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RESUMEN

—_— e—e—

El silenciamiento génico mediado por RNAs es un proceso conservado en practicamente todos los
eucariontes. En las plantas existen mecanismos de silenciamiento génico mediados por RNAs altamente
diversificados. Todas las vias de silenciamiento mediadas por RNAs necesitan de la participacion de
proteinas de la familia ARGONAUTA (AGO) para ser efectuadas. En Arabidopsis thaliana existen 10
miembros de la familia AGO, siendo el clado III (clado AGO4/6/8/9) el efector de la via de Metilacién del
DNA dependiente de DNA (RIDM por sus siglas en inglés), una via especializada en el silenciamiento a
nivel transcripcional de transposones y elementos repetidos en el genoma. AGO9 desempefia un papel
importante en la especificacion de la linea germinal en las angiospermas y su actividad representa un
punto de conexion entre procesos de regulacion epigenética y programas de desarrollo. Debido a lo
anterior, consideramos que es muy interesante determinar, desde una perspectiva evolutiva, su nivel de
conservacion en las embriofitas y estudiar su composicion molecular en Marchantia polymorpha, una
especie representante del clado basal del linaje de las embriofitas. En el presente estudio, empleamos
herramientas bioinformaticas que nos permitieron identificar al gen ortélogo de AGO9 de A. thaliana
en el genoma de M. polymorpha, MpAGO9. Asimismo, se determiné su estructura génica, se modeld
la estructura tridimensional de la proteina y se determiné la arquitectura de sus dominios. Nuestros
resultados muestran que existe un alto grado de conservacién en residuos esenciales determinantes
para la adecuada funcion de la proteina MpAGO9. Determinamos que MpAGO9 se expresa a niveles
comparables durante el desarrollo gametofitico de la planta, al igual que su ortélogo en A. thaliana. Por
otra parte, mediante ensayos tipo BiFC se probd si MpAGO9 es capaz de establecer interacciones in
vivo con una proteina interactora conocida (NRPE1). Los resultados no fueron los esperados debido a
propiedades intrinsecas de las proteinas evaluadas. Sin embargo, lo anterior no descarta el hecho de que
estas proteinas interaccionen como la evidencia bioinformatica indica. Finalmente, este estudio muestra
que AGO9 es un gen que se encuentra altamente conservado en todos los grupos de las plantas terrestres,
lo que sugiere que éste se origind en un momento previo a su divergencia. De la misma manera, es posible
que la funcién de este gen se encuentre conservada y debido a su papel en la regulaciéon epigenética
durante el desarrollo -como se ha observado en traqueofitas-, es probable que haya sido fundamental en

la evolucion de las plantas terrestres.
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1. Antecedentes historicos del silenciamiento mediado por RNAs pequeiios

El término interferencia por RNA (RNAi por el inglés RNA interference) comprende aquellos
fendmenos de regulaciéon génica en donde intervienen RNAs pequefios que generalmente conllevan al
silenciamiento, tanto a nivel transcripcional como a nivel post-transcripcional (Castel & Martienssen,
2013; Matzke & Mosher, 2014). El fenomeno de RNAi fue inicialmente descrito en plantas (Napoli et
al., 1990; van der Krol et al., 1990). Sin embargo, algunos afos después se encontrd que esta altamente

conservado en practicamente todos los eucariontes (Borges & Martienssen, 2015; Kim et al., 2009).

El primer reporte de un fenémeno similar al RNAI fue el de Napoli y Jorgensen en 1990. En
este estudio se pretendia conocer si la Chalcona Sintasa (CHS) era la enzima limitante en la biosintesis
de antocianinas, los pigmentos que dan la coloraciéon violeta a los pétalos de las petunias. El estudio
consistio en la introduccién de una copia adicional del gen de la CHS en petunias, los resultados fueron
completamente inesperados ya que ademas de flores sin pigmentacién, observaron flores con patrones
diversos de coloracidn en los pétalos. Posteriormente, al analizar los niveles del mRNA de la CHS en las
plantas transgénicas, observaron que habia una disminucién notable en los niveles de dicho mRNA en
comparacién con las plantas silvestres. Con base en estos datos, propusieron que la introduccién de una
copia adicional del gen CHS suprimia no solo la expresiéon del gen enddgeno sino también la del gen

introducido. Es decir, se co-suprimia la expresion del gen de ambas copias de CHS (Napoli et al., 1990).

En el afio de 1992, Romano y Macino reportaron un fenémeno similar en el hongo filamentoso
Neurospora crassa', en donde la introduccion del RNA homélogo al gen albino-1, que codifica una enzima
clave para la biosintesis de carotenoides, provocaba el silenciamiento de éste generando un fenotipo

albino (Romano & Macino, 1992). Para el aiio de 1995, este fendmeno se habia reportado en el nematodo

I Este fendmeno se nombré Quelling, cuya traduccion al espaiol es “detener (algo) utilizando la fuerza”
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dsRNA: RNA de doble
cadena.

DICER: Enzima
ribonucleasa que corta
precursores de dsRNA
en RNAs pequenos de
20-30nt.

ARGONAUTA:
Familia de proteinas
efectoras del
silenciamiento
mediado por RNAS
peqguenos que se unen
a RNAS pequenos a
traves de su dominio
PAZ y MID, en algunos
Casos presentan
actividad de corte
mediante su dominio
PIV/I.

Caenorhabditis elegans. En este estudio observaron que la introducciéon de RNA
sentido o antisentido al mensajero del gen par-1, provocaba su degradacion
(Guo & Kemphues, 1995). Este estudio fue clave para determinar la naturaleza
del RNA que producia el efecto de silenciamiento pues mostraron que tanto el
RNA sentido como el RNA antisentido al mRNA del gen par-1 tenian el mismo
efecto de silenciamiento (Guo & Kemphues, 1995). Con base en lo anterior, en
el afio de 1998 Fire y Mello elucidaron el papel del dsRNA en el silenciamiento y
lograron relacionar el fendmeno que observaron con lo que antes se habia descrito

en plantas (Co-supresion) y en hongos (Quelling) (Fire et al., 1998).

Lahipotesis inicial proponia que el dsSRNA se separaba yla hebra antisentido
formaba un duaplex con el mRNA con lo que se producia su degradacién, sin
embargo, nunca se logré comprobar la existencia de moléculas de RNA de un
tamafio similar al mRNA blanco. Bajo la premisa anterior, en el aflo de 1999
Hamilton y Baulcombe se dieron a la tarea de identificar formas mas pequefas
del RNA. En los mecanismos de silenciamiento que analizaron (co-supresion y
silenciamiento inducido por virus) encontraron que estaban involucrados RNAs de
alrededor de 25 nt y que el dsSRNA era en realidad un precursor de éstos (Hamilton

& Baulcombe, 1999).

En afios subsecuentes, diferentes grupos de investigaciéon lograron
caracterizar la maquinaria capaz de ejercer el silenciamiento mediado por RNAs
pequenos en diferentes modelos. El grupo de Hannon y colaboradores logro,
mediante aproximaciones bioquimicas, identificar dos fases en el proceso del RNAi
en Drosophila: 1) la fase de iniciacion, en donde el dsSRNA se procesaba en el RNA de
~25nty2)lafase efectora, en donde sellevaba a cabo el corte del mRNA. Asimismo,
lograron identificar a la enzima responsable de la fase de iniciacién, una RNasa
tipo III a la que se nombré DICER (Bernstein et al., 2001). Durante el transcurso
de ese mismo afo se logrd identificar a un miembro de la familia ARGONAUTA
como enzima responsable de efectuar el silenciamiento (Hammond et al., 2001)
y se determind que era el componente esencial del Complejo de Silenciamiento
Inducido por RNA (RISC por sus siglas en inglés RNA Induced Silencing Complex)
debido a que establecia una interaccién directa con el RNA pequefio (Martinez et

al., 2002). Para este momento, miembros de la familia ARGONAUTA ya se habian
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identificado en diferentes organismos, incluyendo Arabidopsis thaliana (Bohmert

et al., 1998), N. crassa (Cogoni & Macino, 1997) y C. elegans (Tabara et al., 1999).

El mecanismo de silenciamiento mediado por RNA a nivel Post-
transcripcional (PTGS por sus siglas en inglés Post Transcriptional Gene Silencing)
comenzaba a ser ampliamente comprendido, muchos de sus componentes y su papel
en el proceso ya habian sido caracterizados. Sin embargo, un nimero creciente de
reportes indicaban que el RNAIi no sdlo actuaba a nivel post-transcripcional sino
que podia tener un papel importante en la regulacion génica a nivel transcripcional
(TGS por sus siglas en inglés Transcriptional Gene Silencing). E1 TGS involucra
modificaciones del DNA como metilacion de las citosinas y modificaciones de la
cromatina (Wassenegger, 2005; Castel & Martienssen, 2013). El primer reporte
de un fenémeno de represion génica a nivel transcripcional mediado por RNA
se publicéd en 1994, mucho tiempo antes de que se elucidara el mecanismo de
RNAi (Wassenegger et al.,1994). En este estudio observaron que al generar plantas
transgénicas de tabaco con CONA del Viroide del Tubérculo Fusiforme de la Papa
(PSTVA del inglés Potato Spindle Tuber Viroid), los genes insertados mostraban
metilacion de novo y debido a que la metilacion se detectaba una vez que se llevaba
a cabo la replicacion RNA-RNA del cDNA del PSTVd y ademas, ésta era especifica
de la region correspondiente al transgén, se concluy6 que la molécula responsable
de este fenémeno de silenciamiento era su propio RNA mensajero (Wassenegger
et al., 1994). Algunos afios después, el papel de los RNAs pequefios y el RNAi en
la Metilaciéon del DNA (se nombré como RADM por sus siglas en inglés RNA-
directed DNA Methylation) se demostr6 en estudios con A. thaliana (Mette et al.,
2000; Onodera et al., 2005). Un proceso de silenciamiento similar a la RADM se
identificé en Schizosaccharomyces pombe (Verde et al., 2004) y en la linea germinal
de metazoarios (Brennecke et al., 2007) por lo que se propuso que el TGS también se
encuentra conservado evolutivamente a pesar de que presenta algunas variaciones

(Castel & Martienssen, 2013).
2. Silenciamiento mediado por RNAs pequeiios en plantas

En los eucariontes se han descrito diferentes mecanismos de silenciamiento

mediado por RNAs pequefos, sin embargo, en las plantas se observan vias

Metilacion del DNA:
Adicion covalente

de un grupo metilo
(CH,) en el carbono

5 de la Citosina. La
metilacion conlleva
frecuentemente

ala represion
transcripcional.

Cromatina: Es un
complejo de DNAy
proteinas (histonas)

gue forma a los
cromosomas dentro
del nuicleo de las
células eucariontes.

CDNA: DNA
complementario.

Viroide: Son
moleculas circulares
de RNA no codificante
de cadena sencilla,
carecen de capside y
se replican de manera
autonoma. Son
altamente patogenicas
para plantas.
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sumamente diversificadas, mientras que en otros organismos de manera natural, como es el caso de
Saccharomyces cerevisiae, no se observa este tipo de regulacion (Bonnet et al., 2006; Grofshans & Filipowicz,

2008).

2.1 Clasificacion de los RNAs pequeiios regulatorios en plantas

Los RNAs pequeiios en las plantas varian en longitud desde los 20 hasta los 30 nucleodtidos (nt).
Existen numerosas clasificaciones segin su funcién y/o su biogénesis (Mallory & Vaucheret, 2006; Bonnet
et al., 2006; Axtell, 2013). En las plantas, la clasificaciéon mas aceptada actualmente consta de dos grupos
principales: 1) los microRNAs, cuyos precursores son moléculas de RNA de hebra sencilla que muestran
un alto grado de auto-complementariedad intramolecular, formando estructuras tallo y asa y 2) los
siRNAs, cuyos precursores son RNA de doble cadena con complementariedad perfecta o al menos mayor
a los miRNAs (Aalto & Pasquinelli, 2012; Axtell, 2013). A su vez, los siRNAs pueden subdividirse en tres
grupos: 1) los siRNA heterocromaticos (hc-siRNAs), producidos principalmente en regiones intergénicas
o repetidas y que estan asociados a la formacién de heterocromatina, 2) los siRNAs de transcrito natural
antisentido (nat-siRNAs por natural antisense transcript small interfering RNA), cuyo precursor se forma
a partir de la hibridacién de dos transcritos complementarios sintetizados de manera independiente y 3)
los siRNAs secundarios (también conocidos como phased-siRNAs, phasiRNAs), que son siRNAs que se
producen a partir de un precursor de doble cadena generado por otro proceso de silenciamiento mediado
por sRNAs rio arriba y por RNA polimerasas dependientes de RNA (RDR) (Axtell, 2013). Esta tltima
categoria se encuentra ejemplificada en principal medida por los trans-acting siRNAs o ta-siRNAs, éstos
se generan a partir de transcritos no codificantes de los genes TAS gracias a la accién de microRNAs,
RDR6 y DCLA4 y tienen la capacidad de actuar en trans para silenciar a nivel post-transcripcional otros

blancos (Fei et al., 2013; Yoshikawa et al., 2005) (Figura 1).

2.2 La maquinaria central del silenciamiento mediado por RNAs pequeiios

Todos los procesos de silenciamiento mediados por RNAs pequenos, independientemente del tipo
de RNA pequeiio involucrado, requieren de la participacion de enzimas clave para poder llevarse a cabo.
El proceso de silenciamiento de manera general se divide en dos etapas: 1) la generacion de los RNAs
pequenos a partir de un precursor mas grande y 2) el silenciamiento dirigido por complementariedad de

bases a un blanco especifico.
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Tipo de Precursor

Precursor de cadena sencilla en Precursor de doble cadena
forma de asa

E

mni — @ —

microRNAs: procesados a partir siRNAs heterocromiticos: NAT-siRNAs: siRNAs cuyo siRNAs secundarios: la sintesis
de un precursor de asa que posee $iRNAs producidos principal- precursor se forma por la hibri- de su precursor de doble cadena
uno o algunos RNAs pequefios mente de regiones intergénicas o dacién de dos RNAs complemen- depende del procesamiento de
funcionales. repetitivas, de 23-24 nt asociados tarios cuya transcripcion es inde- silenciamiento mediado por
a la deposicién de novo de marcas pendiente. sRNASs rio arriba y la subsecuente
represivas en la cromatina. actividad de RDR.

Figura 1. Clasificacion de los RNAs pequeos segtin su biogénesis y funcion. Se muestra un diagrama que clasifica a los
RNAs pequeios segun su tipo de precursor y la forma en que llevan a cabo el silenciamiento. Basado en Axtell (2013).

La enzima responsable de la primera etapa es una endoribonucleasa de tipo III que corta
especificamente RNA de doble cadena, en las plantas esta familia de enzimas se conoce como DICER
LIKE (DCL) (Doyle et al., 2012). El primer miembro de la familia DCL fue caracterizado en A. thaliana
(Jacobsen et al., 1999; Shauer et al., 2002). Actualmente se sabe que existen 4 miembros de esta familia
en A. thaliana: DCL1, involucrada en la produccién de microRNAs de 21 nt (Park et al., 2002; Kurihara
& Watanabe, 2004); DCL2, que genera siRNAs a partir de RNAs de doble cadena derivados de RNA
viral y transgenes (Mlotshwa et al., 2008); DCL3, que produce siRNAs de 24 nt usando precursores de
doble cadena generados a partir de la transcripcion de regiones repetidas, transposones o derivados de
transgenes por accion de la RNA polimerasa dependiente de DNA IV (Pol IV) (Wei et al., 2014) y DCL4,
que produce trans acting-siRNAs (un tipo especifico de siRNAs secundarios) de 21 nt a partir de los
productos de degradaciéon mediada por miRNAs de los transcritos de los genes TAS (Xie et al, 2004)
(Molnar et al., 2011; Doyle et al., 2012).

Por otra parte, la segunda fase consiste en el ensamblaje del RISC, cuyos componentes minimos
necesarios son: el RNA pequefio que fungira como guia y una proteina de la familia ARGONAUTA, que

efectuara el silenciamiento (Kuhn & Joshua-Tor, 2013). La proteina ARGONAUTA, guiada por el RNA
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Pleiotropico: Del
griego mieiov (pleio)=
MAas NUMEeroso

0 abundante y
TpoTOG (ropos) =
cambio o giro. Se
refiere a un gen

que ejerce multiples
caracteristicas en el
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pequeno, efectuard el silenciamiento a un blanco que muestre complementariedad
de bases. Si se trata de PTGS, el complejo RISC atentia la traducciéon de un mRNA
blanco o lo degrada mediante su actividad de corte o slicer, mientras que si se trata
de TGS, inducira la deposicién de marcas epigenéticas represivas al asociarse con
modificadores de la cromatina (Vaucheret, 2008). A continuacién se hablard maés en

detalle sobre esta familia de proteinas.

3. Lasproteinas efectoras del silenciamiento: ARGONAUTAS

Las proteinas ARGONAUTAS (AGO) conforman una familia con alto grado
de conservacion evolutiva en todos los dominios de la vida, se expresan en un
amplio rango de tejidos y en altos niveles durante diferentes etapas de la vida de los
organismos (Mallory & Vaucheret, 2010). El miembro fundador de esta familia de
proteinas se descubrid en el aflo de 1998 mediante escrutinios de mutantes de genes
involucrados en el desarrollo en A. thaliana:los mutantes nulos de AGO1 presentaban
fenotipos pleiotropicos, incluyendo hojas en forma tubular que asemejaban los
tentaculos de un molusco cefalépodo del género Argonauta (Bohmert et al., 1998).
El niimero de genes que codifican a proteinas AGO varia enormemente, incluso
entre especies cercanas (Hock & Meister, 2008; Mallory & Vaucheret, 2010). En la
Tabla 1 se enlista el nimero de genes que codifican a proteinas AGO en diferentes

especies.

Tabla 1. Numero de genes que codifican a proteinas ARGONAUTA en diferentes especies

Especie Numero de genes Referencia
Saccharomyces cerevisiae 0 (1,2]
Schizosaccharomyces pombe [1,2]
Caenorhabditis elegans 27 [1,2]
Drosophila melanogaster 5 [1,2]
Homo sapiens 8 (1,2]
Rattus norvegicus 8 (1,2]
Mus musculus 8 [1,2]
Arabidopsis thaliana 10 (1,2]
Zea mays 18 (3]
Oryza sativa 19 (4]
Physcomitrella patens 6 (5]

[1]: Hock & Meister, 2008; [2]: Mallory & Vaucheret, 2010; [3]: Qian et al., 2013; [4]: Kapoor et al., 2008; [5]: Arif et al., 2013.
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3.1 Caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas AGO

3.1.1 Caracteristicas bioquimicas de las proteinas AGO

Las proteinas AGO poseen propiedades moleculares especificas que les permiten llevar a cabo sus
funciones durante el silenciamiento mediado por RNAs pequeios: 1) Tienen la capacidad de establecer
uniones fuertes con RNA de cadena sencilla para ensamblar el RISC, 2) Poseen un dominio de endonucleasa
tipo RNAsa H que las provee de actividad de corte (slicer); este dominio esta involucrado en al menos cuatro
diferentes procesos: a) efectua el corte en el mRNA al que el RNA pequefio muestra complementariedad
durante el PTGS; b) pueden amplificar la respuesta de silenciamiento por la producciéon de fragmentos de
RNA que sirven como sustrato para RNA polimerasas dependientes de RNA convirtiéndose en fuentes
de siRNAs secundarios; ¢) efectuan cortes para lograr la separacion de la hebra complementaria y la hebra
guia en el duplex de RNA pequefio y d) actiian como plataforma de anclaje para otros cofactores durante

el silenciamiento (Poulsen et al., 2013; Meister, 2013).

3.1.2  Caracteristicas estructurales de las proteinas AGO

Las propiedades funcionales de las proteinas AGO residen en cuatro dominios: el dominio
N-terminal, el dominio PIWI-AGO-ZWILLE (PAZ), el dominio MID y el dominio C-terminal o
PIWI. Las proteinas AGO adoptan una estructura bilobular con una "hendidura" central delimitada
por residuos de aminoacidos cargados positivamente que permiten la unién de los RNAs pequefios
cargados negativamente. Los dominios MID y PIWI conforman un l6bulo, mientras que el otro 16bulo
estd conformado por los dominios N-terminal, L1 o DUF1785 y PAZ. Los dominios PAZ y MID estan
interconectados por una larga seccién conocida como dominio L2 (Figura 2) (Vaucheret, 2008; Hock &

Meister, 2008; Kuhn & Joshua-Tor, 2013; Poulsen et al., 2013).

3.1.2.1 El dominio N-terminal

El dominio N-terminal esta involucrado en la disociacion de la hebra pasajera de la hebra guia y se
ha observado que podria tener un papel importante en la escision del mRNA durante el PTGS (Swarts et
al., 2014). Después de que el duplex de RNA se ensambla, la hebra guia permanece asociada a la proteina
AGO, mientras que la hebra complementaria o pasajera se disocia. La proteina AGO reconoce a la hebra
con el extremo 5’ menos estable. La remocién de la hebra pasajera puede ser dependiente de corte o

no. En ambos casos, el dominio N-terminal funciona como una especie de cufa, interrumpiendo los



Introduccién

(A)

extremo 37

miR-20a
extremo 5°

Figura 2. Estructura bilobular de las proteinas ARGONAUTA. A) En la parte superior: Se muestra una representacion de
la proteina AGO2 de humano unida a miR20a. El dominio N-terminal se muestra en color azul, el L1 en azul claro, el PAZ
en color rojo, el L2 en color amarillo, el MID en color verde y el PIWT en purpura. miR20a se muestra en representacion de
varillas. El extremo 5” estd unido al dominio MID, los nucledtidos 2-10 se encuentran a lo largo del surco de unién a RNA
y los 17-20 se unen al dominio PAZ. En la parte inferior: Se muestra un diagrama de barra mostrando la distribucién de
los dominios en hAGO2. En B) se muestra la representacion de la estructura de la proteina AGO de Thermus thermophilus
(TtAGO) unido a hebra guia de DNA y en C) la estructura de la proteina AGO de Pyrococcus furiosus (PfAGO). Los dominios
y dcidos nucleicos en B) y C) muestran los mismos colores que en A). Tomado y modificado de Kuhn & Joshua-Tor, 2013.
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apareamientos entre el diplex de RNA en su extremo 3’ (durante el ensamble del
RISC) o interrumpiendo el apareamiento entre el RNA pequefo guia y su blanco

(durante el PTGS) (Kwak & Tomari, 2012; Faehnle et al., 2013;).

