-Terminal y Medio y PIWI. Se muestra un acercamiento al sitio activo (Asp-Asp-His)
coordinando un ion Mn”>* también se muestra. Se utilizé Mn”>* debido a que es mas facil de distinguir
cristalograficamente y puede sustituir funcionalmente a Mg“. Tomado de [60].

En plantas muchos microRNAs conocidos interactian con complementariedad parcial o perfecta
en la secuencia codificante o no-codificante del mRNA blanco [56, 62], mientras que en animales,
la complementariedad establecida entre miRNA y mRNA blanco es imperfecta y dirige una
represién traduccional. De forma diferente a otros RNAs pequeiios de plantas, especificamente a
los siRNAs, los miRNAs actian generalmente en trans para reprimir genes no relacionados al locus
que codifica al miRNA [62]. En plantas el complejo RISC puede tener tres actividades; (1) Corte

endonucleolitico en el centro del hibrido miRNA-mRNA blanco, (2) represion traduccional del
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MRNA blanco a través de un mecanismo desconocido y (3) metilacion de citocinas de DNA y/o de

las histonas en el caso de siRNA-DNA blanco[63, 64].

Biogénesis de RNAs pequefios en animales

Los miRNAs en el genoma de los animales son ubicuos y frecuentemente se transcriben como
unidades codificantes separadas, siendo algunos de ellos localizados en unidades policistréonicas
que contienen multiples miRNAs. Algunos también se encuentran en Intrones (mirtrones vy
sirtrones [65] y presumiblemente emergen del procesamiento de los Intrones escindidos de los
genes que codifican para proteinas [66]. Los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa Il
dependiente de DNA generando un microRNA primario (pri-miRNA) que contiene una estructura

imperfecta de dsRNA conocida como tallo-asa, donde se encuentra el futuro miRNA [67, 68].

Los pri-miRNAs son similares a los transcritos que codifican para proteinas, ya que poseen una
estructura 5° Cap y una cadena de poli(A) en el extremo 3’ terminal e inclusive pueden tener
Intrones dentro de su secuencia [66]. El procesamiento del pri-miRNA en animales parece
comenzar con una proteina de unién a dsRNA Pasha/DiGeoge syndrome critical regién gene 8
(DGCRS8), uniendo el pri-miRNA y reclutando la enzima RNAsa Ill Drosha, para formar un complejo
multiprotéico llamado el microprocesador. La proteina acompafiante de Drosha es “Pasha”, una
proteina de union a RNA de doble cadena que puede estabilizarla en el Microprocesssor [57].
Drosha, como parte catalitica del microprocessor, procesa el pri-miRNA a pre-miRNA en el nucleo.
El precursor del miRNA (pre-miRNA) de ~60-70 nt [66] generado por Drosha es reconocido por la
proteina de exporte nuclear Exportina 5 la cual reconoce los 2 nucleétidos no apareados del

extremo 3’, caracteristicos de un corte por una RNasa Il [69-71].

Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es reconocido por DCR y es cortado en un duplex de ~22-
23 nt formando el miRNA:miRNA* [72-75]. Algunos miRNAs no convencionales que son definidos
por usar mecanismos de maduracidon que no han sido anotados, tales como los Mirtrons que se
han encontrado en moscas y mamiferos, evitan el corte por Drosha y en su lugar ocupan la
magquinaria de splicing para generar el pre-miRNA. Los Mirtrons son Intrones muy pequefios que
son escindidos y replegados en estructuras pequenas de tallo-asa que mimetizan los pre-miRNAs y

son procesados en miRNAs madurados por DCR [76].
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Humanos y C. elegans codifican sélo para una proteina DCR, la cual puede procesar tanto siRNAs
como miRNAs. Sin embargo, Drosophila tiene dos proteinas DCR; Dcr-2 es la enzima
mayoritariamente productora de siRNAs, mientras que Dcr-1 participa en la biogénesis de miRNAs.
Los alelos nulos Dcr-2 tienen un RNAi defectuoso en el ojo en la linea germinal femenina, pero
apariencia silvestre y un nivel normal de procesamiento de miRNA. En contraste, Dcr-1 muestra
solo defectos suaves en RNAIi pero presenta aberraciones morfoldgicas y defectos pleiotrdpicos
que son indicativos de una funcién alterada de miRNAs [77].

Una vez generado el duplex miRNA:miRNA* por una proteina DCR, este es llevado a RISC, cuyo
componente principal son las proteinas Argonautas (AGO). Las proteinas AGO son capaces de
discriminar entre miRNA y miRNA* para quedarse solo con el miRNA maduro y llevar a
degradacién la cadena pasajera [78]. Asimismo, son encargadas de llevar el miRNA o siRNA a su
mMRNA blanco y acorde al apareamiento establecido (perfecto o imperfecto) dirigir el corte del
mMRNA (actividad “Slicer”) o su inhibicién traduccional. Enhumanos, se han caracterizado cuatro
AGOs, Agol a Ago4. De estas proteinas, solo Ago2 funciona como endonucleasa con actividad
“Slicer” en los nucledtidos 10-11 del apareamiento mRNA-siRNA, mientras que las cuatro
proteinas parecen participar en la represidn traduccional mediada por miRNA [66]. En Drosophila,

dAgol participa en miRNA y dAgo2 en RNAI [79].

Vias de regulacion mediadas por microRNAs en animales

Se sabe que algunas AGO han perdido la actividad de “Slicer” durante la evolucién, asi sélo los
miRNAs unidos a AGOs que poseen esta actividad tendran la capacidad de llevar a su blanco a la
degradacion por digestion endonucleolitica, mientras que los miRNAs asociados a AGOs que no
poseen esta actividad tendran la funcidén de suprimir la traduccion del blanco. Si los miRNAs son
asociados a AGOs con actividad de “Slicer”, esta dependera de las condiciones de
complementariedad entre los miRNAs y su blanco. Solo una complementariedad perfecta o
cercana a la perfeccion resultara en el corte del mRNA blanco, mientras que una
complementariedad parcial, especialmente la circundante al sitio de corte (una posicién entre los
pares de nucledtidos 10 y 11 del miRNA), probablemente mediara la represion traduccional del
mRNA blanco [57, 63, 80]. En animales, se ha determinado que para que un miRNA funcione para
un mRNA blanco se debe observar el apareamiento fuerte en la regidn semilla “seed” de 7

nucledtidos entre la posicidn 2 y 8 del miRNA. Se estima que un micro RNA animal potencialmente
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regula alrededor de 200 genes blanco a través de la represién traduccional en la regiéon 3’UTR [57].
Si se tomasen las regiones 5" UTR y la regién codificante, alrededor del 90% del transcriptoma
humano seria regulado por miRNAs. Para hacer esto mas complejo el mismo mRNA puede tener
mas de un sitio blanco para el mismo o diferentes miRNAs [57].

Se han propuesto algunos mecanismos de interaccién de proteina - proteina y proteina — RNA para
explicar la inhibicién traduccional de mRNAs blancos llevada por miRNAs asociados a RISC, de los

pasos rio arriba a rio abajo de la maquinaria de traduccién de proteinas [57]. Estos son:

1. La represion de la traduccidn dirigida por RISC en el estadio del inicio de la traduccién o post
iniciacion.
2. Re localizacidn o secuestro de mRNAs blancos dirigida por miRNAs unidos a RISC hacia los

cuerpos P o los granulos de estrés (SG).
3. El decaimiento de mRNAs llevado por RISC a través de una rapida deadenilacién y:
4, Degradacién rapida o inmediata de las proteinas llevada por RISC posterior a la traduccion,

asi mismo llamada degradacién co-traduccional de proteinas.

Algunos estudios han demostrado que la represidn de la traduccién ocurre de manera posterior al
inicio de la traduccidn. Se observé en estos casos que tanto el mRNA blanco, como el miRNA se
localizan en polisomas, sugiriendo que la represidn traduccional puede deberse a la caida de los
polisomas durante la elongacién de la traduccidn. Estudios mas recientes han sugerido que la
represion traduccional ocurre en el inicio de la traduccion e involucra la interaccién del Cap del
MRNA con RISC [81-83]. Kiriakidou et. al. (2007), identificaron un dominio similar al de unién a Cap
de elFAE en el dominio MID de AGO2 y demostraron que este dominio une a Cap y puede ser
requerido para la represion traduccional por miRNAs asociados a RISC [84]. Este mecanismo fue
posteriormente validado con evidencia directa de que concentraciones crecientes del factor de
inicio eukariotico 4F (elF4F) conteniendo elF4E inhibe la represidén traduccional dirigida por let7
miRISC in vitro [85]. Thermann y Hentze mostraron evidencias que en Drosophila el miR2 asociado
a RISC inhibe el inicio de la traduccidn dependiente de Cap, y se localiza en complejos
ribonucleoprotéicos (RNPs) pesados llamados pseudopolisomas [86]. Se desconoce si el

mecanismo de formacion de pseudopolisomas generado por miR2 es un fendmeno general [57].

Otros resultados experimentales mostraron que elF6 fue reclutado por RISC el cual contenia
proteinas de tipo TRBP, DICER y AGO, llevando a la represion traduccional tanto en humanos como

en células de gusanos en los pasos de inicio de la traduccion [87]. La carga de la subunidad 60S con
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elF6 causa una represidn de la traduccion dosis-dependiente y la deficiencia de la formacién de la
subunidad 80S. Curiosamente la supresion de elF6 abroga la represidén traduccional mediada por

miRNAs del mRNA blanco [88].

El compartimiento celular es otro factor que contribuye a la represién traduccional de proteinas
dirigida por miRNAs. Las proteinas AGO y la represion de mRNAs son frecuentemente enriquecidas
en un compartimiento citosdlico especial llamado los cuerpos de procesamiento (P-bodies,
también conocidos como GW-bodies). Los cuerpos P estan enriquecidos en proteinas/enzimas
involucradas en la degradacion de mRNAs y la represién traduccional, ahi se encuentran enzimas
deadenilasas, enzimas de decaping, (DCP1 y DCP2) y exonucleasas 5'-3' (Xrn1) [89]. Por otro lado
los cuerpos P estdn fisicamente separados de los ribosomas y carecen de proteinas de la
magquinaria de traduccion. En estas estructuras los mRNAs pueden seguir una via de decaping y ser
degradados o ser almacenados temporalmente, lo que conduce lleva a algunos autores a proponer
gue los miRNAs asociados a RISC tienen funciones duales; mediar la degradacién de y
almacenamiento de los mMRNAs en los cuerpos P [57], bajo ciertas condiciones (como estrés) los
mMRNAs blancos de miRNAs pueden ser liberados de los cuerpos P y reclutados por los ribosomas y
de esta forma reiniciar la traduccién [57].

