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i. Abreviaturas.

Las abreviaturas que se utilizan en el texto se han puesto segln su escritura en inglés.

3’'UTR Region no traducible 3’

5’'UTR Region no traducible 5’

'mGTP 7-metilguanosina-tri-fosfato o analogo del 5’ Cap
4E-BPs Proteinas de union a elF4E

4E-SEs Elementos sensibles a elF4E

ANK Repeticiones ankirin

AtANKTM Proteinas ANK transmembranales de A. thaliana

Atncbp Gen para nCBP de A. thaliana

Atncbp-1 Gen para la mutante nula de nCBP de A. thaliana
Avr Gen o proteina de avirulencia

BGLU B-glucosidasa

cDNA Acido desoxiribonucléico complementario

C-terminal  Region carboxilo terminal

DNA Acido desoxiribonucléico

elF4E-T Proteina transpotadora de elF4E

elFs Factores de iniciacion de la traduccion eucariontes
ER Reticulo endoplasmatico

FMI Genes de identidad del meristemo floral
GDP Guanosina di-fosfato

GFP Proteina verde fluorescente

Gl Genes integradores

GST Glutation S-transferasa

GTP Guanosina tri-fosfato

HSPs Proteinas de choque térmico

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
JAL Lectina relacionada a jacalina

KDa Kilodaltones

LC/MS/MS  Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

LRR Repeticiones ricas en leucina

NB-LRR Proteina con repeticiones ricas en leucina con dominio de unién a
nucleotido

MeJA Metil jasmonato

Met-tRNA;  Acido ribonucléico de transferencia para metionina



MJIRL
NCBI
N- terminal
pb
PBs
PCR
PLCP
poli(A)
PR
RBPs
RD21a
RIP
RNAmM
RNPs
SGs
TAIR
TUA
TUB
VPg
WT

JAL especificas a manosa

Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
Region amino terminal

Pares de bases

Cuerpos P o de procesamiento

Reaccion en cadena de la polimerasa

Cisteina proteasas parecidas a papaina
Secuencia de poliadenina

Proteinas de resistencia

Proteinas de unién a RNA

Cisteina proteasa de respuesta a desecacion 21a

Inmunoprecipitacion proteina-RNA

Acido ribonucléico mensajero

Complejos ribonucleoprotéicos

Granulos de estrés

El Fondo de Informacién de Arabidopsis
a-tubulina

B-tubulina

Proteina unida covalentemente al genoma viral

Tipo silvestre



1. RESUMEN.

Un mecanismo importante de la regulacion de la traduccion en eucariontes
involucra al factor de inicio de la traduccion, elF4E, que se une al 5 Cap (‘mGTP) del
RNAm para reclutar al complejo de inicio de la traduccion (43S) y proceder al escaneo
de la region 5’UTR del RNAm hacia el codén de inicio. La mayoria de los genomas de
los organismos eucariontes tienen mas de una secuencia similar a elF4E. En plantas
superiores se han encontrado tres miembros de la familia elF4E: elF4E, elF(iso)4E y la
proteina novedosa de union a 5° Cap nCBP. Este ultimo es capaz de unirse al 5’ Cap
con mayor afinidad que elF4E y elF(iso)4E, sin embargo tiene una baja actividad
traduccional, sugiriendo que podria tener una funcion diferente a los demas factores,
tal como el secuestro de RNAm para evitar su traduccién. La caracterizacion fenotipica
de una mutante homdciga para nCBP en Arabidopsis thaliana (Atncbp-1) presenta un
retraso en el tiempo de floracion sugiriendo que nCBP participa en la regulacion de la
expresion génica en las vias de floracion. Ademas, la sobreexpresion de nCBP induce
la formacion de granulos citoplasmaticos aln no identificados. Por otra parte, estudios
con ortélogos de nCBP en otros organismos han demostrado que estas proteinas
participan en la traduccién y represion traduccional selectivas. El propésito del
presente trabajo es determinar si nCBP participa en la formaciébn de complejos
ribonucleoprotéicos especificos involucrados en la regulacion del desarrollo,
diferenciacibn o respuesta al ambiente de A. thaliana. Para demostrar lo antes
mencionado, se generd una proteina recombinante GST-nCBP que es funcional; ya
que es capaz de unirse al 5’ Cap. Esta proteina recombinante se utilizé6 para ensayos
de “Pull Down” y generacién de anticuerpos policlonales anti-nCBP. Los resultados de
los ensayos de “Pull Down” indican que nCBP forma complejos protéicos con
proteinas involucradas en la respuesta a estrés, aunque las proteinas identificadas
tambien participan en otros procesos bioldgicos como desarrollo y crecimiento de la
planta. Por ello no se descarta la participacion de nCBP en este tipo de procesos y no
necesariamente en respuesta a estrés. Los anticuerpos policlonales anti nCBP
generados reconocen a la proteina enddgena por lo que podrian ser utilizados en
futuros ensayos de inmunodeteccidon e inmunoprecipitacion proteina-RNA (RIP) para
identificar a los RNAmM que son reconocidos por nCBP y determinar si hay una

traduccion o represion selectiva en plantas como ya se ha reportado en animales.

Palabras clave: Traduccion, 5’ Cap, factores de inicio de la traduccion (elFs), nCBP,
complejos ribonucleoprotéicos (RNPs).



2. INTRODUCCION

2.1. El proceso de traduccién en eucariontes.

La expresion génica es fundamental para entender el funcionamiento de los
seres vivos. Esta expresion es regulada a varios niveles, incluyendo la transcripcion
del RNA mensajero (RNAm), el procesamiento de este en un transcrito maduro y la
traduccién de dicho transcrito a una proteina (Muench et al., 2012). En eucariontes la
traduccion de los RNAmM consta de tres pasos esenciales regulados por diferentes
grupos de proteinas denominadas factores de iniciacion, elongacion y terminacion
(Jackson et al., 2010). Se considera que la regulacién durante el inicio de la traduccion
es mas estricta, ya que es el paso donde se recluta el RNAm hacia el ribosoma. Este
evento es mediado por los factores de iniciacién eucariontes (elFs; Pestova et al,
2007).

Los RNAm de eucariontes se distinguen por la presencia en su extremo 5 de una
estructura formada por una guanina metilada en la posicién 7, conectada al primer
nucleédtido del RNAmM por un puente trifosfato, llamada 7-metilguanosina-tri-fosfato
(‘mGTP) o capuchén (5° Cap) (figura 1) y en el extremo 3’ una secuencia de
poliadeninas [poli(A)]. Ambos extremos actlan sinérgicamente ayudando al proceso

de inicio de la traduccion (Marcotrigiano et al., 1997).

(o] (I;H3
HN Ié)“\>
)\\ o] o] o]
H,NT N7 TN ii Il I
O_F\,_O_FI,_O_T_O Base
0 OH OH OH \/_0?
OH OH 0 OH
E"nRNA

Figura 1. Estructura del 7-metilguanosina-tri-fosfato (‘mGTP) unido covalentemente al
MRNA. En todos los eucariontes esta estructua se encuentra en el extremo 5° de los RNAm y
sirve para reclutar los factores de iniciacion de la traduccién.

El proceso de la traduccion inicia con la unién del complejo ternario compuesto por
elF2/GTP/Met-tRNA; a la subunidad pequefa 40S del ribosoma formando el complejo
de pre-iniciacion 43S. Este complejo también contiene a elFl1, elF1A, elF3 y elF5
(complejo multifactorial), donde varios de los factores son reclutados por elF3
(oligbmero formado por 7 hasta 12 subunidades diferentes) (Preiss y Hentze, 2003;
Lorsch y Dever, 2010; Jackson et al., 2010).
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Por otra parte, elF4E es capaz de reconocer al Cap del RNAm, y unirse establemente
al mismo en presencia de elF4G y elF4A para formar el complejo heterotrimérico
elFAF (Preiss y Hentze, 2003; Jackson et al., 2010). elF4G es una proteina de
andamiaje que contiene dominios de interaccion proteina-proteina y es responsable de
interaccionar con elF4A, elF3 y la proteina de unién a poli(A), PABP. elF4A es una
helicasa de RNA ATP-dependiente que puede desenrollar estructuras secundarias
cercanas al 5 Cap del RNAm. En el extremo 5 Cap del RNAm, cerca de elF4F, se
une elF4B para estimular la actividad de elF4A (Preiss y Hentze, 2003; Goodfellow y
Roberts, 2008).

El complejo de pre-iniciacion 43S es reclutado hacia el RNAm unido a elF4F para
formar el complejo de inicio de la traduccion 48S mediante interaccion entre elF3 y
elF4G (figura 2). El complejo 48S se mueve a lo largo de la region no traducible 5’
(5’UTR) ayudado por la hidrélisis de ATP mediante elF4A hasta encontrar el codon de
inicio (AUG) del RNAm. El codén AUG en contexto apropiado (ACCAUGG; secuencia
Kozac) es reconocido por medio de elF1 y elF1A vy, el complejo 48S se detiene. El
apareamiento adecuado entre el codon de inicio AUG y el anticodén del Met-tRNA;
promueve cambios conformacionales en los factores y la subunidad 40S, lo que
conlleva a la hidrdlisis de GTP por elF2 con la ayuda de elF5. En este paso se liberan
elFl, elF3, elF5 y elF2/GDP. La GTPasa elF5B/GTP se une a la subunidad 40S y a
elF1A ocasionando la atraccion de la subunidad 60S para ensamblar el ribosoma 80S,
el cual una vez ensamblado, promueve hidrélisis de GTP y liberacion de elF5B vy
elFAL (figura 2; Preiss y Hentze, 2003; Jackson et al., 2010; Lorsch y Dever, 2010).

El acercamiento entre los extremos 5’ y 3° del RNAmM mediante la interaccion elF4E-
elF4G-PABP brinda una estructura pseudo-circular al complejo de inicio de la
traduccion facilitando el reciclaje de los ribosomas una vez que terminan la traduccién

e incrementando la estabilidad del RNAm (Preiss y Hentze, 2003).

En animales, hay dos pasos que se encuentran estrictamente regulados durante el
inicio de la traduccién. Uno de los pasos involucra al complejo ternario elF2/GTP/Met-
tRNA;; el segundo al complejo elF4F unido al 5'Cap (Jackson et al., 2010). En el
primer paso, la limitante es que durante el inicio de la traduccion se libera elF2/GDP y
se requiere a elF2B (una proteina intercambiadora de Guanina) para recuperar
elF2/GTP que serd utilizado nuevamente en un complejo ternario elF2/GTP/Met-
tRNA,. En condiciones de estrés, las células animales bajan sus niveles de traduccién

mediante la fosforilacion de elF2, la cual promueve un complejo inactivo
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elF2/GDP/elF2B y deplecién de complejo ternario. Para el segundo paso, en animales
se han encontrado proteinas que unen a elF4E (4E-BPs) e inhiben competitivamente
su asociacion con elF4G. De esta manera, las células pueden regular la disponibilidad
de elF4F para la traduccién activa.

AUG. Unidn de elF4F
& 48 ATP
ADP + P,
formadon del
complejo 43S desdoblamiento de
o laregion 5°UTR
redutamiento del
complejo 43S
ATP
1.3.5 4 ADP + P,
complejo temario * 48 escaneo
Za. 72,
M ® %,
4&0 4A 4B 4E, 4G
2. !
GOP & ﬂ reconodimiento del AUG
GTP @
m } hidrdlisis de GTP
€ + 1,35

R

hidrdlisis de GTP €0S
o o ——A

ensamble dela
subunidad 60S

Figura 2. Inicio de la traduccion dependiente de 5 Cap en eucariontes. El complejo
elF2/GTP/Met-tRNA; se une a la subunidad ribososmal 40S y a elF3 formando el complejo
43S. El complejo de factores elF4F reconoce al RNAmM y mediante la interaccién entre elF4G y
elF3 se recluta al complejo 43S para formar el complejo 48S. Enseguida se realiza el escrutinio
de la region 5’'UTR hasta localizar el codon de inicio AUG en contexto apropiado. Entonces por
la hidrdlisis de GTP, se disocian varios factores y se une la subunidad ribosomal 60S para
iniciar la traduccién. Tomado y modificado de Preiss y Hentze, 2003.
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En plantas, no se han comprobado estos dos niveles de regulacién. Por un lado,
solamente se ha encontrado una de las 4 cinasas descritas para animales que son
capaces de fosforilar a elF2 en respuesta a condiciones de estrés.
Por otra parte, aunque se ha reportado interaccion de elF4E con proteinas diferentes a
elF4G, no se ha demostrado que estas sean capaces de competir con elF4G por la
union a elF4E, ni que tengan un efecto en la traduccién de RNAm in vivo (Echevarria-
Zomefio et al., 2013).

2.2. La familia de proteinas elF4E.

En eucariontes elF4E es el factor general de inicio de la traduccién que
interacciona con la estructura 5’ Cap para reclutar el RNAm al ribosoma y ha sido
estudiado en mdltiples organismos. Alineamientos globales de las secuencias de
nucledtidos de diversos elF4Es han demostrado que los miembros de esta familia
estan representados en los taxones Metazoa, Viridiplantae, Fungi y Protista. Por otra
parte la comparacion entre la secuencia de aminoacidos de elF4E de mamiferos,
plantas y el hongo S. cerevisiae sugiere una secuencia nucleo o “core” muy
conservada, representada por aproximadamente 160 a 170 residuos de aminoacidos.
Este nucleo abarca desde la histidina (H) 37 hasta la H 200 (numeraciéon acorde a
H.sapiens y M.musculus). La secuencia consenso de esta region se resume en los
residuos conservados de triptéfano (W), fenilalanina (F) e histidina (H) en el patron
H(X5)W (X2)W (x8-12)W (x9)F(X5)FW (x20)F (X 7)W (XLO)W (x9-12)W (x34-35)W (x32-34)H,
en donde x es culaquier aminoacido (Joshi et al., 2005). Se considera que esta
secuencia es suficiente para la union a 5’ Cap, al factor elF4G, a las proteinas 4E-BPs
y la proteina transportadora de elF4E (elF4E-T) (von der Haar et al., 2004; Joshi et al.,
2005; Jackson et al.,, 2010). La secuencia de aminoacidos completa de los elF4Es
varia entre 200 y hasta 600 en algunos protozoarios, siendo las regiones N- y C-
terminal variables en cuanto a composicién y tamafo y quizas estén involucradas en la
regulacion de la actividad o afectando la estabilidad de la proteina (Joshi et al., 2005;
Jagus et al., 2012).

2.2.1. Estructura del sitio de unién a 'mGTP de los factores elF4E.

Por medio de cristalogafia se ha determinado la estructura de la proteina elF4E
de ratén (Marcotrigiano et al., 1997), levadura (Matsuo et al., 1997), trigo (Monzingo et
al., 2007) y humano (Tomoo et al., 2003). Estas estructuras muestran que elF4E es
una molécula en forma de mano ahuecada o guante de beisbol, consistente de un
dominio a/B, sus elementos secundarios incluyen 3 hélices a (H) largas y una corta'y 8

laminas B anti-paralelas (S) arregladas en el siguiente orden S1-S2-H1-S3-S4-H2-S5-
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S6-H3-S7-H4-S8. Las 8 laminas B forman una curvatura, las 3 hélices a largas se
posicionan practicamente paralelas por arriba y en la misma orientacion de las laminas
B. El sitio de unién al ligando (ranura de unién a 5’ Cap) es generado por la superficie
coéncava de las laminas B, la hélice a corta y el asa que conecta a las laminas 3 1y 2.
El hueco es cerrado en uno de sus extremos por el asa que conecta a las laminas 8 3
y 4, quedando el otro extremo abierto para la unién al ligando (figura 3) (Marcotrigiano
et al., 1997).

ASA3-4
ASAL1-2
Ha N\ L & ‘
( A l" ( r'\lk -
f /
= R HI N 2
2 f o € L
> Pl sy L. £.5"
8 17 Q ) s \ \
4" ) | \ 7
a \ A \ v .
‘ 4 7H2 ‘ D
H3 \ '

Figura 3. Estructura de laregion nacleo del factor elF4E en eucariontes. La estructura esta
basada en la secuencia de aminoacidos 28-217 del elF4E murino. Se muestra la superficie
concava del sitio de unién del ‘mGDP al factor elF4E; el ‘mGDP se incluye en amarillo
localizado en la ranura de unién al 5 Cap. Las hélices a son maracads como H1 - H4 y las
laminas B con nimeros 1 — 8 y el extremo C-terminal como ¢. Tomado y modificado de
Marcotrigiano et al., 1997.

El 66% de los aminoacidos (120 de los 182 que forman el ndcleo) son altamente
conservados, el alto nivel de identidad en la composicion de aminoacidos de las
secuencias reportadas y su analisis filogenético, permiten concluir que todos los

elF4Es se pliegan en la misma estructura tridimensional (Marcotrigiano et al., 1997).

La formacion del complejo elFAE-’'mGDP es una representacion de la unién de una
proteina a una base alquilada, donde la base alquilada queda en medio de los
triptéfanos (W) 56 y 102 de las asas S1-S2 y S3-S4 respectivamente (Marcotrigiano et
al., 1997; Tomoo et al., 2003; von der Haar et al., 2004). La interaccidon molecular entre
la base alquilada y los W es de tipo m-mT; cuando estos dos W son sustituidos por
leucina (L) se abate la unién a 5’ Cap, y cuando son sustituidos por P se reduce la
union a 5’ Cap en un 50% o mas. Por otra parte el oxigeno 6 (O6) forma un puente de
hidrégeno con el grupo amino del W102, mientras que el nitrdgeno 1y 2 (N1 y N2)
forman otros dos puentes de hidrogeno con los &tomos de oxigeno carboxilados del

acido glutamico 103 (E); ademéas el grupo metilo del N7 forma interacciones de van der
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Waals con el anillo del W 166. En cuanto a la ribosa y a los grupos fosfato, estos se
extienden desde el fondo hacia la entrada de la ranura de union a 5 Cap y son
estabilizados por puentes salinos y puentes de hidrogeno mediados por agua. Sin
excepcion, los W 56, 102 y 166 y el E 103 hacen contacto con el ‘mG y son
conservados en todas las secuencias conocidas de elF4E. Ademas la arginina (R) 157
gue interactta con los dos grupos fosfato también es conservada al igual que el &cido
aspartico (D) 90 que estabiliza a la R 157 por puente salino. Finalmente, la R 112 y la
lisina (K) 162 forman puentes de hidrégeno mediados por agua con los grupos fosfato
(figura 4) (Marcotrigiano et al., 1997).

ASA3-4

‘ﬁ:'i ASA1-2

Figura 4. Estructura del complejo elF4E-'m-GDP en eucariontes. La estructura muestra al
"mGDP en la ranura de unién a 5’ Cap, en donde se marcan los aminoacidos involucrados en
el reconocimiento del 5’ Cap. Los puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals y
puentes salinos se representan con lineas punteadas, las tres moléculas de agua son
marcadas con 1, 2y 3. Tomado y modificado de Marcotrigiano et al., 1997.