3.1.2.2 El dominio MID

El dominio MID adquiere una forma de "bolsillo" en donde varios
aminoacidos conservados establecen el sitio de interaccion con el grupo fosfato del
extremo 5’ del RNA pequefio guia (Swarts et al., 2014). Debido a lo anterior, el
dominio MID ha sido implicado en la clasificacion o sorting de los RNAs pequeiios,
dando una posible explicacion ala preferencia de las proteinas AGO por determinado
tipo de RNAs pequenos (Wei et al., 2012). Asimismo, se ha observado que este
dominio mantiene al RNA guia en una conformacion helicoidal dentro de su region
semilla (comprendida entre los nucledtidos 2 al 7 6 2 al 8 a partir del extremo 5' del

microRNA maduro), lo que facilita la unién con su blanco (Frank et al., 2012).

3.1.2.3 El dominio PAZ

El dominio PAZ, ademas de estar presente en las proteinas AGO, se
encuentra también en las proteinas de la familia DICER. El dominio PAZ forma un
surco central en donde se distribuyen residuos aromaticos altamente conservados
que pueden unirse, de manera especifica, al extremo 3’ de RNAs pequenos de
cadena sencilla (Ma et al., 2004; Lingel et al, 2004). En este sitio solamente pueden
unirse RNAs pequeiios que presenten dos nucle6tidos sobresalientes en el extremo
3’, por lo que actiia como una especie de filtro selectivo para el RISC, en donde
sélo se permite la uniéon de RNAs pequefios generados por el procesamiento de
endonucleasas tipo DCL, excluyendo a otros RNAs presentes en la célula (Hur et al.,
2013). Asimismo, se ha observado que esta interacciéon protege al RNA guia de la

degradacién (Poulsen et al., 2013; Swarts et al., 2014).

3.1.2.4 El dominio PIWI

El dominio PIWI es uno de los dominios fundamentales de las proteinas

AGO, pues en este reside la actividad catalitica. El dominio PIWI adopta una

Region semilla:

Es unaregion
heptameérica
conservada que esta
generalmente situada
en las posiciones

2-7 del extremo 5’
enlos miRNAs. El
apareamiento entre
la region semilla y el
blanco es perfecto.
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estructura que se asemeja a la proteina que contiene el dominio RNasa H en Bacillus holodurans (Song et
al., 2004). La estructura terciaria del dominio es bastante rigida, requiriendo iones metalicos divalentes
para mantener estable su estructura y llevar a cabo su actividad catalitica. El dominio posee una triada
de residuos de aminoacidos muy importantes para llevar a cabo la actividad catalitica y se encuentran
altamente conservados en todas las proteinas AGO: dos residuos de Aspartato (D) y un tercer residuo que
puede ser otro Aspartato (D), Histidina (H) o en algunos casos Lisina (K) (Song et al, 2004; Vaucheret,
2008). A pesar del alto grado de conservacion de esta triada catalitica, no todas las proteinas AGO
presentan la actividad de corte, debido a lo anterior, se especula que existen otros factores que pueden

contribuir a esta actividad (Vaucheret, 2008; Mallory & Vaucheret, 2010; Wei et al., 2012).

Como una posible explicaciéon al fenomeno antes mencionado, los estudios de Patel y
colaboradores (2012) en la levadura Kluyveromyces y los del grupo de Wang y colaboradores (2013)
en Thermus termophilus, proponen la existencia de una tétrada catalitica en lugar de una triada. Sus
estudios demuestran la existencia de un cuarto residuo de Glutamato (E) necesario para la catalisis que
es reclutado cuando se efectuara actividad de corte (Nakanishi et al., 2012; Sheng et al., 2013). En el
modelo que proponen, se habla de una configuracién compatible con el corte que se da cuando el residuo
de Glutamato, que reside en una region movil del dominio PIWI (dedo de glutamato), se inserta entre los
residuos DDH para completar una tétrada catalitica, formando el motivo DEDH (Nakanishi et al., 2012;

Sheng et al., 2013; Meister, 2013; Swarts et al., 2013; Poulsen et al., 2013).

El dominio PIWI también se ha relacionado con el establecimiento de la interaccion entre las
proteinas AGO y un grupo peculiar de proteinas, las proteinas con motivo GW (Poulsen et al., 2013).
La cristalizacion de la primera proteina AGO eucarionte reveld caracteristicas estructurales tnicas: la
presencia de sitios de unién a residuos de Triptéfano (W) en dos sitios proximos dentro del dominio
PIWI, por lo que proteinas con repeticiones de W o ricas en este aminoacido eran candidatas a ser
cofactores de las proteinas AGO (Schirle & McRae, 2012). El grupo de Lagrange y colaboradores (2007)
logro6 probar la interaccion entre AGO4 y la subunidad grande de la RNA polimerasa V de A. thaliana
(NRPE1) que presenta motivos GW en el dominio CTD, asimismo, mostraron que al sustituir los motivos
GW de NRPEI con los motivos GW de la proteina GW182 de humano, éstos eran capaces de establecer
interaccion con AGO4 mostrando que los motivos GW, posteriormente nombrados como AGO-hooks,
son plataformas de interaccién para las proteinas AGO, que estan conservados evolutivamente y ademas
este tipo de proteinas pueden actuar como cofactores de las proteinas AGO durante vias de silenciamiento

mediados por RNA (El-Shami et al., 2007).

12
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3.1.2.5 El dominio L2

El dominio L2 contribuye de manera muy importante en el mantenimiento de la estructura de
la proteina pues establece interacciones con todos los dominios de la proteina AGO, de esta manera,
estabiliza la interfase entre el dominio N y L1 y en particular, entre los dominios MID y PIWI. El dominio
L2, cerca del dominio PAZ, adquiere una conformacién en forma de espiral que contiene residuos de
aminoacidos cargados positivamente que posiblemente estan involucrados con la unién a RNAs pequefios

(Poulsen et al., 2013).

3.2 Diversidad funcional de las proteinas AGO de A. thaliana

En las plantas existe una gran diversidad de RNAs pequefios y sus funciones son efectuadas por
diferentes proteinas AGO. En A. thaliana se han identificado 10 genes que codifican proteinas AGO.
Segun su identidad, se han clasificado en tres grupos: el clado I, conformado por AGOI/AGO5/AGO10, el
clado II, conformado por AGO2/AGO3/AGO7 y el clado III, conformado por AGO4/AGO6/AGO8/AGO9
(Vaucheret, 2008, Zhang et al., 2015) (Figura 3).

Los miembros del clado AGO1/AGO5/AGO10 se asocian principalmente con RNAs pequefios
de 21 a 22 nt y estan involucrados con el silenciamiento a nivel post-transcripcional. EI miembro
mejor caracterizado de este clado es AGOI, que es el principal efector del silenciamiento mediado por
miRNAs. AGOL1 se une principalmente a miRNAs procesados por la endonucleasa DCLI, asi como a
siRNAs provenientes de transgenes y virus. Se ha demostrado que AGO1 presenta actividad de corte y
que se une preferencialmente a miRNAs con Uridina en el extremo 5" (Song ef al., 2004; Baumberger
& Baulcombe, 2005; Mi et al., 2008; Poulsen et al., 2013). En el caso de AGOI0, se ha observado que
tiene cierta redundancia funcional con AGO1 y se ha relacionado con diferentes procesos del desarrollo,
especialmente en el mantenimiento de células indiferenciadas en el meristemo apical y en el establecimiento
de la polaridad de las hojas. El mecanismo por el cual se mantiene el estado indiferenciado consiste en
que AGO10 secuestra los miR165/166 e interfiere con su interacciéon con AGO1, con lo que se evita el
silenciamiento de los factores de transcripcion HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER clase IIT (HD-ZIP
III), necesarios para mantener el estado indiferenciado en el meristemo apical (Vaucheret, 2008; Zhu et
al, 2011). El ultimo miembro del clado, AGO5, a diferencia de AGO1 y AGO10, muestra dominios de
expresion muy especificos confinados a tejidos reproductivos tanto masculinos como femeninos (Mallory
& Vaucheret, 2010; Borges et al., 2010). AGO5 se une preferencialmente a RNAs pequefios con Citosina

en el extremo 5’ y recientemente se le ha asociado con la respuesta de defensa antiviral (Mi et al., 2008;
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Brosseau & Moffett, 2015).

En el caso especifico de AGO?7, se ha observado que es intermediario en la biosintesis de ta-
siRNAs. AGO?7 se asocia unicamente a miR390 y en conjunto dirigen la degradacion de los transcritos
precursores TAS3 (Montgomery et al., 2008). Asimismo, se ha observado que AGO7 controla la transicién
de la fase juvenil a la fase vegetativa adulta (Hunter et al., 2003). Los otros dos miembros del clado, AGO2
y AGO3 son las tnicas proteinas AGO en A. thaliana que no presentan el motivo DDH, sino un motivo
con tres residuos de Aspartato (DDD). AGO2 y AGO3 son muy similares entre si, lo que sugiere que
surgieron recientemente por duplicacion (Vaucheret, 2008). En el caso de AGO2, se ha observado que
se asocia principalmente a RNAs pequenos con Adenosina en el extremo 5’ (Mi et al., 2008). Sobre la
funcién de AGO?2, se ha reportado que participa activamente en defensas antivirales y que posiblemente

esta proteina se especializo en esta respuesta (Jaubert et al., 2011).
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Figura 3. Reconstruccion filogenética de la familia AGO en las plantas terrestres. Se observa una reconstrucciéon
filogenética que agrupa a la familia ARGONAUTA de diferentes especies de plantas en los tres clados principales segtn su
identidad: El clado I o clado AGO1/5/10 se muestra de color azul claro, el clado II o clado AGO2/3/7 se muestra en color
naranja y por ttlimo el clado III o clado AGO4/6/8/9 que se muestra en color azul marino. Tomada de Zhang et al., 2015.
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Los miembros del clado AGO4/AGO6/AGO8/AGOY9  se  asocian
principalmente con RNAs pequenios de 24 nt provenientes de regiones
heterocromaticas y estan involucrados en el silenciamiento a nivel transcripcional
de transposones y regiones repetidas principalmente (Mi et al., 2008; Wassenegger,
2005). AGO4 es el miembro del clado mejor caracterizado y su participacion en la via
de Metilacion del DNA dependiente de RNA se demostrd primero (Zilberman et al.,
2003; Castel & Martienssen, 2013). AGO4 muestra dominios de expresion amplios,
encontrandose desde etapas embrionarias, hasta hojas y flores, por otra parte, sus
paralogos AGO6 y AGO9 muestran dominios de expresion restringidos: AGO6 se
encuentra inicamente en meristemos de apice y de la raiz mientras que AGO9 esta
restringida al meristemo apical de embrién y évulos en desarrollo (Havecker et al.,
2010; Olmedo-Montfil et al., 2010). AGOS es el pardlogo mas cercano a AGO9, por
lo que se sugiere que se origind recientemente a causa de una duplicaciéon. AGOS se
expresa en bajos niveles en diferentes tejidos de A. thaliana y muestra cambios en el
marco de lectura inducidos por splicing, por lo que se sugiere que es un pseudogen
(Takeda et al., 2008). Se ha propuesto que las diferencias en los patrones de expresion

entre los miembros de este clado podrian estar relacionadas con su diversificacion

funcional (Havecker et al., 2010).

4. El clado AGO4/AGO6/AGOY participa en el TGS: Via de
Metilacion del DNA dependiente de RNA

La via de Metilacion del DNA dependiente de RNA (RdDM, por las siglas en
inglés RNA-directed DNA Methylation) es una de las vias de regulacion epigenética
mas importantes en las plantas. Esta via es tinica entre las vias de modificacion de la
cromatina mediada por RNAs pequeiios en los eucariontes debido a que requiere de
una maquinaria transcripcional especializada centrada en dos enzimas especificas
de plantas: las RNA polimerasas dependientes de DNA IV y V (Matzke & Mosher,
2014; Onodera et al., 2005). La RADM es una via epigenética de suma importancia
en el mantenimiento de la integridad del genoma en las plantas y representa una
importante extension de sus capacidades transcripcionales (Matzke & Mosher,

2014).

Region
heterocromatica
(heterocromatina):
Cromatina
altamanente
condensaday
transcripcionalmente
inactiva. Juega un
importante papel en
el mantenimiento
de la estructura de
los cromosomas,
principalmente
encontrada en
zonas telomericas y
centromericas

Transposon:
Fragmento movil
de DNA gue puede
cambiar de posicion
en el genoma.

Paralogo (gen
paralogo): Genes
que muestran
homologia y
divergieron despues
de un evento de
duplicacion. Los genes
paralogos podrian o
No mantener la misma
funcion.

Pseudogen: Es una
copia de un gen que
generalmente carece
de intrones y otras
secuencias de DNA
esenciales necesarias
para su funcion. Los
pseudogenes, a pesar
de mostrar similitud
genética con los
genes funcionales

no se expresan (o

lo hacen en muy
bajos niveles) y
contienen NUMErosas
mutaciones.
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4.1 Lavia de Metilacion del DNA dependiente de RNA

La via RdADM consta de dos etapas fundamentales: 1) la generaciéon de RNAs pequefos
(especificamente siRNAs de ~24 nt) dependiente de la transcripcion de la RNA polimerasa IV (Pol IV)
y 2) la metilacion de novo, locus especifica, dependiente de la transcripcion de la RNA polimerasa V (Pol
V). La via candnica de la RADM se describid inicialmente con AGO4. Sin embargo, se ha demostrado que
sus paralogos AGO6 y AGO9 también participan en esta via bajo ciertas condiciones. A continuacién
se explicara la via RADM en donde participa AGO4 y posteriormente se hard una recopilacién de la

informacion relativa a la participaciéon de AGO6 y AGO9 en esta via.

4.1.1 Lavia RADM candnica

4.1.1.1 Biogénesis de siRNAs dependiente de RNA polimerasa IV

La biogénesis de los siRNAs incia cuando la RNA polimerasa IV (Pol IV) se dirige a un locus y
genera un transcrito de cadena sencilla de entre 30 a 40 nt (Blevins et al., 2015; Zhai et al., 2015) que servira
como molde a la RNA polimerasa dependiente de RNA 2 (RDR2) para generar dsRNA. Se ha reportado
que los loci preferenciales de union de la Pol IV corresponden en gran parte a transposones y numerosas
regiones repetidas en donde se observan marcas epigenéticas de represion preexistentes (Mosher et al.,
2008). Asimismo, se ha observado que SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1 (SHH1) funciona

como un auxiliar en el reclutamiento de la Pol IV a sus loci (Law et al., 2011).

Posteriormente, el dSRNA generado por RDR2 es procesado generando un fragmento de 24 nt por
accion de la endonucleasa DICER-LIKE 3 (DCL3) (Blevins et al., 2015; Zhai et al., 2015). Los fragmentos
de 24 nt son subsecuentemente metilados en su extremo 3’ por accion de la RNA metiltransferasa HUA
ENHANCER 1 (HEN1) para evitar su degradacion. Finalmente, en el citoplasma, el dsRNA se incorpora a
ARGONAUTA 4 (AGO4) con ayuda de HSP90 y posteriormente mediante la actividad de corte de AGO4,
se escinde la hebra pasajera de la hebra guia, ensamblando asi el complejo de silenciamiento (Ye et al.,

2012; Matzke & Mosher, 2014).

4.1.1.2 Metilacion de novo dependiente de la RNA polimerasa V

La siguiente etapa en la via RADM consiste en el establecimiento de la metilacion de novo en loci

especificos, proceso dependiente de la transcripcion de la RNA polimerasa V (Pol V). La Pol V, con ayuda
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de remodeladores de la cromatina como DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1
(DRD1), genera un transcrito que fungira como sustrato para guiar la unién entre el complejo AGO4/
siRNA. De manera similar a Pol IV, Pol V muestra preferencia por loci que corresponden a transposones
y regiones repetidas a lo largo del genoma, sin embargo, también se han reportado loci unicos
correspondientes a regiones intergénicas y a transposones dentro de genes que codifican a proteinas o en
promotores. Tanto la Pol IV como la Pol V muestran poca afinidad por las regiones pericentroméricas, lo
que indica que estos loci se mantienen en su estado de heterocromatina por un mecanismo diferente a la

RdDM (Lee et al., 2012; Zheng et al., 2013).

Una vez que la Pol V genera un transcrito en un locus especifico, el complejo AGO4/siRNA
establece una interaccion directa con la subunidad grande de la Pol V mediante sus motivos Ago-hooks,
presentes en el dominio CTD (EI-Shami et al., 2007). Asimismo, AGO4 establece interacciones con KOW
DOMAIN-CONTAINING TRANSCRIPTION FACTOR 1 (KTF1) (He et al., 2009) y RNA-DIRECTED
DNA METHYLATION 1 (RDM1), esta ultima forma un punto de conexién entre AGO4 y DOMAINS
REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2), que cataliza la metilacién de novo del DNA
(Matzke & Mosher, 2014). En las plantas, la metilacion del DNA puede ocurrir en Citosinas en todos los
contextos de secuencia: el contexto simétrico CG y CHG (en donde H= A, T o C) y el contexto asimétrico
CHH. En A. thaliana los patrones globales de metilaciéon del genoma corresponden a 24% para CG, 6.7%
para CHG y 1.7% para CHH. Particularmente, la metilacion llevada a cabo por DRM2 corresponde a la

metilacion en contexto CHH que se perpetta a través de la RADM (Law & Jacobsen, 2010).

A esta dltima etapa de metilacion del DNA se le suman un nimero creciente de interactores:
DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING (DMS3) y MICRORCHIDIA 6 (MORC6) que posiblemente
participan en mantener y estabilizar el estado desenrollado del DNA durante la transcripcion, el
remodelador de la cromatina SWI/SNF que participa en el ajuste del posicionamiento de los nucleosomas,
entre otros. Adicionalmente, se ha observado que toda una maquinaria de remodeladores de la cromatina
incluyendo desacetilasas de histonas como HISTONE DEACETYLASE 6 (HDAG6) y metiltransferasas
como SUVH4, SUVH5 y SUVHS, actian en conjunto para el establecimiento y refuerzo de un estado de
represion en los loci en donde se efectia la RADM (Matzke & Mosher, 2014).

4.1.2 AGOG6 en lavia RADM

Mediante estudios de genética reversa se logré discernir la funciéon de AGO6 en la RdADM. El

primer reporte mostrd que ésta tenia un papel parcialmente redundante en la acumulacion de siRNAs
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provenientes de loci heterocromaticos especificos y en la metilaciéon de DNA (Zheng et al., 2007). Estudios
posteriores mostraron que la expresion de AGO6 se encuentra restringida a dpices de raiz y brote y que
mutaciones en este gen, a pesar de no mostrar un efecto en el desarrollo evidente, comprometen el
silenciamiento mediado por siRNAs, por lo que se dedujo que esta proteina esta relacionada con la via

RADM en la que actia de manera tejido especifica (Eun et al., 2011).

Recientemente se ha cambiado la vision del papel de AGO6 durante la RADM. Un par de estudios
publicados en este aflo mostraron que AGO6 posee una funcion especifica y mas que redundante, paralela
con AGO4 para efectuar el silenciamiento mediante metilacion de novo (McCue et al., 2015; Duan et al.,
2015). Por una parte, se demostr6 que la mayoria de los loci en la doble mutante ago4 ago6 no muestran
grandes cambios en los patrones de metilacion en comparacion con las mutantes de ago4 o ago6, por ello
concluyen que estas proteinas funcionan de manera paralela durante la RADM. Asimismo, demostraron
que AGO4 y AGO6 se distribuyen de manera desigual en el nucleoplasma y que éstas interactian de
manera excluyente con RNA polimerasas (AGO4 con Pol IV mientras que AGO6 co-localiza con Pol
IT), lo que sugiere que dentro de la misma célula, podrian tener funciones distintas que convergen en el

silenciamiento de loci especificos (Duan et al., 2015).
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Figura 4. Representacion de la Via candnica de Metilacion del DNA dependiente del RNA (RdDM). Se muestran

todos los componentes reportados que participan en la via RADM candnica. Las flechas bidireccionales muestran

las tres principales etapas durante esta via: 1) Biogénesis de siRNAs dependiente de Pol IV, 2) Metilacién de

novo dependiente de Pol V y 3) Modificaciones en la cromatina. Tomado y modificado de Matzke y Mosher, 2014.
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Adicionalmente, el estudio de Slotkin y colaboradores (2015) muestra
que AGOG6 es esencial en el silenciamiento de elementos transponibles
transcripcionalmente activos mediante una via de silenciamiento diferente e
independiente de la RAIDM canoénica (Pol IV-RADM). En este estudio se demostrd
que AGOG6 tiene la capacidad de incorporar siRNAs de 21 a 22 nt producidos a partir
de transcritos dependientes de la Pol II provenientes de elementos transponibles
y procesados mediante la accion de enzimas como RDR6, DCL4, DCL2 y AGOL.
Una vez que AGO6 forma el complejo con el siRNA de 21-22 nt, es capaz de dirigir
la metilacion de novo del DNA en estos loci. Estas observaciones demostraron
el papel central de AGO6 en el establecimiento “inicial” del silenciamiento a
nivel transcripcional a partir de un mecanismo de silenciamiento a nivel post-
transcripcional, dicho en otras palabras, AGO6 funge como un punto de conexioén
siendo un intermediario entre el PTGS (ya que hace uso de siRNAs provenientes
de transposones transcripcionalmente activos) y el TGS de loci especificos (ya
que permite el establecimiento de marcas represivas en la cromatina a través de
la RADM). Finalmente, se observo que este mecanismo se restringe a células del
meristemo floral debido a que AGO6 se acumula preferencialmente en estos tejidos,
lo que permite el establecimiento de la metilacién de novo en transposones antes del
desarrollo de los drganos reproductivos y gametos (McCue et al., 2015).