Aunque los miRNAs han sido generalmente identificados como reguladores negativos de la
expresion de mRNAs, se estd acumulando evidencia que bajo algunas circunstancias el miRNA
potencia la traduccién de su mRNA blanco. En algunos casos (condiciones de estrés) los miRNAs
asociados a RISC simplemente ayudan a que el mRNA blanco sea liberado de los cuerpos P y sea
reclutado a los ribosomas reiniciando la traduccién a proteinas [88]. La desrepresién de la
traduccién de los mensajeros blanco por miRNAs requiere co-factores proteinicos que son
inducidos por estrés y son capaces de liberar de la represion traduccional por interacciones con el
3' UTR de los mRNAs o por auxiliar el mRNA a re-asociarse con los polisomas. Los cofactores
proteinicos actualmente encontrados incluyen proteinas de unién a elementos ricos en AU y

APOBEC3G o A3G [90].

Biogénesis de RNAs pequefios en plantas

Existen microRNAs conservados entre diferentes especies y microRNAs especie-especificos.
Ademas, en plantas, se pueden distinguir tres clases de siRNAs: trans-acting siRNAs (ta-siRNA),

natural antisense transcript-derived siRNAs (nat-siRNAs) y heterochromatic-siRNAs (hc-siRNAs).



Cada una de estas moléculas de RNA pequeio es producida por un miembro especifico de la

familia de Dicer y es preferencialmente cargada en un complejo RISC-AGO distinto.

microRNAs

En plantas los miRNAs también son transcritos por la RNA Pol Il, para dar lugar a un pri-miRNA con
5 Cap y cadena de poli(A) en el extremo 3’, con estructuras locales de tallo-asa que son
potencialmente estabilizadas por la proteina de union a RNA DAWDLE (DDL) [91]. Los pri-miRNAs
de plantas tienen una gran diversidad de tamafio y estructura comparado con sus contrapartes en
animales [92]. La familia DICER en Arabidopsis thaliana tiene un nivel de complejidad que no ha
sido visto en otros organismos muy estudiados, posee cuatro homdlogos (DCL1, DCL2, DCL3 vy
DCL4) de los cuales, DCL1 y DCL4 se localizan en el nucleo [54]. DCL1 y DCL3 generan sRNAs de 21
y 24 nucledtidos respectivamente, cromatografias de exclusion indican que DCL1 y DCL3 residen
en complejos de >660kDa y ~440 kDa respectivamente [93].

Dado que las plantas no poseen un ortélogo de Drosha, los pri-miRNAs son convertidos en pre-
miRNAs y posteriormente en diplex maduros miRNA:miRNA* por la enzima de la familia de RNasa
Il DICER-LIKE1 (DCL1) en el nucleo [92, 94-97] (Figura 9a). La proteina DCL1 es acompafiada por
una proteina de unién a RNA de doble cadena llamada HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) [62, 66, 97-
99]. HYL1 junto con la proteina de dedo de zinc SERRATE (SE) promueven el apropiado
procesamiento de los miRNAs [62, 99-102]. En este proceso también esta involucrada la proteina
de unién a Cap nuclear 80 (CBP80) [62]. DCL1, HYL-1, SERRATE (SE) co-localizan en cuerpos
nucleares discretos nombrados dicing bodies (D-bodies), similares al microprocesador animal en la
biogénesis de miRNAs, pero difieren de los previamente reportados Cuerpos de Cajal en los cuales

esta implicada la biogénesis de siRNAs asociados con Argonauta-4 (AGO4) [103, 104].

En plantas, la biogénesis de miRNAs y siRNAs requiere un paso adicional. Después de la liberacion
de miRNA:miRNA* del precursor, Hua Enhancer 1 (HEN1) una metiltransferasa, metila el duplex en
el 2’0OH de la ribosa 3’ terminal [105, 106]. HEN1 metila diplex de miRNAs y siRNAs, ya que
prefiere duplex de 21 a 24 nucledtidos con 2 nucleétidos en los extremos 3’ no apareados
(caracteristica de un corte por Dicer) [106-108]. La metilacién protege a los miRNAs y siRNAs de
posteriores modificaciones tales como la 3’ Uridilacién la cual marca a miRNAs o siRNAs de cadena

sencilla para su destruccién por exonucleasas de la familia SDN (SMALL RNA DEGRADING
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NUCLEASE) [109]. Homdlogos de HEN1 estan presentes en varios invertebrados y animales
vertebrados y son responsables de la metilacidon de los piRNAs [110-112]. Otras funciones de la
metilaciéon por HEN1 es promover o evitar la capacidad de las RNA polimerasas dependientes de
RNA (RDRs) de usar los RNAs pequefios como cebadores [59], afectar el movimiento célula a célula
o a distancia de los RNAs pequefios o su capacidad para regular sus blancos a través de proteinas

asociadas [68].

Después de la metilacidon por HEN1 el duplex miRNA:miRNA* es transportado por el homélogo de
la Exportina 5 en animales, HASTY (HST) [62], o a través de un mecanismo HST independiente al
citoplasma [113] donde son clasificados para la uniéon adecuada al complejo RISC correspondiente,
acorde a la proteina AGO encargada de llevar a cabo la funcién del sRNA. En Arabidopsis thaliana
hay 10 diferentes proteinas AGO, una de las principales encontrada en complejos RISC activados
por miRNAs es AGO1. Las enzimas AGO de plantas son agrupadas en tres clados acorde a
informacidn de Arabidopsis: el clado uno lo forman AGO1, AGO5, y AGO10; el clado 2, AGO?2,
AGO3 y AGO7; y el clado 3 incluye a AGO4, AGO6, AGO8 y AGO9 [114]. Mutaciones en homdlogos

AGO han sido asociadas con distintos fenotipos de desarrollo o fenotipos de RNAi [54].
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Figura 9; Mecanismo del RNAi en plantas. (A) Biogénesis de miRNAs; los miRNAs son codificados por
genes transcritos por la RNA pol I, la cual genera el transcrito primario pri-miRNA. En el nicleo, la
proteina Dicer-like 1 (DCL1) con ayuda de Hyponastic Leaves 1 (HYL1) y Dawdle (DDL) se encarga del
procesamiento del pri-miRNA a pre-miRNA y posteriormente DCL1/HYL1 genera un diplex de
miRNA:miRNA* de 21 nucleétidos. La metilasa HUA enhancer 1 (HEN1) se encuentra en el ntcleo y metila
los extremos 3° del duplex y la exportina HASTY (HST) lo exporta al citoplasma. (B) Biogénesis de ta-
siRNAs; el proceso comienza con el corte del transcrito derivado del gen TAS3 o TAS1 mediado por
miR390-AGO7 o miR173-AGO1, respectivamente [66]. Una particularidad de TAS3 reside en que posee dos
sitios de unién a miR390 y es procesado por AGO7 en vez de AGO1. miR390 es especifico de AGO7 y es
excluido de AGO1 por un mecanismo desconocido. Modificado de: [62].

ta-si RNAs y nat-siRNAs

Los ta-siRNAs actlan en trans regulando genes blanco diferentes a los de sus origenes. En
Arabidopsis cuatro familias de genes TAS (TAS1-TAS4) poseen transcritos no codificantes que son

blancos de miRNAs. Las isoformas de TAS1; TAS1a, TAS1b y TASlc, y TAS2 san blancos de miR173;
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TAS3 es blanco de miR390 y TAS4 es blanco de miR834 [115-118]. Los transcritos son cortados en
posiciones especificas por el miRISC correspondiente, los fragmentos son probablemente
estabilizados por la proteina Supresor de Silenciamiento Genético SGS3 y convertidos en dsRNAs
por RDR6 [117, 118] enseguida DCL4 procesa los dsRNAs en ta-siRNAs de 21 nucledtidos
comenzando en el final del dsRNA definido por el primer evento de corte [115, 119, 120].

La biogénesis de ta-siRNAs requiere la interaccion de componentes candnicos del procesamiento
de miRNAs y siRNAs [62, 116, 121], el mecanismo mas descrito es el correspondiente a TAS3, el
cual es necesario para el apropiado desarrollo de las plantas [62]. La diferencia central entre
los ta-siRNAs y los miRNAs reside en su biogénesis, los miRNAs son producidos de
precursores que forman una estructura de tallo-asa, mientras que los ta-siRNAs son
producidos de precursores lineales que tienen sitios de union a miRNAs [62].

La forma de accién de los ta-siRNAs es muy similar a la de miRNAs; se sabe que reprimen la
traduccién de mRNAs en trans con complementariedad perfecta, esta via es conservada en maiz y
arroz, sus mutantes exhiben defectos en la polaridad de la hoja y formacidn del meristemo apical
en tallos respectivamente [62].

Los genomas de plantas poseen unidades de transcripcidn convergentes que pueden dar lugar a
dsRNAs bajo ciertas condiciones de estrés bidtico y abidtico dando lugar a nat-siRNAs [122-124].
La maduracién de los nat-siRNAs requiere de DCL2 (produciendo siRNAs de 24 nucledtidos) o DCL1
(siRNAs de 21 nucledtidos) dependiendo del origen gendmico de los transcritos traslapados, otros

factores esenciales para la biogénesis son RDR6, SGS3, HYL1, HEN1, y RNAPIV [123, 124].

hc-siRNAs

Otro tipo de siRNAs en plantas, los hc-siRNAs son de tamafio predominante de 24 nucleétidos y se
piensa que su biogénesis estd dada en cuerpos nucleares, y dependen de DCL3 y su proteina
acompafiante CLASSY1, la RARP R2D2 y las RNA polimerasas dependientes de DNA especificas de
plantas RNAPIV y RNAPV. Los duplex de siRNA liberados por DCL3 son metilados por HEN1 y
reclutados principalmente por RISC que contienen AGO4 [125-131]. Los siRNAs dependientes de
RDR2 representan el mayor y mas diverso conjunto de siRNAs en Arabidopsis. Son
preferencialmente asociados con transposones, loci de retro-elementos y DNA repetitivo, y

corresponden a regiones que contienen elevado grado de metilacion de DNA. Se ha demostrado
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gue estos siRNAs provocan el silenciamiento genético a nivel transcripcional reclutando metilasas
de DNA y de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9) [130, 132].

Los organismos eucariontes poseen tres RNA polimerasas dependientes de DNA con distintas
funciones, nombradas RNA Poll, RNA Polll y RNA Pollll. La RNA Poll transcribe RNA ribosomal 45S,
la RNA Polll transcribe las secuencias de DNA que codifican mRNAs y la Pollll transcribe el rRNA 5S
y los RNAs de transferencia (tRNA). Las plantas superiores poseen dos polimerasas extra, RNA
PollV y RNA PolV, cuya funcidn principal es el silenciamiento y su sub unidad catalitica a diferencia
de Polll no es requerida para la viabilidad [133].