2.2.2. Clasificacién de los factores tipo elF4E.

La mayoria de los genomas de organismos eucariontes presenta multiples
copias génicas que codifican proteinas similares a elF4E, formando familias de
proteinas estructuralmente relacionadas dentro de un organismo en particular. La
diversidad de funciones de las proteinas relacionadas a elF4E alin no es
completamente entendida. Aunque resulta obvio que al menos un miembro de la
familia elF4E por organismo actia como factor de inicio de la traduccion global, otros
podrian encargarse de reclutar un grupo particular de RNAm, tener una actividad
parcial, o incluso participar como inhibidores traduccionales. Los datos sugieren que la
secuencia de elF4E ha sido duplicada varias veces durante la evolucion y las
proteinas resultado de estas secuencias que son estructuralmente similares se han

agrupado en tres clases principales: I, Il y lll (figura 5) (Joshi et al., 2005).
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Los miembros de la clase | se han identificado en todos los organismos eucariontes y
conservan los residuos de W 43 y W 56 respecto a el elF4E-1 de H. sapiens; en esta
clase se incluyen elF4E-1 de metazoarios, elF4AE (p26) y elF(iso)4E (p28) de plantas y
elF4E de hongos. Estos miembros tienen aproximadamente 35-40% de identidad y 60-
65% de similitud entre si (Joshi et al.,, 2005). Los miembros de esta clase son
canonicos para actuar en la traduccion ya que son capaces de unirse al 5’ Cap, a
elF4G, y en algunos casos a las 4E-BPs; por ejemplo el elF4E-1 de mamiferos (Joshi
et al., 2004), elF4E-1B de Danio rerio (Robalino et al., 2004), elF4E y elF(iso)4E en
plantas (Browning, 2004) e IFE-1 -2, -3 y -5 de Caenorhabditis elegans (Keiper et al.,
2000; Syntichaki et al., 2007).

Los miembros de la clase Il difieren de los de la clase | en que los W 43 y 56 (respecto
elF4E-1 de H. sapiens) son sustituidos por otros aminoécidos hidrofébicos como
tirosina (Y), F o L. En esta clase se incluye a la familia elF4E-2 de Metazoa y la familia
NCBP de Viridiplantae. En algunos hongos patégenos del sub-filum Pezizomycotina se
pueden encontrar algunos miembros de esta clase, pero estdn ausentes en
ascomicetos. La comparacion de la secuencia de aminoacidos en la regidon nucleo
muestra que hay aproximadamente 50% de identidad y 70-80% de similitud entre los
miembros de la clase Il, asi como un 30-35% de identidad y 60-65% de similitud con
los de la clase | (Joshi et al., 2005). Estudios bioquimicos han revelado que las
proteinas de clase IlI, tales como elF4E-2A (H.sapiens y M. musculus), IFE-4 (C.
elegans), 4EHP (D. melanogaster) y nCBP (A. thaliana), son capaces de unirse a la
estructura 5’ Cap, pero su capacidad de interaccién con elF4G y participacion en la
traduccion es variable. Mientas que elF4E-2A y 4EHP aparentemente no interaccionan
con elF4G, ni pueden complementar una cepa de S. cerevisiae mutante para su elF4E
enddgeno (Rom et al., 1998; Joshi et al., 2004; Hernandez et al., 2005), sus ortélogos
en C. elegans y A. thaliana muestran interaccion con elF4G y pueden funcionar en
traduccion activa (Ruud et al.,, 1998; Dinkova el al., 2005). Acorde a esto se ha
propuesto que miembros de la clase Il de elF4E podrian tener un papel en la

regulacion de la traduccion.

Finalmente, los miembros de clase lll se caracterizan por tener una cistéina (C) o
tirosina (Y) en la posicion equivalente al W 56 del elF4E-1 de H.sapiens. Estos
miembros tienen entre el 25-30% de identidad y 45-55% de similitud con los de clase |
y lI; y solo han sido encontrados en algunos metazoarios, nidarios, moluscos, insectos
y aracnidos (Joshi et al., 2005). Estudios con elF4E-3 de M. musculus han mostrado

que la proteina interactia con la estructura 5’ Cap in vitro, sugiriendo que la presencia
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de un solo residuo aromatico es suficiente para la interaccion con el 5’ Cap. Ademas,
elF4E-3 puede interactuar con elF4G, pero no con las 4E-BPs sugiriendo que participa
en la traduccién. Sin embargo, esta proteina no es capaz de complementar una cepa
de S. cerevisiae mutante para su elF4E enddgeno (Joshi et al., 2004).

H. sapiens 4B-1 :115
C. intestinalis 4B-1 1131
D. melanogaster 4E-la : 1159
C. elegans IFE-3 :110
A. thaliana 4B { 1141
Z. mays 4Ba 1124
A. thaliana (iso)4E ¥ :105
Z. mays (iso)4E 1121
8. pombe 4Bl :117
8. cerevisiae 4E 1117
M. musculus 4B-2A 1137
C. intestinalis 4B-2 YSKKPPGRNQDAS: 1121
D. melanogaster 4E-2 FSRKETQP.--AMWSKS 2 1127
C. elegans IFE-4 FSYFMRPTGK-FDPEWASTVQP“GIN ) :113
A. thaliana nCBP ‘x’TRRTPG‘«'--RNQ%EDNI VEFSIEIEG @A 1124
Z. mays nCBP : TTRRTPGA--RSQ%EDNI {IDFSEME 1132
C. posadasii nCBP/4E-2: YRPPTPKY----SINEKSTIAFASISH : 81
M. musculus 4B-3 LDRSLPGA--TARESAS) YTVQ { :111
C. intestinalis 4E-3 RSVPNL- - TASEEANLRIYT 1139
C. parvum unc. EQLNVE-TR-KDL! SNATKP‘AR 137
P. falciparum unc. EQVSDNKIK-QSNNIKDYTRPAK! 1128
H. sapiens 4E-1 : -- -LoRHLETRIGREE: sFOD- - - 202
C. intestinalis 4B-1 L €:GPGE- - -DSDY 218
D. melanogaster 4E-la : 'AFD- - - -HSDQUCIEA 244
C. elegans IFE-3 >QFDE- -~ 200
A. thaliana 4B 2QFD- - - ~HGD! 221
Z. mays 4Ba 2QFD- - - - YGDENCIEA' 204
A. thaliana (iso)4E 2QFD--- 190
Z. mays (iso)4E 2QFD- - - - ETEDH(] 202
8. pombe 4El TLDP- - - TGQE| 203
8. cerevisiae 4B >TIDE---DDSQ 201
M. musculus 4B-2A 2QFMV---~GE 219
C. intestinalis 4B-2 2QFMV- - €2 B‘K‘I‘HNE 1203
D. melanogaster 4E-2 ©:QFLV- - - -GDENCE K R MT B‘KIHCD 1209
C. elegans IFE-4 F RNA D‘KR.HDD 1195
A. thaliana nCBP H AL RAU& OLDD- - - - AD RDSI KLPH.\YV'%KPPWR 1206
Z. mays nCBP : R FIRED! A& QLEY - - NIRDSI KLPHS KPHDA :214
C. posadasii nCBP/4B-2: L A& OFAE - - -ASD RETMKRLI FPPD% 'KSHDD :162
¥. musculus 4B-3 H €°OFTDCARADD LEKI::%PHIAFW}‘KPHEE 1195
C. intestinalis 4B-3 : NV SO L& QFTGYVNKGD! LEKI PHVIFETSFIKPHQL :204
C. parvum unc. : | SLEN- - - -SSI|ING LXEIETLYSSLLDGTSCEPPHFE :228
P. falciparum unc. : 3 LS CSLKH- - - - YDLUTR IR VDU LS TTRYGY IRy SR Y TT I TDESVENY RKDLEEP&CNRIDGSTIEPPRVK 1220

Figura 5. Clasificacion de los factores elF4E. Se presenta la comparacion de la secuencia
de aminoé&cidos de la region nacleo de diferentes organismos. Los aminoacidos en los que se
basé esta clasificacion fueron los W43 y 56 equivalentes al elF4E de clase | de H. sapiens. En
los factores de clase | (azul) se conservan ambos W, en los de clase Il (verde) ambos W son
sustituidos por Y, F o L y en los de clase 1l (rojo) solo el W56 es sustituido por Y o C. Tomado
de Joshi et al., 2005.

2.2.3. Los factores tipo elF4E en plantas.

Como se mencion6 anteriormente, en plantas se han encontrado diferentes
miembros de la familia elF4E:, dos pertenecientes a la Clase I: elF4E que es ort6loga
a elF4E-1 de mamiferos, elF(iso)4E que comparte alrededor del 50% de identidad a
nivel de secuencia de aminoacidos con elF4E (Browning et al., 1987; Patrick y
Browning, 2012); y nCBP de la Clase Il (Ruud et al., 1998) que comparte alrededor del
32% de identidad a nivel de secuencia de aminoacidos con elF4E (Joshi et al., 2005).
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Secuencias que representan a los genes elF4E y elF(iso)4E se encuentran en
Angiospermas del taxon Viridiplantae sugiriendo que los genes se derivan de un
evento temprano de duplicacion en las plantas con flores (Herndndez et al., 2005;
Patrick y Browning, 2012). Las proteinas correspondientes han sido estudiadas en
varios tipos de plantas: trigo, arroz, maiz, tabaco, Arabidopsis entre otras. Cada una
de estas proteinas forma complejos diferentes, elF4F y elF(iso)4F, mediante su
interaccion con las correspondientes proteinas elF4G y elF(iso)4G (Browning et al.,
2004; Bush et al.,, 2009; Patrick y Browning, 2012). Ambos complejos tienen
actividades similares en modelos de traduccién in vitro, pero sus respectivos
componentes son expresados diferencialmente, sugiriendo papeles divergentes
durante el desarrollo y en respuesta a diferentes estimulos medioambientales
(Rodriguez et al., 1998; Dinkova et al., 2011).

Por otra parte, elF4E y elF(iso)4E presentan selectividad en el reconocimiento de
estructuras 5 Cap mono y di-metiladas, respectivamente (Carberry et al., 1991); en la
distribucion tisular durante el desarrollo de las plantas (Rodriguez et al., 1998; Dinkova
y Sanchez de Jimenez, 1999), en la traduccion de RNAm especificos (Dinkova et al.,
2011; Martinez-Silva et al., 2012) y en su interaccidén con ciertas proteinas de virus de
plantas (Robaglia y Caranta, 2006). Se ha encontrado que elF4E es expresado
ubicuamente a lo largo del desarrollo de A. thaliana (a excepcion de tejidos en zonas
especializadas de la raiz), mientras que elF(iso)4E es expresado abundantemente en
meristemos de raiz y flores. Esto sugiere que estas proteinas desempefian una
funcion especifica en las plantas. Sin embargo, estudios con mutantes parciales para
elF4E o elF(iso)4E en A. thaliana y en otras especies vegetales indicaron que las
plantas son viables en ausencia del producto de alguno de estos dos genes,
sugiriendo que también muestran cierta redundancia en su funcion (Duprat et al.,
2002; Combe et al., 2005 y Sato et al., 2005). Por otra parte, aungue tanto elF4E como
elF(iso)4E de A. thaliana son capaces de complementar una cepa de S. cerevisiae
mutante para su elF4E enddgeno, el crecimiento de la cepa complementada muestra

cierto retraso en el crecimiento respecto a la cepa silvestre (Rodriguez et al., 1998).

Existen dos reportes en la literatura sobre el Gnico miembro de la clase Il de elF4E en
plantas, nCBP. En un primer trabajo, nCBP fue designada como proteina novedosa de
unién a Cap y se analiz6 su habilidad de interaccién con ‘'mGTP, elF4G y recuperacion
de la traduccion en el sistema de germinado de trigo depletado de elF4E y elF(iso)4E
(Ruud et al., 1998). Los resultados indicaron que nCBP podria funcionar como un

factor de inicio de la traduccién canénico, sin embargo su mayor afinidad al ‘mGTP y
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menor actividad en traduccion respecto a elF(iso)4E sugirieron que su funcion in vivo
podria ser diferente a los factores de Clase I. Por otra parte, Bush et al., 2009
encontraron que nCBP se encuentra particularmente abundante en complejos de
unién a 'mGTP aislados de cultivos celulares en crecimiento activo, asi como en zonas
meristematicas de hojas de A. thaliana.

2.3. Los factores elF4E no solo participan en la traduccion.
2.3.1 Exportacion nuclear de mMRNAs mediada por elF4E.

En animales, elF4E-1 es el factor mas abundante de los elFs vy
bioquimicamente funciona en dos niveles: (1) la traduccién y (2) exportacion de RNAm
del nucleo hacia el citoplasma, ambos procesos dependientes de su reconocimiento
del 5’ Cap (Culjkovic et al., 2007). Dado el papel tan importante que tiene elF4E, no es
sorprendente que sea un importante blanco para la regulacion de la expresion génica
en eucariontes. Recientemente se ha propuesto una hipétesis de regulacion post-
transcripcional llamada “Regulén del RNA”, la cual propone que los RNAm contienen
secuencias codigo en las regiones 5’ y 3' UTR llamadas “elementos de secuencias no
traducibles para la regulacion” (USER), que permiten la union de proteinas especificas
para formar complejos de regulacion traduccional (Keene y Langer, 2005; Keene,
2007). Esos complejos reguladores podrian ser proteinas involucradas en la
exportacion de RNAm del nucleo, en la estabilidad del RNAmM en compartimientos
celulares tales como cuerpos de procesamiento (PBs) o granulos de estrés (SGs), asi
como en la entrada preferencial al ribosoma o secuestro de transcritos de la
maquinaria traduccional (Andrei et al., 2005; Anderson y Kedersha, 2006; Culjkovic et
al., 2007).

Tradicionalmente elF4E fue considerado como un factor canénico en el inicio de la
traduccidn, sin embargo algunos estudios indican que una fraccién significativa de esta
proteina (mas del 68%) reside en el nicleo para regular el transporte de RNAmM
especificos hacia el citoplasma (Iborra et al., 2001; Andrei et al., 2005; Ferraiuolo et
al., 2005; Culikovic et al.,, 2007). En células de mamifero, elF4E-1 regula
coordinadamente la exportacion de al menos 13 RNAm especificos involucrados en
proliferacibn y sobrevivencia, estos transcritos contienen una secuencia de 50
nucleotidos en la region 3° UTR que forman un par de estructuras tallo-asa conocido
como elementos sensibles a 4E (4E-SESs). Los 4E-SEs funcionan como cédigos USER
en transcritos dependientes de elF4E (Culjkovic et al., 2005; 2006; 2007; 2008). Se ha
encontrado que el RNAm de ciclina D que contiene 4E-SE, aumenta su exportacion al

citoplasma cuando se sobreexpresa el factor elF4E, pero no aumenta su traduccion
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(Rousseau et al., 1996). Por el contrario, la sobreexpresion de elF4E incrementa la
traduccion del transcrito del factor de crecimiento epitelial vascular (VEGF) sin alterar
su exportacion del nacleo (Clemens y Bommer, 1999). Estos resulados sugieren que
hay diferentes codigos USER para la traducciéon y la exportacion de RNAm, y por lo
tanto un desacoplamiento entre ambas acciones de elF4E.

Algunos estudios indican que la exportacion de RNAm por elF4E es diferente a la
exportacion de la mayoria de los RNAm, ya que cuando se depleta el receptor nuclear
NXF-1/TAP (involucrado en la exportacion candnica de RNAm), no se afecta la
exportacion de RNAm dependientes de elF4E, mientras que la exportacion del resto
de los RNAm si se ve afectada (Culjkovic et al., 2005; 2006). Por otra parte, se ha
demostrado que una proteina rica en leucinas LRPPRC modula positivamente la
exportacion de RNAm con 4E-ESs de manera dependiente de elF4E, en donde
LRPPRC se une a elF4E y posteriormente a los 4E-ESs del RNAm, formando un
puente de interaccion entre elF4E y 4E-ES e involucrando posiblemente otros factores
de exportacion, como el receptor de exportacion CRM-1 (Topisirovic et al., 2009). La
via de exportacion dependiente de elF4E excluye a los factores involucrados en la
exportacion de la mayoria de los RNAmM, como el complejo nuclear de union a 5’ Cap
(CBC) y NXF-1/TAP, sin embargo otros factores como UAP56, hnRNPA-1 y DDX3 son
comunes en ambas vias (Moore, 2005; Topisirovic et al., 2009) (figura 6). Por lo que el
inicio de la formacién de los complejos ribonucleopréteicos (RNPs) nucleares puede
ser igual para todos los RNAm y posteriormente habria un proceso de seleccién de

ciertos complejos RNPs que aln es desconocido.

DNA Transcripcion
ngt\/ B
‘ ’/i\(' Empalme
7

©_~— %~ RNAmnuclear maduro
TAP CRM-1
e 1 l-—/ Exportacion

\ (V4 RNAm citoplasmatico
Traduccion

@ CBC ¥ elF4E @ 4E-SE @ LRPPRC / Intrén ‘g Ribosoma

Figura 6. Modelos del proceso de exportacion del nicleo hacia el citoplasma de los
RNAm en mamiferos. El modelo describe las diferencias entre la exportacion del grueso de la
poblacion de RNAm (izquierda) y los que son dependientes de elF4E (derecha). Los RNAm
con 4E-ESs son procesados de la misma manera que el resto de los RNAmM pero son
exportados a través de complejos RNP que contienen a elF4E, CRM-1 y LRPPRC (mostrado
en verde) mientras que el resto de los RNAmM son exportados por complejos RNP que
contienen a CBC y TAP (mostrado en azul). Tomado y modificado de Topisirovic et al., 2009.
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2.3.2 Papel de elF4E en el trafico entre granulos ribonucleoproteicos (RNPSs)
citoplasmaticos.

Una vez en el citoplasma algunos RNAm son programados para su inmediata
traduccion, proceso en el que hay un remodelamiento de proteinas de uniébn a5’ Cap y
entrada al polisoma. Después de una traduccion eficiente, los RNAmM son
deadenilados, los polisomas son desensamblados y el RNAmM es degradado o
almacenado. Otros RNAm son programados para una traduccion tardia, permitiendo a
los transcritos ser transportados y almacenados hasta el momento en que se requiera
sean traducidos, en ciertos momentos del desarrollo o por estimulos del medio
ambiente. En ambos casos los RNAmM son empacados en granulos RNPs hasta que
reanudan su traduccion o degradacion (figura 7) (Bailey-Serres et al., 2009). En
eucariontes hay varios tipos de compejos RNPs detectados por estudios de
microscopia como granulos: (1) Granulos de células germinales (GCG), que contienen
RNAmM materno requerido para las especificaciones de células germinales, algunos
factores de traduccion y degradacion de mRNA; granulos de estrés (SGs), que
contienen muchas proteinas del complejo de inicio de la traduccién 48S, subunidades
ribosomales, chaperonas de RNA y de proteinas y remodeladores de complejos;
cuerpos de procesamiento (PBs), que contienen principalmente proteinas de la
maquinaria de degradacién de RNA pero comparten algunas proteinas con GSs; y
granulos neuronales, que contienen toda la maquinaria de inicio de la traduccion.
Curiosamente, sin excepcion, todos estos granulos contienen a elF4E (Anderson y
Kedersha, 2006). El paso de los RNAmM de una traduccion activa a un proseso de
degradacién o almacenaje involucra eventos de remodelaje de complejos RNPs en
donde participan factores que interactian con los extremos 5’ y 3’ UTRs de los RNAm,
como los elFs (Tharun y Parker, 2001). Sin embargo, aun no es del todo claro si los

elFs son requeridos para la formacion de granulos citoplasmaticos.

Estudios en células humanas y de Drosophila melanogaster han demostrado que la
proteina elF4E se encuentra en PBs, a diferencia de otras proteinas involucradas en la
traduccion como elF4G, elF4A y elF4B, por lo que se ha descartado que haya
complejos traduccionalmente activos en estos granulos. La presencia de elF4E pero
no de elF4G indica que elF4E quizas juegue un papel importante en la transicién de
un RNAm traduccionalmente activo a un RNAm destinado a la degradacion (Andrei et
al., 2005; Ferrero et al., 2012). Esto concuerda con reportes que han demostrado que
la proteina nuclear transportadora de elF4E (elF4E-T) interacciona con elF4E
(Strudwick y Borden, 2002; Rong et al., 2008), en el mismo sitio en el que interactia

elF4G, posiblemente inhibiendo la traduccion y promoviendo la degradacion del
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RNAm. En apoyo a esto, se encontr6 que elF4E-T se localiza en PBs sugiriendo que
la interaccion entre elF4E y elF4E-T podria ocurrir en el ndcleo o en el citoplasma,
arrestando la traduccion de ciertos mensajeros y llevandolos a PBs para establecer
interaccion con otras proteinas, como la helicasa DEAD box rck/p54, y formar
complejos dindmicos de degradacion. Curiosamente, cuando se reprime a elF4E,
elF4E-T o Rck/p54 se inhibe la acumulacion de otros factores de degradacion como
Dcp-1, Xrn-1 y Crc-4 en los PBs, siendo el cambio méas notorio con la disminucién de
elF4E. Estos datos indican que la interaccion de elF4E-T o Rck/p54 con elF4E es muy
importante para el remodelaje de los complejos RNP que formaran PBs (Andrei et al.,
2005).