4.1.3 AGO9 en la via RADM

Mutaciones en AGO9 en Arabidopsis, a diferencia de sus paralogos AGO4
y AGO6, ocasionan defectos en el desarrollo mostrando una proporcion de células
somaticas anormales capaces de diferenciarse en células germinales que producen
numerosos sacos embrionarios, mostrando un fenotipo que asemeja a la apomixis

(Olmedo-Monfil et al., 2010).

AGO9 se acumula preferencialmente en las células somaticas acompanantes
de la capa que se encuentra alrededor de las células reproductivas, no asi en
células reproductivas o sus precursores. Asimismo, AGO9 es capaz de interactuar
con siRNAs de 24 nt provenientes principalmente de elementos transponibles de
diferentes familias que se encuentran principalmente en regiones pericentroméricas
(Olmedo-Monfil et al., 2010; Duran-Figueroa & Vielle-Calzada, 2010). Debido a

las observaciones anteriores, aunadas al hecho de que los fenotipos mutantes tanto

APOMIXIS: Es un
tipo de reproduccion
sexual por medio de
semillas. La apomixis
puede dividirse en
dos grandes tipos:
gametofitica o
esporofitica. En la
apomixis gametofitica
se producen gametos
no reducidos (por
meiosis), mientras
que en la esporofitica,
ceélulas somaticas dan
origen directamente a
un embrion.
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de rdr6 como de sgs3 —ambos relacionados con el silenciamiento mediado por siRNAs— muestran
caracteristicas similares a la mutante ago9, se concluye que AGO9 es necesaria para la inactivacién de
transposones en el dvulo a través de la propagacion de sefiales de silenciamiento (siRNAs) desde las células
somaticas circundantes, teniendo asi un papel fundamental en la determinacion de la linea germinal

(Olmedo-Monfll et al., 2010).

Se ha observado que la disrupcion en la funcién de AGO4 y AGOG6 si bien, disminuye drasticamente
los niveles de metilacion CHH en determinados loci, ésta no se pierde por completo. Debido alo anterior se
deduce que existen loci cuya metilacién no depende de AGO4 y AGO6. En muchos de estos loci, mutantes
dela Pol IV y Pol V muestran una mas notoria disminucién en los niveles de metilacién en comparacién
con la doble mutante ago4 ago6, lo que sugiere que otro miembro de la familia AGO, posiblemente AGO9,

podria estar contribuyendo en la metilacion de estos sitios (Duan et al., 2015).

4.2 Importancia bioldgica de la RADM

La principal funcién bioldgica de la RADM se ha asociado con el mantenimiento de la estructura
e integridad gendmica debido a su importante papel en el silenciamiento de elementos transponibles
y regiones repetidas (Fedoroff, 2012). Sin embargo, un nimero creciente de reportes indica que la
RADM posiblemente estd relacionada con diferentes procesos con relevancia biologica en las plantas. A

continuacion se hablara de algunos procesos en los que se ha visto implicada.

4.2.1 Control de Elementos Transponibles y Respuesta a Estrés

Los transposones comprenden un vasto grupo de fragmentos de DNA que poseen la capacidad de
moverse e insertarse en nuevos sitios del genoma mediante un mecanismo de “corte y pegado” o a través
de un intermediario de RNA. Los transposones fueron descubiertos por Barbara McClintock en maiz y
los describio en el afio de 1950 (McClintock, 1950). Actualmente se sabe que los transposones constituyen
una gran parte del genoma en muchos eucariontes mostrando alta abundancia en las plantas en donde,
por ejemplo, en el maiz alrededor del 85% del genoma son transposones (Fedoroft, 2012; Slotkin &

Martienssen, 2007).

La via RdDM esta involucrada en el mantenimiento del estado reprimido de transposones y
elementos repetitivos, evitando su activacion y por ende, su insercion potencial en el genoma. Asimismo,

esta via estd involucrada en el establecimiento de marcas epigenéticas en determinados loci manteniendo
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un estado dinamico de silenciamiento y activacion de genes que puede modificarse debido a la influencia
de estimulos ambientales (Matzke & Mosher, 2014). El supuesto de que el ambiente puede modificar la
expresion de los genes y la organizacién del genoma fue producto de afios de investigacion en plantas de
maiz por la brillante genetista Barbara McClintock durante los afios 50, logro que le valié el premio Nobel

en el ano de 1983 (McClintock, 1950; Ravindran, 2012).

Un ejemplo de lo anterior mencionado es el estudio de Pazskowski y colaboradores (2012), en
donde demuestran los efectos del estrés por calor en la activacion transcripcional del retrotransposén
ONSEN cuando se encuentra comprometida la RADM. Este grupo report6 que cuando se afecta esta via
la reactivacion de ONSEN es mucho mas evidente que en plantas silvestres, asi mismo, observaron que
nuevas inserciones de este retrotransposon en generaciones subsecuentes solo tienen lugar en plantas
mutantes en donde se interrumpe la funcién de Pol IV o RDR2. Estas observaciones sugieren que la
RADM es de suma importancia en la prevencion de la movilidad transgeneracional de ONSEN. Asimismo,
se observo que cuando llegaban a haber inserciones nuevas, éstas conferian sensibilidad de respuesta al
estrés por calor a los genes cercanos, lo que sugiere que los eventos de movilidad pueden generar nuevos

patrones de expresion génica que responden a estrés (Ito et al., 2011).

4.2.2 Defensa contra patégenos

La RADM ademas de estar involucrada en respuesta a estrés abiotico, se ha relacionado con la
respuesta de defensa de las plantas a patdgenos bacterianos. Por una parte, similar a lo observado con
el retrotransposén ONSEN, estudios globales de metilacién en plantas sometidas a la infeccién por
Pseudomonas syringae DC3000 mostraron que cuando se da la infeccion hay cambios en los patrones de
metilacion de transposones y que este fendmeno provoca a su vez cambios en los patrones de metilacion
de genes asociados a ellos, afectando sus niveles de expresion (Dowen et al., 2012). Por otra parte, el
grupo de Navarro y colaboradores (2013) mostraron que el péptido flg22, derivado del elicitor bacteriano
flagelina, tiene un efecto de regulacion negativa en diferentes componentes de la via RADM mientras que
promueve la desmetilacion de elementos transponibles y algunos genes de defensa, por tanto, proponen
que durante la defensa antibacteriana los mecanismos de desmetilacion del DNA dependiente de ROS-
1 (una DNA glicosilasa) y la represion de la via RADM establecen un estado dindmico que permite la
activacion de determinados elementos transponibles que afectan de manera directa la expresion de genes

cercanos, entre ellos genes de defensa (Yu et al., 2013).
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Memoria Epigenetica:

Modificaciones en el
DNA de una célula
gue no afectan sus
secuencia y fueron
heredadas -ya sea a
través de divisiones
mitoticas o meioticas-
de la celula de la que
desciende.
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4.3 Importancia evolutiva de la RADM en las plantas terrestres

Las plantas, como organismos sésiles, estan expuestas a un gran nimero de
estimulos ambientales a lo largo de su ciclo de vida. Dichos estimulos son percibidos
y transmitidos por una miriada de vias de sefales de transducciéon que activan
determinados factores transcripcionales en el nucleo y finalmente conllevan a la
activacion de genes que codifican a proteinas efectoras que permiten a las plantas

contender contra el estrés (Mirouze & Paszkowski, 2011).

La influencia de los estimulos ambientales en los procesos epigenéticos y sus
efectos en la respuesta de las plantas al estrés, asi como su caracter heredable han
acrecentado la curiosidad sobre su potencial adaptativo. Si bien se sabe que estos
procesos son de suma importancia para las respuestas apropiadas de las plantas al
estrés a corto plazo, actualmente se desconoce si estos caracteres adquiridos podrian
tener alguna relevancia en la evolucién. Por otra parte, debido al estilo de vida de
las plantas y el hecho de que su linea germinal se desarrolla de manera tardia, los
estimulos percibidos durante el crecimiento vegetativo de la planta podrian generar
una memoria epigenética que permanezca en la linea germinal y finalmente sea
heredada a su progenie. Por tanto, si las modificaciones epigenéticas tienen
consecuencias fenotipicas para el organismo y éstas son heredadas de manera estable,
constituyen una forma de variacion que podria ser sujeta a presiones selectivas y de
esta manera tener relevancia para la adaptacion de las siguientes generaciones si
se presentara un estrés similar (Mirouze & Paszkowski, 2011; Hirsch et al., 2012;

Matzke & Mosher, 2014).

Algunos estudios han implicado la via RADM en respuesta a estrés por ejemplo:
de manera directa, en el silenciamiento de genes involucrados en el desarrollo de
estomas durante condiciones de baja humedad (Tricker et al., 2012) y de manera
circunstancial, en la resistencia basal al estrés por calor al activar transposones y
sus genes asociados (Ito et al., 2012; Popova et al., 2013), asi como en la resistencia
a estrés inducida por agentes genotoxicos (Yao et al., 2010). Los efectos fenotipicos
visibles en estos casos podrian incrementar la variabilidad interespecifica y por tanto,

tener efecto en su adaptacion a un ambiente cambiante (Matzke & Mosher, 2014).
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Un fendmeno con efecto transgeneracional en donde la RADM podria estar
implicada es la paramutacion. La paramutacion fue descrita en el aflo de 1956 por
Alexander Brink (Brink, 1956) en maizen el gen red1y subsecuentemente descrita para
el gen booster1 por Ed Coe en 1959 (Coe, 1959), ambos genes que codifican a factores
transcripcionales que activan la via de biosintesis de antocianinas. La paramutacién
es un fenémeno en donde existe interaccion entre alelos y esta interaccién conlleva
a un cambio heredable en la expresion génica, este fenémeno ocurre sin alterar las
secuencias de DNA, por tanto los estados alterados de la expresion son mediados
por mecanismos epigenéticos (Stam, 2009; Arteaga-Vazquez & Chandler, 2010;
Hollick, 2010). Analisis de genética reversa mostraron que los genes necesarios
para poder llevar a cabo la paramutacion en maiz muestran homologia con genes
involucrados en la via RADM en A. thaliana (Alleman et al., 2006; Woodhouse et al.,
2006; Hale et al., 2007; Erhard et al., 2009). La produccion de siRNAs y la naturaleza
molecular de la paramutacién, sugieren que la RADM podria estar participando en
este fendmeno, mostrando un escenario en donde siRNAs producidos en un alelo
silenciado ocasionan una producciéon adicional de siRNAs en el alelo homélogo
inicialmente activo (Arteaga-Vazquez & Chandler, 2010). A pesar de lo anterior, se
ha mostrado que existe una diferencia entre la metilacion y produccién de siRNAs
entre los alelos activos e inactivos, asimismo, la mutacion de los componentes de
la RADM no muestran los mismos efectos en la paramutacion, por tanto si bien la
RADM esta involucrada, podrian estar actuando otros mecanismos para que este
fenémeno se lleve a cabo (Stam, 2009; Arteaga-Vazquez & Chandler, 2010; Hollick,
2010; Ehrard & Hollik, 2011). Finalmente, la relevancia evolutiva de la paramutacion
subyace en el hecho de que en ausencia de variabilidad genética, la paramutacion
podria fungir como una fuente de variacion a través de la transferencia de estados

transcripcionalmente favorables para la progenie (Chandler, 2007).

4.3.1 Conservacion evolutiva de los componentes de la RADM

Estudios de gendmica comparativa han demostrado que muchos de los
componentes de la via RADM estan conservados evolutivamente entre las plantas
terrestres. Se han identificado que las proteinas AGO, miembros de la familia
DCL, asi como miembros de la familia RDR estdn presentes en todos los grupos

de embriofitas. Asimismo, algunos de las subunidades de las RNA polimerasas IV

Paramutacion:
Interaccion alelica
que conlleva a
cambios heredables
enla expresion
genica.
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y V, componentes esenciales de la RAIDM, se encuentran presentes en especies pertenecientes a los clados

basales, como es el caso de Physcomitrella patens y Marchantia paleacea (Huang et al., 2015) (Figura 5).

Asimismo, se ha observado que los siRNAs de 24 nt estdn presentes en todas las embriofitas,
mostrando una mayor abundancia en monocotiledoneas y dicotiledoneas, seguido de una menor
abundancia en angiospermas basales, gimnospermas y helechos (Matzke & Mosher, 2014). En el caso delas
gimnospermas, la distribucion de los siRNAs parece estar restringida a tejidos reproductivos. En briofitas
como Physcomitrella patens, se ha encontrado bajos niveles de siRNAs que se producen principalmente
en transposones (Coruh ef al., 2015) Por el contrario, en Chlamydomonas reinhardtii no se ha reportado

la presencia de siRNAs de 24 nt (Arif et al., 2013; Matzke & Mosher, 2014).
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Figura 5. Conservacién evolutiva de componentes de la via RIDM en las plantas terrestres. En negro se
muestran los genes identificados previamente en los diferentes grupos de embriofitas, los asteriscos muestran los
genes identificados en el estudio de Huang y colaboradores (2015). Tomado y modificado de Huang et al., 2015.

En conjunto, las observaciones anteriores sugieren que tanto los componentes de la via RdDM
como los siRNAs necesarios para llevarla a cabo se encuentran conservados evolutivamente entre todas
las plantas terrestres y que posiblemente sean vias de silenciamiento funcionales en los diferentes grupos.
Sin embargo, existen diferencias en los mecanismos a nivel especifico —como subunidades especificas de
las RNA polimerasas, dominios de expresion tejido-especificos, enzimas especializadas— que pudieron

haber contribuido con su éxito adaptativo (Huang et al., 2015).
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4.3.2 Las RNA polimerasas IV y V como importantes innovaciones evolutivas en la RdDM

En todos los eucariontes existen tres RNA polimerasas dependientes de DNA necesarias para la
produccién de la mirifada de RNAs esenciales para la vida. De manera general, la RNA polimerasa I
(Pol I) se encarga de la producciéon de los RNAs cataliticos que constituyen a los ribosomas, la RNA
polimerasa II (Pol II) transcribe numerosos genes que codifican a proteinas, RNAs largos no codificantes
y RNAs pequefios que modifican o procesan RNAs mensajeros o ribosomales y por ultimo, la RNA
polimerasa III (Pol III) transcribe varias clases de RNAs pequenos (usualmente de un tamafio menor a
500 nt) como la subunidad ribosomal 5S, RNAs de transferencia y RNAs regulatorios pequefios (Haag
& Pikaard, 2011). En el caso de las plantas, se encuentran dos RNA polimerasas adicionales que estan
estrechamente relacionadas con la Pol II: la RNA polimerasa IV (Pol IV) y la RNA polimerasa V (Pol V),
enzimas fundamentales para la via RADM. Debido a su alto grado de similitud con la Pol I, se piensa que
estas polimerasas se originaron a causa de duplicacién y posterior subfuncionalizacién, sin embargo, a
pesar de su origen comun, las Pol IV y V posiblemente muestren diferencias a nivel funcional debido a
su Dominio Carboxilo Terminal (CTD, por sus siglas en inglés C- terminal Domain) que posiblemente

surgio a causa de recombinaciones ilegitimas (Luo & Hall, 2007; Haag & Pikaard, 2011).

(© Subunits of Pol I, Pol IV and Pol V that are encoded by the same gene
@ Subunits of Pol ll, Pol IV and Pol V that are unique to each enzyme

O Subunits common to Pol Il and Pol IV but unique in Pol V

(© Subunits common to Pol IV and Pol V but unique in Pol Il

@ Subunits common to Pol Il and Pol V but not observed in Pol IV

Figura 6. Composicion de las subunidades de las RNA polimerasas I, IVy V en A. thaliana. Se esquematizan las posiciones
relativas delas subunidades delaRNA polimerasa, mostrandolasrelaciones entrela PolIL, IVyV de A. thaliana conrespectoala
composiciéndesubunidades. Lassubunidadesseencuentrannumeradasycoloreadasseginlaclavemostradaenlaparteinferior.
Lassubunidadestresy nueve se muestran en dos colores representando formas alternativas. Tomada de Haag & Pikaard (2011).
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Las Pol IV y V, al igual que el resto de las RNA polimerasas eucariontes,
son holoenzimas compuestas por 12 subunidades. Algunas de las subunidades
estan compartidas por las cinco polimerasas, mientras que existen algunas
que se incorporan de manera especifica, este hecho muestra el alto grado de
especializacion a nivel funcional de estas enzimas. La subunidad mas grande y
la segunda mas grande conforman el centro catalitico (Haag & Pikaard, 2011)
(Figura 6). En las plantas con flor es en el grupo en el que se observa una mayor
especializacion de las RNA polimerasas IV y V, presentando subunidades
especificas de este clado, lo que indica que esta especializaciéon pudo haber
tenido un papel muy importante en su rapida adaptacion y extraordinaria

radiacion durante el Cretacico medio (Huang et al., 2015).

5. El origen de las embriofitas y Marchantia polymorpha
como modelo emergente

El origen de las plantas terrestres fue un evento clave en la historia
de la vida en la Tierra. Las plantas terrestres o embriofitas comprenden un
grupo MONOfiletico cuyos origenes se remontan al periodo Ordovicico hace
aproximadamente 480 millones de afios (Bowman et al., 2007, Graham &
Wilcox, 2000). Las plantas heredaron muchas caracteristicas bioquimicas,
ultraestructurales y fisioldgicas de sus ancestros acuaticos, sin embargo, durante
la evolucién temprana de las embriofitas surgieron numerosas innovaciones
que permitieron la colonizacién del ambiente terrestre: la protecciéon parental
del embrion en desarrollo, el desarrollo de estructuras multicelulares para
la produccion de gametos, la alternancia de generaciones en donde una fase
esporofitica diploide da origen a una fase gametofitica haploide multicelular, la
percepcion de factores ambientales como luz y gravedad, el origen de matrices
extracelulares (esporopolenina, lignina y pectina), el establecimiento de redes
de comunicacién intercelular (plasmodesmos, fitohormonas, receptores y sus
ligandos) y la diversificacién de redes de regulacion génica para promover la

diferenciacion celular (Bowman et al., 2007; Wickett et al., 2014).

Los eventos posteriores a la colonizacion del ambiente terrestre

consistieron en el surgimiento de innovaciones que expandieron la diversidad

26

Monofilético:
Grupo o clado

que incluye a un
ancestro y todos sus
descendientes



Introduccién

Opuntia
Flores dicotiledoneas @
. \ monocotiledéneas
Semillas ~Oryza
Arabicopsis angiospermas basales %
= N
<
Vasculatura, gimnospermas %GMRQO —=
Esporofito = fdaa
Populus dominante helechos | & .
gimnospermas /
helechos licopodios Selaginelia )
licopodios Embrion, -
bryophyta | Distribucién 3D,
charophyta Gametofito I 1 antoceros / o
chlorophyta dominante \ i = .
s T,
rhodophyta o ) —-I i musgos aphyscanﬁmm
CreC|m|entgap|caIr e
glaucophyta I I I A
| \ w20s hepéticas | Marchantid |
Ma4s0
Charophyceae
Coleochaetophyceae 9?
L o
Zygnemophyceae %
o Klebsormidiophyceae |~

Chlorokybophyceae

1° endosimbiosis de Trebouxiophyceae

cianobacterias —~| Chlorophyceae

8}

)

Ulvophyceae |9

‘ vy §

“prasinophyte grade”

1ho Rhodophyta

Glaucophyta

Figura 7. Relaciones filogenéticas entre las plantas terrestres. Se muestra una reconstrucciéon filogenética de los
diferentes grupos de plantas. Las flechas indican el surgimiento de innovaciones evolutivas clave para la divergencia de
las embriofitas. En la grafica de barras se muestran los diferentes grupos de embriofitas actuales segiin su abundancia.
Se incluyen también diferentes grupos de algas. Tomado y modificado de Bowman y colaboradores (2009).

de la flora terrestre (Bowman et al., 2007). Por ejemplo, el surgimiento de un sistema vascular, asi como
caracteristicas para prevenir la desecacion en las traqueofitas, permitid el establecimiento de un sistema
mas eficiente para el transporte y retencion del agua, fotosintatos y otros nutrientes. Las innovaciones
fisioldgicas fueron acompanadas de un cambio en el ciclo de vida: de un ciclo de vida gametofitico a un
ciclo de vida esporofitico predominante. El origen del linaje de las espermatofitas o plantas con semillas
incrementd de manera importante la provision parental al embrion y el origen de la flor en el linaje de las
angiospermas promovieron una serie de radiaciones rapidas, convirtiéndose actualmente en el grupo mas
diverso de plantas en el planeta (Qiu & Palmer, 1999; Bowman et al., 2007; Wickett et al., 2014; Graham
& Wilcox, 2000).
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El phylum Bryophyta sensu lato esta conformado por los musgos, antoceros
y hepaticas y es considerado como el grupo de mas temprana diversificacion
entre las embriofitas. Dentro de este grupo, diversos estudios taxondmicos y
moleculares posicionan a las hepaticas como grupo hermano de las plantas
vasculares o traqueofitas (Bowman, 2007; Qiu et al., 2007). Sin embargo,
estudios recientes muestran que los antoceros podrian ocupar esta posicién
(Wickett et al., 2014). Las briofitas, como grupo basal, tienen caracteristicas que

las diferencian de las traqueofitas: carecen de un sistema vascular, no presentan

Bauplan: Modelo de
organizacion, disefo o
plan estructural.

lignificacién en su pared celular, presentan gametos masculinos méviles y
una fase gametofitica haploide dominante sobre la fase esporofitica diploide
durante su ciclo de vida (Mischler, 2001). Las briofitas poseen caracteristicas
bioldgicas que representan una gran oportunidad para servir como modelos
de estudio para investigacion en macroevolucion, genética de poblaciones y
ecologia (Mischler, 2001). Asimismo, las briofitas recientemente han sido
adoptadas como modelo para estudios en genémica comparativa para responder
preguntas fundamentales en la biologia de plantas, como las bases genéticas de
las innovaciones clave que permitieron a las plantas evolucionar a partir de un
ancestro acuatico y adaptarse a la vida terrestre, los cambios en el desarrollo
responsables de la multicelularidad, asi como las alteraciones en el bauplan

dentro de las plantas terrestres (Bowman et al., 2007; Ishizaki et al. 2015).