Se han caracterizado la subunidad catalitica mayor NRPD1 (PollV) y NRPE1 (PolV), asi como la
segunda subunidad mayor NRPD2/NRPE2 que se comparte entre los complejos de PollV y PolV,
[133, 134]. Dos estudios recientes han mostrado que PollV y PolV evolucionaron de la RNApolll. El
primer estudio lleva a la identificacidon de los componentes de la subunidades de las polimerasas
IVy Vy sugiere que estas polimerasas son polimerasas de tipo Polll que evolucionaron en un papel
especializado en la produccion de siRNAs y silenciamiento de transposones, repeticiones
enddégenas y transgenes [134]. En el segundo estudio, un tamizado genético directo identificé un
nuevo componente referido como RDM2 (para RNA directed DNA Methylation 2), el cual muestra
similitud en secuencia con la cuarta subunidad de la RNA Polll (RPB4), pero no es su ortélogo.
RPB4 al parecer evoluciond para asumir diferentes funciones en los complejos RNA PollV y PolV.
RMD2 fue nombrado como NRPD4/NRPE4 para la PollV y PolV respectivamente. NRPD4 es
requerido para la acumulacidn en altos niveles de siRNAs , metilacion de DNA vy el silenciamiento
transcripcional en secuencias de transposones y secuencias repetitivas. El segundo estudio
confirmé que la PollV y PolV se encuentra en un complejo multi-subunidad similar a Polll y
evidencid que la funcionalidad de PollV y PolV requiere de mds subunidades unidas a su centro
catalitico [134].

Los dsRNA precursores de hc-siRNAs pueden ser generados de repeticiones, secuencias invertidas
o transcritos por la RNA Polll traslapados. La transcripcion de la RNA mediante PolV a partir de
DNA metilado puede producir ssRNA el cual es convertido en dsRNA por RDR2. El dsRNA
enseguida es procesado por DCL3 en siRNAs de 24 nucledtidos los cuales son metilados por HEN1,
y reclutados por AGO4 quien interactta con el Dominio Carbonilo Terminal (CDT) WG/GW de la
subunidad mayor de la PolV, NRPE1 [135]. Se plantea también la participacion AGO6 en la
metilacion de DNA y de histonas en los loci blanco de los siRNAs [130, 136-138]. La biogénesis de

hc-siRNAs también requiere a PollV [127-129, 139, 140] quien genera transcritos precursores que
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producen o amplifican la sefial de siRNAs. PollV probablemente actia en la generacidon de los
precursores de dsRNAs, e interactua fisicamente con AGO4 para facilitar la metilacién de DNA
dirigida por siRNAs [104, 135]. Vale la pena mencionar que la PollV también esta involucrada en la
producciéon de los siRNAS naturales antisentido (nat-siRNA) usando el dsRNA formado por el

traslape de los extremos 3’ terminal de pares de genes [124].

Vias de regulacién mediadas por microRNAs en plantas

Los miRNAs estan relacionados con distintos modos de accidn, la comprensién de la funcién de
cada miRNA depende de la relacién entre el miRNA y su blanco, aunque pueden dividirse los
mecanismos de accién en 3 diferentes tipos de regulacién. Algunos son relacionados con la
definicion de los patrones de expresién espacial de sus blancos, otros evitan las variaciones
excesivas en los patrones de expresion de sus blancos y finalmente se encuentra la regulacion
espacial de los genes blanco, este tipo de regulacién incluye los gradientes opuestos de miRNA y
blanco, induciendo transiciones de desarrollo [62]. Muchos de los miRNAs en plantas presentan
complementariedad perfecta con sus secuencias en el mRNA blanco. Por ello, se promueve la
degradacion via nucleolitica del mRNA, siempre que la proteina AGO en RISC posee la actividad de
de “Slicer”. En plantas la inhibicién de la traduccién llevada por miRNAs ha sido documentada solo
en pocas ocasiones y se cree que estos mecanismos son excepciones [48]. Lanet et. al., mostré que
una fracciéon de miRNAs es asociada con polisomas en células en cultivo y plantulas de Arabidopsis
thaliana. Una asociaciéon que parece ser especifica a miRNAs maduros debido a que la cadena
pasajera de miR168 fue encontrada Unicamente en fracciones no polisomales y no traducidas.
Ademads mostraron que la asociacidon de miRNAs con polisomas depende de la traducibilidad de los

RNAs blancos [48].

Localizacién subcelular de RNAs pequeiios en plantas

DCL1 y HYL1 co-localizan en cuerpos nucleares llamados Dicing-bodies o Cuerpos D (D-bodies) asi
mismo tienen localizacidn en el nucleoplasma [100, 141]. En los cuerpos D podemos incluir a las
proteinas SmD2 y SmD3 las cuales también las encontramos en los cuerpos de Cajal, sin embargo
en los cuerpos D no encontramos nucleolina, un marcador de nucleo ni Atcolina un marcador de

los cuerpos de Cajal y ellos alin estan presentes en mutantes que carecen de Atcolina y por lo
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tanto de cuerpos de Cajal, sugiriendo que los cuerpos D no coinciden con cuerpos de Cajal [100,
141, 142]. Algunas proteinas (ejemplo RDR2, DCL3, AGO4 y PollVb) involucradas en la biogénesis
de siRNAs colocalizan en los cuerpos de Cajal [103]. Se piensa que los precursores de siRNAs son
transportados a estos complejos donde son procesados a siRNAs y los siRNAs son unidos a AGO4 y

PollV.

Auto regulacion de componentes de la maquinaria de silenciamiento en plantas

El gen de DCL1 es blanco de miR162 quien lleva a cabo el corte del mRNA de DCL1. Por otra parte,
uno de los intrones de DCL1 hospeda al miR838. El procesamiento de pre-mRNA de DCL1 para
liberar a miR838 probablemente genera dos transcritos truncados que se acumulan pero no dan
lugar al mRNA de DCL1 [143, 144], por lo cual miR838 puede limitar también la expresién de DCL1.
AGO1 es negativamente regulada por miR168 y miR403 marca a AGO2. Sin embargo, aunque la
regulaciéon de AGO1 es muy relevante para la via de los miRNAs, el significado bioldgico de AGO2

en el metabolismo de los RNAS pequefios es aun desconocido.

Uso de miRNA artificiales en A. thaliana

En Arabidopsis thaliana, los miRNA son conocidos por su importancia en la regulacién de los
procesos del desarrollo de la planta. Alteraciones de nucleétidos dentro de una secuencia de
miRNA de 21 nt aparentemente no afecta su biogénesis, de este modo es posible modificar
secuencias de miRNA de plantas para inhibir transcritos especificos.

Este método de generar miRNAs artificiales se ha utilizado para generar resistencia especifica a
virus, mediante el silenciamiento de la expresion de las proteinas virales [145]. El microRNA que se
utilizé en estos estudios fue miR159 el cual se expresa en altos niveles en todos los drganos de
Arabidosis thaliana. El uso de oligonucledtidos mutados de la secuencia del miR159 permitid la
expresion de microRNAs artificiales para la degradacién de dos proteinas del virus del mosaico
amarillo del tabaco (TYMV) y del virus del mosaico del nabo (TuMV). Para la formacién del micro
RNA artificial primero se selecciond una secuencia relativamente similar a miR159a tratando de

que las mutaciones requeridas fueran las minimas posibles. Posteriormente la secuencia del
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precursor de miR159 fue mutada por PCR mutagénico solo en las cadenas correspondientes a
miR159a maduro y miR159a*, manteniendo igual el resto del precursor. El precursor del miRNA
artificial se insertd en un vector para posteriormente transformar plantas. Asi, las secuencias
blanco de del miRNA artificial fueron dos secuencias de proteinas de virus. Después de la
obtencidon de plantas transformadas con el precursor de miRNA artificial, se observo resistencia a
los virus, lo cual demuestra que esta técnica puede ser altamente especifica y permite discernir
entre secuencias con alto grado de identidad. Mas ejemplos son mencionados en la discusidn de

resultados.

En este trabajo se decidio retomar el método de microRNA artificial con el propdsito de apagar los
genes correspondientes a elFAE en Arabidopsis thaliana sin afectar a elF(iso)4E y nCBP. Esto fue

realizado con el objeto a largo plazo estudiar la funcién particular de elF4AE en la planta.
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Hipotesis

» Utilizando la tecnologia de miRNAs artificiales en plantas se silenciara el factor de inicio de
la traduccidn elF4E sin afectar la expresién de los otros miembros de la misma familia:

elF(iso)4E ni nCBP

Objetivos

e General
o Obtener plantas de Arabidopsis thaliana silenciadas en el factor elF4E
e Particulares
o Disefiar un amiRNA (miRNA artificial) para el factor elFAE de Arabidopsis thaliana.
o Producir un vector que exprese el amiRNA: miR4E.
o Transformar células de Agrobacterium tumefaciens y realizar la expresidn
transitoria del miR4E.

o Verificar el procesamiento y apagado del elF4E de Arabidopsis thaliana.

Procedimiento experimental

Andlisis de secuencias Disefio de PCR mutagénico
para elF4E de > EE— . 9
. - . miRNA de miR159
Arabidopsis thaliana
Purificacion Transformacién

Insercién en vector

del vect.or Y <«—| de células PENTR-preamiR4E
recombinacion competentes
y
Transformacion Procesamiento de
de _ Inf!ltramon de R mlRNA y niveles de
Agrobacterium hojas mensajeros elF4E,
Tumefaciens elF(iso)4E y nCBP

v

Floral Dip
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Materiales y métodos

Material biolégico

Plantas de A. thaliana: Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0, se

sembraron de 10 a 20 semillas en una maceta con sustrato Metro Mix 200 humedecida con agua,
las macetas fueron cubiertas con papel aluminio e incubadas a 4 °C por 48 horas para sincronizar
su germinacion, posteriormente fue retirado el papel aluminio y las macetas fueron colocadas en
camara de incubacién en un fotoperiodo de 8 horas de luz por 16 de oscuridad una temperatura
constante de 22 °C, después de 15 dias las plantulas fueron trasplantadas a macetas con sustrato
Metro Mix 200. Las plantas fueron mantenidas bajo las mismas condiciones de fotoperiodo por 30
dias y regadas con agua. Para cada ensayo realizado se utilizaron al menos dos plantas de

Arabidopsis por construccion y una planta silvestre como control negativo.

