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. ABREVIATURAS

Las abreviaturas usadas en el texto se han puesto de acuerdo a su escritura en

inglés.
3'UTR
5’'UTR
'mGTP
4E-T
DEPC
elF4E
nCBC
nCBP
ncbp-1d
NMD
PABP
PBs
SAGs
SGs
VPg

WT

Regidén no traducible 3°

Regién no traducible 5°

7-metilguanosina-trifosfato o analogo del 5°cap
Proteina transportadora de elF4E
Dietilpirocarbonato, inactivador de RNasas

Factor de inicio eucariotico 4E

Complejo nuclear de unién al cap

Novedosa proteina de union al cap

Alelo mutante nulo de nCBP de Arabidopsis thaliana
Via de degradacion de mensajeros sin sentido (no codificantes)
Proteina de union a poli(A)

Cuerpos de procesamiento

Genes asociados a senescencia

Granulos de estrés

Proteina unida covalentemente al genoma viral

Tipo silvestre



1. RESUMEN

Uno de los puntos de mayor regulacion en la sintesis de proteinas es la etapa
inicial del proceso, en la que diversos mecanismos de control traduccional
pueden actuar para prevenir la sintesis de proteinas aberrantes. Uno de estos
mecanismos involucra el factor de inicio de la traduccién elF4E, indispensable
para el reconocimiento del 5" cap y el posterior reclutamiento de la maquinaria
traduccional. En plantas superiores existen tres miembros pertenecientes a la
familia de proteinas elF4E; elF4E, elFiso4E y la proteina novedosa de union a
Cap, nCBP. Diversos estudios de caracterizacion de nCBP han mostrado que
esta proteina es capaz de interaccionar con los factores elF4G y elF(is0)4G y
llevar a cabo la traduccion in vitro en ausencia de elF4E y elF(iso)4E, aunque a
niveles menores que estos. Su ausencia en Arabidopsis thaliana se ha asociado
con retraso en el tiempo de la floracidn con respecto a plantas silvestres,
mientras que su sobreexpresion induce la formacibn de granulos
citoplasmaticos, cuya identidad aun no ha sido elucidada. Mediante ensayos de
“Pull down” se descubridé que las proteinas asociadas a nCBP poseen una
funcién en el desarrollo de la planta en condiciones de estrés, lo que sugiere una
posible participacion de nCBP en la regulacion de la traduccion ante estimulos
ambientales no favorables. De tal manera, el propésito del presente trabajo fue
estudiar la participacion de nCBP en el desarrollo de Arabidopsis thaliana en
condiciones normales y de estrés. Para el estudio se utilizd la linea ncbp-1d,
mutante nula de la proteina, y se comparo con plantas silvestres en condiciones
normales de desarrollo y en presencia de estrés abidtico. Durante el desarrollo
se observaron diferencias significativas para las plantas mutantes en cuanto a
retraso en floracion (previamente reportado) y mayor produccion de hojas de
roseta, caulinares, inflorescencias y silicuas (en este trabajo). Por otra parte,
durante la induccion de senescencia por oscuridad (un estimulo de estrés
externo) se encontré6 una mayor expresidn del gen asociado a senescencia
SAG12 en ausencia de nCBP. Finalmente, en presencia de estrés osmotico se
observé que las plantulas mutantes presentan una menor longitud de raiz,
comparadas con silvestres. Estos resultados indican que la proteina nCBP,
ademas de tener una funcién en procesos de desarrollo y floracion, participa en

la respuesta de Arabidopsis thaliana bajo condiciones de estrés.



2. INTRODUCCION

La principal funcién de la regulacién de la expresion génica en eucariontes es
mantener el adecuado metabolismo del RNA, desde el procesamiento del
transcrito naciente en el nucleo (mediante la remocion de los intrones y la adicion
de la cola de poli-A) hasta el exporte al citoplasma, donde las proteinas unidas
al RNA determinaran el programa funcional que desempefara (Eulalio et al.,
2007). En este sentido, muchos de los mensajeros son programados para una
inmediata traduccion, un proceso que involucra el remodelamiento de las
proteinas unidas y el ensamblaje en polisomas. Puede ocurrir también que el
mensajero no sea traducido de manera inmediata y mantenerse asi en un estado
traduccionalmente  reprimido, siendo transportado a localizaciones
citoplasmaticas especificas donde, dependiendo de las condiciones ambientales
y/o de desarrollo, permitan activar su traduccion o dictar de manera irreversible
su degradacién (Anderson and Kedersha, 2006). En cualquiera de los dos
escenarios mantener la estabilidad del mMRNA es un proceso indispensable, un
mecanismo que depende de manera crucial de la formacion de complejos
proteina-RNA. Por ejemplo, durante la traduccion activa los mensajeros son
protegidos de la degradaciéon por proteinas que previenen el acceso de
ribonucleasas a ambos extremos del mMRNA, por un lado la proteina de unién a
cap elF4E protege el extremo 5'UTR mientras que proteinas de unién a la cola
de poli(A) protegen el extremo 3'UTR (Newbury et al., 2005). De esta manera,
por décadas se han identificado diversas proteinas de union a RNA eucarioticos
y se ha estudiado como y cuando actuan para coordinar su metabolismo. Sin
embargo, la contribucién dinamica de un determinado factor proteico bajo un
estimulo externo ha sido pobremente entendida, debido a que se conoce poco
sobre el mecanismo que utilizan para llevar a cabo la regulacion de sintesis
proteica en un rango de situaciones biologicas diversas, por ejemplo, en
respuesta a estrés. Bajo estas condiciones, el control global o especifico de un
grupo definido de mRNAs debe ser modulado sin afectar la biosintesis general
de proteinas o el estado traduccional del transcriptoma celular por completo. En
este sentido, el hecho de que la célula pueda llevar a cabo la inhibicion parcial