Figura 8. Gametofito de M. polymorpha. A) Se muestra un talo maduro de M. polymorpha, se sefialan con flechas los
conceptaculos y dentro de ellos, los propagulos o gemas. B) Se muestra un gametangiéforo femenino o arquegonidforo.
C) Se muestra un gametangiéforo masculino o anteridiéforo. Tomado de Lara-Mondragén & Arteaga-Vazquez (2015)
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Marchantia polymorpha (Figura 8) es una hepatica taloide de amplia distribucion geografica (Steere,
1940). Esta planta tiene una larga historia como modelo experimental cuyos registros se remontan hasta
mediados del siglo XV (Bowman, 2015). En los ultimos siglos, se ha recabado una gran cantidad de
informacion relativa a su anatomia, fisiologia y procesos del desarrollo, adicionalmente, con el surgimiento
de la era molecular y el advenimiento de la tecnologia de secuenciacion masiva, se ha logrado obtener la
secuencia completa del cromosoma Y, cloroplasto y mitocondria, lo que ha permitido realizar estudios
de genémica comparativa desde un punto de vista evolutivo (Bowman, 2015; Ishizaki et al., 2015). La
secuenciacion del genoma de M. polymorpha, mediante un esfuerzo conjunto de diferentes grupos de
investigacion y bajo la direccion del Joint Genome Institute (http://jgi.doe.gov/), ha revelado que muchos
delos genes que regulan procesos del crecimiento y desarrollo en otras plantas terrestres estan conservados
evolutivamente en el genoma de M. polymorpha, mostrando una menor redundancia (Ishizaki et al., 2008;

Ishizaki et al, 2015).

Actualmente, el uso de M. polymorpha como modelo experimental en estudios de gendmica
comparativaes cadavez masfrecuente. En afios recientes sehan desarrollado numerosas técnicas de biologia
molecular, en donde destacan diversos protocolos de transformacién genética mediante Agrobacterium
(Kubota et al., 2013; Tsuboyama & Kodama, 2014; Tsuboyama & Kodama, 2015) y modificacion dirigida
del genoma (i.e. CRISPR/Cas9 (Sugano et al., 2014), recombinaciéon homoéloga (Ishizaki et al., 2013),
uso de miRNAs artificiales (Flores-Sandoval et al., 2015), entre otros), adicionalmente, sus caracteristicas
bioldgicas y su versatilidad de mantenimiento en condiciones de laboratorio, convierten a M. polymorpha
en un modelo de estudio ideal para abordar cuestiones evolutivas, moleculares, celulares y del desarrollo

(Ishizaki et al., 2015; Bowman, 2015).

sCudles son las caracteristicas que hacen de M. polymorpha un modelo con gran potencial para
estudios de gendémica funcional? M. polymorpha, como otras briofitas, presenta un ciclo de vida con una
fase haploide dominante, lo cual resulta muy favorable para escrutinios de mutantes en comparacién
con las plantas vasculares que presentan una fase predominantemente diploide. M. polymorpha presenta
reproducciéon asexual mediante la produccién de propagulos o gemas en estructuras denominadas
conceptaculos (Figura 8.A), este tipo de reproduccion resulta favorable pues permite la proliferacion
de biomasa isogénica en un tiempo relativamente corto. Por otra parte, también presenta reproduccién
sexual: las hembras producen células huevo en los arquegonios, mientras que los machos producen
anterozoides en los anteridios, la fertilizacién depende de un medio acuoso para permitir la movilizaciéon
del anterozoide hasta la célula huevo. Después de la fertilizacion, el embrién se divide de manera irregular

para generar el esporangio que dara origen, a través de meiosis, a numerosas esporas haploides (Figura 9).
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La fase diploide o esporofitica es breve y dependiente nutricionalmente de la fase gametofitica (Durand,
1908). Este tipo de reproduccion y la excesiva produccion de esporas permiten realizar mutagénesis en un
solo evento y escrutinio de mutantes de manera rapida en comparacion con especies de plantas vasculares.
Adicionalmente, el ciclo de vida de M. polymorpha se lleva a cabo en un tiempo de alrededor de tres
meses para el ciclo sexual y 2 a 3 semanas para el ciclo asexual, lo que favorece el estudio de fenomenos

transgeneracionales (Ishizaki et al., 2015).

Figura 9. Desarrollo del esporangio en M. polymorpha. A-D) Diferentes estados de maduracién del esporangio. E)
Acercamiento del esporangio maduro. F) Arquegonidéforo con esporangios maduros. G) Dehiscencia esporangial.
H) Arquegonidéforo con esporangios dehiscentes. Tomado de Lara-Mondragén & Arteaga-Vazquez (2015)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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La via de metilacion del DNA dependiente de RNA es una via epigenética de suma importancia
en la regulacion a nivel transcripcional de elementos transponibles unica en las plantas terrestres. En las
angiospermas, esta via contribuye de manera importante en el silenciamiento de transposones, elementos
repetitivos y en la determinacion celular. Asimismo, se le ha asociado recientemente con la respuesta ante
estrés. Debido a lo anterior, se postula que esta via constituye una fuente de variabilidad epigenética que
pudo haber contribuido a la diversificacion de las plantas terrestres. Por tanto, resulta interesante rastrear
los origenes de los componentes centrales de esta via y averiguar si se encuentran conservados en los

linajes basales de las embriofitas.

Los miembros del clado AGO4/AGO6/AGO8/AGO9 son componentes centrales de la via RADM.
Existen diferentes reportes en donde se evidencia el alto grado de conservacion evolutiva de las proteinas
de este clado en diferentes linajes de las plantas vasculares, asi como en Physcomitrella patens, una planta
no vascular. En el presente estudio emprendimos un analisis de gendmica comparativa para descubrir
cudles son los miembros mas ancestrales de la familia AGO en las plantas terrestres, con particular interés
en la familia AGO9 debido a su papel dual en la especificacion de los linajes germinales y el control de

elementos transponibles.
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Hipotesis
La proteina AGO9 es necesaria para efectuar la via de Metilacion del DNA dependiente de RNA
durante el control dela especificacion celular del linaje germinal en A. thaliana, por tanto, en el genoma

de M. polymorpha existe un homdlogo a este gen y la proteina que codifica presenta caracteristicas

estructurales de una proteina AGO9 funcional.

Objetivo General

Identificar el gen homoélogo de AGO9 en Marchantia polymorpha y determinar si éste podria tener

conservacion evolutiva a nivel funcional.

Objetivos particulares

Realizar un analisis bioinformatico para identificar a los miembros de la familia AGO en el genoma

de M. polymorpha.

Identificar la secuencia homdloga de AGO9 en M. polymorpha (MpAGO?9) y realizar la anotacion de

este gen.

Determinar la arquitectura de dominios y modelar la estructura tridimensional de la proteina que
codifica el ortélogo de AGO9 en M. polymorpha (MpAGO?9).

Determinar los patrones de expresion del MpAGO9 en diferentes tejidos y etapas del desarrollo
mediante ensayos de Transcripcion Reversa acoplados a la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

(RT-PCR).

Identificar mediante herramientas bioinformaticas potenciales interactores de MpAGO9 codificados

en el genoma de M. polymorpha.

Determinarlas interacciones dela proteina MpAGQO9 con otros componentes de la via RAIDM mediante

ensayos de Complementacion por Fluorescencia Bimolecular (BiFC) en un sistema heterélogo.
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MATERIALES Y METODO
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I. Analisis in silico de la familia AGO en M. polymorpha e identificacion de
MpAGO9

Identificacion de la familia ARGONAUTA en M. polymorpha

Para identificar los miembros de la familia AGO en M. polymorpha se realizé una busqueda
bioinformatica por medio del algoritmo tblastn, utilizando bases de datos de transcriptomas de
diferentes tejidos de M. polymorpha generados en el Laboratorio de Epigenética y Biologia del Desarrollo
(INBIOTECA, Universidad Veracruzana). Como referencia, se utilizaron las secuencias de la familia
AGO de Arabidopsis thaliana disponibles en la base de datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource,
www.arabidopsis.org). Debido a que las proteinas AGO comparten el dominio PAZ con las proteinas de
la familia DICER Like, para dicho analisis se emplearon ambos dominios (PAZ y PIWI), asi como las
secuencias completas de todos los miembros de la familia AGO. Una vez que se obtuvieron los transcritos
correspondientes a miembros putativos de la familia AGO en M. polymorpha, se identificé el marco
abierto de lectura de cada uno mediante la herramienta en linea ORF Finder (NCBI, disponible en linea
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) y se derivé su secuencia de aminoacidos. Para corroborar
que los miembros putativos identificados en el analisis anterior fueran miembros de la familia AGO , se
realiz6 un nuevo andlisis mediante el programa HMMER (Finn et al., 2015), que permite identificar en
las secuencias de proteinas introducidas la "firma" de un dominio especifico mediante comparaciones con
bases de datos de proteinas. Para este analisis también se emplearon las secuencias de los dominios PAZ y

PIWL

Identificacion del gen ortélogo a ARGONAUTAY en M. polymorpha

Habiendo identificado los miembros de la familia AGO en M. polymorpha, se selecciond aquella
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secuencia que mostrara un mayor porcentaje de identidad con AGO9 de A. thaliana. Posteriormente,
se realizé un alineamiento reciproco (secuencia putativa de AGO9 en M. polymorpha vs. base de datos
TAIR) para confirmar que la secuencia identificada correspondiera a su contraparte en A. thaliana.
Una vez confirmada la identidad del ortélogo de AGO9 en M. polymorpha (AGO10998 renombrado
como MpAGOY), se determind su estructura génica. Para lo anterior, se realizé una comparacion de sus
unidades transcripcionales contra el genoma de M. polymorpha (datos no publicados), al cual se tiene
acceso gracias a convenios de colaboracion con la Universidad de Kyoto, Japén. La determinacion del
nimero de intrones y exones en el gen, asi como los extremos 5’ y 3"UTR, se realizé con ayuda de los

programas Argo2 Genome Browser (version 1.0.31, Broad Institute) y SnapGene (version 2.6, GSL Biotech).

Reconstruccion filogenética

Para confirmar la identidad del ortélogo de MpAGOY, se realizé una reconstruccion filogenética
empleando las secuencias de los miembros de la familia AGO en M. polymorpha identificadas en el anilisis
anterior, asi como las secuencias de las AGO de A. thaliana (disponibles en TAIR, www.arabidopsis.org).
Se realizé un alineamiento multiple utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar et al., 2004) y con éste se
construyo un arbol filogenético de tipo Neighbor Joining utilizando la paqueteria Phylip (versién 3.96,
evolution.genetics.washington.edu), con 500 réplicas de bootstrap y utilizando un modelo de sustitucién
por bloques. Como grupo externo se utilizé la secuencia de la AGO401 de Drosophila melanogaster

(Apéndice 1). El arbol filogenético consenso resultante se edit6 con el programa FigTree (version 1.2.4).

Asimismo, para determinar el grado de conservacion evolutiva de este gen en las plantas terrestres
se identificaron ortologos putativos en diferentes grupos de embriofitas y se realizé una reconstrucciéon
filogenética. Para lograr lo anterior se realiz6 una busqueda de todos los miembros de la familia AGO
en 11 especies representantes de los principales clados de las embriofitas (datos obtenidos en la base de
datos ChromDB, www.chromdb.org). Para identificar el ortélogo de AGO9 en cada una de las especies
seleccionadas se realizd el mismo procedimiento llevado a cabo para identificar a MpAGO9: identificacion
de cada miembro de la familia por especie, alineamiento reciproco contra la base de datos TAIR y
reconstruccion filogenética utilizando los miembros putativos de la familia AGO por especie, asi como
los miembros de la familia en A. thaliana. Finalmente, las secuencias obtenidas se alinearon utilizando
el algoritmo MUSCLE. El arbol filogenético se construyé bajo los parametros descritos en el analisis

anterior. Como grupo externo se utiliz6 la secuencia de AGO401 de D. melanogaster (Apéndice 2).
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II. Identificacion de dominios y modelacion de la estructura proteica de
MpAGO9

Empleando la herramienta en linea Conserved Domains Database (NCBI; Marchler-Bauer et al.,
2011), se identificaron los dominios caracteristicos de la familia AGO en la secuencia de aminodacidos de
MpAGO9. Asimismo, empleando el servidor SWISS-MODEL (Arnold et al., 2003; http://swissmodel.
expasy.org/) se generaron modelos tridimensionales de MpAGO9 y AtAGO9 basados en homologia
estructural con la proteina AGO cristalizada de Aquifex aeolicus, una bacteria termofila (Yuan et al., 2005).
Los modelos proteicos generados se visualizaron y editaron mediante el programa PyMOL Molecular

Graphics System (Version 1.7.4 Schrodinger, LLC).

III. Monitoreo de la expresion de MpAGO9 durante el ciclo de vida de M.
polymorpha.

Disefio de oligonucledtidos para el extremo 3’ UTR

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar una region de 127 pb dentro del extremo
3'UTR del gen para determinar el perfil de expresion de MpAGO9 en diferentes etapas del ciclo de vida
de la planta. Los oligonucleétidos se disefiaron con el programa SnapGene (version 2.6, GSL Biotech)
y las propiedades de los mismos (Tm, auto-complementariedad, formacién de dimeros y/o estructuras
secundarias) se verificaron con el programa OligoCalc (Kibbe, 2007; http://www.basic.northwestern.
edu/biotools/oligocalc). Las secuencias de los oligonucleétidos sentido y antisentido se muestran en el

Apéndice 3.

Siembra, mantenimiento y colecta de tejidos vegetales.

Las plantas utilizadas en este estudio fueron dos variedades japonesas, Takaragaike-1 (Takl,
macho) y Kitashirakawa-2 (Kit-2, hembra), obtenidas por los convenios de colaboracién mencionados
anteriormente. El cultivo de las plantas in vitro y en sustrato se realizé con base en protocolos ya publicados

(Kubota et al., 2013).

Se obtuvieron gemas de plantas adultas y se sembraron en medio Gamborg B5 de fuerza media
(1/2 B5) con 1% de agar. Las plantas se mantuvieron en una camara de crecimiento a 20°C con luz blanca

continua. Para la induccion de estructuras reproductivas, plantas de alrededor de 14 dias se trasladaron
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del medio de cultivo a un sustrato de lana mineral estéril y se sometieron a un espectro de luz roja lejana.
Las condiciones de mantenimiento fueron iguales a las mencionadas anteriormente. Las colectas se
realizaron de manera periodica para obtener tejidos desde gemas hasta estructuras reproductivas. Los

tejidos colectados se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Extraccion de RNA total .

Los tejidos congelados se molieron por separado con mortero y pistilo estériles. La extraccion de
RNA total se realiz6 utilizando TRI Reagent (Sigma-Aldrich, Cat. No. T9424) siguiendo las indicaciones del
fabricante (Apéndice 4). Posteriormente se realiz6 un lavado con fenol acido (Ambion, Cat. No. AM9720)
para eliminar residuos de DNA y/o proteinas (Apéndice 5). El RNA se cuantific por espectrofotometria
utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y se verificé su identidad mediante electroforesis

en un gel de agarosa al 2% con Bromuro de Etidio (Anexo 1).

Sintesis de cDNA y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Con el RNA obtenido de los diferentes tejidos de M. polymorpha, se llevé a cabo la sintesis de
cDNA por retrotranscripcion mediante el kit RevertAid RT (Thermo Scientific, #K1691) siguiendo las

instrucciones del fabricante (Apéndice 6). Se partio de 1ug de RNA total para cada reaccion.

La amplificacion del 3’UTR de MpAGO9 se llevé a cabo utilizando el GoTaq Green Master Mix
(Promega, Cat. No. M7122) que contiene la DNA polimerasa Taq, dNTPs, buffers de reaccién y buffers de
carga. Cadaunadelasreacciones de PCR se componiade: 6 ul GoTaq Green Master Mix, 1 pl oligonucleétido
sentido, 1 ul oligonucledtido antisentido, 1 pul cDNA y 3 ul agua. Se incluyeron dos controles: como control
positivo se utilizé el Factor de Elongacion 1 de M. polymorpha (MpEF1) por cada muestra de una etapa
especifica y como control negativo una reacciéon sin templado. La PCR se llevé a cabo en un termociclador
My Cycler (BioRad). Para corroborar el tamafo de los productos de PCR, éstos se corrieron en un gel de
agarosa al 2% tenido con Bromuro de Etidio utilizando un marcador O’ GeneRuler ready-to-use 100 pb

DNA Ladder (Fermentas, #SM1143).
IV. Ensayo de Complementacion por Fluorescencia Bimolecular (BiFC)

Para probar si MpAGO9 posee la capacidad de establecer interacciones con otros componentes de
la via RADM se llevaron a cabo ensayos de tipo BiFC. Para ello, se evalud la capacidad de interaccion entre

MpAGO9y NRPEI, subunidad grande de la RNA polimerasa V de A. thaliana, componente fundamental
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de la RADM y que ya se ha probado que interactiia con AGO4 (Li et al., 2006; El-Shami et al., 2007).

Disefio de oligonucledtidos para amplificar los interactores.

Se disefaron oligonucleodtidos especificos para amplificar el gen AGO9 de M. polymorpha.
Asimismo, se disefid un par de oligonucledtidos para MpAGO9 adicionando los sitios de recombinacién
attB necesarios para la introduccién al vector de entrada en el sistema de clonacién Gateway y truncando el
cododn de paro para poder realizar fusiones traduccionales al extremo C- terminal. La interaccion entre las
proteinas AGO4y NRPE1 de A. thaliana se ha probado en estudios previos mediante inmunofluorescencia
y co-precipitacion (Li et al., 2006; El-Shami et al., 2007), por lo que para este estudio se probé también
la interaccion de estas proteinas mediante el sistema BiFC, por tanto, se disefiaron oligonucleétidos para
amplificar dichos genes y otro par para adicionar los sitios de recombinacién attB y truncar el codén de

paro (Apéndice 3).

Obtencion de DNA gendmico.

Se extrajo DNA genémico a partir de talos maduros de M. polymorpha mediante el protocolo
de extraccion con el buffer CTAB (Apéndice 7). El DNA se cuantificé mediante espectrofotometria y
su integridad se verifico mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con Bromuro de
Etidio. E1 DNA de A. thaliana fue proporcionado por la Bidloga Araceli Oropeza Aburto del Laboratorio
Nacional de Gendmica para la Diversidad (LANGEBIO-IPN). El DNA obtenido sirvié como templado

para las reacciones de PCR subsecuentes.

Obtencion de los fragmentos de PCR-attB.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se llevo a cabo utilizando la DNA polimerasa de
alta fidelidad Phusion (New England Biolabs, Cat. No. M0530S). Las reacciones de PCR para cada uno
de los genes a amplificar consistian en: 4 uL de Buffer HF 5x, 0.4 pL de dNTPs, 1 puL de su respectivo
oligonucledtido sentido y 1 pL de su respectivo oligonucledtido antisentido a una concentracion de 0.5
pmoles/ pL, 0.2 uL de Phusion, 12.4 pL de agua libre de nucleasas y 1 pL de templado (aproximadamente
20 ng).

El tamafo de los genes a amplificar (adicionando los sitios de recombinacioén attB y truncando el
cododn de paro) y las condiciones de PCR empleadas se muestran en la Tabla 2. La PCR se llevé a cabo en

un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf).
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Tabla 2. Condiciones de PCR para cada uno de los genes amplificados.
Nombre Tamaio Programa de PCR

MpAGO9-attB 5,528 pb 98° C por 3 minutos; 35 ciclos de 98°C por
20 segundos, 60°C por 30 segundos 'y 72°C
por 3 minutos con 30 segundos; seguido de
5 minutos a 72°C.

AtAGO4-attB 4,767 pb 98° C por 3 minutos; 35 ciclos de 98°C
por 20 segundos, 60°C por 30 segundos y
72°C por 3 minutos; seguido de 5 minutos
a72°C.

AtNRPE1-attB 8,376 pb 98° C por 3 minutos; 35 ciclos de 98°C por
20 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C
por 4 minutos con 30 segundos; seguido de
5 minutos a 72°C.

El tamafio de los fragmentos obtenidos se verific6 mediante electroforesis en geles de agarosa al
0.8% tenidos con Bromuro de Etidio. Se utiliz6 el marcador molecular de O’ GeneRuler 1kb DNA Ladder

Plus (Fermentas, # SM1343).

Posteriormente los fragmentos de PCR-attB se purificaron con PEG 30% y MgCl, 30 mM segtin
el protocolo indicado en el manual Gateway BP Clonase I1I Enzyme Mix (Invitrogen) (Apéndice 8). Los
productos de PCR-attB se resuspendieron en buffer TE pH 8, se cuantificaron por espectrofotometria y se

verificaron nuevamente por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con Bromuro de Etidio.