Cepas de bacterias utilizadas: Se utilizaron células DH5a para la amplificacion del vector pENTR-

pre-amiR159 asi como para la transformacién de la construccion pENTR-pre-a4EmiR. En el caso
del vector binario pBA-DC, este fue transformado en células DB3.1, ya que el mismo expresa un
gen de toxicidad para la cepa DH5a. Después de la recombinacion con pENTR-pre-a4EmiR este gen
es escindido, por lo que el vector recombinante pBA-DC-amiR (4EmiR)4E y el control pBA-DC-
amiR1 (amiR1) fueron transformados en células competentes E. coli DH5a para la amplificacién, y
luego en células de Agrobacterium tumefaciens cepa Pvg2260/c58 para la transformacion

transitoria.
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Métodos

Extraccién de plasmido (miniprep)

1. Incubar un cultivo de las células transformadas en 5 mililitros (mL) de medio LB con el

antibidtico apropiado a 37 °C a 150 revoluciones por minuto (rpm) toda la noche.

2. Centrifugar las células a 3000 rpm por 5 minutos.

3. Suspender la pastilla con 100 micro litros (L) de solucidn 1 e incubar 5 minutos a TA

4, Agregar 250 pl de solucidn 2, mezclar por inversion (NO USAR VORTEX) y dejar 5 minutos
en hielo.

5. Agregar 350 uL de solucion 3 fria, mezclar por inversion y dejar 10 minutos en hielo.

6. Centrifugar 10 minutos a 4 °C. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

7. Agregar 1/10 de volumen de Tris-HClI 1M pH 8 (40 pL). Opcional agregar 5 pL de RNasa e

incubar 30 minutos a 37 °C.

8. Agregar un volumen de Fenol:Cloroformo:lsoamilico (25:24:1).
9. Mezclar con Vortex 15 segundos.

10. Centrifugar 2 minutos.

11. Recuperar la fase superior.

12. Agregar 2 ¥ volimenes de etanol 100% frio.

13. Mezclar por inversion.

14. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

15. Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm a 4 °C.
16. Decantar y lavar la pastilla con etanol al 80%.
17. Eliminar el etanol y secar por inversion.

18. Suspender en 40 pL de agua tratada con Di-etil pirocarbonato (DEPC).
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Solucion 1 Concentracidn final

Glucosa 50mM
Tris-HCL 25mMpHS8
EDTA 10 mM pH8
Solucion 2 Concentracion final
NaOH 0.2N
SDS 1.00%
Volumen final 5mL
Solucion 3 Concentracion final
Acetato de potasio/acido acético glacial 5M; pH=5.0

Obtencion de plasmido a gran escala

1. Crecer una colonia en 25 mL de medio LB con el antibidtico apropiado toda la noche a 37
°C con agitacién de 150 rpm.

Centrifugar el cultivo a 5000 rpm por 10 minutos.

Eliminar sobrenadante, suspender en 5mL de NaCl 5M y repetir centrifugacion.

Suspender en 0.6 mL de buffer de lisis (solucidn 1) e incubar 20 minutos en hielo.

Agregar 1.2 mL de una solucidn 2, mezclar e incubar 10 minutos en hielo.

Adicionar 0.75 mL solucién 3. Mezclar e incubar 20 minutos en hielo.

Centrifugar 15 minutos a 7000 rpm.

Transferir sobrenadante a otro tubo y agregar 5 pL de RNasa e incubar 30 minutos a 37 °C.

L 0 N o Uk~ W N

Extraer con Fenol:Cloroformo (50:50), agitando con vortex 15 segundos.

[EEN
o

. Centrifugar 10 minutos a 7000 rpm y recuperar fase acuosa superior.

11. Repetir el paso anterior 2 o 3 veces.

12. Precipitar con 2 volumenes de etanol por 5 minutos a temperatura ambiente.

13. Centrifugar 10 minutos a 8500 rpm y eliminar sobrenadante.

14. Lavar el pellet con etanol al 70%.

15. Suspender en 168 plL de agua estéril y transferir a tubo eppendorf, agregar 32 uL de NaCl
5M, mezclar y agregar 200 uL de Poli-Etilenglicol (PEG) 8000 al 13% P/V.

16. Mezclar bien y dejar los tubos a -20 °C toda la noche.

17. Centrifugar en frio 10 minutos.

18. Remover el sobrenadante, centrifugar de nuevo y extraer el PEG con pipeta.



19. Lavar la pastilla con etanol al 70%, centrifugar por 5 minutos y secar el etanol.
20. Suspender en 50 pL de agua estéril o buffer TE, tomar 1 uL y leer a 260 nm.
Las soluciones de trabajo 1, 2 y 3 son las mismas para la obtencion de plasmido a pequena escala

(miniprep).
Insercion de fragmentos de DNA en plasmidos mediante recombinacion
(tecnologia Gateway)

1. En un tubo de 1.5 mL se colocaron 50 nanogramos (ng) del vector p-ENTR-pre-amiR4E y

150 ng del vector destino (pBA-DC), y se adicionaron 8 uL de buffer TE pH 8.0.

2. Se agregaron 2 L de LR ClonasaTM Il (Invitrogen).
3. Se incubd la reaccidn a 25 °C por 1 hora y se realizé la transformacion en células DH5a.
4, Las células transformadas con el pldsmido fueron sembradas en cajas con medio LB

conteniendo Espectinomicina como antibiético.

Las células que crecieron fueron analizadas mediante PCR para verificar la transformacién con la

recombinacion correcta.

Obtencion de células de Agrobacterium tumefaciens competentes para
transformacion por choque térmico

1. Crecer una colonia de Agrobacterium tumefaciens en medio YM a 28 °C toda la noche con
agitacién constante.

2. Inocular 2mL del cultivo anterior en 50 mL de medio YM fresco.

3. Incubar con agitacion constante a 28 °C hasta alcanzar una densidad dptica a 600 nm de
0.5.

4. Enfriar el cultivo en hielo por 10 minutos y centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos a 4 °C.

5. Suspender el botdn celular en 1mL de CaClp2 20 mM con glicerol al 10% y dividir en
alicuotas de 100pL.

6. Las células pueden usarse inmediatamente para transformar o congelarse con nitrégeno
liquido y guardarlas a -80 °C.

Medio YM



Manitol 0.054 M 10.0 g 182,172 g/mol

Extracto de levadura 0.4 g

NaCl0.1g

K,HPO, 0.2 g

Aforar a 1 L con H,0 desionizada (Solucion A).

Preparar por separado una solucién de MgS0O, 2 M (Solucidn B).

Esterilizar por autoclave (por separado la solucién A de la solucién B).

Antes de utilizar el medio para cultivo, agregar a la solucidn A la solucién B en proporciéon de
1000:1.

Si se requiere de la adicién de antibidticos, éstos deben afiadirse una vez esterilizado y

enfriado el medio.

Medio YM Sodlido

Preparar la solucién A del medio YM.

Antes de aforar, agregar 15 g de agar por cada litro de medio YM.

Esterilizar por autoclave.

Agregar la solucidn B estéril a la solucidn A en proporcién 1000:1.

Si se requiere la adicién de antibidticos, estos deben afiadirse una vez esterilizado y enfriado el

medio.

Transformacién de células competentes de Agrobacterium tumefaciens por
choque térmico

LA S A

Descongelar las células competentes en hielo.

Agregarles 1ug del plasmido con el que se desea transformar.

Congelar las células en nitrégeno liquido por 5 minutos.

Incubar a las células a 37 °C por 25 minutos.

Agregar 1 mL de medio YM sin marcadores de seleccién e incubar por 3 horas a 28 °C con
agitacion constante (225-250 rpm).

Centrifugar a 13 000 rpm por 30 segundos y suspender el botdn celular con 100 uL de medio

YM.
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7. Sembrar las células en medio YM sélido con el o los marcadores de seleccion.

8. Incubar a 28 °C por 2 o 3 dias para obtener las colonias transformantes.

Infiltracion en hojas de Arabidopsis thaliana con Agrobacterium tumefaciens

1. La cepa conteniendo el plasmido de interés es sembrada en medio LB conteniendo el
antibidtico apropiado para la seleccion.

2. Una sola colonia es inoculada en 5 mL de medio LB con el antibidtico apropiado, y es
crecida a 28 °C por 48 horas (agitacién de 300 rpm).

3. Un mL de cultivo es transferido a 50 mL de medio LB con 10 mM de MES pH 5.6 y 20 uL de

Acetociringona 100 mM son adicionados. Las bacterias son crecidas a 28°C por 16 horas.

4, Cuando el crecimiento ha alcanzado una densidad dptica de 1 (ODggo = 1) las bacterias son
centrifugadas (4000 rpm 10 minutos) y el pellet es resuspendido en MgCl, 10 mM hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 2.

5. Se adiciona 75 plL de Acetociringona y las bacterias permanecen a temperatura ambiente
por al menos 3 horas sin agitacién.

La infiltracién se realizd con una jeringa de 3 mL sin aguja en hojas extendidas (con plantulas

jévenes se observan mejores resultados). Se coloca la punta de la jeringa en el envés de la hojay

se bloquea la jeringa con un dedo de otro lado de la hoja para de este modo tener una presién
contraria. Se presiona gentilmente el embolo de la jeringa para que la suspensién de

Agrobacterium ingrese a los espacios intracelulares de la hoja. La expresidn transitoria se analiza

en las hojas infiltradas de 1 a 2 dias después de la infiltracion.

Extraccion de RNA total

La extraccion del RNA total se realizd empleando el reactivo TRIzol (TRIzol® Reagent, invitrogen).
1. Se pesaron aproximadamente 100 mg de tejido, estos fueron congelados con nitrégeno
liqguido y se homogeneizaron macerandolos en mortero enfriado evitando que la muestra
se descongelara.
2. Una vez que la muestra se encontraba homogénea se transfirié a un tubo Eppendorf de
1.5 mililitros y se adicioné6 1mL de TRIzol, se agitdé en vortex y posteriormente se

centrifugéd por 10 minutos a 12 000 x g en centrifuga Eppendorff 5415D a una
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temperatura de 2-8 °C.

El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio incubdndolo por 5 minutos a temperatura
de ambiente.

Transcurrido el tiempo se adicionaron 200 mL de cloroformo y se agitd por inversion
durante 15 segundos.

Se incubd por 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd por 15 minutos a 12 000
X g a una temperatura de 2-8 °C.

El sobrenadante se transfirid a un tubo limpio se le adicionaron 500 mL de isopropanol,
incubandose 10 minutos a temperatura ambiente.

El tubo se centrifugd por 10 min a 12 000 x g a una temperatura de 2-8 °C.

Se elimind el sobrenadante y se lavd la pastilla con 1 mL etanol al 100%.

Se mezcld por inversidn y a continuacién se centrifugd por 5 minutos a 7500 x g a una

temperatura de 2-8°C, se elimind el etanol y se dejo secar la pastilla.

10. Se suspendié en agua tratada con DEPC o Formamida al 50%.

11. Se tomé 1 plLy para su cuantificacidon a 260 nm.

Analisis de microRNAs por Northern Blot

1.