Cabe sefalar que la presencia de elF4E en PBs sugiere que la degradacion del RNAm
no es inmediata, y que estos RNAm podrian ser almacenados formando complejos
RNP inactivos, antes de determinarse el destino final del RNAmM por subsecuentes
pasos de remodelaje de los complejos RNP (Schwartz y Parker, 2000; Vilela et al.,
2000; Andrei et al., 2005). Finalmente, se ha reportado que la proteina LRPPRC ayuda
a la localizacién de elF4E dentro del nucleo y la disminucion de LRPPRC induce la
formacion de PBs, incrementando la acumulacion de elF4E en esas estructuras. Esto
sugiere que LRPPRC funciona regulando la actividad de elF4E en la exportacion y
traduccion de RNAm con 4E-ESs (Topisirovic et al., 2009).

Bajo ciertas condiciones no fisiolégicas como estrés térmico o quimico, se acumulan
en el citoplasma estructuras RNPs inactivas llamadas granulos de estrés (SGs). Estos
granulos almacenan complejos de inicio de la traduccion inactivos que contienen a los
factores elF4E y elF4G (figura 7) (Kimball et al., 2003; Andrei et al., 2005). Se cree
gue hay una posible relacién entre los PBs y los SGs (Andrei et al., 2005; Buchan et
al.,, 2008; Ferrero et al., 2012); ya que evidencias recientes en Saccharomyces
cerevisiae sugieren que la formacion de PBs precede a la formaciéon de SGs, y los PBs
podrian madurar a SGs (Buchan et al., 2008). Apoyando a esta hipétesis, se ha
reportado que una fraccion citoplasmatica del factor elF4E se moviliza hacia PBs y
SGs sin la necesidad del reconocimiento del 5° Cap de los RNAm; ya que al mutar el
sitio de unién a 5’ Cap, ambos tipos de granulos se forman; sin embargo al mutar el W
73 conservado del sitio de unién de elF4E con elF4G, elF4E-BP y elF4E-T se inhibe la
formacion de ambos tipos de granulos (Ferrero et al., 2012). Otros estudios han
demostrado que HSP90 también juega un papel muy importante en la formacion de
PBs y SGs, y que es requerida para localizacion de elF4E y elF4E-T (Suzuki et al.,

2009; Matsumoto et al., 2011). Todos estos datos sugieren que el remodelamiento de
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complejos RNPs para formar PBs y SGs muy probablemente requiera de elF4E y su
interaccidon con otras proteinas como elF4E-T, elF4G y HSP90 entre otras, pero no
necesariamente del reconocimiento del 5’ Cap (Ferrero et al., 2012).

En plantas al igual que en animales una vez que el RNAm es exportado al citoplasma
se asocia con una variedad de ribonucleoproteinas para formar los tres principales
complejos RNPs: polisomas, PBs y SGs (figura 7) (Bailey-Serres et al., 2009; Davies
et al.,, 2012). Los PBs se caracterizan por tener proteinas de la maquinaria de
degradacion de RNAm como DCP1 y DCP2, XRN4 y AtTZF1; y los SGs por proteinas
como elF4E, RBP47, UBP1 y proteinas ribosomales (Weber et al., 2008; Pomeranz et
al., 2010).

Citoplasma
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48S TZF1

Figura 7. Los complejos RNPs regulan la expresidon génica postranscripcionalmente. La
biogénesis transcripcional est4 acoplada a eventos de procesamiento del transcrito, que
incluyen la union de diversas proteinas para formar complejos RNPs dentro del nucleo.
Posteriormente, estos complejos son exportados hacia el citoplasma, en donde su destino
dependera de proteinas especificas que se unan; asi estos pueden ser cargados a polisomas
para la traduccion activa, a microtbulos (MT) o filamentos de actina (AF) para su trafico y
transporte intercelular o hacia la formacion de granulos citoplasméticos, ya sean de
degradacion (PBs) o de almacenaje (SGs). Tomado y modificado de Bailey-Serres et al., 2009.
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Se ha reportado en A. thaliana y tabaco que bajo condiciones de estrés por calor e
hipoxia aumenta la formacion de PBs y SGs, interesantemente al detener la traduccion
con cicloheximida la formacién de estos granulos disminuye; estos resultados sugieren
gue: 1) la traduccioén se reprime y algunos RNAm son liberados de los polisomas para
ser llevados a degradacion o almacenaje y 2) que los RNAm al ser retenidos en los
polisomas no son liberados para la formacién de este tipos de granulos (Weber et al.,
2008). Efectos similares se encontraron en A. thaliana al ser tratada con metil
jasmonato (regulador endbégeno de respesta a estrés en plantas), crecimiento en
obscuridad y dafio mecénico, en donde aumentd la formacion de complejos RNPs en
zonas meristematicas; y en protoplastos de maiz al ser tratados con cicloheximida
(Pomeranz et al., 2010). Estos resultados sugieren que la formacién de complejos
RNPs (PBs y SGs) en células de plantas es altamente regulado, particularmente en

respuesta a su medio ambiente.

Por otra parte, por medio de colocalizacion se revelé que al igual que en animales los
PBs y los SGs estan estrechamente relacionados, sin embargo esto no implica una
interaccion funcional. Podria ser que los complejos RNPs puedan estar siendo
transferidos de SGs a PBs para la degradacion del RNAm o de los PBs a SGs para el
almacenamiento del RNAm. Curiosamente, un efecto dominante negativo observado
en plantas es que la pérdida del factor elF4E y RBP47 disminuyen la formacién de
SGs y PBs, implicando que esas proteinas de union a RNA son componentes
esenciales para el ensamble de estos granulos (Weber et al., 2008), tal como lo

reportaron en animales (Ferrero et al., 2012).

2.3.3. Papel de elF4E en la interaccion virus-planta.

En plantas, se ha descrito un papel muy importante de los factores elF4E vy
elF(iso)4E en la colonizacién por virus. Existe una gran especificidad en la interaccion
virus-hospedero mediada por estos factores. Se ha propuesto que dicha interaccién
podria promover la replicacién y traduccion del genoma viral, asi como el movimiento
del genoma viral de célula a célula y de tejidos a tejidos (Taliansky et al., 2008). De los
14 genes recesivos de resistencia a virus que han sido clonados de diversas especies
de plantas, 12 codifican para factores elF4E o su isoforma elF(iso)4dE (Wang y

Krishnaswamy, 2012).

Se ha reportado que elF4E y elF(iso)4E tienen un papel importante durante la
infeccion por virus de la familia Potyviridae (Robaglia y Caranta, 2006; Nicaise et al.,

2007; Ashby et al., 2011). Aun cuando el mecanismo por el cual elF4E o elF(iso)4E
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estan involucrados en la infeccion viral no es entendido del todo, se sabe que ambos
factores interaccionan con una proteina unida covalentemente al genoma viral (VPQ)
en el extremo 5’ del RNA viral de forma similar al 5° Cap (Grzela et al., 2006; Yeam et
al., 2007; Khan et al., 2008). Se ha sugerido que cuando elF4E interacciona con VPg
se inhibe la traduccién celular por secuestro del factor por el RNA viral, promoviendo la
traduccion viral y la subsecuente infeccion (Miyoshi et al., 2008; Eskelin et al., 2011),
por lo que se ha propuesto que VPg es un gen de avirulencia (Avr). Por medio de
mutaciones de los factores elF4E y elF(iso)4E en el sitio de interaccion con VPg, se ha
demostrado que esta interaccion es necesaria para la infeccion viral (Lellis et al., 2002;
Piron et al.,, 2010; Wang y Krishnaswamy, 2012). Estos datos han provocado un
creciente interés en elF4E y elF(iso)4E como marcadores de resistencia a la infeccién
viral en plantas (Robaglia y Caranta, 2006). Por ejemplo, elF4E es necesario para la
infeccion del virus de la vena del trébol amarillo (CIYVV), virus Y de la papa (PVY)y
virus de las manchas necr6ticas del melon (MNSV) entre otros (Decroocq et al., 2006;
Charron et al., 2008; Kido et al., 2008). Por su parte elF(iso)4E pero no elF4E es
requerido para la colonizacion por el virus del jaspeado del tabaco (TEV), virus del
mosaico del nabo (TuMV) y virus del mosaico de la lechuga (LMV) (Lellis et al., 2002;
Duprat et al., 2002; Contreras-Paredes et al., 2013). En estos estudios, a estos dos
factores se les han atribuido diversas funciones durante la infeccion viral por su
interaccion con VPg: (1) traduccion por el reclutamiento de la maquinaria de iniciacion,
(2) proteccion del RNA viral contra enzimas de degradacion y (3) localizacion
apropiada y transporte del RNA en complejos RNPs a través de microtubulos (figura 8)
(Lellis et al., 2002; Okade et al., 2009; Contreras-Paredes et al., 2013). Estos y otros
estudios con ortolégos de elF4E y elF(iso)4E en diferentes plantas revelan que hay
especificidad de cada planta hospedero para el requerimiento de uno de los factores
elF4E 6 elF(iso)4E, 6 de ambos, dependiendo del virus que la ataca (Revisado en

Truniger y Aranda, 2009; Wang y Krishnaswamy, 2012).

(A)  AAAAL
3 ) Figura 8. Modelos de la interacciéon y
funcion de elF4E/elF(iso)4E con VPg. A.

La proteina viral VPg actia como analogo

- Met-tRNAI del 5 Cap para reclutar la maquinaria

.‘ee ) traduccional y promover la traduccion del

® genoma viral. B. elF4E interacciona con
elF4G y con una proteina viral implicada
en el movimiento y replicacién del genoma
viral "inclusion cilindrica” (Cl) formando un
complejo que posteriormente interacciona
con VPg para regular el tréfico del genoma

viral a través de los plasmodesmos y

favorecer el movimiento de célula a célula.

Tomado de Wang y Krishnaswamy, 2012.
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3. ANTECEDENTES.

3. 1. La proteina Clase Il de la familia elF4E en plantas, nCBP.

La proteina de tipo elF4E, nCBP, que pertenece a la clase Il (figura 9) se ha
caracterizado fisico-quimicamente en A. thaliana. El gen nCBP (At5g18110) contiene 6
exones y 5 intrones, y el transcrito codifica para una proteina de 24 KDa. La proteina
NCBP se une al 5° Cap con mayor afinidad que las proteinas elF4E y elF(iso)4E, y en
andlisis de doble hibrido se demostré que puede interaccionar con elF4G y elF(is0)4G
y es capaz de recuperar la traduccioén in vitro en ausencia de elF4E y elF(iso)4E hasta
un 30% aproximadamente (Ruud et al., 1998). La baja actividad relativa para llevar a
cabo la traduccion sugiere que nCBP podria tener una funciéon no canénica durante
este proceso, por ejemplo, el secuestro del RNAm para evitar su traduccion o el
reclutamiento de mRNAs especificos para la traduccion. En este sentido, se ha
demostrado que ortélogos de nCBP en animales podrian realizar este tipo de
funciones alternas (Cho et al., 2005; Dinkova et al, 2005).

*¥1 %2 *3
Ar nCBP MEVLDRRDDEIRDSGNMDSIKSHYVTDSVSEERRSTELKDGLHPLRYK.SIWYTRRTPGVRNQSIEDNIKKMVEFSTVEG 80
Wh MTEDTEMRPASAGAEEREEGELADDGDGSSARAAGRITA- - -HPLENAWTFWFDNPQQKSRQVANGSTIKPIHTFSTVED 71
Whiso4E MAEVEARLPVAATETPEVAAEGDAGAAEAKGP---------- HELQROWTFWYDIQTKPKPGAAWGTSLKKGYTFDTVEE 70
Mouse4E MATVEPETTPTTNPPPAEEEKTESNQEVANPEHYIK------ HPLONRWALWFFEND- - - KSKTWQANLRLISKFDTVED 71
Yeast MSVEEVSKKFEENVSVDDTTATPKTVLSDSAHFDVE------ HPLNTKWTLWYTKPAVD-KSESWSDLLRPVTSFQTVEE 73
*4 *5 *6 *7
Ar nCBP FWACYCMLARSSLLPSPTDLHFFKDGIRPLWEDGANCNGGKWI IRFSK- - - -VVSARFWEDLLLALVGDQLDDADNI-CG 156
Wh 4E FWGLYNNIHNPSKLNVGADFHCFKNKIEPKWEDPICANGGKWT ISCGR- - - -GKSDTFWLHETLLAMIGEQFDFGDEI-CG 153

Whiso4E FWCLYDQIFRPSKLVGSADFHLFKAGVEPKWED PECANGGKWTVISSRK- - -TNLDTMWLETCMALIGEQFDRSQEI-CG 147
MousedE FWALYNHIQLSSNLMPGCDYSLFKDGIEPKWED EKNKRGGRWLITLNKQORRSDLDRFWLETLLCLIGESFDDYSDDVCG 151

Yeast FWAIIQNIPEPKELPLKSDYHVFRNDVRPEWED EANAKGGKNS FOLRGKG—-ADIDELWLRTLLAVIGETIDEDDSQING 151
*8

Ar nCEP AVLSVRFNEDIISVWNRNASDHQAVMGLRDSIKRHLKLPHAYVMEYKPHDASLRDNSSYRNTWLRQ 221

Wh 4E AVVSVRQKQERVAIWTKNAANEAAQISIGKQWKEFLDYKDS - - IGFIVHEDAKRSDKGPENRYTV 215

WhisodE VVASVRORODKLSLNTKTASNEAVQVDIGKKWKEVIDYNDK - -MVYSFHDDSRSQKPSRGGRYTV 209

Mouse AVVNVRAKGDKIAIWTTECENRDAVTHIGRVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSGSTTKNRFVV 217

Yeast VVLSIRKGGNKFALNTKS - EDKEPLLRIGGKFKQVLKLTDDGHLEFFPHSSANGRHPQPSITL- - - 213

Figura 9. Comparacion de secuencias de nCBP con otros elF4Es. De acuerdo a la
clasificacion de Joshi et al. (2005), nCBP pertenece a la clase Il y sus W 43 y 56 (en el
alineamiento son el 2 y 3, respectivamente), son sustituidos por una F y una Y,
respectivamente, en comparacién con miembros de la clase I. Ar, Arabidopsis thaliana; Wh,
trigo. Tomado y modificado de Ruud et al., 1998.

El andlisis a nivel de mRNA en A. thaliana indic6 que nCBP se expresa en la planta
ubicuamente, siendo mas abundante en semillas, plantulas jévenes y raices, mientras
gue acorde a datos de un proteoma liberado para esta planta, la proteina se encuentra
mayoritariamente en botones florales, lo que sugiere una funcién tejido especifica
(figura 10).
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Figura 10. Perfiles de expresion del transcrito y la proteina de nCBP en A. thaliana. A.
Medicién de los niveles de nCBP por densitometria de RT-PCR semicuantiativa en diferentes
tejidos de la planta a lo largo de su desarrollo. B. Expresion de la proteia nCBP en diferentes
tejidos de la planta. Tomado de Hidalgo, 2007 y De la Torre, 2009.

3. 2. nCBP en otros organismos.

En Caenorhabditis elegans se ha encontrado que IFE-4, equivalente a nCBP
de plantas y 4E-HP de mamiferos y D. melanogaster es capaz de unirse al 5 Cap y
ser traduccionalmete activa. Su expresion es preferencial en musculos y neuronas de
la faringe y vulva, espermateca y cordén neuronal ventral. Al depletar a este factor se
observé un fenotipo pleiotrépico que incluye defecto en la ovoposicién y por lo tanto un
retraso en su reproduccion (figura 11). Ademas, se encontré que en ausencia de IFE-4
se presenta una pérdida de la eficiencia de la traduccion de un pequefio grupo de
RNAmM involucrados en la ovoposicidon, sugiriendo asi, que IFE-4 traduce
selectivamente cierto grupo de RNAm involucrados en la reproduccién de C. elegans,

pero no es esencial para la viabilidad del organismo (Dinkova et al., 2005).

En Drosophila melanogaster se ha encontrado que la deplecion del factor 4E-HP de
clase Il equivalente a nCBP produce defectos en el desarrollo embrionario (Cho et al.,
2005). En este estudio se reporté que 4E-HP muestra selectividad para ciertos RNAmM
durante el desarrollo, ya que es capaz de unirse al 5 Cap del RNAm de Caudal (Cad)
y reclutar a la proteina Bicoide. Bicoide reconoce una secuencia especifica en la
3'UTR del transcrito de Cad (region de unién a Bicoide, BBR) y se une a ella,
formando un circulo cerrado 4E-HP-Bicoide-BBR que impide el reclutamento del resto
de los factores del inicio de la traduccion y por lo tanto reprime la traduccion del RNAm
de Cad (figura 12). Este proceso determina la formacion del eje antero-posterior de D.

melanogaster y evidencia un papel de 4E-HP como regulador negativo de la
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traduccién durante etapas especificas del desarrollo (Cho et al., 2005 y Hernandez et
al., 2005).

ife-4::GFP

Figura 11. Localizacién y funcién del factor IFE-4 de C. elegans. A. Localizacion de IFE-4
fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP); la fluorescencia aparece en neuronas y
musculos de la faringe (PHX), en el cordén neuronal ventral (VNC), neuronas y musculos de la
vulva y espermateca (SPE). B. Fenotipo de la mutante nula ife-4(0k320), que muestra retencion
de huevos comparado con la cepa WT (N2). Los embriones en estadio tardio son mostrados en
la mutante (I.s.e). Tomado y modificado de Dinkova et al., 2005.
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Figura 12. Localizacion y funcion del factor 4E-HP de D. melanogaster. A. Localizaciéon de
4E-HP fusionada a GFP; la fluorescencia aparece en toda la larva WT (Ore®) en desarrollo. B.
Por su parte la proteina Caudal (Cad) solo se expresa en la parte posterior de las larvas en
desarrollo, debido a que Bicoide (BCD) que se localiza en la parte anterior promueve la
regulacién negativa de la traduccién de Cad a través de su interaccion con 4E-HP. C. Esquema
qgue describe cémo 4E-HP inhibe la traduccion del RNAm de Cad en la parte anterior de las
larvas en desarrollo; este proceso es debido a la formacion de un complejo en el que 4E-HP en
lugar de unirse al resto de los elFs, se une a la proteina Bicoide (BCD) que a su vez se une a la
secuencia BBR del RNAm de Cad formando un circulo del mRNA inactivo para la traduccion.
Tomado y modificado de Cho et al., 2005.
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3. 3. Andlisis funcional de nCBP en A. thaliana.

A partir de una linea mutante por insercion de T-DNA (SALK_131503.32.70) se
obtuvo una planta mutante homdéciga nula para Atncbp, en la cual hay una interrupcion
en el cuarto exén del gen (Atncbp-1). Para demostrar la insercion de T-DNA en el gen
Atncbp, se disefiaron iniciadores especificos que abarcaron la secuencia genémica de
Atncbp y la insercion de T-DNA (figura 13). Esta mutante no expresa el mRNA
completo ni la proteina nCBP. Asimismo, se revel6 por analisis de Southern blot que la
insercién de T-DNA sélo se presenta en el gen Atncbp y no en otro sitio del genoma de
A. thaliana (Hidalgo, 2007).