Reaccion BP: Clonacion en el vector de entrada pDONR221

Las reacciones de recombinacion BP se realizaron utilizando la Gateway BP Clonase 11 Enzyme Mix
(Invitrogen, Cat. No. 11789) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones BP se establecieron
utilizando cantidades equimolares de vector de entrada pDONR221 y producto de PCR-attB. Dicha

relacién equimolar se calculé mediante la siguiente férmula:

660fg] 1ng ]

ng = fmol (N) [ fmol 11106 fg

Donde N es igual al tamafio del DNA (ya sea el tamafo del vector o el tamafio del inserto) en pb.

La reaccion BP para cada uno de los genes se prepar6 de la siguiente manera: producto de PCR-
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attB (hasta 150 ng), vector de entrada pDONR221 (hasta 150 ng) y buffer TE pH 8 hasta alcanzar el
volumen final de 8 pL. Finalmente, se adicionaron 2 puL de BP Clonase II Enzyme Mix. Las reacciones se
incubaron a 25°C durante toda la noche. Al dia siguiente las reacciones se detuvieron adicionando 1 pL

de Proteinase K y se incubaron a 37°C durante 10 minutos.

Transformacion de Escherichia coli por electroporacion

Para la electroporacién se utilizaron 50 uL. de células electrocompetentes de la cepa DH5 a a
las que, una vez descongeladas, se les adicionaron 3-4 pL de producto de la reaccién BP previamente
dializado en una membrana de celulosa. Las células se transfirieron a una celda de electroporacion y al
ponerse en contacto con el electrodo, se dio un pulso de 1.8 kV durante 5.8 milisegundos. Posteriormente
se adicion6 1 mL de medio SOC (2% Triptona, 0.5% Extracto de Levadura, 0.05% NaCl, 2.5 mM KCI,
10 mM MgClz, 20 mM Glucosa), el contenido de la celda se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL e

incubd a 37°C durante 1 hora.

Habiendo transcurrido el tiempo de incubacidn, las bacterias se sembraron en placas Petri con
medio de seleccion LB (Luria-Bertani) s6lido con Kanamicina (50 ug/mL) y se incubaron a 37°C durante

12 horas.

Escrutinio de clonas

Los plasmidos de las bacterias transformantes se extrajeron por lisis alcalina (Apéndice 9). El
DNA plasmidico extraido se digirié con enzimas de restriccién para corroborar si la recombinaciéon BP
fue exitosa. Las enzimas de restriccion utilizadas variaban en funcién de la construccién a analizar. Las
reacciones se incubaron a 37°C durante 2-4 horas. Los productos de la digestion se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con Bromuro de Etidio y se compararon con los patrones
de restriccion de digestiones in silico de las mismas construcciones, utilizando las mismas enzimas. Las

digestiones in silico se realizaron utilizando el software Serial Cloner (version 2.6.1, Serial Basics).

Clonacion en los vectores de destino pSPYNE y pSPYCE.

Los vectores de destino que se utilizaron para el ensayo BiFC son los pSPYNE y pSPYCE, éstos
son vectores binarios que permiten la visualizacién de interacciones entre proteinas en células vegetales
vivas. Ambos vectores permiten la expresion de los genes de interés fusionados al extremo N-terminal

(pSPYNE) o al extremo C-terminal (pSPYCE) de la Proteina Amarilla Fluorescente (YFP por sus siglas en
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inglés) (Walter et al., 2004).

Linearizacion del inserto-attL por PCR

Debido a que el vector de entrada de las construcciones generadas posee el gen de resistencia a
Kanamicina y los vectores de destino pSPYCE y pSPYNE presentan la misma resistencia, fue necesario
eliminarla del vector de entrada para reducir el numero de falsos positivos durante la recombinacion LR.
Para ello, se realizo PCR de cada una de las construcciones utilizando los oligonucleétidos para el M13,
sitios que flanquean la region del inserto y mantienen los sitios de recombinacion attL, necesarios para la

recombinacidon LR, intactos.

Los componentes de las reacciones de PCR fueron los siguientes: 4 uL de Buffer HF 5x, 0.4
uL de dNTPs, 1 uL del oligonucledtido M13 sentido y 1 pL oligonucledtido M13 antisentido a una
concentracion de 0.5 pmoles/pL, 0.2 pL de Phusion, 12.4 uL de agua libre de nucleasas y 1 pL de templado
(aproximadamente 20 ng/pL).

El tamafio de los productos de PCR se verificé mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
teflido con Bromuro de etidio. Asimismo, los productos de PCR se purificaron directamente del gel
utilizando el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Cat. No. 28706) (Apéndice 10), se cuantificaron por

espectrofotometria y se verificaron nuevamente por electroforesis.

Reaccion de recombinacion LR

Con los productos de PCR-attL purificados se llevo a cabo la reaccién de recombinaciéon LR
utilizando la LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen, Cat. No. 11791) siguiendo las instrucciones del
fabricante. En la tabla 3 se muestra el vector de entrada y el vector de destino entre los que se llevaron a

cabo las reacciones LR. La Figura 10 muestra un diagrama de las construcciones generadas.

Tabla 3. Listado de los vectores de entrada y los vectores de destino con los que se realiz6
la reaccion de recombinacién LR

Vector de entrada Vector de destino Construccion final
pENTR-MpAGO9 pSPYNE MpAGO9:nYFP
PENTR-AtAGO4 pSPYNE AtAGO4:nYFP

pPENTR-AtNRPE1 pSPYCE AtNRPEL:cYFP
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c-Myc

’ 355 ‘ MpAGO9 I n-YFP ‘ NosT ‘MpAGO9:nYFP
c-Myc

’ 355 ‘ AtAGO4 I n-YFP ‘ NosT ‘AtAGO4:nYFP
HA

’ 355 ‘ AtNRPET I n-YFP ‘ NosT ‘AtNRPE1:cYFP

Figura 10. Construcciones generadas mediante la reaccion de recombinacién LR. En la parte
superior MpAGO9:nYFP, seguida de AtAGO4:nYFP, en la parte inferior AtINRPE1:cYFP.

Los componentes de cada una de las reacciones de recombinacién fueron: 150 ng de producto
de PCR-attL, 150 ng de vector de destino y el volumen de buffer TE pH 8 necesario para alcanzar 8
uL. Finalmente, se adicionaron 2 pL de LR Clonase II Enzyme Mix. Las reacciones se incubaron a 25°C
durante toda la noche. Al dia siguiente las reacciones se detuvieron adicionando 1 pL de Proteinase Ky se

incubaron a 37°C durante 10 minutos

Transformacion de E. coli por electroporacion

Para la electroporacion se utilizaron 50 puL de células electrocompetentes de la cepa DH5a a las que,
una vez descongeladas, se les adicionaron 3-4 uL de producto de la reaccién LR previamente dializado.
El protocolo y las condiciones de electroporacién fueron las mismas mencionadas anteriormente.
Finalmente, las bacterias se sembraron en placas Petri con medio de seleccion LB (Luria-Bertani) sélido

con Kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37°C durante 12 horas.

Escrutinio de clonas transformantes

Para corroborar la eficacia de la reaccién de recombinacion LR se realizé PCR en colonia. La PCR
se llevd a cabo utilizando el GoTaq Green Master Mix (Promega, Cat. No. M7122) y los oligonucledtidos
sentido de cada uno de los genes clonados y el antisentido de la YFP, ya sea para el extremo N o C-
terminal segun fuese el vector de destino. Los tamafos de los productos de PCR se verificaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. Se utilizé el marcador molecular de O’GeneRuler 1kb DNA

Ladder Plus (Fermentas, # SM1343).

Transformacion por electroporacion de Agrobacterium

Una vez que se verificaron las clonas positivas en E. coli, se seleccion6 una sola clona de cada una

de las construcciones y se extrajo plasmido por lisis alcalina. De manera independiente se transformaron
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bacterias con cada una de las construcciones generadas adicionando 2-3 pL de plasmido purificado.
Para la electroporacion se utilizaron 50 pL. de células electrocompetentes de la cepa C58. Las células se
transfirieron a una celda de electroporacién y al ponerse en contacto con el electrodo, se dio un pulso
de 2.2 kV durante 5 ms. Posteriormente se adicioné 1 mL de medio LB liquido y se incubé en agitacién
por 3 horas a 30°C. Una vez transcurrido el periodo de incubacidn, las bacterias se sembraron en medio
LB solido con Ampicilina 100 pg/mL, Kanamicina 50 pg/mL y Rifampicina 100 pg/mL y se incubaron

nuevamente a 30° durante ~2 dias.

Agroinfiltracion en Nicotiana benthamiana

En cada caso, a partir de una sola colonia, se prepard un precultivo de cada linea transgénica
(MpAGO9:nYFP, AtAGO4:nYFP, AtNRPE1:cYFP, incluyendo también las construcciones para el control
positivo, pBIN19:GFP vy la linea auxiliar p19) en 1 mL de medio liquido LB con Ampicilina 100 pg/mL,
Kanamicina 50 ug/mL y Rifampicina 100 ug/mL y se incub6 toda la noche a 30°C en agitacion. Al dia
siguiente se inocularon con el precultivo, de manera independiente, 50 mL de medio liquido LB con los

mismos antibiéticos y se incubaron toda la noche a 30°C en agitacion.

Transcurrido el periodo de incubacidn, los cultivos se colocaron en tubos cénicos de 50 mL y se
centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, se descartd el sobrenadante y el
pellet de cada linea transgénica se resuspendi6 en 5 mL de MgCl, 10 mM. Con la solucién de bacterias se
realizaron diluciones 1:20 de cada cultivo para medir por triplicado su absorbancia a 600 nm. Se ajustaron
los volimenes de cada cultivo para obtener una absorbancia final con un valor de 1 en 5 mL de MgCl, 10

mM. La cantidad de cultivo necesaria para el ajuste se determin6 mediante la siguiente férmula:

V, X A,

Vix = oox xFd

Donde V, corresponde al volumen final (5 mL), An corresponde a la absorbancia final (1), A20x
corresponde a la media aritmética de los valores obtenidos de absorbancia durante las mediciones por
triplicado y Fd al factor de dilucion (20). Habiendo ajustado los voliumenes de los cultivos se realizaron
las mezclas mostradas en la Tabla 4. Cada mezcla se llevé a un volumen final de 5 mL con MgCl, 10 mM
y se le adicionaron 5 pL de acetosiringona 1000 x (50 pg/mL). Las mezclas se incubaron durante 3 horas

a temperatura ambiente.
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Tabla 4. Mezclas realizadas para la agroinfiltracion.

Construcciones Como:

SC:cYFP + EMB:nYFP + p19 Control positivo del sistema
AtNRPEL:cYFP + AtAGO4:nYFP + p19 Control positivo de interaccion
AtNRPEIL:cYFP + MpAGO9:nYFP + p19 Prueba

pBIN19:GFP + p19 Control de transformacion
p19 Mock

Habiendo transcurrido el periodo de incubacion, hojas de plantas de Nicotiana benthamiana de entre
3 a4 semanas fueron infiltradas por el envés, utilizando una jeringa sin aguja. Las plantas se mantuvieron
en una camara de crecimiento por al menos 48 horas después de la agroinfiltracién con fotoperiodo 15

horas luz/9 horas oscuridad.

Preparacion de protoplastos de N. benthamiana

Lashojas de tabaco previamente agroinfiltradas (72 horas después de la agroinfiltracion) se cortaron
en pequenias tiras con una navaja nueva. Las hojas se trasfirieron a una placa de Petriy se le adicionaron 3
mL de solucion enzimatica (Manitol 0.5 M, Celulasa 1%, Macerozima 0.05%), posteriormente se incubaron
por 3 horas en agitacion leve, a temperatura ambiente y en obscuridad. Finalmente los protoplastos
se recuperaron y se trasladaron a un tubo nuevo en donde permanecieron hasta su observacién. Los
protoplastos fueron visualizados con el Microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-foténico invertido
con un laser de longitud de onda de excitacién de 514 nm y un filtro de emisién de 527 nm. En el caso de

la construccion de GFP, la longitud de onda de excitacion fue de 490 nm y un filtro de emisién de 509 nm.
Confirmacion de la expresion de los transgenes y acumulacion de proteina

Se colectaron muestras de las hojas agroinfiltradas para RNA total por el método mencionado en el
apartado II. Con el RNA total, se realizaron ensayos de RT-PCR para verificar la expresion de los transgenes.
La sintesis de cDNA se llevé a cabo bajo las mismas condiciones mencionadas en el apartado II. La PCR se
llevo a cabo con el KAPA 3G Plant PCR kit (KAPA Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante,
utilizando los oligonucledtidos sentido especificos para cada transgén y los oligonucleétidos antisentido
para la fusién C o N-terminal de la YFP, segtn fuera el caso. Los productos de PCR se verificaron por

electroforesis en agarosa al 0.8% tefiida con Bromuro de Etidio.

Por otra parte, para confirmar la presencia de las proteinas de interés, se realizaron ensayos de

tipo Western blot utilizando extractos proteicos de las hojas agroinfiltradas. Los anticuerpos utilizados
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durante el Western blot corresponden a los epitopos especificos presentes en los vectores para el ensayo
BiFC: la construccion pSPYNE presenta un epitope c-Myc, mientras que la construccién pSPYCE presenta
un epitopo HA. Por tanto, las proteinas MpAGO9 y AtAGO4 tendrian el epitopo c-Myc, mientras que
AtNRPEI presentaria el epitopo HA (Figura 10).

Se realizé una extraccion de proteina total a partir de las hojas agroinfiltradas (10 mM Tris-HCI pH
7.5,1 mM MgCl,, 25 mM NaEDTA-2H,O pH 8, 0.25 mM Sacarosa, 7.5 mM DTT, 0.1% Trit6n x-100), se
incluyd un control negativo de plantas no agroinfiltradas, mientras que como control positivo se colectaron
tejidos de hojas agroinfiltradas con las construcciones CP:nYFP + EMB:cYFP. Se cuantificé la proteina
por espectrofotometria utilizando el reactivo de Bradford. Una vez cuantificada la proteina total, las
muestras se separaron electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 10% durante 2 horas y mediaa 120 V
a 4°C. Posteriormente, se realiz6 la transferencia de las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa
utilizando una cdmara de transferencia himeda (2 horas a 350 mA). Una vez realizada la transferencia, la
membrana se tifié con rojo de Ponceau para verificar el éxito en la transferencia. Posteriormente, se llevd
a acabo el bloqueo de la membrana incubando con la soluciéon de bloqueo (Leche 0.5%, PBS 1x, Triton
0.5%) durante toda la noche en agitaciéon moderada y a 4°C. Acto seguido, se lavé la membrana con PBS
1x/Tritén 0.5% y se incubd con el anticuerpo primario (a-c-Myc, en ratén, dilucién 1:13,000 o a-HA,
en conejo, dilucion 1:1000, segin fuera el caso) durante toda la noche a 4°C en agitaciéon moderada. La
membrana se lavo bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente y en seguida se incub6 con
el anticuerpo secundario (anti-mouse-HRP para a-c-Myc y anti-rabbit-HRP para a-HA, ambos a una
dilucién 1:5,000) durante 30 minutos. La membrana se lavé nuevamente y finalmente se reveld utilizando

el Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Busqueda e identificacion de posibles interactores.

Durante la via RADM en A. thaliana, AGO4 establece interacciones con otras proteinas como
la subunidad grande RNA polimerasa V (NRPE1; AT2G40030), KOW DOMAIN-CONTAINING
TRANSCRIPTION FACTOR 1 (KTF1; AT5G04290.1) y RNA-DIRECTED METHYLATION 1 (RDM1;
AT3G22680) para dirigir el silenciamiento a un locus especifico. Con base en lo anterior, se decidié buscar

si existe en M. polymorpha algun homoélogo a alguno de estos genes.
Se llevé a cabo una busqueda bioinformatica en bases de datos de transcriptomas, asi como en

el genoma de M. polymorpha utilizando el algoritmo tblastn y como secuencias de referencia los genes

NRPEL, KTF1 y RDM1 de A. thaliana disponibles en la base de datos TAIR (www.arabidopsis.org).
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Caracterizacion del gen MpNRPE1

El transcrito que mostré un mayor porcentaje de identidad con NRPE1 de A. thaliana se ley6 en sus
seis marcos abiertos de lectura, con lo que se determino el sitio de inicio y término de la traduccién. Con la
secuencia de aminoacidos de MpNRPE] se realiz6 una busqueda de dominios conservados (utilizando la
base de datos CDD, mencionada anteriormente), asi como la estructura cristalizada de la RNA polimerasa
IT de levadura para identificar los dominios conservados en la region N-terminal (Cramer et al., 2001) y

se determino la distribucion de éstos.

Identificacion de dominios WG/GW

Se ha determinado que la presencia de reiteraciones de residuos de Glicina-Triptéfano (WG/
GW) en las proteinas (también conocidos como Ago-hooks) es crucial para que éstas puedan establecer
interacciones con proteinas AGO. Debido a lo anterior, se decidié buscar si en MpNRPE1 existen
reiteraciones de WG/GW. Mediante la herramienta en linea Agos — a web tool for WG/GW Ago - binding
sites identification (Zielezinski & Karlowski, 2011; http://comgen.pl/agos/submit/) se identificaron el
nuimero y la posicion de dichos repetidos WG/GW en MpNRPEI.
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La funcion de las proteinas puede conocerse mediante diversas aproximaciones. El presente estudio
aborda dicha cuestion desde cuatro aspectos fundamentales: I) la conservacion evolutiva de la secuencia,
IT) la conservacion evolutiva de la estructura proteica y arquitectura de dominios, III) la determinacion
del perfil de expresion y IV) la interaccién con otras proteinas. Estos cuatro aspectos permiten inferir la
funcioén de las proteinas, particularmente, este estudio se enfocé en la busqueda e identificacion de un gen
ortologo a AGO9 de A. thaliana en Marchantia polymorpha. A continuacion se exponen los resultados

obtenidos.

I. Conservacion evolutiva de la secuencia: Identificacion del gen homdlogo a
AGO9 en M. polymorpha.

Mediante la busqueda bioinformatica realizada se identificaron los miembros de la familia AGO
en M. polymorpha: esta conformada por cinco miembros, mostrando al menos un representante en cada
clado (Figura 11). La familia AGO en A. thaliana se agrupa en tres clados principales segin su identidad:
El clado I, conformado por AGO1/AGO5/AGO10, el clado II, conformado por AGO7/AGO2/AGO3 y el
clado III, cuyos miembros son AGO4/AGO6/AGO8/AGOSY, este ultimo asociado con el silenciamiento
a nivel transcripcional (Vaucheret, 2008; Zheng et al., 2015). En el caso del clado III, se identificaron
tres miembros, uno de ellos es un claro ortélogo de AGO9 de A. thaliana mostrando un porcentaje de
identidad del 43.82%. A este transcrito se le denomindé AGO10998 con base en el nimero de registro
en el transcriptoma de M. polymorpha. Asimismo, con la secuencia de dicho transcrito se realizaron
reconstrucciones filogenéticas que permitieron confirmar su identidad. Los resultados mostraron que,
efectivamente, el gen identificado en M polymorpha se agrupa con el clado AGO4/AGO6/AGO8/AGO9
(Figura 11).
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Figura 11. Reconstruccidnfilogenéticadelafamilia AGOenA. thalianay M. polymorpha.Seincluyentodoslosmiembrosdela
familia AGO de A. thaliana ylos miembros putativos dela familia AGO en M. polymorpha. Se sefialan los tres clados de la familia
AGOyMpAGOg9seresaltaencolorrojo. DmAGO401 correspondeaun miembrodelafamilia AGO en Drosophilamelanogaster.

Conlainformacién obtenida selogré determinar la estructura del gen AGO10998, el que se renombré
como MpAGO9 siguiendo el sistema de nomenclatura propuesto por Zhang y colaboradores (2015). El
gen MpAGOY tiene una longitud de 5470 pb, posee 19 exones y 18 intrones; la regién codificante tiene un
tamano de 2433 pb y codifica una proteina de 810 aa. La longitud del gen, la composicién de intrones y
exones y el tamano de la proteina que codifica MpAGO9 es similar a la del gen AGO9 de A. thaliana (Tabla
5, Figura 12).

Tabla 5. Comparacién de las caracteristicas de los genes MpAGO9 y AtAGO9.

Identificador Tamaiio del gen No. Exones No.Intrones = CDS  Proteina
MpAGO9 5470 pb 19 18 2433pb 810 aa
AtAGO9 6086 pb 23 22 2691 pb 890 aa

Marchantia polymorpha AGO9

582,000 580,000 578,000 576,000

Codén de Inicio Codén de Paro

Figura 12. Estructura génica de MpAGO9. Se muestran como cajas los exones, mientras que los intrones
se muestran como lineas. Los extremos 3 y 5 UTR se muestran en azul claro, asimismo, se indica el
sitio de inicio (en verde) y el sitio de término (en rojo) de la traduccién. La linea negra en la parte
superior corresponde a la posiciéon en el genoma de M. polymorpha en donde se encuentra MpAGO9.
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Por otra parte, la reconstruccion filogenética de la Figura 13 ubica a MpAGO9 en el clado de las
briofitas, junto a su ortélogo en Physcomitrella patens. Dicho resultado sugiere que existe un alto grado
de conservacién evolutiva a nivel de secuencia de este gen en todas las plantas terrestres y mas aun, que

el origen de este gen se remonta a un momento en la historia previo a la divergencia de las embriofitas.

\— ZmAGO09
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SbAGO09
TaAGO09
w
AtAGO9 3
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=
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PgAGO9 Coniferophyta
SmAGO9 Pteridophyta
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Bryophyta
PpAGO9
DmAG0401

Figura 13. Reconstruccion filogenética de los ortdlogos de AGO9 en las embriofitas. Se incluyen representantes
de diferentes grupos de embriofitas. MpAGO9 se resalta en color rojo, agrupado con su ortélogo en P. patens.