Resolver 20-25 ug de RNA total en un gel de Poliacrilamida al 12.5 % conteniendo 8 M de

Urea y TBE 1x, con espesor de 1mm a los cuales se les adiciono 50 plL de Persulfato de Amonio
(APS) al 20 % (p/v) y 5 uL de TEMED (N, N, N’, N’ Tetramethylethylenediamine). Correr a 20 mA
por 1 hora, las moléculas de RNAs pequefios de ~20 nucledtidos migran entre los colorantes
Xilen-Cianol y Azul de bromofenol. Tener mucho cuidado de no extender los tiempos de

corrida ya que visto que las moléculas pequenas tienden a pasar el fondo del tanque.

Usar una camara de transferencia en semi-seco, transferir el RNA resuelto a membrana

Hybond-N* (Amersham) por 35 minutos a 100 mA con TBE 0.5x.

Fijar el RNA a la membrana irradidndola con luz UV por 1 minuto y 30 segundos.

Prehibridar al menos 20 minutos en ULTRAhyb-Oligo solution (Ambion usar 10 mL por una

membrana de 10 x 10 cm) a 42 °C.

Adicionar el oligonucledtido marcado en el extremo 5 (~10 pmol) y continuar con la

hibridacidn a 42 °C toda la noche (o al menos 10 horas).

Lavar dos veces con SSC 2x conteniendo 0.1% de SDS por 15 minutos a 42 °C.
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Exponer a placa de Rayos X o con pantalla intensificadora.

Marcaje en el extremo 5" de oligonucledtidos

2.
3.

Colocar la siguiente reaccidn en hielo:

3-4 uL de yP*2-ATP (13 0 mas pmol de ATP)

1ul de oligonucledtido (10 pmol)

1ul 10X buffer, 1uL de T4 polinucledtido Cinasa (New England Biolabs) y H,0 para 10 pL
Incubar a 37 °C por 1 hora.

Purificar los oligonucledtidos marcados de los nucledtidos no incorporados usando una

columna de Sephadex G25.

Purificacion en columnas mini Quick Spin (ROCHE)

1.

Resuspender el gel de Sephadex en la columna con el buffer por cualquiera de los

siguientes métodos:

orden:

N oo v s

o Invertir vigorosamente la columna en algunas ocasiones. Sacudir la columna por
inversion o:
o Mezclar gentilmente con vortex de 3 -5 segundos a baja velocidad.

Para evitar la formacion de vacio remover los extremos de las columnas en el siguiente

o Remover primero la tapa de la columna.

o Enseguida quitar la punta de la columna.

Remover el exceso de buffer y empacar la columna de la siguiente manera:
o Colocar la columna en un tubo estéril de 1.5 mL.

o Colocar el tubo en una microcentrifuga.

o Centrifugar a 1000 x g por 1 minuto de 15 a 25 °C.

o Desechar el tubo colector con el buffer de elucidn.

Colocar la columna en un tubo nuevo estéril.

Aplicar la muestra en el centro de la columna.

Centrifugar el tubo a 1000 x g por 4 minutos de 15 a 25 °C.

Recuperar el eluato del tubo. Este contiene los acidos nucléicos purificados.
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Solucion de Acrilamida

Pesar 37.5 g de acrilamida, 2.5 g de Bis-acrilamida y 120 g de Urea, disolverlos en 50 m| de TBE 5x

y llevar a un volumen final de 250 mL, con agua-DEPC.

Southern blot

Después de la electroforesis:

1.

Colocar el gel de agarosa en HCl 0.25 M hasta que los marcadores cambiaran su color y
dejar por 10 minutos mas.

Lavar el gel con agua destilada y colocarlo en buffer de desnaturalizacién de tal forma que
cubra por completo el gel.

Dejarlo por 30 minutos a temperatura ambiente con agitacién.

Lavar el gel en agua destilada y colocarlo en buffer de neutralizacidon por 15 minutos con
agitacion.

El gel se colocd sobre un soporte que se encontraba dentro de un refractario de vidrio el

cual también contenia solucién NaOH 0.4M. Entre el gel y soporte fue colocado un puente de
papel Wathman® humedecido con NaOH 0.4 M.

Sobre el gel se colocé una hoja de la membrana de nylon cargada positivamente
(HybondTM-N+ de Amersham LIFE SCIENCE) con dimensiones idénticas a las del gel y se
aseguré que no quedaran burbujas entre la membrana y el gel.

®

Sobre la membrana se colocaron tres laminas de papel Wathman™ cortadas con las

mismas dimensiones del gel y humedecidas con NaOH 0.4M asegurandose que no quedaran
burbujas.

Posteriormente, se colocd una torre de papel peridédico con las mismas dimensiones v,
sobre estas, se puso una placa de vidrio. Finalmente, sobre esta placa se colocé un peso de
alrededor de 700 g. La transferencia se dejo durante 3 horas.

Al finalizar la transferencia se retiraron los componentes con cuidado, antes de retirar la

membrana se realizé un corte en la esquina superior izquierda para marcar la orientacion.
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10. La fijacion de DNA se realizé colocando la membrana entre dos hojas de papel filtro

Whatman No 3 humedecidos en NaOH 0.4M por 30 minutos.

Buffer 1.5M NaCl/0.5M
desnaturalizante NaOH
Buffer 1.5M NaCl/0.5M
Neutralizante Tris-HCI; pH
7.2/0.001M EDTA

TBE 5x
En un matraz Erlenmeyer pesar 27 g de Tris grado biologia molecular, 13.75 g de 4cido bérico y
adicionar 10 mL de EDTA 0.5M pH8. Llevar la solucion a 500 mL con agua tratada con DEPC y

esterilizar por autoclave.

TBEO.5x

De la solucién anterior se tomaron 10 mL y se llevaron a 100 mL con agua DEPC, esta no requiere

de esterilizacion.
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Resultados

Disefio de oligonucleétidos

En Arabidopsis thaliana, los miRNAs son conocidos por su importancia en la regulaciéon de los
procesos del desarrollo de la planta. Se ha planteado que alteraciones de nucleétidos dentro de
una secuencia de miRNA de 21 nt no afecta su biogénesis, siempre que se conserve el grado de
complementariedad dentro del precursor. De este modo es posible modificar secuencias de
miRNA de plantas para dirigirlos hacia transcritos especificos como blanco. Se ha encontrado que
plantas transgénicas que expresan micro RNAs artificiales (a-miRNAs), muestran represién de la

expresion de proteinas blanco de estos [146-149].

En este trabajo se disend un a-miR para elF4E de Arabidopsis thaliana usando como base las
secuencias At4g18040, At1g29550 y At1g29590 que codifican para este factor. Para el disefio se
toma la secuencia de un microRNA endoégeno de expresién ubicua en la planta (miR159a), y se
buscaron regiones dentro de los genes seleccionados (cDNA) que fuesen parcialmente similares a
miR159a y que no fuesen parte de las secuencias de otros miembros de la familia elF4E (elFiso4E o
nCBP) o de otros genes en el genoma de Arabidopsis thaliana. A partir de la secuencia
seleccionada (Figura 10) se realizaron mutaciones en la secuencia a miR159a de tal forma que el
apareamiento entre este y el mRNA blanco (elF4E) fuese similar al que presenta miR159a con sus

blancos (Figura 11).

miR-4E* 57 ACCCUAAUCAAATAGAGAACA

FEEETEEEE PR rrrd
miR-4E 37 —-— CTTGGGATTAGGATATCTCTT

miR159%a 5’ UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA 3’ MYBS

T L

miR-4E 5’ UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC 3’'eIF4E

Figura 10. Duplex formado por amiR4E y miR4E*. Se muestran con flecha los cambios realizados en la
secuencia de miR159a y los blancos de los miRNAs.
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mfe: -37.7 keal/mol

length: 15€0

MIRNA : ath-miR153a
length: 21

mfe: -37.7 keal/mol
p-wvalue: undefined
poaition 337

Figura 11; Duplex formado por miR159 con uno de sus blancos conocidos, MYB33, donde se observa un
des apareamiento en el nucleétido 7 del duplex (mfe.- energia libre minima).

Las predicciones realizadas (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/submission.html)

indicaron que el amiR4E disefiado posee como blanco las secuencias que codifican para elF4E,
At1g29550 y At1g29590, mientras que las secuencias de elF(iso)4E asi como de nCBP no muestran
las caracteristicas necesarias para ser tomados como blancos por este microRNA artificial (Figura
12). Asimismo, amiR4E muestra un desapareamiento en el nucledtido 7 con su blanco elF4E, al

igual que miR159, con su respectivo blanco.

Una vez que se decidid la secuencia candidato para miR4E, se disefiaron los cebadores para la
obtencién del a-miRNA correspondiente (tabla 4). El cebador 5" amiR4E posee 25 nucleétidos
correspondientes a la secuencia de pre-miR159, dentro de esta secuencia contiene un sitio de
restriccion que es reconocido por la enzima Bgl I, marcado en color rojo, seguido de la secuencia
de 21 nucleétidos correspondientes a amiR4E maduro y finaliza con 16 nucledtidos del precursor
de miR159, el 3'miR4E posee en su secuencia (direccidon 5’ - 3’) 12 nucledtidos del pre miR-1592
que contienen el sitio de restriccién para Xmal, seguidos de los 21 nucleétidos de miR4E vy finaliza

con 14 nucledtidos del precursor de miR-159a.
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Figura 12; Hibridaciones in silico obtenidas para amiR4E con sus posibles blancos. En todos los casos la
secuencia en color verde corresponde al micro RNA y la secuencia en rojo corresponde al mensajero
blanco mostrado, el niimero corresponde a la posicion del nucleétido en el RNA mensajero; mfe indica la
energia libre minima en el duplex formado, At4G18040 (elF4E-1), Atlg 29550 y At1g29590 son las
secuencias homologas a elF4E, At5g35620 (elF(iso)4E) y At5g18110 (nCBP) con miR4E.
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Tabla 4: Secuencias y caracteristicas de los cebadores usados para amplificar el precursor pre-
amiR4E.

Oligonucledtido Secuencia Longitud (nt) %GC Tm°C
5’amiR4E 5 GAAGIRINGH 62 48.4 70
fatcreacGaTGGAAG
GAACCCTAATCCTATAGAGAA
CATGAGTTGAGCAGGG3'
3’amiR4E 5" TGACCCGGGATG 47 55.3 70
GAACCCTCCTCCTATAGAGAA
GAAGAGTAAAAGCC 3’

Los nucledtidos marcados en color rojo indican el sitio de corte por Bgl II; los marcados en amarillo
muestran el sitio de corte de Xmal. En letras cursivas se representan las secuencias de
5’amiR4E3’amiR4E. La amplificacion del pre-amiR4E se realizd bajo una temperatura de
alineamiento de 58°C.