RP Cromosoma V

B nchp-1 /
ATG 700

Figura 13. Caracterizaciéon genotipica de la mutante homodciga Atncbp-1. A.
Representacién esquemadtica de la insercion de T-DNA en la secuencia génica de nCBP, se
muestra la localizacién de los iniciadores para la caracterizacion genotipica. B. Representacion
de la insercién de T-DNA en el cuarto exon del gen Atncbp en la mutante ncbp-1, los intrones
se representan con lineas y los exones con cuadros blancos, la insercién de T-DNA se
representa con un triangulo invertido. C. Productos de PCR a partir de DNA gendmico para la
identificacion de mutantes homaécigas Atncbp-1; carril 1, marcador de peso molecular (escalera
de 100 pb); carril 2, amplificacién de DNA de plantas silvestres (WT) con iniciadores que
abarcan a Atncbp y a la insercion de T-DNA; carril 3, Atncbp-1 con iniciadores que abarcan a
Atncbp y a la insercién de T-DNA,; carril 4, WT con iniciadores que solo abarcan la secuencia
de Atncbp. Tomado de Hidalgo, 2007 y De la Torre, 2009.

Las plantas mutantes homdcigas presentaron un desarrollo similar al de las plantas
WT, a excepcion de un retraso en el tiempo de floracion por aproximadamente 10 dias,
tanto en fotoperiodo de dia largo, como de dia corto. Sin embargo, al utilizar un
periodo largo de vernalizacién (germinacion y crecimiento a 4 °C por 6 semanas bajo
condiciones de dia largo, 16 horas (h) de luz por 8 h de oscuridad) se observé un
tiempo de floracién similar entre Atncbp-1 y WT (figura 14). Este hecho indica que
NCBP podria participar en la regulacién de la expresion de algunos genes involucrados
en la via autbnoma de sefalizacion para la floracion, la cual converge con la de
vernalizacion (figura 15) y explica el rescate del fenotipo silvestre en presencia de

vernalizacion (Fornara et al., 2010). Para demostrar lo anterior se analizé la expresion
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a nivel de RNAm de algunos genes representativos de cada una de las vias de
floracién; los resultados indicaron que en ausencia de nCBP bajan los niveles del
transcrito FCA y aumentan los de FLOWERING LOCUS C (FLC), este ultimo participa

tanto en la via autbnoma como en la de vernalizacion (figura 15).

Dia Largo Vernalizacion
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Col-0 ncbp-1 Col-0 ncbp-1

Figura 14. Caracterizacion fenotipica de las plantas mutantes Atncbp-1. Plantas silvestres
de A. thaliana y la mutante Atncbp-1, crecidas bajo condiciones de fotoperiodo de dia largo (16
h de luz por 8 h de oscuridad) y vernalizacion. En dia largo se presenta un retraso en la
floracion de aproximadamente 10 dias y cuando se trata con vernalizacion el fenotipo de la
planta mutante se revierte. Tomado de De la Torre, 2009.
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Figura 15. Vias de floracion de A. thaliana silvestre y mutante Atncbp-1. A. La floracién
consiste en cambios del programa genético del meristemo apical (estado vegetativo) de la
planta para convertirlo a un meristemo floral (estado reproductivo). Los genes responsables de
este proceso son los genes de identidad del meristemo floral (FMI) que incluyen a APETALA 1
(AP1), estos genes muestran un perfil de expresién especifico en el meristemo antes y
después de la transicion floral (Hempel et al., 2000; Blazquez et al., 2006). Los genes FMI son
regulados a su vez por las proteinas producto de los genes integradores (Gl) como
SUPRESSOR OF OVEREXPRESION OF CONSTANTS (SOC1). FLC es un represor de la
floraciéon sobre el cual convergen tanto la via autbnoma como la via de vernalizaciéon. Los
integrantes de cada una de estas vias regulan de manera negativa la expresion de FLC. B.
Esquema de las alteracidnes en la expresion del gen FCA (via autbnoma), SOC1 (Gl) y AP1
(FMI) que culminan en un retraso en la floracion en la planta mutante Atncbp-1. Tomado y
modificado de De la Torre, 2009.
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De lo anterior se puede hipotetizar que nCBP podria regular positivamente la
traduccién de uno o varios genes implicados en la via auténoma de floracion, en
particular FCA. Al no estar nCBP, FCA baja sus niveles de expresion y por ende
aumentan los niveles de FLC reprimiendo la floracion. Por otra parte, nCBP podria
reprimir la traduccion de uno o varios transcritos cuyas proteinas participan como
represores de la via autbnoma de floracion mediante la interaccién con proteinas de
union a 3'UTR, por lo que su ausencia redundaria en mayores niveles de estos
represores y por ende en un retraso en la floracién (figura 16). Ademas, los RNAm de
los genes involucrados en este proceso se expresan ubicuamente, pero las proteinas
solo se presentan en ciertos momentos del desarrollo de la planta, sugiriendo que
estas proteinas tienen una regulacién post-transcripcional o incluso post-traduccional
(De la Torre, 2009). En este sentido se ha descrito, al menos para FCA y para SOCL,
la presencia de mecanismos de regulacién a nivel post-transcripcional mediante sus
regiones 3’'UTR (Quesada et al., 2003; Hornyik et al., 2010; Kim et al., 2013).

A TRADUCCION SELECTIVA B REPRESION TRADUCCIONAL

Figura 16. Posibles modelos de regulaciéon por nCBP. A. Traduccién mediada por nCBP de
RNAmM especificos. B. Represién de la traduccion de RNAm especificos mediante la union de
NnCBP con otras proteinas que a su vez pueden interaccionar con secuencias en la regién
3'UTR. Tomado de Martinez-Silva et al., 2009.

Finalmente, mediante la fusion de nCBP a GFP se demostr6 en protoplastos de A.
thaliana que nCBP es una proteina citoplasmatica, acumulada en regiones especificas
del citoplasma que asemejan granulos de tipo cuerpos P 0 SGs, hasta en un 75% de
las células analizadas, esto en comparacién con la distribucion de elF4E-GFP y GFP

sola que muestran 0% de distribucién en granulos citoplasmaticos (figura 17).
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Figura 17. Localizacion subcelular de nCBP-GFP en protoplastos de A. thaliana. La
proteina NnCBP-GFP es mayoritariamente citoplasmatica y comparada con elF4E-GFP o GFP
sOla tiende a formar algun tipo de granulo hasta ahora no identificado. Chl: clorofila. Resultados
no publicados De la Torre, 2009.

El interes de nuestro laboratorio es elucidar la funcion de los diferentes miembros de la
familia elF4E en plantas. Se sabe que dichos factores son expresados en diferentes
tejidos y etapas del desarrollo de manera diferencial, sugiriendo un grado de
diversidad funcional. Adema4s, existe la posibilidad de que estos factores tengan

funciones patrticulares en la regulacién de la traduccion de RNAm especificos.

En A. thaliana se han estudiado mutantes para el factor elF(iso)4E, estas mutantes
presenta un aumento en el crecimiento de la raiz respecto a la planta silvestre, junto
con la desregulacion de ciertos genes especificos de la raiz, sugiriendo que elF(iso)4E
tiene un papel importante en la regulacién de la expresiébn génica de transcritos
involucrados en el desarrollo de la raiz (Martinez-Silva et al., 2012). Por otra parte, la
ausencia de este mismo factor proporciona resistencia a la infeccion por virus
(Contreras-Paredes et al.,, 2013). Para el caso del factor elF4E, no se ha logrado
obtener una mutante homadciga nula, posiblemente a que la ausencia de este factor

sea letal para la planta.

En trabajos previos se abordé el estudio de la funcidon de la proteina nCBP, la cual ha
sido caracterizada como una proteina de unién al 5 Cap (Ruud et al., 1998). El
fenotipo de una planta mutante homdciga nula para nCBP suguiere que nCBP podria
tener un papel importante en la regulacion de la expresion génica durante el proceso
de floracion. Bajo un analisis mas fino se encontrdé que en la mutante la expresion de

los genes FCA y FLC de la via autbnoma de floracién se encuentra alterada, ademas
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se observo letalidad embriogénica parcial. El proceso de floracion y embriogénesis son
fundamentales en la biologia de las plantas, el primero determina la perpetuidad de la
especie; ya que gracias a dicho porceso se desrrollan los organos sexuales que
produciran los gametos y el segundo permitira el desarrollo temprano del organismo.
Si estos dos procesos son afectados por la ausencia de nCBP es de gran importancia
saber en que manera esta proteina puede estar afectando tales eventos. Para poder
abordar lo antes mencionado proponemos estudiar el papel de nCBP a través de sus
interacciones con otras proteinas y con RNAm, sabiedo con quien interacciona, se

podra deducir parte de su funcién y el proceso biolégico especifico en el que participa.
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4. HIPOTESIS.

La proteina novedosa de uniéon a 5 Cap, nCBP, participa en la formacion de
complejos ribonucleoprotéicos especificos en A. thaliana.

5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Analizar la interaccién especifica de la proteina nCBP con proteinas y RNAm
en A. thaliana.

5.2. Objetivos particulares.

¢ Obtencion de una proteina de fusién GST-nCBP.

¢ Obtencion de anticuerpos anti-CBP.

¢ Realizar ensayos de inmunoprecipitacién proteina-RNA (RIP) con los

anticuerpos anti-nCBP.

¢ Identificacion de las proteinas asociadas a nCBP mediante ensayos de pull

down y espectrometria de masas.
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6. METODOLOGIA

6.1. Obtencion de semillas a partir de plantas de A. thaliana silvestres (WT) y
mutantes para nCBP (Atncbp-1).

Se sembraron de 3 a 4 semillas por maceta con sustrato Metro Mix 200 o turba-
agrolita-vermiculita en una relacion 3:1:1.5, humedecido con agua estéril y se
mantuvieron a 4 °C por 48 h en la obscuridad. Posteriormente las macetas se pasaron
a 22 °C con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de obscuridad (dia largo) hasta la

floracién. Las silicuas maduras se recolectaron para la obtencion de las semillas.

6.2. Esterilizacion y siembra de semillas de A. thaliana para la obtencion de
plantulas de 16 dias.

Las semillas se colocaron en un tubo de 1.5 mililitros (ml) y se les agreg6 1 ml
de hipoclorito de sodio (Cloralex®) al 20% con Tween-20 al 0.1%, se agitaron con
vortex durante 20 minutos (min). Los tubos se centrifugaron por 10 segundos (seg) y
se elimind el sobrenadante con una micropipeta. Las semillas se enjuagaron 5 veces
con 1 ml de agua estéril con agitacibn por 30 seg cada vez, hasta eliminar
completamente el hipoclorito/Tween-20. En cada enjuague, los tubos se centrifugaron
por 10 seg y se elimind el sobrenadante con una micropipeta. Después del altimo
lavado se agregd 1 ml de agua estéril. Las semillas desinfectadas se sembraron en
cajas Petri de 90 mm SARSTEDT que contenian medio Gamborg’s B-5 (No. de
catalogo G5893) Sigma—AIdrich® pH 5.3 (ajustado con KOH 10 mM) complementado
con sacarosa y agar al 1%, en campana de flujo laminar. Con ayuda de una
micropipeta de 1 ml se colocaron las semillas de manera espaciada entre una y otra.
Las cajas se sellaron y se cubrieron con aluminio para mantenerlas por 48 ha 4 °C en
la obscuridad, posteriormente se pasaron a la camara de incubacién a 22 °C con un
fotoperiodo de dia largo. A los 16 dias se colectaron las plantulas, se congelaron en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C hasta el momento de su uso.

6.3. Extraccidn de proteinas totales.

Para la extraccién de proteinas se pulverizé 1 gramo (g) de tejido con ayuda de
un mortero y pistilo en nitrégeno liquido. El polvo resultante se pas6 a un tubo de 1.5
ml y se le agregé 1ml de solucion de extraccion ‘mGTP (ver apéndice A) por cada
gramo de tejido pulverizado. Enseguida se centrifugé a 16,000 x g por 30 min y se
recuperoé el sobrenadante, este se almacend a -70°C hasta el momento de su uso. La

proteina se cuantificé por el método de Bradford (Bradford, 1976).
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6.4. SDS-PAGE y tincion con Azul de Coomassie.

A cada muestra de proteina se le agreg6 solucién BRM 1X (ver apéndice A) y
se hirvio a 95 °C por 5 min. Enseguida se colocaron las muestras en geles de
poliacrilamida al 15 % y se separaron las proteinas con solucién de corrida (ver
apéndice A) a 110 Volts en un equipo Mini Protean® Tetra cell de marca BioRad. Para
la tincién, el gel se incubd en una solucion de azul de Coomassie (ver apéndice A)
toda la noche. Al dia siguiente el gel se lavd con agua/etanol al 30%, en agitacion

ligera hasta retirar el exceso de colorante.

6.5. Western Blot.

Una vez que las proteinas se separaron por SDS-PAGE, estas se transfirieron
a una membrana de fluoruro de polivinilo (PVDF) Immobilon P-Transfer (No. de
catalogo IPVH00010) Millipore. En un primer paso, la membrana se activé con metanol
al 100%, posteriormente se colocé sobre el gel y se equilibraron con solucién de
transferencia (ver apéndice A). Después de montar el sandwich de transferencia en el
equipo MiniProtean-Transfer de BioRad se aplicé un voltaje constante de 100 por 1 h a
4 °C. La inmunodeteccién se realizé bloqueando inicialmente la membrana con leche
al 3% en PBS 1X (ver apéndice A) por 1 h a temperatura ambiente (TA) en agitacion
constante, incubando enseguida con el anticuerpo primario (1:10,000, anti-nCBP
donado por la Dra. Karen Browning, Universidad de Texas en Austin) disuelto en leche
al 3% en PBS 1X a temperatura ambiente en agitacién constante por 1 h. La
membrana se lavd 3 veces con PBT (ver apéndice A) 10 min por cada lavado.
Posteriormente esta se incubd con el anticuerpo secundario (1:10,000 anti-IgG de
conejo) disuelto en leche al 3% en PBS 1X por 1 h a TA en agitacion constante.
Entonces se repitieron los ciclos de lavado con PBT. Finalmente la membrana se
incub6é con el reactivo quimioluminiscente “Luminata Crescendo Western HRP
substrate” (No. de catalogo WBLURO0500) Millipore y se expuso a una placa

radiogréafica Medical X-ray General Purpose Blue de Kodak en un cuarto obscuro.

6.6. Obtencién de la proteina de fusion Glutatiéon S Transferasa (GST)-nCBP.
6.6.1. Clonacion de la secuencia codificante de nCBP en el vector pGEM-T Easy.
La secuencia codificante para nCBP que se utilizé6 se encuentra disponible en
The Arabidopsis Information Resource (TAIR; www.arabidopsis.org) con el nUmero de
acceso AT5G18110.1. Para amplificar dicha secuencia se disefiaron iniciadores
especificos: sentido 5’- GCG GAT CCA TGG AGG TTT TGG ATA GG -3’y antisentido
5- TGT CGA CCT ATC CTC TCA GCC ATG -3. Estos contenian los sitios

reconocidos por las enzimas de restriccion BamH-l y Sal-I respectivamente. Como
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templado para el PCR se utilizé la construccion pENTR-nCBP generada previamente
en el laboratorio (De la Torre, 2009). La mezcla de reaccion para PCR consistié de
solucion de reaccion con KCI (3X), enzima Tag DNA Polymerase (recombinant) LC
(No. de catalogo EP0403) Fermentas (1 unidad por reaccion), MgCl, (2 mM), dNTPs
(200 uM), iniciadores (300 uM), plasmido (50 ng por reaccion) y agua grado PCR
alcanzando un volumen final de 15 pl. La condicion de la reaccion fue la siguiente:
desnaturalizacion a 94 °C por 15 seg, alineamiento a 60 °C por 30 seg y extension a
72 °C por 1 min, 30 ciclos en un termociclador MJ Mini 48-Well Personal Thermal
Cycler de BioRad. Finalmente las muestras se separaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1% y TBE 0.5X (ver apéndice A) se tifieron con bromuro de etidio y se
visualizaron a la luz ultravioleta en un transiluminador Fluor-S™ Multiimager de
BioRad.

El producto de PCR para la region codificante de nCBP se insert6 en el plasmido
pGEM®-T Easy Vector (No. de catalogo A1360) Promega Corporation (ver apéndice

B). Siguiendo las indicaciones del proveedor se preparo la siguiente reaccion:

2X Rapid Ligation buffer, T4 DNA Ligase 5 pl

pGEM®-T Easy Vector (50ng) 1l
Producto de PCR 1yl
T4 DNA Ligase (3 u/ul) 1yl
Agua libre de nucleasas 2 ul
Volumen final 10 pl

Se incubd la reaccién a 4 °C toda la noche y se almacend a -20 °C hasta el momento

de su uso en la transformacion.

6.6.2. Células competentes.

Se inocul6 una colonia de la cepa de E. coli a utilizar (DH5a o BL21 RIL codon
plus) en un matraz de 250 ml con 50 ml de medio LB (ver apéndice A) y se dejé crecer
toda la noche a 37 °C con agitacion de 200 rpm. Al dia siguiente se inocularon 2 ml del
cultivo anterior en 200 ml de medio LB fresco en un matraz de 2 litros (L). El cultivo se
incubd a 37 °C con agitacion hasta alcanzar una densidad Gptica a 590 nm (DOsg) de
0.375. Se vacio el cultivo en dos tubos estériles pre-enfriados, se incubd a 4 °C por 10
min y se centrifugé a 4,000 x g por 7 min a 4 °C. Posteriormente se decanto el
sobrenadante y se resuspendio suavemente cada boton en 10 ml de solucion de CacCl,

fria, enseguida se incub6 a 4 °C por 30 min y después se centrifug6 a 4,000 x g por 5
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min a 4 °C. Finalmente el sobrenadante se decant6 nuevamente y el boton de células
se resuspendio en 5 ml de la solucién de CaCl, frio, se hicieron alicuotas de 100 pl
congeladas en nitrégeno (N,) liquido y se guardaron a -70 °C.

6.6.3. Transformacién de células competentes E.coli DH5a por choque térmico.
Se descongelaron las células competentes a 4 °C, una vez descongeladas se
mezclaron cuidadosamente 100 pl de las células con 5 pl de la reaccién de ligacion y
se incubaron por 10 min a 4 °C, enseguida se pasaron a 42 °C por 1.5 min y después
nuevamente a 4 °C por 10 min. Se les agreg6é 1 ml de medio LB y se incubaron 1 h a
37 °C. Pasada la hora se sembraron 100 pl de la solucién bacteriana en cajas con
medio LB solido conteniendo 100 pg/ml ampicilina, las cuales se incubaron toda la
noche a 37 °C. De las colonias crecidas se resembraron al menos 5 colonias en cajas
con medio LB solido conteniendo 100 pug/ml ampicilina y se pusieron a crecer toda la

noche a 37 °C para confirmar su resistencia al antibiotico.

6.6.4. Extraccion de plasmido pGEM-nCBP por miniprep.

Se puso a crecer una colonia bacteriana en 5 ml de medio liquido LB/ampicilina
(100 pg/ml) toda la noche a 37 °C con agitacion constante de 220 rpm. Al dia siguiente
se centrifugo el cultivo a 10,000 x g por 5 min, se decant6 el sobrenadante y se utilizé
el kit Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System para la extraccion del
plasmido siguiendo las indicaciones del proveedor (No. de catalogo A1330) Promega

Corporation. El pladsmido purificado se almacené a -20 °C.