II. Conservacion de la estructura proteica: Distribucion de dominios y
estructura tridimensional de la proteina MpAGO9

En los resultados previos se mostrd que MpAGO9 esta altamente conservado a nivel de secuencia.
La siguiente cuestion a responder es si éste presenta conservacion evolutiva a nivel estructural. Para poder

responder lo anterior, se realizé una busqueda de dominios conservados en la secuencia de aminoacidos

de MpAGO?9.

En todos los eucariontes, la familia AGO se caracteriza por la presencia de los dominios PAZ,

PIWI, L1, L2 y MID (Swarts et al., 2014). Los resultados del analisis de dominios muestran que MpAGO9
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presenta un alto grado de conservacion evolutiva de dichos dominios y que la arquitectura de éstos es

similar a la de AtAGO?9 (Figura 14).

50 aa - - -
Arabidopsis thaliana AGO9

! 896 aa
N
810 aa
Figura 14. Comparaciéon de la distribucion de dominios entre AfAGO9 y MpAGO9. En el dominio

PIWI se resaltan la posicién de los residuos DDH que conforman la triada catalitica presente en todas las
proteinas AGO, asi como el residuo adicional de E segin el modelo de Nakanishi y colaboradores (2012).

Asimismo, MpAGO9 conserva residuos importantes para su funcidén, como son los residuos de
DDH que conforman la triada catalitica de las proteinas AGO, asi como también un grupo de residuos
de aminoacidos importantes para el establecimiento de interacciones con proteinas WG/GW, todos ellos
distribuidos en el dominio PIWI (Figura 15). Con respecto al modelo de la tétrada catalitica propuesto
por Nakanishi y colaboradores (2012), MpAGQ?9, asi como todas las AGO de A. thaliana, conservan este
residuo de Glutamato (Figura 14,15).

Dominio PIWI

* * * *
HmAGO2 PPV - -FRQPVIFLGADVTHPPAGDGK. KPS | AAVVESMD - AHPNRYCATYVRVAQHRAEI IQDL - - - - - - - - - - - - - AAMVRELL IQFY- - -KSTRF- - - - - KPTRIIFYRDGVEEGAFAAYLHHELLAIREACIKLE - - KDYRPGIT. . //.  JPAPAYYVAHLVA
AtAGOQ PKV - - TQVPTI I VGMDVSHGSPGASD - [PSIAAVYESRAWPL I SKYKACVRTOSRKMEMI DNLF KPVYHGKD - - - - - EGMFRELLLDFY. - -¥YSSEMR----KPEHI | IFRODGWSESQFNQVLNIELDOMMQACKFLD - - DTWHPKFT...//. . VVAPVCTAHLAA
AtAGO8 FLV - -MRYPTI I | GMDWSHGSPGASOHIPS | AAVYSSREWPL I SKYRACWRTASPKWEMIDSLFKPVYSDKDD - - - -QG IMRELLLDFH. - - 5856GK- - - - - KPNHI | IFREGWSESQFNQYVLHNIELDOM- - - - - o oo o v meoe e et oA/ LYAPICYAHLAA
AtAGO4 TWI - - SKVYPTIILGMDYSHGEPGOED - VPS | AAVYSSREWPLI SKYRASVRTOPSKAEMI ESLVKKNGTED - - - - - DG ITKELLWDFY STSSHKR- - - -KPEHI | IFRDGVEESAFNQVLNIELDRI IEACKLLD - - ANWNPKFL...//. . VVAFICYAHLAA
AtAGOB FL |- -HKIPTLILGMDYSHGFPGRAD - VPSVAAVYGSEKCWFL | SRYRAAVRTASPRLEMI DSLFQP IENTEKG - - DNG IMNELFWEFY . - -RTSRAR- - - - KPKO | | [ FRDGVSESOFEQVLKIEVDR | | KAYRRLG - - ESDVPKFT...//. .. IVAPVRYAHLAA
MpAGO40584 P | - - SLVFTIIFGLDVSHGPRFGDCD - SPSVAAAVATYEWFRF SRYACS | RAQKPKEE I VAGLFQKTGDGRD - - - - AGMYQELLMOFFLKSAAAGRPLEERKFRO | LVFRDGVEESQFREVLDREVGAF KAACRALE < KDYDPRIT...// . .WWAFAYTAHVAA
MpAGO29166 pi | . . SOVPTIIFGLOVEHGSPGDAN- SPSVAAAVAT IEWPKF SKYTCS | RADEPKTEMI AGLHSE- -DTRE- - - -MGMVKELLNNFFSEARDRGRPDHECKPOD | LVYRDGVSESOFDOVLDKELRAF KHACREMD S DGYNFRIT---//  VAAPAYYAHVAA
MpAGO9 FEV- - SAVPTVIFGLDVSHGSPGDAN- SPS | AAAVASMNIPFMSOYAPRVRAQAPKTEMI EGLYEEIDGKP - - - - - GEMWMELLKEF Y. - - STCRGS IKDREPQQ || | YRDGYSESQFEQY IEKEL | AF KKACRALE FNQDYNFG | Teoodl o VAAPAYYAHLAA
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Trp pocket 902 Trp pocket 902" % Insercion de Trp % His Residuo catalitico #Asp Residuo catalitico
Glu Residuo catalitico
Figura 15. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas AGO de A. thaliana y M.

polymorpha. Se muestran con * las posiciones de los residuos conservados necesarios para la funcién

de las

mismas. Se resalta en color gris la secuencia correspondiente a MpAGO9. Asimismo, se incluyd la secuencia

de
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Figura 16. Estructura tridimensional de las proteinas A) AtAGO9 y B) MpAGO9. Los dominios se muestran por
colores. Los modelos tridimensionales de ambas proteinas fueron generados mediante homologia estructural con la
proteina AGO cristalizada de A. aeolicus Los colores en A y B corresponden a los dominios descritos en la Figura 14.

El modelo predicho para la estructura terciaria de la proteina MpAGO9 muestra la estructura
bilobular caracteristica de las proteinas AGO en donde los dominios N, L1, y PAZ conforman un lébulo
interconectado por el dominio L2 al lébulo que conforman los dominios MID y PIWI (Figura 16.B).
Debido a que no ha sido posible determinar hasta el momento la estructura tridimensional de alguna
proteina AGO de planta, los modelos de AtAGO9 y MpAGO9 se construyeron a partir de homologia
estructural con la proteina AGO cristalizada de A. eolicus (Yuan et al., 2005). Las modelos tridimensionales
de las proteinas muestran cierto grado de similitud, mostrando tnicamente diferencias notorias en el

dominio N terminal (Figura 16).

III. Determinacion del perfil de expresion: Dominios de expresion de MpAGO9
durante el ciclo de vida de M. polymorpha.

Los resultados mostrados de los analisis bioinformaticos hasta el momento sugieren que existe un
alto grado de conservacion evolutiva de MpAGO9 tanto a nivel de secuencia como a nivel estructural. Por

tanto, la siguiente cuestion es determinar si MpAGO9 muestra conservacion de la funcion.

Sehareportado que en el clado AGO4/AGO6/AGOY de A. thaliana, tanto los dominios de expresion
como la preferencia de uniéon por siRNAs provenientes de determinados loci, han jugado un papel esencial
en su diversificacion funcional (Havecker et al., 2010). Bajo la premisa anterior, se decidié monitorear
la expresiéon de MpAGO9 durante diferentes etapas del desarrollo en la generaciéon gametofitica de M.

polymorpha.
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Gemas 7d 14d  Arquegoniéforos Anteridiéforos

127 pb p MpAGO9

550 pb p MpEF-1

Figura 17. Perfil de expresion de MpAGO9 durante el ciclo de vida de M. polymorpha. Se muestra que
MpAGO9 muestra niveles de expresién similares en gemas, talos de 7 y 14 dias, arquegoniéforos y anteridiéforos.

Las etapas contempladas para el analisis fueron las estructuras de reproduccién asexual (gemas),
talos de 7 y 14 dias, las estructuras reproductivas femeninas (arquegoniéforos) y las masculinas
(anterididforos). Los resultados mostraron que no existe una variacion evidente en los niveles de expresion
en las diferentes etapas del ciclo de vida de M. polymorpha (Figura 17). En este caso, MpAGO9 muestra
dominios de expresion diversificados durante el desarrollo gametofitico, a diferencia de su ortélogo en
A. thaliana, en donde su expresion se encuentra restringida en el meristemo apical del embrién y tejidos

reproductivos femeninos (Havecker et al., 2010; Olmedo-Monfil et al., 2010).

IV. Interaccion proteina-proteina: Ensayo de Complementacion por
Fluorescencia Bimolecular (BiFC)

Una forma de conocer la funciéon de una proteina consiste en la identificacion de sus proteinas
interactoras. En el caso especifico de las proteinas AGO, se ha observado que son capaces de establecer
interacciones con un grupo de proteinas que presentan motivos WG/GW o Ago hooks. Asimismo, se ha
observado que muchas de estas proteinas juegan papeles fundamentales durante la via de Metilacion del

DNA dependiente de RNA (RdDM).

El ensayo de Complementacion por Fluorescencia Bimolecular (BiFC) es una técnica ampliamente
utilizada para la deteccion de interacciones de proteinas basada en la asociacion de dos fragmentos de una
proteina fluorescente. Los fragmentos (N y C -terminal, no fluorescentes) se fusionan a las proteinas de
interés de manera que cuando éstas interaccionan, provocan la reconstitucion de la fluorescencia haciendo

posible la visualizacion de esta interaccion in vivo (Kerppola, 2009; Kodama & Hu, 2012).

51



Resultados

Para averiguar si MpAGO9 es capaz de establecer interacciones con proteinas con motivos WG/
GW, como los anilisis in silico sugieren, se realizaron construcciones utilizando el sistema de vectores

pSPYCE/pSPYCE que permite llevar a cabo el ensayo BiFC. Mediante este ensayo se probo la interaccién
entre MpAGO9 y AtNRPE1.

Los genes de interés se clonaron en el vector de entrada pDONR221 mediante el sistema de
recombinaciéon Gateway. Las clonas positivas se identificaron mediante digestiones con enzimas de
restriccion, los resultados ylos mapas de las construcciones se muestran en la Figura 18. Una vez verificadas
las clonas, se llevd a cabo la recombinacion LR entre los vectores de entrada y los vectores de destino. Las
clonas positivas se verificaron mediante PCR en colonia (Figura 19). Debido a dificultades técnicas, las
clonas de AtNRPE1:cYFP se verificaron utilizando el par de oligonucleétidos sentido y antisentido de este
gen. Asimismo, para verificar que las construcciones después de la recombinacién mantuvieran en fase
la fusién traduccional, se enviaron a secuenciar en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de

Biotecnologia, UNAM. Los resultados de la secuenciacién mostraron que las fusiones traduccionales se

encontraban en fase (Anexo 2).

-| M13 F>-{ attL1>—{ AtAGO4 >—<attL2 )—<M13 R |—| KanR >— PENTR-AtAGO4
-| M13 F>-{ attl_1>-{ MpAGO9 >—<attL2 )—<M13 R |—| KanR >— PENTR-MpAGO9
-| M13 F>-{ attL1>-{ AtNRPE1L >—<attL2 )—<M13 R |—| KanR >— PENTR-AtNRPEL
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20000 ——
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Figura 18. Digestiones de las construcciones de entrada al sistema Gateway. A) Mapa de la construccién de entrada
PENTR-AtAGO4 y restriccién con la enzima EcoRI, B) Mapa de la construccion pENTR-AtAGO4 y digestién con la
enzima de restriccion Pstl, C) Mapa de la construccion pENTR-AtNRPE1 y digestién con la enzima de restriccion Sacl.
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AtAGO4:nYFP A MpGO9:nYFP B AtNRPE1 C
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

)
3000) 3000) 8000) r

Figura 19. Verificacion de la transformacion con los vectores de destino mediante PCR en colonia. A) Clonas
analizadas transformadas con la construccion AtAGO4:nYFP, B) Clonas transformadas con MpAGO9:nYFP, C)
Clonas transformadas con la construccién AtNRPE1:cYFP. Las clonas marcadas con una flecha blanca fueron
las seleccionadas para continuar el ensayo de interaccion. En total se analizaron 8 clonas de cada construccion.

Una vez que se verificaron las construcciones se llevé a cabo el ensayo de interacciéon BiFC en
tabaco. El control positivo del sistema fue el par de construcciones de proteinas cloroplasticas, que fueron
proporcionadas y probadas con anterioridad por el M. en C. Luis de Luna y el Biol. Carlos Villasefior (datos
no publicados). Asimismo, se llevé a cabo un tratamiento Mock en donde se agroinfiltré inicamente con
p19, un potenciador de la expresion de transgenes. La observaciones de los protoplastos a las 48, 72 y 96
horas posteriores a la agroinfiltracién con las construcciones AtAGO4:nYFP + AtNRPE1:cYFP, asi como

MpAGO9:nYFP + AtNRPE1:cYFP no mostraron reconstitucion de la fluorescencia de la YFP (Figura 20).

Clorofila YFP Campo Claro

AtAGO4:nYFP / AtNRPEL1:cYFP

MpAGO9:nYFP / AtNRPE1:cYFP

Sam "
Figura 20. Protoplastos agroinfiltrados de N. benthamiana. Se muestran los protoplastos obtenidos de tejidos

co-infiltrados con las construcciones AtAGO4:nYFP/AtNRPE1:cYFP en el panel superior y en el panel inferior
los protoplastos obtenidos de la co-infiltracién con las construcciones MpAGO9:nYFP/AtNRPE1:cYFP.
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Para verificar que la transformacién de las hojas de tabaco se hubiese efectuado de manera exitosa,
se realizaron ensayos de tipo RT-PCR para evaluar los niveles de expresion de los transgenes en cada uno
de los tejidos agroinfiltrados. En el caso de AtNRPE1, debido a su tamafio se disefid un oligonucledtido
interno para disminuir el tiempo de elongacién durante la PCR. Asimismo, debido a dificultades técnicas,
la PCR se llevo a cabo utilizando el oligonucleoétido interno sentido y el oligonucleétido antisentido que
se habia empleado anteriormente. A pesar de que se observan inespecificidades en el caso de AtNRPEI,
se observan claramente las bandas de los tamafios esperados. Por tanto, los resultados confirmaron la

presencia de transcritos de cada uno de los transgenes en las plantas agroinfiltradas (Figura 21).

Asimismo, se llevaron a cabo analisis de tipo Western blot para verificar la acumulacion de proteinas
en las hojas que se agroinfiltraron y descartar el hecho de que la ausencia de proteina estuviese provocando
que no se observara reconstitucion de la YFP. Los resultados mostraron que en ninguno de los casos habia
proteina (Figura 22). Los resultados obtenidos durante el ensayo de interacciéon no permiten concluir
si existe o no interaccion entre las proteinas de estudio, por tanto, no se descarta el hecho de que éstas

puedan establecer interacciones in vivo.

Debido a lo anterior, se decidié realizar una busqueda bioinformatica de potenciales interactores
codificados en el genoma de M. polymorpha. La busqueda se centrd en la identificacién de ortélogos
que se ha reportado interaccionan con AGO4 en A. thaliana. Los resultados de la busqueda se muestran
en la Tabla 6. De los tres posibles candidatos, inicamente se identificé un ortélogo de NRPEI en M.
polymorpha. El transcrito con mayor porcentaje de identidad (isotig00198, posteriormente renombrado
como MpNRPE]a) se ley6 en sus seis marcos de lectura con los que se determind el sitio de inicio y
término de la traducciéon. Utilizando la secuencia de aminoacidos de MpNRPEI]a se identificaron los
dominios conservados, asi como la caracteristica peculiar de esta proteina: el numero y posicion de las

reiteraciones WG/GW a lo largo de su dominio C- terminal (CTD).

AtAGO4:nYFP MpAGO9:nYFP AtNRPE1

Negativo 4 +V Negativo 9+V Negativo 9+V 4+V

3000 pb ) 3000 pb p 1200 pb p

Figura 21. RT-PCR dehojas detabaco agroinfiltradas. Se muestranlos productos de RT-PCRdelos tejidos agroinfiltrados. Los
carrilesmarcadoscomo "Negativo" correspondenahojassinagroinfiltrar. Loscarrilesmarcadoscon"9+V" correspondenahojas
co-infiltradas con las construcciones de MpAGO9 y AtNRPE1, mientras que los carriles marcados con "4+V" corresponden a
hojas co-infiltradas con AtAGO4 y AtNRPE1. En AtNRPEI1 se sefialan con flechas blancaslos productos del tamaiio esperado.
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a- ¢ Myc a- HA
Control cP MpAGO9  AtAGO4 . Control EMB AtNRPEL Kon
Negativo C+E 9+V 4+V Negativo C+E 9+V 4+v

250 250

— 150 — 150

’ . [— 100 . l— 100

— 75 — 75

— 50 — 50

— 37 ; % — 37

- A d B

o _ _

Figura 22. Inmunoblotting de extractos proteicos a partir de los tejidos agroinfiltrados. Se muestran los Western
blots para detectar las proteinas de interés en los tejidos agroinfiltrados. Con el epitopo c-Myc se detectaron
las proteinas AGO, mientras que con el epitopo HA se detectd6 NRPE1. Los controles positivos son proteinas
cloroplasticas fusionadas a los mismos epitopos. "9+V" corresponde a un extracto proteico obtenido a partir de hojas
co-infiltradas con las construcciones MpAGO9 y AtNRPE1; "4+V" corresponde a un extracto proteico obtenido a
partir de hojas co-infiltradas con las construcciones AtAGO4 y At NRPE1. El control negativo proviene de hojas
sin agroinfiltrar. Como control de carga las membranas se tifieron con rojo de Ponceau antes de ser hibridadas.

Tabla 6. Proteinas que establecen interacciones con AGO4 durante la RADM en A. thaliana.

; Ortol n M.
Nombre Identificador Funcion reportada :Ortologo e

polymorpha?

NUCLEAR RNA POLYMERASE AT2G40030 Subunidad grande de la RNA polimerasa V, Si

E1 (NRPE1) conforma parte del centro catalitico.

KOW DOMAIN-CONTAI- AT5G04290.1  Proteina adaptadora que se une a los tran- No

NING TRANSCRIPTION scritos generados por PolV y recluta AGO4

FACTOR 1 (KTF1) para formar un complejo efector.

RNA-DIRECTED METHYLA- AT3G22680  Componente del complejo DDR. Establece No

TION 1 (RDM1) un puente de interaccion entre AGO4 y

DRM1 durante la RADM.

50 aa
NRPE1 A. thaliana AGO-hooks

Iﬂ-ﬁ,l [D[ [;l | E ] E ‘Dacr,-likal

1976 aa
6 L0d 0o db. BEe =
NRFE1 M. polymorpha AGO-hooks
I O o T .
s o0 o X3

|_.Gw GWG —.wc;l

Figura 23. Distribuciéon de los dominios de las proteinas NRPE1 de A. thaliana y M. polymorpha. Se muestran
los dominios conservados entre todas las RNA polimerasas (A hasta H). Se muestra la regién caracteristica
de la subunidad grande de la RNA polimerasa V, el dominio CTD donde se identifica el dominio DeCL-
like y los dominios GW o Ago-hooks en donde se muestra la posicién de los repetidos GW, GWG o WG.
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Los resultados obtenidos muestran que MpNRPE]la presenta los dominios caracteristicos que
comparte con las demas RNA polimerasas (A-H) y el C-terminal caracteristico dela RNA polimerasa V con
el dominio DeCL-like y las reiteraciones de GW. MpNRPE1la posee un menor nimero de repetidos WG/
GW y una distribucion variable a lo largo del CTD en comparacién con AtNRPE1 (Figura 23), teniendo
una mayor abundancia de GWG, mientras que AtNRPE1 presenta un nimero mayor de repeticiones GW.
Los resultados muestran que en el genoma de M. polymorpha existe un gen que codifica a una proteina

que tiene el potencial de establecer interacciones con proteinas AGO.
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Las proteinas ARGONAUTA se encuentran altamente conservadas en todos los dominios de la vida
(Swarts et al., 2014). El numero de genes que codifican a AGOs en los diferentes grupos muestra que esta
familia de proteinas ha sido sometida a través de la evolucion tanto a pérdidas como multiples eventos de
duplicacion, principalmente en los genomas de las plantas en donde incluso los grupos mas basales como
las briofitas presentan mas de un miembro —P. patens tiene 6 miembros de la familia AGO (Rensing et

al., 2008)—.

En este estudio, a través de aproximaciones bioinformaticas, se lograron identificar cinco posibles
miembros de la familia AGO codificados en el genoma de M. polymorpha. Los tres clados se encuentran
representados por al menos un miembro. El clado III o clado 4/6/8/9, relacionado directamente con
la via de Metilacion del DNA dependiente de RNA (RdDM), fue el clado con un mayor nimero de
representantes en M. polymorpha. Los resultados obtenidos concuerdan con el modelo de la evolucién de
la familia AGO en las plantas terrestres: la familia AGO surgié en un momento previo a la divergencia de
las plantas terrestres —pues se lograron identificar miembros de esta familia en el linaje mas basal de las
embriofitas—, posteriormente, a través de numerosos eventos de duplicacion la familia se expandid en
los diferentes linajes de plantas y finalmente se especializaron en distintas funciones (Huang et al., 2015;

Sinhg et al., 2015; Zhang et al., 2015).

La importancia bioldgica de la RADM durante la respuesta a estrés y durante la determinacién
celular en el desarrollo y particularmente su caracteristica heredable, ha resaltado la posibilidad de que
esta via haya contribuido de manera importante en la evolucién y diversificacion de las plantas terrestres
(Xu et al., 2015; Olmedo-Monfil et al., 2010; Matzke & Mosher, 2014). Con base en lo antes mencionado,
resulta particularmente interesante el hecho de hallar tres representantes del clado III en el genoma de una

especie perteneciente al considerado grupo hermano de las plantas vasculares, M. polymorpha.
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Este estudio se concentréd unicamente en el analisis del posible ortélogo del gen AGO9 de A.
thaliana en M. polymorpha, debido a que constituye un punto de conexion entre una via de regulacion
epigenética y procesos de determinacion celular durante el desarrollo, por lo que, pudo haber tenido un

papel fundamental durante la evolucion de las plantas terrestres.