Los productos de PCR obtenidos asi como el pldsmido pENTR-premiR159a fueron posteriormente
digeridos con las enzimas de restriccion y los fragmentos digeridos se purificaron por extraccion de
gel de agarosa (QlAquick Gel Extraction Kit; Qiagen) de acuerdo a las instrucciones de fabricante,
una vez recuperados los fragmentos deseados estos se ligaron (pENTR y pre-amiR4E) para
transformar células competentes DH5a y de este modo obtener material genético para realizar

recombinaciones con el plasmido pBA-DC.

De la transformacion de células DH5a con el plasmido pENTR-amiR4E se obtuvieron un total de 13
colonias y los plasmidos purificados de las colonias nimero 1 y 6 que mostraron amplificacion del
fragmento deseado, fueron secuenciados usando como cebador M13 (-20). Las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante un alineamiento con la secuencia de pre-miR159a el cual se

muestra en la Figura 13.

Con las secuencias obtenidas también se le realizé una prediccidén de estructura secundaria en el

sitio WEB http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cgi para analizar la estructura tallo-asa

del precursor. Las estructuras predichas para pre-amiR4E y pre-miR159 se muestran en la Figura.
14 indicando gran similitud entre ambos precursores. Esto sugiere que la maquinaria de
silenciamiento podria tomar el pre-amiR4E para un procesamiento adecuado y por ende para el
apagado de elF4E. Esta hipdtesis se basa en la demostracidon previa de que la maquinaria de
silenciamiento reconoce fundamentalmente a las estructuras secundarias de los precursores, mas

que las secuencias en si [150, 151].
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PremiR4E6 GGAACCCTAATCAAATAGAGAACATGAGTTGAGCAGGGTAAAGAAAAGCTGCTAAGCTATG

PremiR4E1L GGAACCCTAATCAAATAGAGAACATGAGTTGAGCAGGGTAAAGAAAAGCTGCTAAGCTATG
ath-MIR159a GTAGAGCTCCTTAAAGTTCAAACATGAGTTGAGCAGGGTAAAGAAAAGCTGCTAAGCTATG
*x  x * % *x Kk kK KAk Ak hkkhhkhkhhkhkhhkhhdhhrhkhhkhkhkdhhkhhrkhkhkrhkhkkhkxk,xt*k
PremiR4E6 GATCCCATAAGCCCTAATCCTTGTAAAGTAAAAAAGGATTTGGTTATATGGATTGCATATC
PremiR4E1l GATCCCATAAGCCCTAATCCTTGTAAAGTAAAAAAGGATTTGGTTATATGGATTGCATATC
ath-MIR159a GATCCCATAAGCCCTAATCCTTGTAAAGTAAAAAAGGATTTGGTTATATGGATTGCATATC
R i I b I b I b I b I b I I I b I I b b I I b b b I 2 b I b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b db b b b b b b b i
PremiR4E6 TCAGGAGCTTTAACTTGCCCTTTAATGGCTTTTACTCTTCTTCTCTATAGGATTAGGGTTC
PremiR4E1L TCAGGAGCTTTAACTTGCCCTTTAATGGCTTTTACTCTTCTTCTCTATAGGATTAGGGTTC
ath-MIR159%9a TCAGGAGCTTTAACTTGCCCTTTAATGGCTTTTACTCTTCTT-TGGATTGAAG-GGAGCTC
Kk hkhkhkhkkhhkhkhkrkkhkhhkhhkdhhrkhkhhkhkhkdhkhkhkrkhkhkhrkhhkhhkrkhkhhkkhx * **x kX % *x  *x k%
PremiR4E6 CAT
PremiR4E1 CAT
ath-MIR159a TAC

*

Figura 13; Alineamiento de pre-amiR4E con pre-miR159a. Los asteriscos indican los nucledtidos que
permanecen sin cambios en las secuencias de los precursores, los espacios vacios indican cambios en la
secuencia.

Para la recombinacion con el plasmido pBA-DC se selecciond la construccién obtenida en la linea 6
de células transformadas de E. coli DH5a. El plasmido pBA-DC posee sitios de recombinacién
homadloga con pENTR, un casete de seleccién ccdB que brinda toxicidad a las células de E. coli
DH5a, y un marcador de seleccion que ofrece resistencia a Espectinomicina. Durante la
recombinacidn el casete ccdB es escindido y solamente el plasmido recombinante pBA-DC-pre-
mMIR4E seria capaz de permitir el crecimiento de células DH5a en presencia de espectinomicina
pero no en kanamicina, mientras que células que contienen a pENTR-pre-miR4E solo serian
capaces de crecer en presencia de kanamicina. La seleccion de las transformantes DH5a
candidatas en ambos antibidticos permite asegurar con mayor certeza que las células solo
contengan el plasmido recombinante. Por otra parte pBA-DC contiene el promotor 35S bajo el cual
quedaria pre-amiR4E y el sitio terminador de la transcripcion de la nopalin sintetasa (Tnos) ambos

requeridos para garantizar la expresion del precursor de microRNA artificial en plantas.
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dG = -79.50 [Initially -79.50] premiR4ECol6

dG = -79.50 [initially -79.50] pre4EmiR

<

-74.30 [Initially -74.30] miR159

dG =

Figura 14; Plegamientos de los precursores de micro RNAs, los cuales muestran una alta similitud con la

estructura del precursor nativo de pre-miR159a.

Se obtuvieron 110 colonias transformantes de las cuales varias fueron seleccionadas al azar para

realizar un PCR directo de la colonia con el objeto de determinar la presencia de la construccion

pBA-DC-pre-amiR4E (Figura 15). Adicionalmente, las colonias fueron sembradas en medios LB,



solido y liquido en presencia de Espectinomicina o Kanamicina para verificar la transformacién

correcta de las células (Tabla 5).

o
EES:
o N
&45'8_&\%

60
61

97
H,0

65
67

Figura 15; PCR de colonias candidatas transformadas con la reaccidon de recombinacion entre pENTR-pre-
4EmiR y pBA-DC. Los cebadores utilizados fueron 5’miR4E y 3’ Tnos, usando como control negativo a pBA-
DC vacio En todas las colonias se observa la presencia del precursor del amiR4E con el terminador nos en
la regién 3’.

El andlisis por PCR muestra que en todas las lineas seleccionadas existe la presencia de la
construccion. Sin embargo, al crecer las colonias en presencia de espectinomicina o kanamicina, se
observd que la mayor parte de las lineas seleccionadas es capaz de crecer en presencia de ambos
antibidticos (Tabla 5). Esto indica que algunas lineas transformantes podrian contener el plasmido
PENTR-pre-amiR4E sin recombinar. Solo dos lineas mostraron susceptibilidad a Kanamicina y
resistencia a Espectinomicina (lineas 4 y 97) al mismo tiempo que fueron positivas para el PCR de
pBA-DC-pre-amiR4E. Estas lineas fueron crecidas en medio LB con Espectinomicina para la
formacién de stocks de glicerol y su posterior uso para transformacién de Agrobacterium

tumefaciens y las posterior infiltracion de hojas de Arabidopsis thaliana.



Tabla 5: Seleccidn en antibidticos de lineas transformantes de DH5a.

Colonia  LB+KAN LB +SPM LB+KAN LB+SPM PCR
(s) (1) (1) (s) predE

4 - + - + +
9 - + +

60 - + + + +
61 - + + + +
63 - + + +

64 - + + +

65 - + + +

67 - + + + +
74 - - - -

75 - + + +

97 - + - + +

100 - + + +

102 - + +

La seleccion se realizé en medios solido (S) y liquido (I), las lineas 4 y 97 muestran la susceptibilidad a
Kanamicina y resistencia a Espectinomicina. A las lineas 9, 63, 64, 74 y 75 no se les realizo PCR, por lo cual no
se muestra ese resultado.

El pladsmido pBA-DC-pre-4EmiR fue transformado en Agrobacterium tumefaciens acorde al
protocolo descrito en materiales y métodos. Previo a la infiltracién de la cepa de Agrobacterium
tumefaciens transformada en hojas de Arabidopsis thaliana se realizaron infiltraciones en hojas
Nicotiana tabacum variedad Xanti para determinar la expresiéon y procesamiento correcto de
amiR4E. Se utilizaron plantas de 3 meses de edad y 48 horas post infiltracion (HPI) se realizo la
extraccién y purificacién de RNA total de hojas infiltradas asi como de hojas sin infiltrar. A partir
del RNA total obtenido (Figura 16) se realizé un ensayo de Northern blot utilizando como sonda 5’
amiR4E. Asimismo, se realizd la deteccidén del RNA pequefio nuclear (snRNA) U6 como control de
carga y la de miR159 nativo como control de microRNAs. Los ensayos de Northern blot mostraron
niveles similares en del snRNA U6 y también fue posible detectar el miR159 (Figura 17, panel A).
Sin embargo al realizar la hibridacion contra amiR4E (Figura 17, panel B) no fue posible detectar

ninguna banda.
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Figura 16; RNA total obtenido de hojas infiltradas de Nicotiana tabacum. Cuatro diferentes plantas fueron
inoculadas con Agrobacterium tumefaciens transformado con pBA-DC-amiR4E obtenido de la cepa 4
(carriles 1y 2) 0 97 (carriles 3 y 4).

A PM 4 97 - -

23
21

Figura 17; Northern blot realizado contra miR159a U6 y marcador de peso molecular, A) se observa la
presencia de los RNAs pequeiios en la transferencia y que estos poseen buena calidad, asi mismo se
observa que las cantidades de U6 son similares en los casos. B) Northern blot contra amiR4E, se muestra
la membrana completa y no se observa en la presencia del microRNA artificial amiR4E maduro.



Al observar los resultados anteriores se plantearon tres posibilidades:

1. Lainfiltracién no es exitosa.

2. No se expresa el precursor de amiR4E.

3. El precursor no se estd procesando de manera correcta.
Para verificar la primera de las posibilidades se realizdé una infiltracién con un microRNA artificial
(A-miR1) del que se tenia certeza de su expresion como microRNA maduro en hojas de tabaco
mediante infiltracidn con Agrobacterium tumefaciens transformado con la construccidon del
precursor. El A-miR1 fue donado por el Dr. José Luis Reyes Taboada, en el Instituto de
Biotecnologia (IBT) en Cuernavaca, Morelos. El ensayo de Northern blot con RNA total obtenido a
partir de hojas de tabaco infiltrado con Agrobacterium tumefaciens conteniendo el precursor de A-
miR1 como control se muestra en la Figura 18. En el mismo ensayo se probaron nuevamente las
infiltraciones con la construccién para el precursor de 4EmiR, sin embargo en el Northern blot no

se observé sefial al hibridar con la sonda de 4EmiR anti-sentido (imagen no mostrada).

miR4E
Plantula
A-miR1

< W
x x
E £

Figura 18. Northern blot de A-miR1l utilizado como control para detectar de manera exitosa el
procesamiento de un microRNA artificial en hojas de tabaco infiltradas. A) la flecha indica la presencia de
AmiR1, sin embargo esta misma membrana fue hibridada contra miR4E y no se observé su expresion, en
todos los casos se cargaron 25 ug de RNA total en cada carril. B) presencia de miR1 nativo en plantulas de

frijol y el A-miR1 expresado y procesado (Imagen obtenida por los colaboradores del Instituto de
biotecnologia).