6.6.5. Digestibn con enzimas de restriccion del plasmido pGEM-nCBP vy el
plasmido pGEX-4T-2.

Las reacciones de digestion fueron las siguientes:

Plasmido pGEM:nCBP Plasmido pGEX-4T-2
(No. de catalogo 28-9545-50)

NEBuffer 3 10X 4 ul NEBuffer 3 10X 1ul
Purified BSA 10mg/mi 4 ul Purified BSA 10mg/ml 1yl
Bam HI 20u/ul 1l Bam HI 20u/pl 1l
Sal | 20u/pl 1l Sal 1 20u/pl 1l
DNA (3 ug) 12 ul DNA (600 ng) 1yl
Agua libre de nucleasas 18 pl Agua libre de nucleasas 5ul
Volumen final 40 pl Volumen final 10 pl

Se incubaron a 37°C por 2.5 h.
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Las digestiones se separaron en electroforesis con un gel de agarosa al 1% y TBE
0.5X (ver apéndice A), el gel fue teflido con bromuro de etidio y se visualizaron las
bandas de DNA por luz ultravioleta en un transiluminador Fluor-S™ Multiimager de
BioRad. Se localizd la banda correspondiente al amplicon de nCBP y la
correspondiente al plasmido pGEX-4T-2 linearizado (ver apéndice B), las cuales
fueron cortadas del gel y purificadas.

6.6.6. Purificacion de DNA de un gel de agarosa.

Se cortdé el fragmento de DNA visualizado en el transiluminador, con una
navaja limpia y se utilizé el Kit QIAquick Gel Extraction para la recuperacion del DNA
siguiendo las instrucciones del proveedor (No. de catalogo 28704) QUIAGEN. El DNA

se almacend a -20 °C.

6.6.7. Clonacion de la secuencia de nCBP en el plasmido pGEX4T-2.

El amplicon correspondiente a nCBP y plasmido pGEX-4-T2 linearizado
recuperados del gel se ligaron usando el Rapid DNA Ligation Kit (No. de catalogo
11635379001) Roche. Siguiendo las indicaciones del proveedor se prepard la

siguiente reaccion:

Vector pGEX-4-T2 (90 ng) 1yl
Producto de PCR ncbp (200ng) 5ul
Agua libre de nucleasas 2 ul
DNA Dilution BufferlX 2 ul
T4 DNA Ligation Buffer 10 pl
T4 DNA ligase (5 u/ul) 1yl
Volumen final 21 ul

La mezcla se incubé por 10 min a TA y se almacené a -20°C hasta el momento de su

uso.

Con la ligacion se transformaron células E. coli DH5a competentes. De las colonias
crecidas en presencia de antibiético de seleccién se resembraron al menos 5 colonias
en cajas con medio LB solido conteniendo 100 pg/ml ampicilina y se pusieron a crecer
toda la noche a 37 °C. Para seleccionar las colonias que contenian la construccién se
purifico el pldsmido y se realizo una amplificacion por PCR para nCBP como ya se

describié anteriormente.
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6.6.8. Transformacion de células competentes E.coli BL21 RIL Codon Plus por
choque térmico.

Se descongelaron las células competentes a 4 °C, una vez descongeladas se
mezclaron 100 pl de las células con 5 pl de la reaccion de ligacion y se incubaron 30
min a 4 °C, enseguida se pasaron a 42 °C por 30 seg y después nuevamente a 4 °C.
Entonces se agregaron 250 pl de medio SOC (No. de catalogo 15544-034)
Invitrogen™ precalentado y la mezcla se incub6 1 h a 37 °C en agitacién constante de
225 rpm. Pasado este tiempo los tubos se centrifugaron 2 min 4,000 x g a 4 °C, la
pastilla de células se resuspendi6 en 100 ul de medio LB y el total de estas se sembré
en cajas con medio LB so6lido conteniendo 100 pg/ml ampicilina, las cuales se
incubaron toda la noche a 37 °C. De las colonias crecidas se resembraron al menos 5
colonias en cajas con medio LB so6lido conteniendo 100 pg/ml ampicilina y se pusieron
a crecer toda la noche a 37 °C para seleccionar las que contenian la construccion. El
plasmido correspondiente a la construcciéon GST-nCBP en pGEX-4T2 fue secuenciado
por la unidad de sintesis y secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia,
UNAM, las secuencias obtenidas se analizaron con el programa BioEdit Sequencing
Alignment Editor version 5.0.9 Copyright© y BLASTX 2.2.28+ del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (NCBI) para verificar que no hubiera desplazamiento en el

marco de lectura o mutaciones en la secuencia.

6.6.9. Induccion con isopropil-B-D-1- tiogalactopirandsido (IPTG).

Se tomé una de las colonias positivas para la construccion GST-nCBP y se
sembré en 5 ml de medio LB liquido (conteniendo 100 pg/ml de ampicilina). El cultivo
se mantuvo en agitacion constante de 220 rpm a 37 °C toda la noche. Al dia siguiente
se inoculo un matraz con 150 ml de medio LB fresco sin el antibiético de seleccion con
400 pl del cultivo anterior y se incub6 en agitacién constante de 220 rpm a 37 °C hasta
alcanzar una DO de 0.6, aproximadamente a las 3-4 h. Posteriormente se agregdé
IPTG a una concentracion final de 0.1 mM y se mantuvo en agitacién constante de 220
rpom a 25 °C por 3 h mas. Después del periodo de induccién se colocé el cultivo en
hielo y se centrifug6 a 4,000 x g a 4 °C, se decantd el sobrenadante y se us6 la pastilla
de células para la extraccion de proteinas. Opcionalmente, las células se guardaron a

-70 °C hasta el momento de su uso.

6.7. Purificacion de la proteina de fusiéon GST-nCBP.
6.7.1. Extraccién de proteina total de bacterias.
Se resuspendié cuidadosamente con micropipeta la pastilla de células

inducidas con IPTG en 12 ml de solucién de extraccion 1X (ver Apéndice A).
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Inmediatamente se agregd 1 mg de lisozima, 2 pl de PMSF y 10 pl de un cocktail de
inhibidores de proteasas libre de EDTA Complete™ (No. de catalogo 04693159001)
Roche por cada ml de solucién de extraccién y se incubd 1 h a 4 °C en rotacion ligera.
Posteriormente se agregé 0.7 % de sarcosil y se mezclé muy bien por inversion,
enseguida se agregd 3 % de Triton X-100 y 20 mM de CHAPS y se incubé 15 min a 4
°C en rotacion ligera. Pasado este tiempo se centrifugé a 15, 000 x g a 4 °C.
Finalmente se filtré el sobrenadante en 3 capas de gasa. El filtrado se guardé a -70 °C

hasta el momento de su uso.

6.7.2. Purificacion de proteinas bacterianas por cromatografia de afinidad con
resina glutation sefarosa 4B (RGS4B).

Se tomé la resina necesaria para la purificacion, tomando en cuenta las
siguientes consideraciones:
1. 1ml de cultivo bacteriano con cualquier plasmido pGEX produce aproximadamente
2.5 pg de proteina de fusion.

2. 1ml de RGS4B une aproximadamente 5mg de proteina de fusion.

Se equilibré la RGS4B agregandole 10 volimenes de solucion de extraccién 1X y se
agitdé por inversion, se centrifugd a 500 x g a 4 °C y se elimind el sobrenadante.
Finalmente se agregaron a la resina 1.33 ml de solucion de extraccién 1X por cada ml
de RGS4B. Entonces se incubd la RGS4B con el extracto protéico bacteriano por 30
min a temperatura ambiente en rotacion ligera. Posteriormente se centrifug6 a 500 x g
a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se lavo la resina con 10 volimenes de solucion
de extraccion 1X con 0.5 % de Triton X-100 y PMSF. Se repitio el paso de lavado con
solucion de extracciéon 1X con 0.1 % de Triton X-100. Enseguida se incubd la resina
con 1ml de glicina 2M pH 3 1h a 4 °C en rotacion ligera, pasado el tiempo se centrifug6
4 min a 500 x g a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante (fraccién 1, F1) con la proteina
eluida). Después se incubd nuevamente la resina con 500 pul de glicina 2M pH 3, 5 min
a temperatura ambiente en rotacion ligera, se centrifugd 4 min a 500 x g y se recuperd
el sobrenadante (F2). Este Ultimo pasé se repiti6 hasta obtener 5 fracciones.
Enseguida se realiz6 una elucién con cloruro de potasio 1M (F6). Finalmente se lavé la
resina 3 veces alternadamente con 500 pl de Tris-HCI 0.1M + 0.5 M de NaCl pH 8.9y
acetato de sodio 0.1M + 0.5 M de NaCl pH 5.2 en rotaciébn a TA. Cada vez se
centrifugd 4 min a 500 x g a 4 °C y se recuperd el sobrenadante (F7-F12). Las

fracciones se guardaron a -70 °C hasta el momento de su uso.

41



6.7.3. Andlisis funcional de la proteina de fusion por cromatografia de afinidad
con la resina Sefarosa 'mGTP (‘mGTP-S).

Se equilibro la resina ‘'mGTP-S agregandole 10 volimenes de solucién ‘'mGTP
(ver apéndice A) y se agito por inversion, se centrifugd a 500 x g a 4 °C y se eliminé el
sobrenadante. Finalmente se agregé a las resina solucién 'mGTP hasta alcanzar su
volumen original. La proteina de fusién purificada de la RGS4B se diluyé con 1
volumen de solucién 'mGTP y se incub6 con 300 pl de 7mGTP-S 1.5 h a 4°C en
rotacion ligera. Posteriormente se centrifugdé a 500 x g por 1 min a 4°C, se recupero la
resina y se depositd en una microcolumna de 10 ml Pon-Prep® (No. de catalogo 731-
1550) BioRad. Se lavo la resina con 5 ml de solucion 7mGTP B (ver apéndice A),
seguido de 5 ml de solucion 7mGTP C (ver apéndice A). Posteriormente la resina se
incub6 con 2 ml del solucion 7mGTP D (ver apéndice A) 1.5 h a 4 °C en rotacion
ligera. Se recupero el eluato que contenia proteinas unidas al ligando en 5 fracciones y
posteriormente se agregaron 3 ml de solucion 7mGTP E recuperandose 3 fracciones

mas. Las fracciones se almacenaron a -70 °C hasta el momento de su uso.

6.8. Co-eluciéon de proteinas asociadas a GST-nCBP mediante ensayo de “Pull
down”.

Preparacion de la resina RGS4B. Se equilibré la resina lavandola cuatro veces

con 10 volumenes de TGEM 0.1 (ver apéndice A) frio, por cada lavado se centrifugé a
800 x g a 4 °C por 2 min y se elimin6 el sobrenadante. La resina se resuspendi6 en 3

volimenes de TGEM 0.1 frio y se mantuvo a 4 °C hasta el momento de su uso.

Interaccién de la resina con la proteina de fusion. Se diluyé la proteina de fusién

purificada (500 ng) en 1 volumen de TGEM 0.1 frio y se incub6 con 20 pl de la resina
equilibrada, 1 h a 4 °C en rotacién ligera. Se centrifugd a 800 x g a 4 °C por 2 min y se
elimind el sobrenadante. La resina se lavo dos veces con 10 volimenes de TGEM 1.0
(ver apéndice A) frio y dos veces con TGMC 0.1 (ver apéndice A) frio, en cada lavado
se centrifugd a 800 x g a 4 °C por 2 min y se eliminé el sobrenadante. Al final de los
lavados se guardé la resina en 2 volimenes de TGMC 0.1 y se almacené a 4 °C hasta

el momento de su uso.

Preparacion del extracto proteico. Para la extraccion de proteinas de A.thaliana se
pulverizaron plantulas de 16 dias en nitrdgeno liquido con ayuda de un mortero y
pistilo. Al pulverizado resultante se le agregé TGMC 0.1 frio 1 ml/g de tejido, se mezclo
por vortex y se centrifug6 a 16,000 x g a 4 °C por 20 min. Se recupero el sobrenadante

y las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford.
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Interaccién de la proteina de fusién con sus posibles blancos. Se incubé la proteina de

fusién unida a la resina con 2 mg de proteina total de A. thaliana 4 °C toda la noche en
rotacion. Al dia siguiente, se centrifugo la resina a 800 x g a 4 °C por 2 min, se retiro el
sobrenadante y la resina se lavé cuatro veces con 10 volumenes de TGEM 0.1 frio.
Por cada lavado la mezcla se centrifugé a 800 x g a 4 °C por 2 min y se eliminé el
sobrenadante. Finalmente, las proteinas unidas a la resina se recuperaron en 15 pl de
solucion BRM 1X, se hirvieron por 5 min y se separaron por SDS-PAGE como ya se

describié anteriormente.

6.9. Tincién con plata.

El gel se incubé en metanol al 50%, acido acético al 20% y 1 % de
formaldehido al 37% por minimo 2 h. Posteriormente se lavo el gel con etanol al 35% 3
veces por 20 min. Se prosiguio a sensibilizar el gel con tiosulfato de sodio al 0.02% por
2 min en agitacion, se retird la solucién y se lavo con agua destilada 3 veces por 5 min.
Entonces se agreg6 la solucién de tincion (ver apéndice A) y se dejd tifiendo por 30
min en agitacion, se repitieron los lavados con agua y el gel se incub6 con la solucién
de revelado (ver apéndice A) hasta que aparecieron las bandas. Se detuvo el revelado
con metanol al 50%, acido acético al 20% y 1 % de formaldehido al 37% por 30 min en

agitacion. Finalmente se rehidraté el gel con agua.

6.10. Analisis de proteinas por LC/MS/MS.

Las bandas de interés observadas en el gel teflido con plata se cortaron y se
enviaron al Departamento de Espectrometria de Masas en East Tennessee State
University, en donde se utiliz6 el método de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC/MS/MS) para identificar los péptidos de la digestion
triptica de proteinas contenidas en las bandas. Las secuencias de los péptidos
obtenidos se compararon con la base de datos de A. thaliana en el NCBI. Se tomaron
en cuenta los parametros de calidad del pico correspondiente a los péptidos, el

numero de péptidos y la presencia de péptidos Unicos detectados para cada proteina.

6.11. Obtencién de anticuerpos anti-nCBP.
6.11.1. Inmunizacién de conejos

La proteina recombinante GST-nCBP se unié a la resina RGS4B como ya se
describié anteriormente, se incub6 con 25 mM de trombina (No. catalogo 27084601)
GE Healthcare a temperatura ambiente toda la noche en agitacion ligera. Al dia
siguiente se centrifugd a 500 x g a 4 °C, se recuperod el sobrenadante (fraccién con

nCBP), se separd en un gel SDS-PAGE y se visualiz6 por tincion con Coomassie. Se
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cortd la banda del gel de acrilamida y se solubilizé en solucién salina mas adyuvante
incompleto de Freund’s (No. catalogo F-5506) Sigma®, con esta solucion se

inmunizaron los conejos.

Se utilizaron conejos hembras de 1 afio de edad, los cuales fueron transportados al
area de manipulacion. La manipulacion fue lo mas gentil y despacio posible para evitar
el uso de tranquilizantes. Las inyecciones se hicieron con ayuda de una aguja calibre
21 en diferentes partes de los animales para obtener una mejor respuesta inmune. Las

extracciones sanguineas se hicieron con una aguja calibre 22.

En el dia cero se obtuvo el suero pre inmune (3 ml) de los animales y se aplicé una
inyeccién subcutanea a una concentracion de 0.5 mg de la proteina recombinante en
un volumen final de 2.8 ml de solucién salina mas adyuvante de Freund’s (1:1). A los
dias 7 y 14 dias se aplicaron inyecciones con la misma dosis. Al dia 21 se hizo una
sangria de prueba (1 ml) y se reforzé la inmunizacién con una inyeccidon a una
concentracion de 1 mg de la proteina recombinante en el ganglio poplitio. Al dia 28 se
aplicé la dltima inyeccion subcutdnea con la misma dosis y al siguiente (dia 29) se hizo
la sangria de cosecha (120-150 ml) por puncién cardiaca, antes se anestesiaron los
animales con xilacina/ketamina (5/35 mg/Kg) intramuscular. Este procedimiento causo

la muerte del animal.

Todas las muestras de sangre se mantuvieron a 37°C por 45 min y posteriormente se
centrifugaron a 11,000 x g 10 min a temperatura ambiente. Se recupero el suero y se

almaceno a -70 °C hasta el momento de su uso. El anticuerpo se titulé por dot blot.

6.11.2. Dot Blot.

Sobre una membrana PVDF se marco una regién de aproximadamente 3-4 mm de
didmetro, se colocé la proteina recombinate dentro de la marca lentamente y se dejo
secar la membrana. Entonces se bloquearon los sitios no especificos con leche al 3%
y PBS 1X por 1 h a temperatura ambiente en agitacion constante. Posteriormente la
membrana se lavé 2 veces con PBT y una tercera con PBS 1X de 5 min cada lavado.
Enseguida se incubd con el anticuerpo (1:250 anti nCBP) disuelto en leche al 3% y
PBS 1X, por 1 h a temperatura ambiente en agitacién constante. Se repitio la serie de
lavados y la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario (1:10,000 anti-lgG)
disuelto en leche al 3% y PBS 1X, por 1 h a temperatura ambiente en agitacion
constante. Finalmente la membrana se lavé 2 veces con PBT y se revel6 como se

describe para el western blot.
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6.11.3. Purificacion del anticuerpo.
Se purific6 2.5 mg de la proteina GST-nCBP y se uni6 a la resina RGS4B
como se describe en el punto 6. 7. 2. de metodologia. Todos los pasos siguientes de

purificacién se realizaron a 4 °C en un cuarto frio.

Se incubd la resina con 15 ml del suero del conejo inmuinizado por 1 h en rotacién
ligera, se centrifug6é a 500 x g por 5 min, se retir6 el suero y la resina se transfirié a una
microcolumna de 10 ml Pon-Prep® (No. de catalogo 731-1550) BioRad. Posteriormene
se lavo la resina 2 veces con 4 ml de PBT. Entonces se eluyeron 12 fracciones con las
siguientes soluciones:

Fracciones 1-3. 500 pul c/u (MgCl, 1.4 M, glicerol 10%, HEPES 50mM pH 7.6)

4-6. 250 pl c/u (4cido acetico 0.5%, NaCl 150 mM)
7-9. 250 pl c/u (glicina 2M pH 2.0)
10-12. 500 pl c/u (MgCl, 3M, HEPES 75 mM pH 7.2, etilenglicol25%)

Las fracciones 4-9 se neutralizaron inmediatamente con 250 pl PBS 1X pH 7.0.

Finalmente, 15 pl de cada fraccion se analizaron por SDS-PAGE vy tincion con azul de

Coomassie, el resto se guardo a -70 °C.

6.12. Inmunoprecipitacion.

Lisado celular. Se pulverizaron plantulas de 16 dias de A.thaliana en nitrdgeno
liguido con ayuda de un mortero vy pistilo, al pulverizado resultante se agreg6 solucion
de lisis PLB (ver apéndice A) frio 1 ml/g de tejido, se mezclé por vortex y se centrifugd
a 16,000 x g a 4 °C por 20 min. Se recuperé el sobrenadante y se pas6 a un tubo

estéril.

Preparacion de la resina proteina A agarosa. Se equilibré la resina al 50% lavandola

dos veces con 10 volimenes de PLB frio, por cada lavado se centrifug6 a 800 x g a 4
°C por 2 min y se elimind el sobrenadante. Se resuspendié la resina en 1 volumen de

PLB frio y se mantuvo a 4 °C hasta el momento de su uso.

Preclareado. Se agregaron 50ul de la resina equilibrada por ml de lisado celular,
enseguida se incubd 1 h a 4 °C en rotacion ligera. Al final de la incubacion, la mezcla
se centrifugo a 800 x g por 2 min a 4 °C y el sobrenadante se traspas6 a un tubo

nuevo. Este paso se repitid una vez mas.
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Interaccién del anticuerpo con la proteina blanco vy la resina. El lisado preclareado se

incubé con el anticuerpo (1:1,000) toda la noche a 4 °C en rotacion ligera.
Posteriormente se incubo con la resina equilibrada 50 pl/ml de lisado 4 h a 4 °C en
rotacion ligera y pasado el tiempo se centrifugé a 800 x g por 2 min a 4 °C, finalmente

se elimind el sobrenadante.