Una vez que se identificé la secuencia posible ortéloga de AGO9 en M. polymorpha, AGO10998 al que
se nombr6 como MpAGOY, se analizaron minuciosamente las caracteristicas de la proteina que codifica.
Se identifico la arquitectura de los dominios caracteristicos de las proteinas AGO, asi como residuos clave
en el dominio PIWI. Entre estos residuos, se identificé la posicion de los aminoacidos que conforman la
tétrada catalitica en MpAGOY, lo que abre la posibilidad de que esta proteina posea actividad slicer, como
muestran algunos miembros del mismo clado en A. thaliana (Qi et al., 2006). Asimismo, se generaron
modelos tridimensionales de las proteinas AtAGO9 y MpAGO9 y en ambos casos, la distribuciéon
espacial de los dominios L1, MID, L2, PAZ y PIWI no mostraron diferencias muy notables, no asi en el
dominio N-terminal. El dominio N-terminal de las proteinas AGO esta estrechamente relacionado con
la regulacion de su actividad slicer (Hur et al., 2013), por lo que dicha diferencia en las estructuras de este

dominio podria indicar diferencias en las capacidades cataliticas de estas proteinas.

Los genes AGO muestran dominios de expresion que varian segin la etapa de desarrollo y el tejido
de la planta. Esta caracteristica se ha relacionado estrechamente con la diversificacion funcional de esta
familia (Havecker et al., 2010). MpAGO9 muestra un perfil de expresién amplio, encontrandose en altos
niveles en todos los tejidos evaluados de la etapa gametofitica del ciclo de vida de la planta, mientras que
los otros miembros de este clado en M. polymorpha (i.e. MpAGO4a y MpAGO4b) muestran perfiles de
expresion tejido especificos, expresandose principalmente en estructuras reproductivas (Flores-Martinez,
2015). Lo observado sugiere fuertemente que, como se observa con los miembros de este mismo clado
en A. thaliana, en M. polymorpha los miembros del clado III podrian llevar a cabo funciones especificas
segun el tejido en donde se expresan (Olmedo-Monfil et al., 2010; McCue et al., 2015; Ziberman et al.,
2004).

La via RADM vy particularmente la participacion de AGO9 se ha relacionado directamente con
la especificacién de la linea germinal tanto en A. thaliana como en maiz (Olmedo-Monfil et al., 2010;
Singh et al., 2011). Asimismo, otro miembro de este clado AGO4, se ha relacionado con el desarrollo de
células estomaticas durante condiciones de baja humedad (Tricker et al., 2012). Debido a lo anterior, el
hecho de que MpAGOY tenga un perfil de expresién amplio durante el desarrollo gametofitico sugiere

que podria estar participando en la determinacion de diferentes tipos celulares, pues las etapas evaluadas
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corresponden a los cambios morfologicos mas importantes durante el ciclo de vida de la planta: durante
el estadio de gemas y talos de 7 dias, se da el desarrollo de rizoides y células del talo como camaras de aire,
asi como el mantenimiento de los polos meristematicos; cuando los talos han alcanzado los 14 dias de
crecimiento el talo esta completamente diferenciado en los polos ventral y dorsal, asimismo, durante esta
etapa comienza la diferenciacion celular que dara origen a las estructuras que produciran los propagulos
asexuales, los conceptaculos. Finalmente, cuando el talo esta maduro genera gametangiéforos que daran
origen a los gametos y en el caso de las hembras, portardn y sustentardn nutricionalmente al esporofito
después de la fertilizacion (Durand, 1908; Bopp & Viktor, 1988). Todos estos eventos estan marcados por
procesos de diferenciacion, desdiferenciacion y rediferenciacion celular en donde la RADM y MpAGO9

podrian estar participando en el silenciamiento de elementos transponibles y elementos repetitivos.

La historia de vida con dos generaciones multicelulares (i.e. esporofito y gametofito) asociadas
por el desarrollo es una autapomorfia (un caracter derivado tinico para una especie o un grupo) de las
embriofitas (Graham & Wilcox, 2000). La interaccion entre estas dos formas de vida multicelulares o
alternancia de generaciones ha sufrido modificaciones a través de la evolucion de las plantas terrestres:
en las plantas no vasculares el gametofito haploide es predominante mientras que el estadio de esporofito
diploide es menos prominente y depende nutricionalmente del gametofito, por otra parte, en las plantas
vasculares el esporofito es el estadio dominante y a través de la evolucion existe evidencia de la disminucion
progresiva del desarrollo del gametofito (Kenrick & Crane, 1997; Graham & Wilcox, 2000). Existen
diferentes teorias acerca del surgimiento de la alternancia de generaciones en las plantas (Graham &
Wilcox, 2000; Kenrick & Crane, 1997), sin embargo, uno de los aspectos mas intrigantes de la alternancia
de generaciones es que dos planes corporales morfolégicamente distintos son generados a partir de un
mismo genoma, fenémeno que se ha relacionado directamente con la expresiéon diferencial de genes
durante el desarrollo (Ambrose & Ferrandiz, 2012). Como actualmente se sabe, los procesos epigenéticos
contribuyen de manera importante en la regulacién de la expresion génica sin modificar su secuencia
de DNA y por ende, resulta una explicacidn atractiva para la incognita de la evolucién de la alternancia
de generaciones en las plantas terrestres involucrandose de manera directa en esta expresion diferencial
de genes en los diferentes estadios durante la historia de vida. Algunos estudios han demostrado que
existen diferencias en los transcriptomas de los gametofitos femenino (Yu et al., 2005) y masculino (Pina
et al., 2005) con respecto a los transcriptomas del esporofito en Arabidopsis. Asimismo, actualmente se ha
observado que existe una acumulacién diferencial de RNAs pequefios -tanto microRNAs como siRNAs-
entre las células vegetativas y las células espermaticas del polen (He et al., 2015), asi como acumulacién
diferencial de siRNAs entre las células que componen al gametofito femenino (Wuest et al., 2010) y

después de la fertilizacion, una acumulacion diferencial de siRNAs dependientes de Pol IV (p4-siRNAs)
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entre el embridn y el endospermo (Mosher et al., 2009). Por otra parte, el estudio de Olmedo-Monfil y
colaboradores (2010) muestran la importancia de la participaciéon de AGO9 y la via RADM durante la
especificacion del linaje germinal en el gametofito femenino en Arabidopsis. Todo lo anterior sugiere que
procesos epigenéticos, particularmente procesos dependientes de la participaciéon de RNAs pequefios
como la via RADM, podrian estar participando de manera importante en el desarrollo del gametofito
y por tanto, en la transicion de la fase gametofitica a la fase esporofitica. En los resultados obtenidos se
mostré que MpAGO9 muestra un perfil de expresion amplio durante la etapa gametofitica (predominante
en su ciclo de vida), similar a lo observado en el gametofito femenino de Arabidopsis, por tanto, la funcién
durante la etapa gametofitica de esta proteina podria estar conservada a pesar de la distancia evolutiva
entre estas especies. Item, el hecho de hallar que AGO9, un componente central de la RADM durante este
proceso de determinacion celular, se encuentra conservado en el clado basal del linaje de las embriofitas

sugiere que éste pudo estar involucrado en la evolucion de la alternancia de generaciones.

El anilisis del dominio PIWI de MpAGO9 también arrojé resultados interesantes sobre la
conservacion de residuos de aminodcidos necesarios para el establecimiento de interacciones con un
grupo peculiar de proteinas: las proteinas con motivos GW/WG. Se ha probado por diferentes técnicas
que este grupo de proteinas son capaces de establecer interacciones con las proteinas AGO y se cree
que podrian participar como co-factores durante las diferentes vias de silenciamiento mediadas por
RNAs pequefios (El-Shami et al., 2007; He et al, 2009; Pontier et al., 2012). Los resultados mostraron que
MpAGO?9 es el unico miembro del clado en M. polymorpha que conserva todos los residuos necesarios
para el establecimiento de la interaccion. Asimismo, MpAGO9 conserva un residuo de W que es tinico para
las proteinas AGO de plantas, este residuo se ha relacionado con un posible mecanismo de autoinhibicién
en donde las proteinas AGO pueden modular la afinidad de interacciéon con proteinas GW para evitar asi
que las vias de silenciamiento mediadas por RNAs pequefos sean comprometidas por proteinas virales

que presentan esta clase de reiteraciones de GW (Poulsen et al., 2013).

Las predicciones bioinformaticas sugieren fuertemente que MpAGO9 es una proteina capaz de
establecer interacciones con proteinas GW y para probar estos resultados se realizo el ensayo de interaccion
por complementacion de la fluorescencia con una proteina GW conocida, la subunidad grande de la
RNA polimerasa V de A. thaliana. Se lograron clonar exitosamente los genes completos de MpAGOY,
AtAGO4 y AtNRPE] en los vectores de destino y al secuenciar las construcciones se corrobord que éstas
se encontraban en fase con la fusion traduccional. Sin embargo, al observar los protoplastos de las plantas
agroinfiltradas no se observo restauracion de la fluorescencia de la YFP. En algunos de los protoplastos

observados se detecto fluorescencia, sin embargo, los resultados de los analisis de RT-PCR y Western blot
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mostraron que la fluorescencia no era debida a una interaccién. Posiblemente la fluorescencia observada
se deba a dano celular en los protoplastos inducido por la manipulacion o incluso por la exposicion a la
luz durante la observacién al microscopio que finalmente induce la generacion de especies reactivas de

oxigeno que alteran la fisiologia celular (Dixit & Cyr, 2003).

Como anteriormente se menciond, los resultados del andlisis por RT-PCR y Western blot de las
plantasagroinfiltradas mostraron que las plantas se transformaron exitosamente, sin embargo, no se estaban
produciendo y/o acumulando proteinas. Debido a que se observa transcrito en todos los tratamientos se
concluye que el fallo en el sistema se dio a nivel post-transcripcional, posiblemente afectando la estabilidad
de las proteinas. En el caso de las proteinas AGO, un factor que podria explicar los resultados obtenidos
recae en la naturaleza misma de estas proteinas: la estabilidad delas proteinas AGO depende en gran medida
de su unién con RNAs pequefios (Smibert et al., 2013). Con base en lo mencionado se abren diferentes
escenarios posibles: 1) Las construcciones estan disefiadas para establecer la fusién traduccional con el
extremo N-terminal de la YFP en el extremo C-terminal de la AGO. Al plegarse la proteina, esta fusion
pudo modificar la estructura tridimensional de la proteina AGO, afectando uno o varios de sus dominios
y comprometiendo su capacidad de unién a siRNAs y por ende su estabilidad, lo que pudo culminar en
la degradacion de la proteina; 2) Durante la agroinfiltracion se co-infiltré con una cepa de Agrobacterium
que produce p19, una proteina viral que suprime el silenciamiento a nivel post-transcripcional regulando
negativamente al efector del silenciamiento AGO1, lo que permite potenciar la expresion transitoria de
transgenes en los tejidos agroinfiltrados (Voinnet et al., 2003; Vardllyay et al., 2014). Se ha reportado que
p19 ademas de regular negativamente a AGO1, interfiere de manera directa con la metilaciéon de miRNAs,
lo que produce su uridilacién y posterior degradacion. Especificamente, p19 interfiere con la actividad
de la metiltransferasa HEN1 (Yu et al., 2006), esta enzima también se encarga de metilar siRNAs de 24
nt durante la RADM (Yang et al., 2006). Por tanto, la co-infiltracién con p19 podria estar afectando la
disponibilidad de siRNAs lo que afecta de manera directa la acumulacion de las proteinas AGO, como se
ha observado con los niveles de acumulacién de AGO4 cuando se compromete la producciéon de siRNAs
(Li et al., 2006) y 3) Las proteinas AGO sufren modificaciones post-traduccionales que tienen efecto en
su estabilidad y actividad (i.e. hidroxilacidn, fosforilacion, ubiquitinacion, etc.) (Meister, 2013). Existe la
posibilidad de que la fusion traduccional haya modificado la accesibilidad a los sitios en donde se llevan

a cabo alguna de estas modificaciones provocando alteraciones en la proteina.

Por otra parte, en el caso de AtNRPEI, no se ha reportado ningtn estudio en donde se sobreexprese
este gen o se hayan realizado fusiones traduccionales con proteinas fluorescentes (C. Pikaard, Indiana

University, comunicacién personal). Los reportes en donde se evalia su localizacién celular se han
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realizado utilizando anticuerpos especificos para esta proteina (Li et al., 2006; Pontes et al., 2006; Duan
et al., 2015) o utilizando epitopos (Pontes et al., 2006; Haag et al., 2009). Actualmente se desconoce si
existen modificaciones post-traduccionales de esta proteina que module su actividad y/o funciéon (Ream
et al., 2014). La RNA polimerasa V es un complejo proteico de 12 subunidades (Huang et al., 2015) y
se ha observado que los niveles de acumulacion de NRPE1 se ven afectados cuando se interfiere con
otras subunidades como NRPE5a (Lahmy et al., 2009). Lo anterior sugiere que es posible que exista un
mecanismo que regule la acumulacion de estas proteinas manteniendo un ‘equilibrio’ en la produccién
de las diferentes subunidades, evitando asi la sobreproduccion de subunidades individuales. Por otra
parte, es plausible un escenario similar al de la fusién traduccional con las proteinas AGO, en donde se
afecta la estructura terciaria de la proteina y posiblemente su interaccion con las otras subunidades lo que

afecta su acumulacion (Pikaard, comunicacion personal).

Finalmente, no se descarta el hecho de que este fendmeno pueda ser producto de errores durante
la amplificacion de estos genes. Es probable que durante la amplificacion se haya introducido alguna
mutacion en el gen que modificara la estructura de la proteina provocando inestabilidad y su posterior
degradacion, este escenario resulta probable ya que estos genes son de gran tamafo, por tanto, la
posibilidad de la introducciéon de mutaciones durante la amplificacion aumenta atn utilizando una DNA
polimerasa de alta fidelidad. Se ha calculado que la tasa de error de la DNA polimerasa Phusion es de una
en doscientas clonas después de 25 ciclos de PCR amplificando un fragmento de mas de 1000 pb (www.
neb.com). Asimismo, el hecho de no haber detectado proteina durante el Western blot podria deberse
a bajos niveles de acumulacion, mas que ausencia de proteina, que no pudieron ser detectados con los

anticuerpos primarios.

Los resultados del ensayo BiFC no permiten discernir si MpAGO9 y AtNRPEL1 interaccionan in
vivo, por tanto, no se descarta el hecho de que MpAGOQO9 pueda establecer interacciones con esta clase de
proteinas. Con base en lo anterior, se realizé una busqueda bioinformatica en el genoma de M. polymorpha
para averiguar si existen potenciales interactores que participen en la RADM. Los resultados mostraron
que en el genoma de M. polymorpha se encuentran dos genes que codifican a la subunidad grande de la
RNA polimerasa V, sin embargo, en este estudio inicamente se consideré uno de ellos (MpNRPEIa) pues
uno carecia de repetidos GW (MpNRPE1bD), por lo que no se consideré como un posible interactor con
proteinas AGO. Los resultados, sin embargo, concuerdan con lo observado en Physcomitrella patens por
Coruh y colaboradores (2015), en donde reportan la existencia de dos homélogos de NRPE1 y uno de

ellos muestra un CTD trunco en donde no hay repetidos de GW.

62



Discusion

Las proteinas GW son un grupo muy variado de proteinas y se ha reportado que los dominios WG/
GW muestran un bajo nivel o carecen completamente de conservacion en la secuencia mas alld de los
residuos de Gy W, incluso entre especies cercanas. Asimismo, se ha observado que la carencia de similitud
de secuencia entre proteinas con estos dominios no tiene influencia en su funcién (Karlowski, 2011). El
alto nivel de divergencia y la conservacién funcional en esta clase de proteinas abre todo un nuevo e
interesante campo de estudio pues, como se ha observado, existe la posibilidad de que estas proteinas
participen durante las vias de silenciamiento mediadas por RNAs pequenos regulando de manera directa
la actividad de las proteinas AGO (Karlowski et al., 2010; Karlowski, 2011; Pontier et al., 2012; Poulsen et
al., 2013). En el caso de MpNRPEI1a, la conservacion de secuencia es evidente en el extremo N-terminal,
no asi al observarse el extremo C-terminal. Otra caracteristica que resulta evidente, es que MpNRPEla
presenta un nimero menor de reiteraciones GW. Se ha reportado que el nimero minimo para que una
proteina GW pueda establecer interacciéon con la proteina AGO4 de A. thaliana es cuatro (He et al.,
2009), por tanto, el hecho de MpNRPE1 muestre un nimero menor de repetidos (18) en comparacion
con AtNRPE1 (20) podria no ser limitante en el establecimiento de interacciones con proteinas AGO. Los
resultados anteriores sugieren fuertemente que MpNRPE1la podria ser una proteina con la capacidad de

interactuar con proteinas AGO durante la RADM en M. polymorpha.

Finalmente, los resultados obtenidos respaldan la hipdtesis del surgimiento temprano de
componentes centrales de la RADM como son las proteinas AGO y la RNA polimerasa V (Huang et al.,
2015; Coruh et al., 2015). Actualmente se cuenta con evidencia de la funcionalidad de la RADM en un
clado basal (Coruh et al,, 2015), empero, aun resta determinar si esta via es funcional en el grupo de mas
temprana divergencia en las embriofitas e identificar si existen diferencias en el mecanismo entre este
clado y el resto de las plantas. En el Laboratorio de Epigenética y Biologia del Desarrollo (INBIOTECA-
UV) se contintan realizando esfuerzos por tratar de responder estas preguntas mediante aproximaciones

de genémica funcional.
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La familia AGO es una familia sumamente diversificada y es posible rastrear sus origenes hasta
un miembro del grupo de mas temprana diversificacion en las plantas, M. polymorpha. El clado III o
4/6/8/9 esta involucrado con el silenciamiento a nivel transcripcional mediante la via de metilacion del
DNA mediada por RNA, en el genoma de M. polymorpha es posible hallar tres genes que pertenecen a
este clado. En este estudio se caracterizé a uno de estos miembros del clado, MpAGO9 y se analizaron
minuciosamente las caracteristicas de la proteina que codifica: MpAGO9 conserva los dominios
caracteristicos de las proteinas AGO y en el dominio PIWI conserva los residuos de la tétrada catalitica,
asi como residuos tunicos de las proteinas AGO de plantas y residuos importantes para el establecimiento
de interacciones con proteinas GW. Asimismo, MpAGO9 presenta dominios diversificados lo que da

evidencia de su posible funcién durante el desarrollo gametofitico de la planta.

En el genoma de M. polymorpha se encuentran claros ortélogos de componentes centrales de la
via RADM, lo que prueba que esta via de silenciamiento surgié tempranamente en la evolucién de las
plantas terrestres. En este estudio se trato de probar la interaccion in vivo de MpAGO9 con una proteina
GW, debido a las caracteristicas estructurales y bioquimicas de las proteinas de estudio, no fue posible
determinar si existe interaccién por este sistema, por tanto, debera probarse modificando el ensayo o
mediante otras aproximaciones. Las predicciones bioinformaticas, sin embargo, indican que la interaccién

entre estas dos proteinas es muy probable.

Para tratar de probar la interaccion mediante el sistema BiFC deberdn tomarse algunas
consideraciones. Lo primero que resulta evidente es el posible efecto de p19 sobre la estabilidad de los
siRNAs y en consecuencia, sobre las proteinas AGO, por tanto, sera recomendable no co-infiltrar con p19.
Lo siguiente es lidiar con el mantenimiento de la estructura funcional de las proteinas. Aparentemente,
con las proteinas AGO la fusion al extremo C- terminal podria estar modificando la estructura, por tanto

el ensayo debera probarse realizando fusiones al extremo N-terminal. Los vectores que se encuentran
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disponibles actualmente, son los pPSPYCE(M) y pSPYNE(R)173 (Waadt et al., 2008). Actualmente existe
un sdlo reporte en donde, utilizando el par de vectores antes mencionados, muestran la interaccion de
la proteina AGO4 con el supresor viral 2b mediante BiFC (Hamera et al., 2012). Por otra parte, debido
a la aparente dificultad de sobreexpresar AtNRPEI y del posible efecto que esté surtiendo la fusion
traduccional, un escenario plausible que permitiria determinar si existe interaccion por este método seria
fraccionar la proteina y realizar el ensayo unicamente con el dominio CTD, sitio en donde se establece la

interaccion.

Por otra parte, podria hacerse uso de otras técnicas para poder probar la interaccion. En la literatura
se han reportado ensayos de unién utilizando fusiones de proteinas con GST, mediante esta técnica se
prob¢ la interaccion entre AtAGO4 y AtNRPE1 (El-Shami et al., 2007) y entre AtAGO4 y AtKTF1 (He
et al., 2009). Considerando que actualmente contamos con anticuerpos para las proteinas AGO de M.
polymorpha, un posible ensayo seria probar la interaccion de MpNRE] fusionada a GST (ya sea la proteina
completa o tnicamente el CTD) con MpAGO9, utilizando como control positivo las proteinas de A.

thaliana. Asimismo, podrian realizarse inmunolocalizaciones para observar in vivo la interaccion.
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APENDICES

APENDICE 1. Listado de secuencias utilizadas en la reconstruccion filogenética para la identificacién

del homologo de AGO9 en M. polymorpha.