Dado que si se observé un procesamiento correcto para A-miR1 se pensé en la posibilidad de que
el precursor de amiR4E no esté siendo expresado. A partir de este momento se decidid utilizar
plantulas de Arabidopsis thaliana para determinar si el amiR4E disefiado podria funcionar en la
planta donde finalmente se pretendia lograr el silenciamiento del factor elF4E. Se realizd una
infiltracién en hojas de Arabidopsis thaliana, se ocuparon 3 plantas por cada una de las
construcciones y dos plantas sin infiltrar como controles. Los RNAs obtenidos mostraron buena
calidad (Figura 19) y se obtuvo la cantidad suficiente para realizar los ensayos de Northern Blot.
Con los mismos RNAs se realizd un ensayo RT-PCR para amplificar el precursor de 4EmiR y de esta

manera evaluar su expresion en las hojas infiltradas.

4 97 4 97 97

Figura 19; RNA total obtenido de hojas de Arabidopsis thaliana infiltradas con las construcciones (4 y 97).
Las muestras de RNAs totales fueron cuantificadas y se realizaron ensayos de Northern blot y RT-PCR para
buscar la presencia del precursor.

Para el RT-PCR se utilizaron como cebadores un oligo ubicado en el extremo 5’ del pre-amiR4E
(5’amiR4E) y varias opciones de oligos el extremo 3’: el 3’ pre4E que se ubica dentro del precursor
de 3’amiR4E, el 3’ inner, que se ubica en posiciéon 3’ inmediatamente posterior al pre-a4EmiR el
3’Tnos el cual se ubica dentro del terminador de la nopalina sintasa que forma parte del transcrito

primario (Figura 20).
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Figura 20; Esquema del transcrito del precursor de a4EmiR. Se indican con flechas los cebadores usados
para los ensayos de RT-PCR para hojas infiltradas y sin infiltrar, el cuadro en rojo indica el sitio de
restriccion de Bglll y el cuadro amarillo el sitio de restriccion para Xmal.

La sintesis de cDNA se realizé con la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) de acuerdo
a las instrucciones del fabricante y la reaccion de PCR con la enzima Taq DNA polymerase
(Invitrogen) bajo las mismas condiciones de amplificacion del precursor mencionadas
anteriormente. El andlisis por RT-PCR indicé la presencia de transcrito para el precursor de amiR4E
en las hojas infiltradas con las construcciones 4 y 97 (Figura 21). Como control se utilizaron

ensayos de PCR para los plasmidos que contienen cada una de estas construcciones.

Plésmido‘b) CcDNA Plasmido 8 cDNA
®) < @) <
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Figura 21; Amplificacion del precursor de amiR4E de a partir de cDNA de hojas infiltradas de Arabidopsis
thaliana, se usé como control negativo el plasmido vacio pBA-DC, y como control positivo a pBA-DC-pre-
amiR4E (Plasmido). Los oligos utilizados como cebadores en las reacciones correspondientes se indican en
la parte superior de la figura.

Asi mismo se realizé la amplificacién del precursor de amiR4E usando los cebadores de 5’ pre4E y
3’'Tnos indicando la presencia de una banda de aproximadamente 300 pb (Figura 22). Estos
resultados indican que el precursor para a4Emir se estd expresando en las hojas infiltradas. Para
comprobar que la banda que se estaba amplificando realmente correspondia a 4EmiR, se realizd

un ensayo de Southern blot con los fragmentos amplificados.
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Figura 22; Amplificacion del precursor de miR4E por PCR utilizando los oligos 5’ pre4E y 3’'Tnos como
cebadores. Se utilizo la amplificacion del factor de elongacion eEFla como control para el cDNA y H,0
como control negativo, (-) hojas sin infiltrar.

Para el Southern blot, se realizé nuevamente la amplificacién por PCR de las muestras anteriores,
los fragmentos se transfirieron a una membrana, y esta fue hibridada contra amiR4E antisentido
(Figura 23). Se observd que en todos los casos menos en la muestra correspondiente a hojas sin

infiltrar la banda fue identificada por la sonda utilizada.

Las mismas muestras de RNA fueron sometidas a un analisis por Northern blot para microRNAs. La
membrana resultante fue analizada primero con sondas para el snRNA U6 y para el microRNA
enddégeno miR159 (Figura 24). En la deteccién de snRNA U6 se observaron cantidades similares
para hojas no infiltradas (-) y las infiltraciones con construcciones 4 y 97. La presencia de miR159a
también se observd en las tres muestras, aunque con una menor intensidad en las muestras de
hojas infiltradas. Es posible que esto se deba al estrés al cual fueron sometidas estas hojas. Al
realizar un la deteccién de miR4E, no fue posible detectar sefial alguna en la membrana (Figura

25).
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Figura 23; Southern blot para el fragmento de pre-a4EmiR amplificado a partir de cDNA de plantas
infiltradas (4,97) y no infiltradas (-).

Pm 4 97 -

R

Figura 24; Northern blot para U6 y miR159 con muestras de RNA total obtenido a partir de hojas
infiltradas con las construcciones de pre-4EmiR (4,97) y no infiltradas (-). PM, marcador de RNAs pequeiios
reconocido con su sonda apropiada; se sefialan la banda de 21y 23 nt.
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También se realizd la hibridaciéon de la membrana con una sonda anti-sentido para la cadena
pasajera amiR4E* (Figura 25, Panel B), pero no se observd la presencia de ninguna sefial. Estos
resultados indican que probablemente el procesamiento del precursor pre-adEmiR no se estd

realizando de manera adecuada.

A B
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Figura 25; Northern blot para detectar a 4EmiR (A) y 4EmiR*(B) en muestras de RNA total obtenido a
partir de hojas infiltradas con las construcciones de pre-4EmiR (4,97) y no infiltradas (-). Pm, marcador de
RNAs pequeiios.

Dado el resultado anterior, se planted como posibilidad que la amplificacion observada en las
Figuras 21, 22 y 23 del precursor de amiR4E sea debida a la presencia del plasmido, y no del

transcrito. Para descartar esto, se decidié realizar varios ensayos de PCR con el RNA total extraido:

Tratamiento con DNasa y RT-PCR.
Tratamiento con RNasa y RT-PCR.
PCR sin sintesis de cDNA.

A

RT-PCR convencional de las muestras.

De las muestras de RNA total se tomaron 15 ug para el tratamiento con DNasa (RQ1 RNase Free
DNase Promega) y RNasa A. En este andlisis se esperaba obtener amplificacion del precursor en las

muestras tratadas con DNasa y el RT-PCR convencional, mientras que para las muestras tratadas



con RNasa y solo RNA sin reverso-transcripcién se esperaba no obtener amplificacién del

fragmento.
DNasa + - - -
RNasa - + - -
RT + + - +

Figura 26; Reacciones de PCR de las muestras de RNA total de plantas infiltradas con la construccion 4 en
presencia de distintos tratamientos.

Este analisis (Figura 26) indico la presencia del precursor en las muestras que tratadas con DNasa y
RT-PCR convencional, asi como una amplificacién de menor intensidad en la muestra tratada con
RNasa. Esto puede deberse a que el tratamiento no fue lo suficientemente exhaustivo, o al hecho
de que siendo el precursor de microRNAs una estructura de tallo-asa (RNA de doble cadena), la

RNasa A no lo pudiera procesar eficientemente.

Para corroborar la presencia del precursor en hojas infiltradas fue realizado un ensayo de
Northern blot usando como sonda el precursor amplificado por PCR, en lugar de la sonda
antisentido solo para 4EmiR. En este caso, el gel se dejo correr por mds tiempo para tener una
mayor resolucion en los fragmentos de peso mayor (Figura 27). Se observa la presencia de sefal
por encima de los 125 nt (U6) en plantas infiltradas (I) y con menor intensidad en no infiltradas (-).
Esto puede ser debido a que parte del precursor para amiR4E es idéntico al pre-miR159, por lo que

podria reconocer también al pre-miR159 enddgeno.
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Figura 27; Northern Blot utilizando como sonda el precursor de amiR4E (A). Se realizé una hibridacion con
el snRNA U6 como control (B) para comparar el tamafio de las bandas detectadas.
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Analisis de resultados

En este trabajo se disefié un microRNA artificial para lograr el silenciamiento del factor de inicio de
la traduccidn elFAE en Arabidopsis thaliana. En 2007, Qu y colaboradores mostraron que la
expresion transitoria asi como estable de un miRNA artificial en plantas de Nicotiana benthamiana
puede inhibir la expresién del gen 2b del virus del mosaico del pepino (CMV, por sus siglas en
inglés), siendo el nivel de resistencia de las plantas transformadas equivalente al nivel de
expresion del amiRNA, en su trabajo realizaron 12 cambios a la secuencia del miR171a de
Arabidopsis thaliana [149], Liu C., [147] usando la secuencia de miR169d de Arabidpsis thaliana se
logré silenciar exitosamente la expresion del gen GUS:GFP en ensayos de expresidn transitoria de
este gen, Park W., [148] realizé6 cambios en miR319a de Arabidopsis thaliana insertado en el
pldsmido pRS300 para silenciar el gen de identidad de los érganos florales AP1, generaron 2
construcciones amiR-aplA y amiR-ap1B, de las plantas transformadas observaron que en la
generacion T1 de amiR-ap1A ~40% de la poblacion mostraba fenotipos morfoldgicos obvios y en la
mitad de los casos mostraban un fenotipo fuerte de apl y que por el contrario las plantas
transformadas con amiR-ap1B poseen flores normales, lo que indica que esta construccién no es

funcional.

En el disefio del microRNA artificial se buscaron secuencias de 21 nucledtidos que fuesen
compartidas por elF4E, At1g29550 y At1g29590 y que no estuviesen presentes en elF(iso)4E o
nCBP, sin embargo en muchos de los casos las secuencias de 21 nucledtidos seleccionadas, en las
cuales el nimero de cambios era menor a 10 nucledtidos, eran compartidas por elF(iso)4E y/o
nCBP junto con elF4E y alguna de las secuencias homdlogas, lo que indicaba que elF(iso)4E o nCBP
eran blancos de estos microRNAs, por lo cual fueron descartados y se utilizé una secuencia en la

gue hubiese un mayor nimero de cambios pero que no tuviera como blancos a elF(iso)4E o nCBP.