6.13. Extraccion de RNA total.

Se pesaron 100 mg de tejido y se pulverizaron con nitrégeno liquido en un
mortero previamente esterilizado y enfriado. No dejar que el tejido pulverizado se
seque, para ello agregar nitrbgeno antes de que este se evapore por completo.
Posteriormente el tejido pulverizado se transfiri6 a un tubo de 1.5 ml estéril e
inmediatamente se agreg6 1 ml de TRIzol® (No. de catalogo 15596-026) Invitrogen™ y
se agitd por vortex. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 5 min y se
centrifugd a 12000 x g por 10 min a 4 °C. Se tom¢ la fase acuosa, cuidando no tomar
la capa superior que contiene lipidos, se le agregd 200 ul de cloroformo frio, se agit6
por vortex por 15 seg y se incubd a temperatura ambiente por 3 min, entonces se
centrifugd a 12000 x g por 15 min a 4 °C y se transfirio la fase acuosa a un tubo estéril.
Inmediatamente se agreg6 500 pl de alcohol isopropilico frio, se incubd a temperatura
ambiente por 10 min y se centrifugd a 12000 x g por 10 min a 4 °C (el RNA aparece
como un pellet ligeramente blanco). Se decantd el sobrenadante y se lavo el pellet con
1 ml de etanol frio al 75%, enseguida de agitdé por vortex, se centrifugd a 7500 x g por
5 min a 4°C y se decant6 el sobrenadante. Posteriormente se djo secar el pellet al aire
por 15 min, pero no completamente para facilitar su disolucion, y se resuspendié en 15
ul de agua DEPC.

Finalmente para verificar la integridad del RNA, se tomaron 2 ul de RNA y se
separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y TBE 1X (ver apéndice A), el
gel fue tefiido con bromuro de etidio y visualizado por luz ultravioleta en un
transiluminador Fluor-S™ Multiimager de BioRad. EI RNA sobrante se almacené a

-70°C hasta el momento de su uso.
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7. RESULTADOS.

7.1. Andlisis molecular de las plantas WT y Atncbp-1.

Para asegurar que todos los experimentos se hicieran con las lineas de plantas
correctas, WT y mutante nula para la proteina nCBP (Atncbp-1), se analiz6 la
presencia de nCBP, nivel de RNAm y proteina por RT-PCR y Western blot,
respectivamente. Este andlisis se realiz6 para plantulas de 16 dias crecidas en dia
largo, ya que se habia determinado previamente que nCBP se expresa principalmente
en tejidos jovenes (figura 19). Los resultados indicaron que la linea Atncbp-1 (ncbp-1)
no presenta mMRNA o proteina correspondiente a nCBP por lo que es considerada
como mutante nula para dicha proteina. Esto asegur6 que los experimentos

posteriores se hicieron con las lineas de plantas correctas.

Col-0 ncbp-1
Col-0 nchp-1 KDa

ncer R e J— —
TUB = eEFlh w— el — 30

Figura 19. Analisis molecular de lineas de A. thaliana WT y Atncbp-1. A. Niveles de
transcrito de nCBP determinados por RT-PCR a partir de RNA total. Como control de carga se
utilizé la amplificacién de tubulina (TUB). Los productos de PCR se separaron en un gel de
agarosa al 1%. B. Niveles de proteina nCBP determinados por Western blot utilizando
anticuerpos contra la proteina nCBP de A. thaliana (donados por K.S. Browning). Se separaron
10 ug de proteina total de la linea silvestre (WT) y mutante (ncbp-1). Como control de carga se
usé un anticuerpo contra el factor de elongacion 1b (eEF1b) en la misma membrana. Ambos
experimentos se hicieron en plantulas de 16 dias de A. thaliana.

7.2. Obtencién de una proteina de fusién GST-nCBP funcional.

Para poder estudiar la interaccion de nCBP con otras proteinas in vitro, se hizo
una proteina recombinate GST-nCBP, para ello se utilizé el plasmido pGEX-4T-2 que
contiene la secuencia codificante para la proteina Glutation S-transferasa (GST) bajo
el promotor de la T7 polimerasa y la regién reguladora del operdn Lac, seguida de un
sitio de corte por trombina y un sitio de clonacion que contiene multiples secuencias
reconocidas por enzimas de restriccién (Apéndice B). La secuencia codificante para la
proteina NnCBP se insertd en el plasmido utilizando las enzimas BamH-I y Sal I, lo que
produciria una proteina de fusion recombinante GST-nCBP en presencia del inductor
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), que puede ser cortada por trombina
(figura 20B). La secuenciacion de esta construccion (pGEX-4T-2-nCBP) demostrd que
la secuencia de nCBP esta en marco de lectura con GST y sin mutaciones (figura
20A).
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Figura 20. Representacion esquematica de la proteina de fusion GST-nCBP. A. Secuencia
de la construccion pGEX-4T-2-nCBP. B. Representacion esquematica de la proteina de fusion
GST-nCBP. La secuencia de aminoacidos en azul corresponde a la proteina GST, los
aminodcidos en rojo representan al sitio de corte por trombina y los aminoacidos en verde
corresponden a la proteina nCBP.
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La construccién pGEX-4T-2-nCBP se clon6 en células E. coli RIL BL21 Codon Plus
para optimizar el uso de codones raros para la bacteria y la proteina de fusion fue
inducida en presencia de 0.1 mM de IPTG (figura 21A). Sin embargo, al intentar
recuperar la proteina GST-nCBP en la fraccion soluble del extracto proteico bacteriano
no se observo la banda correspondiente en una separacion SDS-PAGE, sugiriendo
gue la proteina se encontraba en fracciones insolubles (cuerpos de inclusién). Para
recuperar una proteina soluble, el extracto se traté6 con sarcosil al 0.7 % logrando
obtener a GST-nCBP en fracciones solubles (figura 21B).

A o B 0.1mM IPTG
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Figura 21. Induccién y purificacion de GST-nCBP. Las proteinas se separaron por SDS-
PAGE en geles al 12% v se tifiieron con azul de Coomassie. A. Lisado celular de bacterias sin
inducir (control) e inducidas con IPTG 0.1 mM por 3 h a 24 °C. B. Extracto soluble de proteinas
totales de bacterias inducidas con IPTG sin tratamiento (s/sarcosil) y tratado con 0.7 % de
sarcosil (c/sarcosil). La flecha indica a la proteina de fusion GST-nCBP de aproximadamente 50
KDa.

NCBP es una proteina de unién a 5’ Cap (7mGpppN; donde N es cualquier nucleétido)
por lo que para analizar la funcionalidad de esta proteina en su version fusionada
(GST-nCBP) se probd su capacidad de unién a un analogo de su ligando, 'mGTP.
Para esto, primero se unié la proteina de fusién a la resina glutation sefarosa 4B y
luego se dividié la resina en dos partes. La primera se purificé por elucién con glicina 'y
tris-HCI y la segunda por corte con trombina (figura 22) observando la presencia de la
proteina de fusion (carriles 1 a 6) y nCBP sola después del corte con trombina (carril

7), respectivamente.

Las fracciones descritas se sometieron por separado a cromatografia de afinidad
utilizando resina ‘'mGTP sefarosa. Dado que durante el procedimiento se pierde

material, la cantidad de proteina presente en el eluato era insuficiente para detectarse
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por SDS-PAGE vy tincion con Coomassie. Por esta razon se realiz6 un Western blot
con las fracciones obtenidas por la cromatografia de afinidad, utilizando un anticuerpo
anti-nCBP donado por K.S. Browning de la Universidad Texas en Austin, USA. Se
observo que tanto la fusibn GST-nCBP (figura 23A), como nCBP sola (figura 23B) son
capaces de unirse a 7mGTP, demostrando su funcionalidad.

50 KDa —

25KDa — s <

Figura 22. Purificacion de GST-nCBP y nCBP recombinantes utilizando glutation
sefarosa 4B. Extractos de proteina total de bacterias inducidas fueron solubilizados con 0.7%
de sarcosil e incubados con glutation sefarosa. La proteina recombinante purificada fue
separada por SDS-PAGE vy tefiida con azul de Coomassie. Carril 1-3, la elucién de GST-nCBP
fue realizada con glicina 2M pH 3. Carril 4, elucién con KCI 1M. Carril 5y 6, eluciéon con Tris-
HCI pH 8.9 y 5.2 respectivamente. Carril 7, fraccion recuperada por corte con trombina. La
flecha indica la proteina de fusibn GST-nCBP de aproximadamente 50 KDa y la punta de flecha
indica la proteina recombinante nCBP de aproximadamente 25 KDa liberada por el corte con
trombina.
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Figura 23. Analisis de la funcionalidad de GST-nCBP y nCBP sola recombinantes. A.
Fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad con ‘'mGTP-sefarosa para la proteina de
fusion GST-nCBP. B. Fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad con 'mGTP-
sefarosa para la proteina recombinante nCBP generada mediante corte con trombina. Se
utilizaron 20 pl de cada fraccion eluida con 200 pM de ‘mGTP. Las proteinas fueron detectadas
mediante Western blot contra nCBP de A. thaliana con un anticuerpo donado por la Dra. Karen
S. Browning (Universidad de Texas en Austin).

7.3. Formacion de complejos entre nCBP-GST y proteinas de A. thaliana in vitro.
Ya que se demostr6 que la proteina GST-nCBP purificada por el método
descrito anteriormente es funcional, comprobamos que sea capaz de interaccionar con

otras proteinas, para lo cual GST-nCBP se uni6 a la resina glutation sefarosa 4B y se
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incub6 con extracto proteico de plantulas silvestres (WT), para finalmente recuperar
los complejos que se formaron mediante “Pull down”. Como controles del experimento
de “Pull down” se utilizé la incubacion del extracto de proteinas de A. thaliana con la
resina unida a GST o la resina sola, ya que los extractos pueden contener GSTs
endogenas, asi como proteinas que interaccionen con GST 0 que se unan
inespecificamente a la resina. Los complejos recuperados se separaron por SDS-
PAGE y se visualizaron por tincién con plata (figura 24A). Se observaron varias
bandas correspondientes a proteinas diferentes a la proteina de fusion (50 kDa), en
particular una banda cercana a los 25 kDa. Sin embargo, la misma banda se observo
en los controles sin GST-nCBP, por lo que esta debe representar a proteinas de la
familia de GST de plantas capaces de unirse a glutation. Por otra parte, las bandas
minoritarias se observaron tanto en la incubacion con la resina unida a nCBP-GST
como con la resina unida a GST sola, por lo que probablemente se trata de

interacciones independientes de nCBP.
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Figura 24. Anédlisis de complejos protéicos formados por GST-nCBP mediante ensayos
de “pull down”. A. Extracto proteico de plantulas WT y B. Extracto proteico de plantulas ncbp-
1. Para el “Pull down”, las proteinas totales de plantulas de 16 dias fueron incubadas en
presencia de resina glutation-sefarosa 4B unida a GST-nCBP, GST o sola (Resina) y
posteriormente eluidas. INPUT: el extracto de proteinas sin tratamiento; PM: marcador de masa
molecular. Las proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE y reveladas mediante tincion
con plata. Las flechas indican las proteinas que interaccionaron con la proteina de fusién, pero
no con GST o la resina sola.

Acorde a este resultado se hipotetiz6 que probablemente la nCBP enddgena en las
plantulas silvestres se encontraba formando complejos con proteinas, por lo que habia

poca probabilidad de que la GST-nCBP recombinante encontrara las proteinas con las
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cuales interaccionar. Por esta razon se realizd el mismo procedimiento de “Pull down”
pero con extracto proteico de plantulas mutantes Atncbp-1 (figura 24B). En este
ensayo se pudo observar la presencia de bandas que solamente aparecian en
presencia de la proteina de fusion (indicadas con flechas), y que no estaban en los
controles. Los ensayos de “Pull down” se repitieron al menos 3 veces y las bandas que
fueron reproducibles se identificaron por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, LC/MS/MS. Por otra parte también se sometieron al mismo
procedimiento las porciones de gel correspondiente al control de “Pull down” Resina

sola aun cuando no hubiese bandas visibles (figura 25).
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Figura 25. Identificacién de proteinas que interaccionan con GST-nCBP por LC/MS/MS. A.
Las bandas co-eluidas con GST-nCBP reproduciblemente en tres experimentos de “Pull down”
independientes (A — D) fueron cortadas del gel e identificadas por LC/MS/MS. B. Las regiones
correspondientes a estas bandas en el control de “Pull down” con solo Resina (A-C — D-C)
fueron sometidas al mismo procedimiento.

La identificacion de proteinas fue basada en el NCBI y se tomaron en cuenta varios
pardmetros para su confiabilidad: 1) que la probabilidad de que su identificacion sea al
azar sea baja (Ppo<1); 2) que el score representando la exactitud de la masa
correspondiente a los péptidos teéricos de la proteina sea alto (XC>10) y 3) que el
numero de péptidos Unicos identificados para la proteina sea mayor a 2. Por otra
parte, se descartaron las proteinas que fueron identificadas tanto en el “Pull down”
para GST-nCBP como para la Resina sola (control) (ver apéndice C). Una vez
reducido el nimero de candidatos, cada proteina se buscé en The Arabidopsis
Information Resource (TAIR) para obtener sus pesos moleculares estimados y su
namero de acceso correspondiente (tabla 1), asi como la abundancia de la proteina en
la etapa de desarrollo/tejido analizado acorde al proteoma de A.thaliana. Todas las

proteinas abundantes no aparecen en la tabla 1; ya que se consideré que su presencia
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podria ser debida a su alta abundancia. Sin embargo, para descartar la posibilidad de

interaccion con nCBP habria que realizar experimentos adicionales.

Tabla 1. Listado de las proteinas que forman complejos con nCBP. Se presentan los pesos
moleculares estimados y nimeros de acceso del TAIR de las proteinas que cumplieron con los

parametros de confianza y son relativamente poco abundantes en la planta.

Proteina Peso Molecular No. de
Estimado (KDa) acceso TAIR
Lectina 31 relacionada a jacalina 32.0 AT3G16430
Lectina 30 relacionada a jacalina 32.0 AT3G16420
Cisteina proteasa RD21a 51.0 AT1G47128
Proteina de resistencia a enfermedades rica en 41.2 AT2G15320
leucina
Tubulina alfa subunidad 3/5 49.6 AT5G19770
Tubulina alfa subunidad 2/4 49.5 AT1G04820
Tubulina alfa subunidad 6 49.5 AT4G14960
Proteina de choque térmico 81-2 83.1 AT5G56030
Proteina de choque térmico 81-3 80.0 AT5G56010
Proteina con repeticiones ankirin 59.6 AT5G60070

Algunas proteinas presentan un peso molecular estimado que no coincide con su
localizacién en el gel, esto podria deberse a que estan sufriendo algun proceso de
protedlisis (en el caso de RD21a, ver discusion) o que estan interaccionando con otras
proteinas de una manera muy fuerte que las condiciones desnaturalizantes no
pudieron separarlas y en el gel migran con un retraso, como en el caso de la proteina
de resistencia a enfermedades que aparece en las muestras C y D, y la proteina con

repeticiones ankirin que aparece en a muestra D.

7.4. Anticuerpos policlonales anti-nCBP.

Uno de nuestros objetivos es identificar aquellos RNAmM que son reconocidos
por nCBP por medio de la técnica de inmunoprecipitacién, por lo que es indispensable
el uso de anticuerpos que reconozcan a la proteina nCBP nativa. Para obtener
nuestros anticuerpos anti-nCBP, la proteina nCBP recombinante purificada por corte
con trombina se utilizé para inmunizar un conejo y obtener anticuerpos policlonales. El
suero del conejo inmunizado obtenido en la sangria de prueba a los 21 dias se probd6
por Dot blot a una dilucién de 1:2500 con diferentes concentraciones de la proteina
recombinante GST-nCBP para ver si habia buena titulacion. Con esa dilucion se

obtuvé un buen titulo; ya que detectdé hasta 5 ng de la proteina recombinate, por su
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parte el suero preinmune (SPI) no da sefial de reconocimiento con las mismas
concentraciones (figura 26A). A los 29 dias después de la primera inmunizacion se
recuperé el suero de los conejos, se purificé por cromatografia de afinidad utilizando
como antigeno la proteina de fusién unida a la resina glutation sefarosa, se obtuvieron
12 fracciones, de las cuales las dos primeras aun presentaban proteinas
contaminantes y a partir de la cuarta fraccion se logré recuperar el anticuerpo puro,
este aparece como una banda a la altura de 50 KDa correspondientes a las
inmunoglobulinas G (IgG) (figura 26B)

A Kg GST-nCBP

1 0.5 0.2 0.005

antincep12500 W 40 @ @

SP11:1000

Elucion 1 Elucion 2 Elucion 3 Elucion 4
PM Suero F1 F2 F3 F4 F5 F6 E7 ‘F8 F9 F10 F11 F12

> IgG
50KDa— ' <€ anti nCBP

25KDa—

Figura 26. Purificacion del anticuerpo policlonal anti nCBP. A. Dot blot con diferentes
concentraciones de la proteina recombinate, la dilucién de 1:2500 detecta hasta 5 ng de la
proteina recombinante. SPI (suero preinmune). B. Fracciones del anticuerpo anti nCBP
separadas por SDS-PAGE vy tefiidas con azul de Coomassie, a partir de la fraccidén 4 y hasta la
9 se aprecian la IgG anti nCBP. Para eluir el anticuerpo se utilizaron 4 soluciénes diferentes
(Elucién 1-4), ver metodologia apartado 6.11.3.

Una vez purificado el anticuerpo se probd su especificidad mediante Western blot de
extractos protéicos de plantulas de 16 dias y en contra de la proteina recombinante
GST-nCBP, nCBP, GST-elF4E y GST, estas dos ultimas como controles de que no
haya entrecruzamiento con otro factor de inicio de la traduccién y con una posible
contaminacion de GST al momento de inmunizar al conejo (figura 27). Este anticuerpo

se utilizara en futuros ensayos de inmunoprecipitacién proteina-RNA (RIP).
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Figura 27. Anticuerpo policlonal anti nCBP. A. El anticuerpo purificado se utilizé en Western
blot a una concentracion de 1 pug/ml en extractos protéicos de plantulas WT y ncbp-1 (30 ug), y
las proteinas recombinantes GST-nCBP y nCBP (25 ug), el panel inferior muestra a la proteina
Rubisco de los extractos protéicos de plantulas como control de carga. B. Para verificar que no
haya reconocimiento inespecifico el anticuerpo se probdé contra elF4E y GST, el panel inferior
muestra la proteina recombinante como control de carga.

7.5. Inmunoprecipitacion de la proteina nCBP.

Para estandarizar la técnica de inmunoprecipitacion, se utilizaron los
anticuerpos anti elF(iso)4E, anti elF4E y anti nCBP donados por K.S. Browning. Los
resultados indicaron que los anticuerpos anti elF(iso)dE y anti elF4E solo
inmunoprecipitan a las respectivas proteinas y a la IgG de 50 kDa (figura 28A), por lo
gue podria ser utilizado para ensayos RIP. Sin embargo, el anticuerpo anti nCBP no
seria adecuado para este tipo de ensayos; ya que al hacer la inmunoprecipitacién se
observé que este anticuerpo reconoce la subunidad menor de las IgGs (22 kDa)
enmascarando a nCBP que tiene un peso similar de 25 KDa (figura 28B) y resultando

en sefal positiva alin en la muestra de suero pre-inmune (SPI).