Nombre Identificador TAIR
Argonauta 1 (AGO1) AT1G48410.2
Argonauta 2 (AGO2) AT1G31280.1
Argonauta 3 (AGO3) AT1G31290
Argonauta 4 (AGO4) AT2G27040
Argonauta 5 (AGO5) AT2G27880
Argonauta 6 (AGO6) AT2G32940
Argonauta 7 (AGO7) AT1G69440
Argonauta 8 (AGOS8) AT5G21030
Argonauta 9 (AGO9) AT5G21150
Argonauta 10 (AGO10) AT5G43810
DmeAGO401 ---

APENDICE 2. Listado de especies utilizadas en la reconstruccion filogenética de los paralogos de

AGOS9 en las embriofitas.
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Especie Nombre
Arabidopsis thaliana AGO9
Arabidopsis lyrata AGO21205
Oryza sativa AGO703
Zea mays AGO105
Sorghum bicolor AGO2608
Medicago truncatula AGO1302
Glycine max AGO1217
Triticum aestivum AGO802
Picea glauca AGO7501
Selaginella moellendorfii AGO1604
Physcomitrella patens AGO1505
Marchantia polymorpha AGO10998
Drosophila melanogaster AGO401
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APENDICE 3. Listado de oligonucledtidos utilizados

Nombre Secuencia 5’ > 3’ Tamano Tm % GC
MpAGO9_3UTR_F GGCTTCGTGGAGAGTAATGGAG 22 64 55
MpAGO9_3UTR_R CCGCAGATTTTACACCGAACTTGA 24 63 43
MpEF1_F ATGCATCTCGACGGACTTGACCTC 24 59 54
MpEF1_F TTCAAGTACGCCTGGGTGCTCGACC 23 62 60
MpAGO9_full_F ATGATGAAACTGTACGAAATCTATG 25 52 32
MpAGO9_full_R TCAAGCATAGAACATTTTCTTGTTC 25 53 32
MpAGO9_COOH-pDONR221_F  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGATGAAACTGTAC- 56 53 38
GAAATCTATG

MpAGO9_COOH-pDONR221_R  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGCATAGAA- 52 52 42
CATTTTCTTGTTC

MpNRPE1_full_F ATGCTGGTGTGCGTGAAAAAATC 23 58 43

MpNRPE1_ful_R CTAGAACGATGGCGGTTCG 19 56 58

MpNRPEI_COOH_pDONR221_F  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGCTGGTGTGCGT- 54 59 43
GAAAAAATC

MpNRPE1_COOH_pDONR221_R  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGAACGATGGCGGTTC- 51 64 57
GGGCTC

AtAGO4_full_F ATGGATTCAACAAATGGTAACGGAGC 26 59 42

AtAGO4_full_R TTAACAGAAGAACATGGAGTTGGC 24 56 42

AtAGO4_COOH_pDONR221_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGGATTCAACAAAT- 57 60 44
GGTAACGGAGC

AtAGO4_COOH_pDONR221_R  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGGATTCAACAAAT- 51 58 51
GGTAACGGAGC

AtNRPE1_full_F ATGGAGGAAGAATCTACATCAGAGATTC 28 57 39

AtNRPEL_full_R TTATGTCTGCGTCTGGGACGG 21 60 57

AtNRPE1_COOH_pDONR221_F  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGGAGGAAGAATC- 59 58 42
TACATCAGAGATTC

AtNRPE1_COOH_pDONR221_R  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTGTCTGCGTCTGG- 48 57 58
GACGG

M13_F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 23 53 48

M13_R TCACACAGGAAACAGCTATGAC 22 50 45

C-YFP_R TGCCGTTCTTCTGCTTGT 18 55 50

N-YFP_R TCGGCGCGGGTCTTGTAGTT 20 62 60

AtNRPE1_inner_F GAGAGAAGCCAGTGGGGAA 19 57 58

APENDICE 4. Protocolo de extraccién de RNA total TRI Reagent (SIGMA-ALDRICH)

» Colocar tejido en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y adicionar 1 mL de TRI Reagent. Homogenizar
utilizando voértex.

« Centrifugar a 13,400 rpm durante 10 minutos a 4°C.

o Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

o Adicionar 200 pL de Cloroformo por mL de TRI Reagent. Mezclar con vortex por 15 segundos y
dejar reposar a temperatura ambiente por 15 minutos.

» Centrifugar a 13,400 rpm durante 15 minutos a 4°C.

» Recuperar la fase acuosa y transferir a un tubo nuevo.
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APENDICE 4. Protocolo de extraccion de RNA total TRI Reagent (SSIGMA-ALDRICH)

» Colocar tejido en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y adicionar 1 mL de TRI Reagent. Homogenizar
utilizando vortex.

« Centrifugar a 13,400 rpm durante 10 minutos a 4°C.

 Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

o Adicionar 200 pL de Cloroformo por mL de TRI Reagent. Mezclar con vortex por 15 segundos y
dejar reposar a temperatura ambiente por 15 minutos.

o Centrifugar a 13,400 rpm durante 15 minutos a 4°C.

» Recuperar la fase acuosa y transferir a un tubo nuevo.

 Adicionar 700 uL de Isopropanol. Dejar reposar a -80°C durante 10 minutos.

« Centrifugar a 13,400 rpm durante 10 minutos a 4°C.

« Remover el sobrenadante y adicionar 1 mL de Etanol al 75%. Mezclar por inversion y centrifugar
a 13,400 rpm durante 5 minutos a 4°C.

« Remover el sobrenadante y dejar secar la pastilla al aire.

» Resuspender la pastilla en agua libre de nucleasas (10 — 30 uL).

APENDICE 5. Lavado de RNA total con Fenol acido.

o Llevar el volumen final de la muestra a 300 uL con agua libre de nucleasas.

« Adicionar 300 pL de Fenol dcido (Ambion, cat. No. AM9720). Homogenizar con vortex durante
30 segundos.

« Adicionar 300 puL de Cloroformo. Homogenizar con cértex durante 30 segundos.

« Incubar en hielo durante 20 minutos.

o Centrifugar a 14,000 rpm por 20 minutos a 4°C.

o Recuperar la fase superior. Calcular el volumen recuperado con la micropipeta.

« Adicionar 1/10 del volumen recuperado de Acetato de sodio 3M, pH 5.

o Adicionar 3 volumenes de Etanol absoluto grado reactivo.

« Incubar a -80°C durante 30 minutos.

o Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

« Lavar la pastilla con 500 puL de Etanol al 75%.

o Centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C.

o Descartar el sobrenadante cuidadosamente con la micropipeta y dejar secar la pastilla al aire.

« Resuspender la pastilla en agua libre de nucleasas (10 — 30 uL).
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APENDICE 6. Sintesis de cDNA con el kit RevertAid RT (Thermo Scientific)

« Adicionar los siguientes componentes en un tubo estéril y libre de nucleasas (mantener en hielo):
RNA total (0.1 ng-5 ug), 1 pL de Oligo dT, agua libre de nucleasas para llevar el volumen a 12 pL.

« Incubar a 65°C durante 5 minutos. Enfriar con hielo.

« Adicionar los siguientes componentes a la reaccion anterior: 4 uL de 5x Reaction Buffer, 1 pL de
Ribolock RNase Inhibitor, 2 uL de 10 mM dNTP Mix y 1 puL de RevertAid RT.

o Mezclar y centrifugar brevemente.

o Incubar a 42°C durante 60 minutos.

e Detener la reaccién calentando a 70°C durante 5 minutos.

APENDICE 7. Extraccion de DNA con bufter CTAB

o Colectar entre 200 y 300 mg de tejido, congelar en nitrégeno liquido.

o Adicionar 500 pL de Buffer CTAB (1 M TRIS, 0.5 M EDTA pH 8, 5 M NaCl, PVP 40) y moler los
tejidos hasta formar una pasta fina.

+ Incubar la mezcla a 56°C durante 15 minutos.

o Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 minutos. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

« Adicionar 250 pL de una solucién de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (24:24:1).

« Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 minutos.

o Adicionar 50 pL de acetato de sodio 7.5 M, seguido de 500 pL de etanol frio. Mezclar por inversion.

 Centrifugar a 13,000 rpm durante 3 minutos. Descartar el sobrenadante.

« Lavar la pastilla con 500 pL de etanol al 75%.

« Centrifugar a 13,000 rpm durante 3 minutos. Descartar el sobrenadante. Dejar secar la pastilla al
aire durante 5 minutos.

» Resuspender el DNA en agua libre de nucleasas (30 — 40 uL).

APENDICE 8. Purificacién de productos de PCR con 30% PEG/ 30 mM MgCl,

o Adicionar 3 volumenes de bufter TE pH 8 al volumen final de producto de PCR.

« Adicionar 2 voliumenes de 30% PEG/ 30 mM MgCI2

« Homogenizar con vortex y centrifugar inmediatamente a 13,000 rpm por 15 minutos.
« Remover el sobrenadante.

« Resuspender la pastilla en 30 uL de TE pH 8.
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APENDICE 9. Extraccion de plasmidos por lisis alcalina

« Resuspender las bacterias en 100 uL de Solucion de Resuspensiéon (25 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, 50 mM Glucosa + RNasa) fria.

o Adicionar 200 pL de Solucién de Lisis (0.2 N NaOH, 1% SDS) fresca. Mezclar por inversion.

« Adicionar 150 pL de Solucién de Neutralizacién (5 M Acetato de potasio, Acido acético glacial)
fria. Mezclar por inversion. Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente.

 Centrifugar a 12,000 rpm durante 3 minutos. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

o Adicionar 450 pL de Isopropanol para precipitar el DNA plasmidico. Mezclar por inversion.
Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

» Centrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto. Descartar el sobrenadante.

» Adicionar 700 pL de Etanol al 70%. Mezclar por inversion.

+ Centrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto. Descartar el sobrenadante.

o Dejar secar la pastilla al aire durante 5-10 minutos.

» Resuspender la pastilla en agua libre de nucleasas (25-30 pL).

APENDICE 10. Purificacion de productos de PCR con el QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

« Cortarlabanda que corresponde al producto de PCR directamente del gel con un escalpelo nuevo.

o Pesar el pedazo de gel en un tubo. Adicionar 3 volumenes de buffer QG a 1 volumen de gel.

o Incubar a 50°C durante 10 minutos hasta que la agarosa se disuelva completamente.

o Adicionar 1 volumen de Isopropanol a la mezcla.

o Colocar la muestra en una columna y centrifugar a 13,000 rpm durante 1 minuto. Desechar el
sobrenadante.

 Adicionar 500 pL de buffer QG y centrifugar por 1 minuto.

« Centrifugar nuevamente bajo las mismas condiciones.

« Adicionar ala columna 750 pL de buffer PE y centrifugar. Desechar el sobrenadante. Dejar reposar
la columna durante 3 minutos a temperatura ambiente.

« Centrifugar nuevamente bajo las mismas condiciones.

« Colocar la columna en un tubo nuevo.

» Adicionar 20-30 uL de agua libre de nucleasas justo en el centro de la columna y centrifugar.
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ANEXOS

ANEXO 1. RNA total de Marchantia polymorpha. Electroforesis en agarosa al 2% tefiida con Bromuro

de Etidio. Se muestran las muestras de RNA de diferentes tejidos, gemas, talos de 7 (T7) y de 14 dias

(T14), Arquegonidforos (Arq.) y Anteridiéforos (Ant.).

Gemas T7 T14 Arq. Ant.

ANEXO 2. Resultados obtenidos de la secuenciacion de los vectores de destino AtAGO4:nYFP,

MpAGO9:nYFP y AtNRPE1:cYFP.

Diagrama de los resultados obtenidos de la secuenciacion de la construcciéon AtAGO4:nYFP. En azul se muestra un
fragmento de los que corresponde a AtAGO4, en azul fuerte el sitio de recombinacién generado por la reacciéon LR,
en lila el epitopo Myc, en amarillo la secuencia que corresponde a la nYFP y en verde el marco abierto de lectura de

la fusién. La construccion se envio a secuenciar con el oligo reverso de la nYFP.

ATGAAGTTTGAAGATCAGTCTGAGACATCATCAAGCCATGOTGGTATCACAGCTCCAGGACCAATCTCTGTTGCACAGCTCCCAAGACTCAAAGACAACGTCGCCAACTCCATBTTCTTCTGTAACCCAG

TACTTCAAACTTCTAGTCAGACTCTGTAGTAGTTCGGTACCACCATAGTGTCGAGGTCCTGGTTAGAGACAACGTBTCOAGGBTTCTGAGTTTCTGTTGCAGCGGTTGAGGTACAAGAAGACATTGGGTC

i, ., 5 v v ., , %, . , , s , , , , 22 , , , , 2 , , , , 30, , , 3 , , , , 40 , ,
Met Lys Phe Glu Asp GIn Ser Glu Thr Ser Ser Ser His Gly Gly Ile Thr Ala Pro Gly Pro Ile Ser Val Ala Gln Leu Pro Arg Leu Lys Asp Asn Val Ala Asn Ser Met Phe Phe Cys Asn Pro

i g atte2 |

CTTTCTTGTACAAAGTGGTTGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGTACCGCTCCCGGGATGGAGCAAAAGTTGATTTCTGAGGAGGATCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCAC

GAAAGAACATGTTTCACCAACTATAGTTCGAATAGCTATGGCAGCTGGAGCTCCCATGGCGAGGGCCCTACCTCGTTTTCAACTAAAGACTCCTCCTAGAATACCACTCGTTCCCGCTCCTCGACAAGTG

, 4 , . ., , S50 , ., ., , 55 , ., ., ., 8 , , ., ., 6 , , ., , ¥ , ., , ., 75, , , ., 8 0, |, 8 ,
4z Phe Leu Tyr lys Val Val Asp Ile Llys Leu Ile Asp Thr Val Asp Leu Glu Gly Thr Ala Pro Gly Met Glu Gln Llys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Met Val Ser lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr

1 | 5 o o, 10
Glu Gln Llys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Met Val Ser lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr

e - (nframe with ye) —------- N

I nYFP >

CGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGECGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAG

GCCCCACCACGGGTAGGACCAGCTCGACCTGCCGCTGCATTTGCCGGTGTTCAAGTCGCACAGGCCGCTCCCGCTCCCGCTACGBTGGATGCCGTTCGACTGGGACTTCAAGTAGACGTGGTGGCCGTTE

, , % ., ., , ., 9 , , ., ., 0, ., ., ., 0 , , , , 4, ., , 4 , , , , 120, , , 1, , , , 130
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Diagrama de los resultados obtenidos de la secuenciacion de la construccion MpAGO9:nYFP. En azul se muestra
un fragmento de MpAGQO9, en azul fuerte el sitio de recombinacién formado por la reacciéon LR, en lila el epitopo
de Myc, en amarillo la secuencia que corresponde a nYFP y en verde el marco abierto de lectura de la fusion.

CGTCGATTCCGATTCTTCTGGGTCAGAATCATCTTCAATGACTGCGAGAGCTGGAAGAGTGCACCBACTCCCTGCTTTGAAACCTCAGCTGAACAAGAAAATGTTCTATGCTAACCCAGCTTTCTTGTAC

A Raa e e aas A e e aaan e s S

GCAGCTAAGGCTAAGAAGACCCAGTCTTAGTAGAAGTTACTGACGCTCTCGACCTTCTCACGTGGCTGAGGGACGAAACTTTGGAGTCGACTTGTTCTTTTACAAGATACGATTGGGTCGAAAGAACATG

2 , , ., , 3% ., , , , 3 , , , , 4 , , , , 4 , , , , s0 , , , , 5 , , , , 60 , , , , 6 |
Val Asp Ser Asp Ser Ser Gly Ser Glu Ser Ser Ser Met Thr Ala Arg Ala Gly Arg Val His Arg Leu Pro Ala Leu Llys Pro Gln leu Asn Lys lys Met Phe Tyr Ala Asn Pro Ala Phe Leu Tyr

AAAGTGGTTGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGTACCGCTCCCGGGATGGAGCAAAAGTTGATTTCTGAGGAGGATCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGE

R A A R L A i A L e s I

TTTCACCAACTATAGTTCGAATAGCTATGGCAGCTGGAGCTCCCATGGCGAGGGCCCTACCTCGTTTTCAACTAAAGACTCCTCCTAGAATACCACTCGTTCCCGCTCCTCGACAAGTGGCCCCACCACE

| L 70 L | L 75 L L L 80 | L L 85 | L L 90, L L L85 L L , 100 | L , 105 | L . 110
lys Val Val Asp Ile Lys Leu Ile Asp Thr Val Asp Leu Glu Gly Thr Ala Pro Gly Met Glu Gln Lys Leu lle Ser Glu Glu Asp Leu Met Val Ser lys Gly Glu Gl Leu Phe Thr Gly val val

1 L - | L L 10
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly val val

< e e (in frame with Myc)  ==--=-=------==- +
[ [iViz3 >

CCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGBGCBATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCBTGEC

O U I T U DD I

GGTAGGACCAGCTCGACCTGCCGCTGCATTTGCCGGTGTTCAAGTCGCACAGGCCGCTCCCOCTCCCGCTACGGTGGATGCCOTTCGACTGGGACTTCAAGTAGACGTGGTGGCCGTTCGACGGGCACGE

. o5, o 1200, o o, 128, Lo 138, , 145, 0, 0 150,
Pro Ile leu Val Glu leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser \Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Alz Thr Tyr Gly Lys leu Thr Leu Llys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro

Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Llys Leu Pro Val Pro
---------------------------------------------------------------------------------- (inframe With Myc) === == - mm oo s oo oo oo

iz >

CTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCOGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTCY

oo oo

GACCGGGTGGGAGCACTGGTGGAAGCCGATGCCGGACGTCACGAAGCGGGCOATGGGGCTGGTGTACTTCGTCGTGCTGAAGAAGTTCAGGCGGTACGGGCTTCCGATGCAGGTCCTCGCGTGGTAGAGR

Diagrama de los resultados obtenidos de la secuenciacion de la construccion AtNRPE1:cYFP. En morado se mues-
tra un fragmento de AtNRPEI, en azul fuerte el sitio de recombinacién formado por la reacciéon LR. En verde se
muestra el marco abierto de lectura de la fusién. Debido al sitio de hibridacién del oligonucleétido reverso cYFP
en la secuenciacion no se logré obtener la secuencia del epitopo ni de la cYFP (era un sitio muy cercano y hubo
errores normales al inicio de la secuenciacion). La secuencia obtenida, sin embargo, al ser comparada con otras
construcciones secuenciadas en el vector pSPYCE es igual.

AAGTACTTTACGAAACCTCGGCCTAGCGGAAACAGAGACAGGAACAACCAAGATGCCACACCACCTGGGGAAGAACAGTCTCAGCCTCCGAATCAGTCTATAGGTAATGGAGGTGACGACTTTCAGACAC

R B B B I L L B B L B B R s20

TTCATGAAATGCTTTGGAGCCGGATCOCCTTTGTCTCTGTCCTTGTTGGTTCTACGGTGTGGTOGACCCCTTCTTGTCAGAGTCGGAGGCTTAGTCAGATATCCATTACCTCCACTGCTGAAAGTCTGTG

5 L , L L 10 L L L 15 L L L 20 L L L 25 L L 30 L L L 35 L n L 40 L L L 45 n
lys Tyr Phe Thr Lys Pro Arg Pro Ser Gly Asn Arg Asp Arg Asn Asn Gln Asp Ala Thr Pro Pro Gly Glu Glu GIn Ser Gln Pro Pro Asn GIn Ser Ile Gly Asn Gly Gly Asp Asp Phe Gln Thr
ANRPEL >

AGACTCAGTCTCAGTCTCCATCTCAGACTCGGGCTCAGTCTCCATCTCAGGCTCAGGCTCAGTCTCCATCTCAGACGCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTC

R B B B I L L B B L B B R 650

TCTGAGTCAGAGTCAGAGGTAGAGTCTGAGCCCGAGTCAGAGGTAGAGTCCGAGTCCGAGTCAGAGGTAGAGTCTGCGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAG

. , 50 n . L 55 | n L 60 . . . 65 n . L 70 . L 75, . L 80 P . 85 . L 90
Gln Thr GIn Ser GIn Ser Pro Ser GIn Thr Arg Ala GIn Ser Pro Ser Gln Ala GIn Ala Gln Ser Pro Ser GIn Thr GIn Ser Gln Ser GIn Ser GIn Ser Gln Ser Gln Ser GIn Ser GIn Ser Gln Ser

AtNRPE1 >

TCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCAGTCTCCATCCCAGACTCAGACTCAGTCTCCGTCTCAGACTCAGGCTCAGGCTCAGTCTCCATCATCTCAGTCTCCGTCCCAGACG
S S S S I M 720
AGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGTCAGAGGTAGGGTCTGAGTCTGAGTCAGAGGCAGAGTCTGAGTCCGAGTCCGAGTCAGAGGTAGTAGAGTCAGAGGCAGGGTCTGC

P L 95 . L, 100, . . 105 P L 110 . , 115, . , 120 P , 125 . . L 130 n . |
Gln Ser GIn Ser GIn Ser Gln Ser GIn Ser GIn Ser GIn Ser GIn Ser Pro Ser Gln Thr GIn Thr Gln Ser Pro Ser GIn Thr GIn Ala GIn Ala GIn Ser Pro Ser Ser GIn Ser Pro Ser GIn Thr
ANRPEL >

CAGACAAACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGATATCAAGCTTATCGATACCGBTCGACCTCGAGGGTACCGCTCCCGBBATKACCCAWGCRTRA 3’

: ! : 1 : ! : ! : ! : ! : ! : ! : ! : 876
T T T T T T T T t T t T t T + T + 1 H

GTCTGTTTGGGTCGAAAGAACATGTTTCACCAACTATAGTTCGAATAGCTATGGCAGCTGGAGCTCCCATGGCGAGGGCCCTAMTGGGTWCGVAYT@ 5

135 . L, 140 . L 145 | n . 150 | . L 155 n | . 160 . n . 165

Gln Thr Asn Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Asp Ile Lys Leu Ile Asp Thr Val Asp Leu Glu Gly Thr Ala Pro Gly ? Thr ? Ala B

AFNBDE1
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