En trabajos anteriores se realizaron una gran cantidad de cambios en la secuencia de miR159 [145]
(17 cambios para el reconocimiento de p69 y 15 cambios para el reconocimiento de HC-Pro) sin
afectar la estructura del precursor y permitiendo la expresién del microRNA maduro asi como su

funcion.
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En el disefio del amiR4E se realizaron 16 cambios de nucledtidos (Figura 9), en cada una de las
cadenas (miR/miR*), los calculos de energia libre y estructura del duplex son similares a los
mostrados por miR159a/miR159a*, pero dado el gran nimero de cambios es posible que estos
adquieran relevancia para la estructura de pre-miR4E in vivo, para el reconocimiento de complejos
gue realizan el procesamiento, o incluso para la estabilidad del miRNA maduro. Todo esto podria
llevar a un procesamiento del pre-amiR4E diferente al que corresponde a pre - miR159a, indicando
a la célula que este es un microRNA aberrante y lo dirija a su degradacién. Estas hipétesis son
posibles ya que en este trabajo, se observd la expresién del precursor pre-amiR4E mediante

Northern blot y PCR (figuras 19, 20 y 24), pero nunca se pudo detectar al miR4E correspondiente.

La expresion del precursor de amiR4E fue posible tanto en hojas de Nicotiana tabacum como de
Arabidopsis thaliana, sin embargo no se logré un procesamiento hasta el amiR4E maduro que es la
molécula efectora de silenciamiento. Sin embargo el disefio aparentemente adecuado de un
microRNA artificial no garantiza el éxito en su procesamiento por la maquinaria de silenciamiento
endoégena de la planta, como fue mostrado por Park con amiR-ap1B. El precursor que porta el
amiR4E adquiere un plegamiento adecuado, practicamente idéntico al de pre-miR159 in silico
(Figura 13). No obstante esto no implicé que la maduracion del microRNA fuese correcta. Esto
podria deberse a que in vivo, las condiciones internas de la célula pueden dar como resultado la
formacién de una estructura diferente a la mostrada in silico, debido a condiciones de estrés que
puede sufrir la planta (altas temperaturas, plagas, etc.). Antecedentes en la literatura han
mostrado que cambios en la estructura de miR319 [148] asi como de miR159 [145, 146] pueden
llevar desde una disminucion en la expresion de los micro RNAs maduros hasta la inhibicion de la
expresion de estos [150]. Estos trabajos también mostraron que el procesamiento de estos
microRNAs en particular se lleva a cabo de manera diferente a la via candnica de RNAs pequefios

de plantas.

En plantas el procesamiento de los RNAs pequeifios comuUnmente comienza desde el
reconocimiento del asa del precursor hacia la base de este [150]. Sin embargo, en el caso de
miR319 y miR159 el procesamiento ocurre de manera contraria, es decir primero se reconoce de
la base del precursor y luego el asa [150]. Por otra parte, aunque una idea generalizada es que lo

mas importante en el reconocimiento del precursor de miRNAs por el complejo de Dicer y otras
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proteinas es la estructura de tallo asa, hay trabajos que indican que la secuencia de nucleétidos

también podria jugar un papel importante en el reconocimiento [152].

Una técnica mediante la cual es posible el silenciamiento de elF4E y sus secuencias homaélogas en
Arabidopsis thaliana es el uso de técnicas como hairpin RNA o inclusive el uso de secuencias de
microRNAs especificos para cada una de las secuencias que codifican para elF4E, esta posibilidad
permitiria el silenciamiento de todas las secuencias y también podria permitir el observar si las
secuencias de At1g29550 y At1g29590 son traducidas en proteinas funcionales, ya que como se
mencioné antes sélo se conoce la secuencia de los mensajeros pero es desconocido si estas

secuencias son traducidas en proteinas funcionales.

Otro método es el silenciamiento genético inducido por virus (VIGS) una tecnologia que
explota el mecanismo de defensa antiviral mediado por RNA. En plantas infectadas con
virus no modificados el mecanismo esta dirigido especificamente contra el genoma viral.
Sin embargo, con los vectores de virus llevando insertos derivados de los genes del
hospedero, el proceso puede ser adicionalmente dirigido en contra de los mRNAs
correspondientes [153], el costo es relativamente bajo. Hoy en dia, muchos vectores
derivados de virus han sido optimizados para silenciar mas de una planta hospedara, tal
como el vector derivado de virus TRV, el cual es usado para Arabidopsis haliana y
Nicotiana benthamiana [154].

La inoculacién con virus es realizada en plantas hospederas usando diferentes métodos

tales como agro infiltracion y transcripcion in vitro [154].

Un método simple fue desarrollado para construir un RNA de tallo asa rapida vy
efectivamente. Este método empalma dos fragmentos de DNA de virus o genes de planta
a una secuencia quimérica usando PCR de sobre extensiéon (OE-PCR); enseguida esta
secuencia quimeérica es unida con la secuencia de un intron para generar una construccién
de RNA de tallo asa en un paso mediado por OE-PCR. Este método no es dependiente de
enzimas de restricciéon, no requiere consumibles caros, por lo que el tallo asa puede ser

construido rapidamente y sin costo [155].
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Conclusiones

s

Fue posible la expresion de un precursor de un micro RNA artificial disefiado con base en
secuencias especificas de un precursor de micro RNA conocido (pre-miR159) usando como
blanco las secuencias codificantes a los RNAs mensajeros de elF4E, At1g29550 y Atlg
29590.

No fue posible el silenciamiento de elF4E y las secuencias At1g29550 y At1g29590 de
manera transitoria en hojas de Arabidopsis thaliana al menos por la técnica de microRNA

artificial con el disefno realizado.
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Anexo |

A continuacién se muestran las secuencias blanco de 4EmiR en el genoma de Arabidopsis
thaliana realizados en el sitio: http://www.plantgrn.org/psRNATarget/. Las secuencias de los
blancos se muestran en la tabla y la direccion de los blancos es de acuerdo a como AGO1
alinearia con el blanco.

- Expectation m_ge__t' . . e, s
miRNA Blanco (E) Accessibility Alineamiento Blanco Inhibicion ~ Multiplicidad
(UPE)
miRNA 21-1 eukaryotic
CUUGGGAUUAGGAUAUCUCUU translation
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC AT1G29590.1 1.0 22.024 88,88888,8088858888888 L Cleavage 1
GAGCCCUAGUCCUAUAGAGAa  INitiation factor
Blanco 204-224 AE
miRNA 21-1 pseudogene,
UUGGGAUUAGGAUAUCUCUUL putative
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC AT3G32445.1 2.0 6.926 trriirriiiiii:oziii: . . Cleavage 1
AACCCUAAUUCUAUUGAGAA ribonucleotide
Blanco 1057-1076 reductase,
MiRNA 21-1 EIFAE
UUGGGAUUAGGAUAUCUCUUL  (EUKARYOTIC
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC AT4G18040.1 25 12.741 $:oiiiiii.: otiiiiii: TRANSLATION  Translation 1
AAGCCUAAUUCAAUAGAGAA INITATION
Blanco 123-142 FACTOR 4E)
miRNA 21-1
UUGGGAUUAGGAUAUCUCUU GTP binding / _
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC AT5G46070.1 25 14.152 1.z il GTPase Translation 1
AACUCUAAUGCUGUAGGGAA
Blanco 1290-1309
miRNA 21-1 HDAS,
UUGGGAUUAGGAUAUCUCUU HISTONE
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC AT5G63110.1 2.5 16.337 Liiiiot.iiiiii.iiii: DEACETYLASE Cleavage 1
GACCCAAGUCCUAUGGAGAA
Blanco 1192-1211 6
MiRNA 21-1 ATP binding /
CUUGGGAUUAGGAUAUCUCUU  yeotein hinding /
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC AT3G51560.1 25 16.351 .o otiiiiiiio t b Cleavage 1
GAAUCCUAAACCUAUAGAGAU ransmembrane
Blanco 1098-1118 receptor |
miRNA 21-1
UUGGGAUUAGGAUAUCUCUU
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC ~ AT1G61210.1 25 18.808 iiririieirien.  D-d0Tepeat oy e 1
AGCUCUAAUUCUGUAGAGGA family protein
Blanco 2200-2219
miRNA 21-1 eukaryotic
CUUGGGAUUAGGAUAUCUCUU translation
UUCUCUAUAGGAUUAGGGUUC AT1G29550.1 25 21.379 Tt i o Cleavage 1
GAGCCCUAGUCCUAAAGAGAa  INitiation factor
Blanco 69-89 4E, putative

Expectation.- La maxima expectativa del umbral de puntuacién. Un par RNA/blanco serd

descartado si su puntuacién es mayor al umbral. El umbral mdximo tomado es de 2.5

Target Accessibility (UPE).- Maxima energia para romper enlaces en el sitio blanco, la accesibilidad

al mRNA blanco es identificada como uno de los factores mds importantes involucrados en el

reconocimiento del blanco debido a que la estrucura secundaria (tallo-hasa, etc) alrededor del

blanco evitara al RNA pequefio (miRNA, siRNA, etc) y mRNA entrar en contacto. Una energia
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menor significa que existe mayor posibilidad de que el RNA pequefio sea capaz de entrar en

contacto con el mRNA blanco.

Inhibicidén.- Tipo de inhibicidon que se espera en el blanco del RNA pequefio.

Multiplicidad.- Namero de sitios en los cuales el RNA pequefio puede alinear con la secuencia del

RNA blanco.

Dentro de la tabla se muestra el apareamiento que tendran el miRNA vy el blanco, en todos los
casos la secuencia en la parte superior corresponde al miRNA y en la parte inferior al mRNA

blanco, los nimeros indican la posicién de los nucleétidos en la secuencia del mRNA.
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Anexo II

Ensayos Norther blot de RNAs pequeiios y cadenas complementarias, se muestran 3 ensayos en
los cuales ademds de la busqueda del miRNA maduro se ralizo la hibridacién contra la cadena

pasajera, en los 3 casos se tomaron 25 pg de RNA de hojas infiltradas de Arabidopsis thalian.

a b c d

‘."
-

Norther Blot a) U6 y marcador de peso molecular, b) miR159, c) Cadena anti sentido
miR4E y d) Cadena pasajera

e

a) U6 y peso molecular, b) AsmiR4E y c¢) cadena pasajera



a) U6 y peso molecular, b) AsmiR159 y c) cadena pasajera
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