55



IP

PM SPI__elF{iso}4E INPUT

>0 KDa— ~ Ig6 IP

23 KDa— G @ | clf(iso)E PM nCBP  elF(iso]E  SPI

50 KDa— .’ - |
P 23 KDa— . elF{iso)4E

PM SPI elFAE INPUT

25k0a— S IgG
50KDa—] W ~ IgG ’ e =

26 KDa— - elFAE

Figura 28. Ensayos de inmunoprecipitacién. A. Se probaron dos anticuerpos para la
estandarizacion de los ensayos de inmunoprecipitacion, En el panel superior el anticuerpo anti
elF(iso)4E y en el inferior el anticuerpo anti elF4E. B. El anticuerpo anti nCBP donado por K. S.
Browning no es funcional para los ensayos RIP; ya que reconoce a la subunidad menor de las
IgGs (IgGsm). IP, inmunoprecipitacion. SPI, suero preinmune.

Dado que durante el desarrollo de este trabajo, no se cont6é con anticuerpo para nCBP
atil para ensayos de RIP, y no fue hasta recientemente que obtuvimos un nuevo
anticuerpo anti nCBP generado durante el proyecto (vease el apartado 7.4), se

propone su uso en el futuro para los ensayos RIP.
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8. DISCUSION.

8.1. La proteina nCBP recombinante es funcional.

Usualmente por medio de ingenieria genética las proteinas son
sobreexpresadas en E. coli como proteinas de fusion, comunmente unidas
covalentemente a una etiqgueta como la glutation S-transferasa (GST) (Smith y
Johnson, 1998), cola de histidinas (Hise tag) (Pryor y Leiting, 1997), proteina de union
a maltosa (MBP) (Kapust y Waugh, 1999), tioredoxina (LaVallie et al., 1993) o proteina
pequefia parecida a ubiquitina modificada (SUMO) (Butt et al., 2005). Estos sistemas
de fusion pretenden incrementar la solubilidad de las proteinas de interés con un solo
paso de purificacion eficiente, excepto las que llevan Hisg tag. Sin embargo, muchas
proteinas recombinantes, especificamente aquellas de origen eucarionte, se agregan
en cuerpos de inclusiéon (Frangioni y Neel, 1993; Tao et al., 2010). En el presente
trabajo se obtuvo una proteina de fusibn GST-nCBP que se agrega en cuerpos de
inclusioén, y con un método rapido, simple y eficiente (ver metodologia 6.7.1), logramos
solubilizar a la proteina GST-nCBP (figura 21B) con una buena eficiencia de unién a la
resina glutation sefarosa. Por otra parte, nCBP es un miembro de los factores del inicio
de la traduccién, y es una proteina de union al 5Cap. La proteina GST-nCBP
purificada por este método demostré mantener su funcionalidad; ya que es capaz de

unirse al ‘'mGTP como proteina de fusién (GST-nCBP) y sola (hCBP) (figura 23).

8.2. nCBP es capaz de formar complejos protéicos.

Uno de los logros de nuestro estudio fue demostrar por primera vez que el
factor de inicio de la traduccion nCBP es capaz de formar complejos protéicos en la
planta A. thaliana. Los resultados obtenidos por el analisis proteémico de los
complejos formado mediante ensayos de “pull down” son de gran interés, ya que las
proteinas identificadas parecen estar involucradas en procesos de respuesta a estrés

y no en la formacién del complejo de inicio de la traduccién (figura 29).

Es imporante recalcar que los extractos protéicos utilizados fueron del total de la
plantula y por lo tanto esto involucra diferentes complejos de unién a 5Cap
dependiendo del tipo y ciclo celular en el que se encuentren. Se ha reportado que
NCBP solo es detectada en complejos de unién a 5Cap en tejidos de activo
crecimiento como meristemos, hojas nacientes y cultivos celulares en proliferacion
(hasta los 4 dias), pero no es detectable en extractos protéicos totales de los mismos
tejidos (Bush et al., 2009), indicando que la mayoria o el total de la proteina esta

participando en reconocimiento del 5’Cap.
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Cuando agregamos la proteina nCBP recombinate a extractos totales de la plantula
mutantes para nCBP, muy posiblemente los complejos nativos de unién a 5’Cap que
formaria ya estan siendo remplazados por alguno de los otros dos factores (elF4E o
elF(iso)4E), ya que se ha demostrado que estos factores pueden ser parcialmente
redundantes en su funcién (Duprat et al.,, 2002 y Combe et al., 2005). Por lo que la
union del resto de los factores de inicio de la traduccién (elF4A, elF4G o elF(is0)4G) a
NCBP pudiese ser minima o nula, de tal manera que no fue posible detectarlos.
Ademas, no se sabe si nCBP participa en la traduccion in vivo. La interaccion entre
nCBP y proteinas diferentes a los factores de inicio de la traduccién sugiere que esta
proteina puede participar en algun otro proceso del metabolismo de RNA, como
exportacion del nucleo, localizacion en granulos citoplasmaticos e incluso inhibicién

traduccional.

Lo antes descrito es apoyado por estudios que han demostrado que los complejos de
unién a 5’Cap son dinamicos dependiendo del tipo y ciclo celular. Cuando se hicieron
andlisis de estas proteinas en la planta se encontro que los factores elF4A vy
elF(iso)4E son los mejor expresados en meristemos y hojas nacientes, medianas y
desarrolladas. Sin embargo, el factor elF4E solo se encuentra en baja expresién en
meristemos y una mayor expresion en hojas nacientes, el factor elF4G solo se expresa
en hojas nacientes y los factores elF(is0)4G y nCBP no son detectados. Al hacer el
mismo andlisis por la captura de los complejos con ‘mGTP, el factor elF4A y elF4G no
son detectados, el factor elF4E es detectado en todos los tejidos, el factor elF(iso)4E
es detectado en meristemos, hojas nacientes y en hojas medianas pero muy poco en
hojas desarrolladas, finalmente, el factor elF(is0)4G y nCBP son detectados en
meristemos y va disminuyendo su expresién en hojas nacientes y medianas, hasta
desaparecer en hojas desarrolladas (Bush et al., 2009). Este hecho sugiere que tal vez
las proteinas de unién a 5’Cap recluten ciertas proteinas dependiendo de la etapa de
crecimiento, y por lo tanto su funciébn sea diferente a la candnica segun las
necesidades de la planta. Por otra parte, de manera natural nCBP podria estar
llevando a cabo otras funciones independienes de su uniéon a 5'Cap en tejidos poco
proliferativos, como se ha propuesto para el factor elF4A el cual bajo ciertas
condiciones de crecimiento no aparece en los complejos de union a 5’Cap (Bush et al.,
2009).

8.2.1. Proteinas de respuesta a estrés.
Entre las proteinas identificadas que interaccionan con nCBP se encuentran

dos lectinas relacionadas a jacalinas (JALS), la proteina de unién a PYK10 (PBP1)/JAL
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30 PBP1/JAL30 y JAL31. Las jacalinas son una familia de proteinas pertenecientes al
grupo de las lectinas (Sastry et al., 1986) que reconocen y se unen especificamente a
carbohidratos libres o unidos a proteinas y lipidos. En plantas las JALs se dividen en
dos subfamilias segin su estructura y especificidad de reconocimiento de
carbohidratos: Las JALs especificas a galactosa (GJRLS) localizadas en vacuola y las
JALs especificas a manosa (MJRLS) localizadas en citoplasma y nucleo (Peumans et
al., 2000; Van Damme et al., 2008; Lannoo y Van Damme, 2010). PBP1/JAL30 y
JAL31 pertenecen a la subfamilia de las MJRLSs.

Estrés
Proteina de resistencia a enfermedades
Cisteina proteasa RD21a

Proteina de choque térmico 81-2
Proteina de choque térmico 81-3
Lectina 30 relacionada a jacalina
Lectina 31 relacionada a jacalina

Citoesqueleto
Tubulina alfa subunidad 3/5
Tubulina alfa subunidad 2/4

Tubulina alfa subunidad 6

Otras funciones
Proteina con repeticiones ankirin

Figura 29. Clasificacién de las proteinas que interaccionan con nCBP. La mayoria de las
proteinas se clasifican como proteinas de respuesta a enfermedades.

NnCBP podria estar interaccionando con PBP1/JAL30 y JAL31 en el citoplasma,
estando implicada en la regulacion de la actividad de las JALs para formar cuerpos
parecidos a vesiculas derivados del reticulo endoplasmatico (ER) llamados “cuerpos
del reticulo endoplasmatico” (figura 30) (Gunning, 1998; Hayashi et al, 2001; Hawes,
2001; Ahn et al., 2010). En A. thaliana estos cuerpos se acumulan en plantulas y
raices y se inducen en hojas dafiadas, sugiriendo que son componentes del sistema
de defensa (Hayashi et al, 2001). Estudios bioquimicos han demostrado que
PBP1/JAL30 y JAL31 tienen papeles antagonicos; ya que en plantas mutantes nulas
para jal23 y jal31 los cuerpos disminuyen de tamafo. A estas JALs se les denominé

polimerizadoras; ya que cuando no estan presentes, los agregados no se pueden
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formar. Contrariamente, en las mutantes nulas pbpl/jal30 y jal22 los agregados
aumentan de tamafio. A estas otras JALs se les denomino inhibitorias, sugiriendo que
cuando estan presentes inhiben la formacion de estos agregados (Nagano et al.,
2008). Interesantemente nuestros resultados indican que nCBP interacciona con una
JAL de tipo inhibidora (PBP1/JAL30) y otra de tipo polimerizadora (JAL31)
probablemente resultando en un equilibrio para la formaciéon de granulos regulada por
estas proteinas. Una posible hipotesis seria que de manera natural nCBP esta
interaccionando con ambas JALs, al presentarse algun dafio celular nCBP ayuda a
que JAL 31 pase a formar parte de los cuerpos del reticulo maduros para activar
algunas B-clucosidasas y comience la defensa de la célula, y cuando el dafio es
minimizado ayude al recambio de JAL31 por PBP1/JAL30 y entonces se inhiba la

formacion de mas agregados.

GFP-DCP1

Figura 30. Comparacién de los diferentes granulos citoplasmaticos descritos en plantas.
Los granulos de estrés (SGs) contienen proteinas del complejo de inicio de la traduccién 48S y
chaperonas de RNA, como UBP1; los cuerpos de procesamiento (PBs) contienen proteinas de
la maquinaria de degradacion de RNA, como DCP1 y los cuerpos del reticulo endoplasmatico
(ERBs) contienen algunas proteinas con la secuencia de retencién de reticulo (HDEL). Se
muestra la localizacién de la proteina nCBP-GFP, la cual alin no se sabe qué tipo de granulo
citoplasmatico podria estar formando. Los SGs y PBs son en protoplastos del meséfilo de
tabaco, los ERBs de células epidermales de A.thaliana y la imagen de nCBP en protoplastos de
A. thaliana. La escala para todas las imagenes es de 10 ym. Tomado y modificado de Hayashi
et al., 2001; Weber et al., 2008; y De la Torre, 2009.

Nuestros resultados indican que nCBP también interactla con la cisteina proteasa de
respuesta a desecaciéon 2la (RD2la), RD21a es un miembro de la familia de las
cisteina proteasas parecidas a papaina (PLCPs) (Koizumi et al., 1993; van der Hoorn
et al., 2004; Kaschani et al., 2010, Bozkurt et al., 2011; Shindo et al., 2012). En plantas
las PLCPs son enzimas muy estables implicadas en la percepcion de patdgenos,
sefiales de resistencia a enfermedades, defensa en contra de insectos y hongos,
senescencia, muerte celular programada, maduracién del fruto y acumulacién de

proteinas en semillas y tubérculos (van der Hoorn, 2008; Martinez et al., 2012).

RD21a se sintetiza como un gran precursor de 51 KDa (tabla 1) que se acumula en

cuerpos del reticulo, posteriormente pasa a vacuolas en donde se presenta como
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intermediario y finalmente madura a una proteina de 26 KDa. En plantulas de A.
thaliana estresadas, los cuerpos del reticulo que contienen a RD21a se fusionan unos
con otros y eventualmente con vacuolas, liberando su contenido en el interior de la
vacuola, en donde RD21a madura (Hayashi et al, 2001). Se descarta la posibilidad de
gue la interaccion entre NnCBP y RD21a sea en cuerpos del reticulo; ya que la proteina
RD21a que interacciona con nCBP es de un peso aproximado de 26 KDa (figura 25)
(RD21a madura) que se localiza en vacuolas (Hayashi et al., 2001; Carter et al., 2004;
Ondzighi et al., 2008), apoplasto (Charmont et al., 2005) o lisosomas (Richau et al.,
2012). Estos resultados nos permiten especular que nCBP se podria estar uniendo a
RD21a durante su proceso final de maduracion en los cuerpos del reticulo, que estan
siendo fusionados con vacuolas o entre si mismos. Por otra parte, los granulos de
NnCBP-GFP vistos en protoplastos de A. thaliana por De la Torre, 2009 (figura 30)
podrian corresponder a alguno de estos eventos de fusion. Finalmente, el complejo
formado por nCBP con RD21la podria estar participando en procesos de desarrollo
como se propone para algunos ortélogos en trigo (Shiy Xu, 2009) o en procesos aun

desconocidos en plantulas, y no necesariamente en respuesta a estrés.

Otro grupo de proteinas que responden a estrés son las proteinas de choque térmico
(HSPs). En eucariontes estas proteinas estan agrupadas en familias segin su peso
molecular: HSP100, 90, 70, 60 y las HSPs de bajo peso molecular (Milioni y
Hatzopolus, 1997; Finka et al., 2011). En el presente trabajo se encontré que nCBP
interacciona con HSP81.2 y HSP81.3 (tabla 1) pertenecientes a la familia de las
HSP90s. Su funcioén es ayudar al plegamiento de proteinas “clientes” manteniendo la
integridad estructural y funcional de dichas proteinas. Se han reportado mas de 200
proteinas “clientes” que abarcan un amplio rango de procesos bioldgicos, por lo que se
piensa que las HSP90s son encargadas de la homeostasis protéica (Buchner et al.,
1999; Momose et al., 2002; Queitsch et al., 2002; Te et al., 2007; Lotz et al., 2008;
Toogun et al., 2008; Wandinger et al., 2008; Picard, D. HSP90 interactors.
http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf; Cha et al., 2009; Mittelman et
al., 2010; Specchia et al., 2010; Taipale et al., 2010; Hartson y Matts, 2012; Li et al.,
2012; Wu et al., 2012); ya que la inhibiciébn de HSP90 resulta en la degradacion via

proteosoma de sus proteinas “clientes” culminando en muerte celular. (Lotz et al.,
2008; Zhao et al., 2008; Tsaytler et al., 2009).

En A. thaliana HSP81.2 Y HSP81.3 son proteinas con un peso molecular de 81 KDa
con localizacion citoplasmética y nuclear (Milioni y Hatzopolus, 1997; Krishna y Gloor,

2001). nCBP podria estar colaborando con HSP81.2 y HSP81.3 en diversos procesos
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biolégicos esenciales para la planta o incluso nCBP podria ser una proteina “cliente”.
No se descarta la posibilidad de que HSP90s puedan ser parte de algiun granulo
citoplasméatico aun desconocido en donde estabiliza a nCBP, RD21a y las JALs 30 y
31. Estas conjeturas son apoyadas por estudios que indican que las HSP90s
citoplasméticas modulan la resistencia de A. thaliana a insectos, virus y herbivoria
mediante la estabilizacion y funcionalizacion de proteinas de resistencia a
enfermedades (Takahashi et al., 1992; Hubert et al., 2003; Sangster et al., 2007),
durante el desarrollo (Koning et al., 1992; Marrs et al., 1993; Reddy et al., 1998), en
respuesta al frio (Krishna et al., 1995) y al tratamiento con brasinoesteroides (Wilen et
al., 1995; Dhaubhadel et al., 1999).

Otros estudios con mutantes nulas, tratamientos con inhibidores y RNAs de
interferencia para HSP90s han revelado que la represion de las proteinas
citoplasmaticas HSP 81.1, 81.2, 81.3 y 81.4 produce variaciones en la morfologia de
las hojas y tallos, asi como retraso en el tiempo de floracion, sin impactar la viabilidad
de la planta, (Queitsch et al., 2002; Sangster et al., 2007; Sangster et al., 2008). Por lo
tanto, las HSP90s citoplasmaticas son reguladoras de la respuesta de la planta al
medio ambiente y esenciales para el establecimiento de la morfologia durante el
desarrollo. No obstante, estas generalizaciones no dependen de la funcién de una sola
HSP90 si no de la funcién de todas las HSP90 citoplasmaticas en conjunto (Sangster
et al., 2007; 2008). El hecho de que las HSP90s participen en el proceso de floracién
(Sangster et al., 2007), como también se observé para nCBP, sugiere que algunos
complejos ribonucleoprotéicos (RNPs) o multiprotéicos que involucran ambos tipos de

proteinas podrian participan en la induccion de la floracion.

Ademas, en animales también se ha demostrado que HSP90 juega un papel muy
importante en la formacién de PBs y SGs y es requerida para la localizacién de elF4E
a estos granulos (Suzuki et al.,, 2009; Matsumoto et al., 2011), por lo que no se
descarta la posibilidad de que nCBP podria estar cumpliendo con la misma funcién en

plantas.

Otra proteina de respuesta a estrés que interacciona con nCBP es una proteina de
resistencia a enfermedades (R). Las proteinas R se dividen en dos clases: aquellas
proteinas que contienen un dominio de repeticiones ricas en leucina (LRRS)
extracitoplasmatico y las que contienen un LRRs citoplasmatico, también llamadas
proteinas con repeticiones ricas en leucina con dominio de unién a nucleétido (NB-

LRRs). Todas estas proteinas estan involucradas en las interacciones especificas
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proteina-proteina (Jones y Jones, 1997; McHale et al., 2006; Liu et al., 2007; Tameling
y Joosten, 2007; Rafigi et al., 2009). En células sanas las NB-LRRs existen de forma
inactiva asociadas a complejos de proteinas chaperonas, entre ellas las HSP90s, que
ayudan a las NB-LRRs a su buen plegamiento y estabilidad, asi como al
reconocimiento intermolecular y cambios conformacionales que sufren en su estados
activo e inactivo (Hubert et al., 2003; Liu et al., 2004; Schulze-Lefert, 2004; Azevedo et
al., 2006; Boter et al., 2007).

Nuestros resultados arrojan que la proteina R que interacciona con nCBP
(AT2G15320) pertenece a las NB-LRRs. En plantas las NB-LRRs tienen un importante
papel en el reconocimiento de las proteinas de avirulencia (Avr) e inicio de la
sefializacion de defensa (Kobe y Kajava, 2001; McHale et al., 2006; Liu et al., 2007;
Tameling y Joosten, 2007; Moffett, 2009; Rafigi et al., 2009). Las NB-LRRs ademas de
estar involucradas en la sefializacion inducida por patdgenos, también pueden tener
funciones en procesos celulares como tolerancia a drogas, desarrollo vy
fotomorfogénesis, las cuales son independientes o indirectamente relacionados con la

respuesta inmune (Tameling y Joosten, 2007).

Los ensayos de “Pull down” realizados en este trabajo no permiten discernir si nCBP
puede interactuar directamente con la NB-LRR (AT2G15320) o indirectamente a través
de una HSP9O0 citoplasmatica (Belkhadir et al., 2004). Sin embargo, dada la regulacion
de la actividad de las NB-LRRs por chaperonas y su propia funcionalidad en complejos
con otras proteinas, se puede hipotetizar que nCBP es parte de la formacién de
agregados protéicos en ciertos granulos citoplasmaticos en A. thaliana que contienen
proteinas como JAL 30 y JAL31, RD2lay a la proteina NB-LRR (AT2G15320). Estos
granulos podrian ser estabilizados por HSP81.2 y HSP81.3 y transportados por
microttbulos (figura 31). La remodelacién y composicion de dichos granulos podria

depender de la condicibn medioambiental o de la etapa del desarrollo de la planta.

8.2.2. Proteinas del citoesqueleto.

Otras proteinas que interaccionan con nCBP son a-tubulinas (a-tubulina (TUAs
1-6), excepto la 5). Al igual que elF4E (Ferrero et al.,, 2012), nCBP podria estar
formando granulos citoplasmaticos que impliquen una reorganizaciéon del
citoesqueleto, en donde estos granulos pueden estar participando en respuesta a
estrés o en funciones del desarrollo morfolégico. Esto es apoyado por estudios en
donde se a demostrado que los microtibulos estan involucrados en el desarrollo

morfolégico y respuesta a patdgenos y estrés en plantas, ya sea por su funcién
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intrinseca o por el transporte de complejos de proteinas involucradas en dichos
eventos. Por lo que no es inesperado encontrar proteinas del citoesqueleto asociadas
a complejos grandes de proteinas o ribonucleoproteinas, ya que es la manera en la
gue la célula va a lograr su localizacién precisa en el sitio donde se requiere su funcién
(Ueda et al., 1999; Bao et al., 2001; Marcus et al., 2001; Wang y Nick, 2001; Komis et
al., 2002; Thitamadee et al., 2002; Takemoto et al., 2003; Abe et al., 2004 y 2005; L
et al., 2007 y Hardham et al., 2008).

RD21a / Proteina ANK

HSP 81.2y .3

Figura 31. Posibles interacciones de nCBP. Dadas las caracteristicas de las proteinas
encontradas en este trabajo, nCBP podria estar interactuando directa o indirectamente con
ellas para la formacién de algun tipo granulos citoplasmaticos o un complejo de transporte
vesicular.

8.2.3. Proteinas con funcién desconocida.

nCBP tambien interacciona con una proteina con repeticiones ankirin (ANK),
AT5G60070, en A. thaliana esta proteina es parte de una familia de proteinas
transmembranales (AtANKTMs). En general las AtANKTMs se expresan en los
diferentes 6rganos (raices, hojas, flores, meristemos, hojas caulinares y silicuas y en
tres estadios del desarrollo). Sin embargo el transcrito de At5g60070 no se ha logrado
detectar en ninguno de los tejidos antes mencionados y a diferencia de la mayoria, no
se tiene informacion del patrén de expresion del transcrito en condiciones de estrés
(Becerra et al., 2004).

Algunas AtANKTMs son ampliamente expresadas, pudiendo tener una funcion general
o pleiotropica, mientras que otros como At5g60070 tienen una expresion mas
restringida y por lo tanto podrian tener una funcién mas especifica durante ciertos

estadios del desarrollo de la planta (Becerra et al., 2004). En este trabajo se encontrd
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a AT5G60070 en plantulas de 16 dias por lo que esta podria participar en el desarrollo
temprano de A. thaliana. Aunque no podemos saber qué funcién pudiera tener en el
complejo de proteinas que forma nCBP, muy probablemente este cumpliendo una
funcién de proteina andamio (figura 31), ya que, en eucariontes estas proteinas son
encontradas en el nucleo, citoplasma, membrana celular, mitocondria y medio
extracelular, actuando como andamios para interacciones entre proteinas que cumplen
diversas funciones en procesos de regulaciéon del ciclo celular y respuesta al ambiente
(Michael y Bennett, 1992; Sedgwick y Smerdon, 1999; Bennett y Chen, 2001; Mosavi
et al., 2004). Sin embargo, en plantas, pocas proteinas con repeticiones ANK han sido
caracterizadas (Zhang et al., 1992; Cao et al., 1997; Albert et al., 1999; Zimmermann y
Sentenac, 1999; Jonas-Straube et al., 2001; Yan et al., 2002; Chinchilla et al., 2003;
Kuhlmann et al., 2003) y su localizacion aun no es del todo clara. Por lo que es de

gran interes seguir a esta proteina y su posible funcion en A. thaliana.

Finalmente, acorde a la busqueda bibliografica descrita, los resultados obtenidos en
este trabajo son dificiles de interpretar. Al ser nCBP una proteina de union a 5'Cap, se
esperaba que esta participara en la formacién de complejos de tipo RNPs, donde al
menos algunas de las proteinas interactoras serian proteinas de union a RNA o
factores de traduccion. Sin embargo, entre las proteinas identificadas no aparecen
factores de traduccion o proteinas relacionadas con el metabolismo de RNA y la
formacion de SGs y PBs (Ferrero et al., 2012). Los granulos observados por De la
Torre (2009) se asemejan a SGs mas que a PBs o cuerpos del reticulo (figura 30), sin
embargo, definitivamente se requiere determinar su naturaleza mediante marcadores
especificos. La presencia o morfologia de estos granulos irregulares y grandes
formados por nCBP podrian ser artefactos debido a la sobreexpresiéon de nCBP o la
misma generacién de los protoplastos que implica un estrés para las células. Por
ejemplo, en células de mamiferos, la sobreexpresion de componentes de PBs crean
PBs de tamafio y morfologia anormal (Kedersha y Anderson, 2007). Por otra parte, la
localizacién observada también podria pertenecer a una mezcla de los granulos RNPs
ya descritos, por lo que estudios mas finos de localizacién para nCBP son necesarios
para el entendimiento completo de su funcibn y de esta manera, tomando los
antecedentes antes descritos y nuestros datos, podremos obtener mayor conocimiento
del interactoma de nCBP para finalmente lograr un mayor entendimiento de la biologia

de esta proteina.
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9. CONCLUSIONES.

% La proteina de fusion GST-nCBP generada en este trabajo es funcional; ya que
es capaz de unirse al ‘mGTP.

& nCBP participa en la formacién de complejos protéicos, al parecer involucados
en la respuesta a estrés; ya que las proteinas identificadas se categorizan

como de respuesta a estrés.

% Los anticuerpos policlonales anti-nCBP obtenidos en el laboratorio reconocen a
la proteina nCBP endbégena, por lo tanto pueden ser utilizados para

experimentos de inmunodeteccién e inmunoprecipitacion.

% Este es el primer trabajo que demuestra que la proteina de inicio de la
traduccién, nCBP, es capaz de formar complejos protéicos en la planta A.

thaliana.
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10. PERSPECTIVAS.

« Utilizar los anticuerpos policlonales contra nCBP generados en este trabajo en
ensayos RIP en A. thaliana.

# Identificar los RNAm que puedan estar siendo reconocidos especificamente por
nCBP in vivo.

% Corroborar las interaccibnes observadas mediante otros métodos, como por

ejemplo co-inmunoprecipitacion.

& Hacer pruebas de colocalizacion de la proteina nCBP con marcadores de

diferentes granulos cioplasmaticos que han sido descritos hasta este momento.

& Hecer estudios de respuesta a estrés y analizar la dinamica de expresion de

NnCBP y las proteinas que se unen a ella.
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11. APENDICES.

A. SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO.
Azul de Commassie

Sulfato de amonio 8%
Acido fosfdrico 2%
Azul de commassie 0.1%
Metanol 20%

Medio LB pH 7.0

Bactotriptona 10 g/L
Extracto de levadura 5 g/L
NacCl 5¢g/L

Si el medio es solido  10g/L
Esterilizar por autoclave

PBT

PBS 1X
Tween 20 0.1%

Soluciéon 'mGTP

HEPES pH 7.6 20 mM
Glicerol 10%
KCI 100 mM
EDTA 0.2 mM
DTT 0.5 mM
PMSF 10 mM

Inhibidores de proteasas (Complete™ libre de EDTA) 1 mM
Agregar el DTT, PMSF e inhibidores de proteasas al momento de usarse.

Soluciéon ‘'mGTP B

Soluciéon ‘mGTP
PMSF 2 mM
DTT 0.5 mM

Soluciéon 'mGTP C

Soluciéon ‘mGTP

PMSF 2mM
DTT 0.5mM
GTP 100 pM (stock 50 mg/ml)
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Solucion 'mGTP D

Soluciéon ‘mGTP
PMSF

DTT

'mGTP

Solucion 'mGTP E

Solucion ‘mGTP
PMSF

DTT

KCI

Solucién BRM 3X

SDS

Glicerol

Tris pH 6.8

Azul de bromofenol
B—mercaptoetanol

Solucién de CaCl,

Ca.Clz
Glicerol
PIPES pH 7.0

2mM
0.5 mM
200 puM (stock 20 mM)

2 mM
0.5 mM
05M

2%

10%

60 mM

0.001%
100 mM

60 mM
15%
10 mM

Esterilizar por autoclave

Solucién de corrida pH 8.3 10X

Tris base
Glicina
SDS

250 mM
25M
1%

Solucién de extraccion 5X

Tis-HCI pH 8.1
NaCl
EDTA

Agregar 1mM de DTT al momento de usarse 1X

Solucién de fosfatos salino (PBS) pH 7.4 10X

NacCl

KCI

Na,HPO, 7H,0O
NaH,PO4H,O

120 mM
400 mM
5mM

137 mM
2.7mM
10 mM

2 mM
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Solucién de lisis PLB.

KCI 100 mM
MgCl, 5mM
HEPES pH 7 10 mM
NP-40 (Igepal) 0.5%
DTT 1mM

In hibidor de proteasas (Complete™ libre de EDTA) 25 pl ml™
Agregar el DTT y Complete al momento de usarse.

Soluciones para tincién de plata.

Solucién A

Nitrato de plata 08¢

Agua 4 ml
Solucién B

NaOH 21 ml al 0.36%
Hidréxido de amonio 1.4 ml

Solucién de tincion.
Agregar por goteo la solucién A en la solucién B, si la solucién queda turbia, agregar

hidroxido de amonio hasta que quede transparente y aforar a 100ml

Solucién de revelado.

Citrato de sodio 1mll1%
Formaldehido 0.1 mlal 37%
Aforar con agua a 100ml.

Solucién de transferencia 1X

Solucién de corrida 1X 10%
Metanol 20%
Agua destilada 70%
TBE 5X pH 8.0

Tris-HCI 450 mM
Acido borico 450 mM

EDTA 20 mM



TGEM 0.1

Tris-HCl pH 7.9 20 mM
Glicerol 20 %
EDTA 1mM
MgCl, 5mM
Nonidet P-40 (Igepal) 0.1%
NaCl 100 mM
DTT 1 mM
PMSF 0.2 mM

Complete libre de EDTA 1 mM

TGEM 1.0

Tris-HCl pH 7.9 20 mM
Glicerol 20 %
EDTA 1 mM
MgCl, 5mM
NP-40 (Igepal) 0.1%
NaCl 1M
DTT 1 mM
PMSF 0.2 mM

Complete libre de EDTA 1 mM

TGMC 0.1

Tris-HCl pH 7.9 20 mM
Glicerol 20 %
MgCl, 5 mM
CaCl, 5 mM
NP-40 (Igepal) 0.1%
NacCl 100 mM
DTT 1 mM
PMSF 0.2 mM

Complete libre de EDTA 1 mM
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B. MAPA DE VECTORES.

Xmnl 2009
7l 1 start
Scal 1890 \Nael 2707 Apal 14
, Aatll 20
f1 ori Sph 26
BstZl | 31
Necol 37
Amp" EIStIZ| 43
pGEM®-TEasy  facZ soni | as
Vector I EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
MNotl 77
BstZ| 77
. Pstl 88
ori Sall 90
Ndel a7
Sacl 109
BstXl |[118 &
Nsil 127 g
1 141 %
SPe =

Mapa del pGEM®-T Easy Vector (No. de catalogo A1360) Promega Corporation. Para

mayores detalles consultar el manual técnico.

PGEX-4T-2
Thrombin

|Leu Val Pro Arg¢GIy Ser|Pro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGTIGGA TCCJCCA GlGA ATT JCICC GGlG l'I"CG AJCIT CGAIGICG GCC GCA TCG TGA

BamHiI EcoRl 'Sall o Notl Stop codon

Smal

Tth1lll
Aatll

pSj10ABam75top?
Pstl

PGEX

~4000 bp

Narl

EcoRV AlwNI

BssHII

Apal
F pER322

Miul or

BstEll

Mapa del pGEX-4T-2 Vector (No. de catalogo 28-9545-50) GE Healthcare. Para

mayores detalles consultar el manual técnico.



C. TABLAS DE LAS PROTEINAS IDENTIFICADAS POR LC/MS/MS.
Listado del total de proteinas identificadas por LC/MS/MS. Las proteinas se presentan
segun aparecieron en la muestra del gel que se mando a secuenciar (A - D) y sus respectivos

controles (A-C - D-C). En negritas las proteinas seleccionadas como confiables.

Muestra A
Proteina Ppro<l | XC>10 No. de | No de acceso
peptidos NCBI
Lectinarelacionada a Jacalina 31 .009 10.2 2 15228199
Proteina de union a PYK10 .009 10.2 2 15228198
Lectina putativa .009 10.2 2 21594017
Glutation S-transferasa 11 .008 50.2 24 15218640
Glutation S-transferasa 1 .008 40.2 18 15218640
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa A .008 10.1 2 30688425
AC013430 7 F3F9.11 .007 40.2 7 8052534
Glutation S-transferasa TAU 20 .007 30.2 5 15218311
Glutation S-transferasa putativa inducible por .007 20.1 3 21592638
2,4-D
Glutation S-transferasa ERD13 .007 10.3 2 15224582
S-formilglutatién hidrélasa .007 10.2 2 15227376
Esterasa D putativa .007 10.2 2 21593226
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa B .006 10.1 2 15217555
Glutation S-transferasa PM24 .006 50.2 35 15235401
Glutation S-transferasa 16 .006 30.2 26 15227063
T14P8.11 .006 30.2 21 319395
Cisteina proteasa RD21a .006 18.1 4 18401614
Cisteina proteasa RD21A .006 18.1 4 62320725
ATP sintasa subunidad gama 1 .006 20.2 6 18412632
AT4G04640 .006 10.2 4 222424965
Factor de elonfacion Tu .006 10.2 2 15237059
Proteina con repeticiones ankirin .004 14.2 6 15238604
Muestra A control
Glutation S-transferasa PM24 .005 10.1 1 15235401
Glutation S-transferasa 16 .005 10.1 1 15227063
Atpm24.1 Glutation S-transferasa .005 10.1 1 21555418
Proteina RING finger .005 10.1 6 42562365
Proteina superroot 1 .004 6.1 1 15225387
Proteina desconocida .004 16.1 2 20268715
Proteina con repeticiones armadillo parecida .004 16.1 2 186509834
a beta-catenina
Factor de elongacion Tu .009 10.2 1 15237059




Muestra B

Proteina Poo<l | XC>10 No. de | No de acceso
peptidos NCBI
Tublina alfa subunidad 3/5 .009 48.2 5 15241168
Tublina alfa subunidad 2/4 .009 40.2 4 15220329
Tublina alfa subunidad 6 .009 40.2 4 15233627
AF428406_1 AT4g14960/dI3520c .009 40.2 4 16226462
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa .008 80.3 14 7525041
subunidad mayor
Nueva proteina de unién a 5"Cap, nCBP .008 70.3 57 3108209
Factor de inicio de la traduccién elF4E .008 70.3 57 15238740
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa .006 70.2 12 139389650
subunidad mayor
Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa .006 60.2 11 1944432
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa .006 60.2 11 27752799
subunidad mayor
Factor de elongacion Tu .006 10.2 1 15237059
Precursor del factor de elongacién Tu de | .006 10.2 1 23397095
cloroplasto putativo
Subunidad mayor de Rubisco .006 20.1 2 2315136
ATP sintasa subunidad beta CF1 .005 10.1 1 7525040
ATP sintasa subunidad beta .005 10.1 1 73658412
Catalasa 3 .005 10.2 1 18394888
Proteina desconocida .005 10.2 1 21593072
Catalasa 3 .005 10.2 1 42571565
Proteina RING finger .004 10.1 1 42562365
Tubulina beta .004 10.1 1 15227559
Muestra B control
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa | .005 50.2 5 7525041
subunidad mayor
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa | .005 40.2 4 139389650
subunidad mayor
Proteina RING finger .005 10.1 7 42562365
Proteina desconocida .004 10.1 2 20268715
Proteina con repeticiones armadillo parecidaa | .004 10.1 2 186509834
beta-catenina
Ribulosa  bifosfato  carboxilasa/oxigenasa | .004 10.2 1 18405145
activasa
At2g39730/T517.3 .004 10.2 1 15450379
Fosfatasa 2C 24 putativa .004 8.2 1 15227078
Subunidad mayor de Rubisco .004 10.2 1 2315136
Proteina cinasa AGC dependiente de cCAMP y | .004 4.1 1 15235548
cGMP
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Muestra C

Proteina Poo<l | XC>10 No. de | No de acceso
peptidos NCBI
Ribulosa  bifosfato  carboxilasa/oxigenasa | .009 20.2 2 18405145
activasa
At2g39730/T517.3 .009 20.2 2 15450379
Nueva proteina de unién a 5" Cap, nCBP .007 50.3 28 3108209
Factor de inicio de la traduccién elF4E .007 50.3 28 15238740
Proteina de choque térmico 81-2 .006 12.2 3 15241115
Proteina de choque térmico 81-3 .006 12.2 3 15241113
Proteina de choque térmico 90 .006 12.2 3 24429604
AT5g56010/MDA7_5 .006 12.2 3 15215642
Proteina de choque térmico 81-2 (HSP81-2) .006 12.2 3 23397152
Proteina de choque térmico 81-1 .006 10.1 1 15237214
Chaperona molecular HtpG .006 10.1 1 15241102
Proteina de choque térmico de 81KDa .006 10.1 1 217855
Factor de elonfacion Tu .006 10.2 1 15237059
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa B .005 20.2 2 15217555
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa | .005 30.2 3 7525041
subunidad mayor
Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa .005 30.2 1944432
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa | .005 30.2 27752799
subunidad mayor parcial (cloroplasto)
Proteina con repeticiones ricas en leucina .004 12.2 15226087
Proteina de resistencia a enfermedades con | .004 8.2 4 21554189
repeticiones ricas en leucina
Muestra C control
Factor de elongaciéon Tu .008 10.2 1 15237059
Precursor del factor de elongacién Tu de | .008 10.2 1 23397095
cloroplasto putativo
Proteina ORF1 retroelemento Athila putativa .004 10.1 4 4388724
Proteina hipétetica .004 10.1 4587599
Proteina de union a DNA de la familia 1.0 10.1 1 30689305
HORMA
Proteina de union a FAD con dominio BBE 1.0 4.1 1 15217586
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Muestra D

Proteina Poo<l | XC>10 No. de | No de acceso
peptidos NCBI
Nueva proteina de unién a 5" Cap, nCBP .007 40.3 28 3108209
Factor de inicio de la traduccién elF4E .007 40.3 28 15238740
Factor de elongacion 1-alfa .004 20.2 2 15239308
AC026875 2 T6D22.2 .004 20.2 4 8778823
Atg07930/T6D22_3 .004 20.2 2 15081765
Ribulosa-1,5-bifosfato  carboxilasa/oxigenasa | .004 10.2 1 7525041
subunidad mayor
Subunidad mayor de Rubisco .004 10.2 1 2315136
Proteina de resistencia a enfermedades .004 26.2 9 21554189
con repeticiones ricas en leucina
Proteina con repeticiones ricas en leucina .004 20.2 10 15226087
H96762 Proteina hipétetica F6D5.1 .004 4.2 5 25406280
Proteina de la familia de factores de 1.0 8.1 79322310
transcripcion PLATZ
Peptidil-prolil isomerasa PASTICCINO1 1.0 10.2 1 18409970
Ologopeptidadsa B 1.0 8.1 1 18403046
Muestra D control
H96762 Proteina hipétetica F6D5.1 .005 12.2 3 25406280
Homocisteina metil-transferasa .004 10.1 1 15238686
Metionina sintasa independiente de cobalamin .004 10.1 1 47600741
At5g17920.MP17_60 .004 10.1 1 15982743
Proteina abundante de la embriogénesis | .004 8.1 1 15227781
tardia, grupo 6
Proteina de la familia de las helicasas 1.0 8.1 1 18390848
dependiente de ATP
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