de sintesis de proteinas para estimular la traduccion de mensajeros especificos



provee una respuesta temporal, altamente dinamica, para el control de la

homeostasis.

2.1 Metabolismo del RNA

Como se ha mencionado ya, la regulacion de la expresion génica esta
determinada a diversos niveles del metabolismo del RNA que aseguren su
correcto procesamiento, transporte, estabilidad, localizacion y, su traduccion
(Garneau et al., 2007). Durante la etapa inicial de transcripcién diversas
proteinas interactuan con el RNA naciente inmediatamente que esta molécula
comienza a sintetizarse para asegurar su estabilidad. La composicion de estas
proteinas es dinamica y, a lo largo de la maduracion del RNA ocurre un
remodelamiento de estas que permita el exporte del mRNA maduro al
citoplasma, su traduccion o su represion (Muench et al., 2012). Gran parte de
estas proteinas reconocen una estructura presente en el extremo 5’'UTR de la
mayoria de los mRNAs eucaridticos, conocida como estructura cap (m’GpppN,
donde m’G es 7-metilguanosina y N es el primer nucledtido del mRNA;
Topisirovic et al., 2011), una guanosina modificada por la adicién de un grupo
metilo que confiere una carga positiva a la estructura y su reconocimiento
especifico por varias proteinas especializadas (Issur et al., 2013). El cap es
esencial no solo para la estabilidad del RNA, sino también para promover su
maduracién (como poliadenilacion y splicing), transporte y traduccién. En el
nucleo, esta estructura es reconocida en el pre-mRNA por el complejo nuclear
de unién al cap (nCBC) que consiste de una proteina de unién al cap NCBP20
y, de una proteina auxiliar NCBP80 (ambas proteinas descritas en mamifero)
que protegen al mMRNA de su degradacion por exonucleasas y promueven su
exporte al citoplasma (Issur et al., 2013; Topisirovic et al., 2011; Gebhardt et al.,
2015). La interaccién de este complejo con el cap es debida a la asociacion de
los residuos Tyr 20 y Tyr 43, presentes en la proteina NCBP20 (Topisirovic et al.,
2011). Esta asociacion es estabilizada por la interaccién del amino terminal de
CBP20 con la subunidad NCBP80. A su vez, esta proteina interactua con
ALYREF, un componente del complejo de exporte/transcripciéon (TREX) que
facilita el exporte del mRNA (Gebhardt et al., 2015). Se ha visto de manera



reciente que el complejo nCBC estimula también la unién de componentes de
complejos nucleares de ribonucleoproteinas pequefios (SnRNPs) al transcrito
naciente, lo que promueve el ensamblado de la maquinaria de splicing en el
intron cercano al cap del pre-mRNA (Topisirovic et al., 2010). Adicionalmente, el
complejo nCBC esta involucrado en el proceso de degradacion de mensajeros
sin sentido o via NMD (Nonsense-mediated mRNA Decay), donde RNAs
mensajeros enlazados a nCBC y, que contienen un codén de termino prematuro,

son reconocidos por la maquinaria de NMD para su degradacién (Maquat, 2005).

Una vez que el mMRNA maduro ha sido transportado al citoplasma, el complejo
ribosomal puede ser reclutado para la traduccién activa del mensajero. El factor
de inicio de traduccion elF4E se une especificamente a la estructura cap del RNA
permitiendo reclutar los demas componentes del complejo traduccional. Una vez
unido, el factor elF4E se asocia con la proteina elF4G (una proteina de
andamiaje) quien se encarga de unir a una helicasa de RNA ATP-dependiente
(elF4A) para formar un complejo conocido como elF4F (Robaglia et al., 2006;
Jackson et al., 2010; Alekhina and Vassilenko, 2012; Topisirovic et al., 2011).
Ademas de la asociacion con elF4A, el factor elF4G se asocia también con la
proteina PABP (una proteina de union a la cola de poli A presente en el extremo
3" del mensajero) obteniendo asi una estructura circularizada del mMRNA que
permite reclutar el complejo ribosomal 48S mediante la interaccion del factor elF3
(presente en el complejo 48S) con la proteina elF4G (Ver figura 1; O’'Leary et al.,
2013; Rajagopal et al., 2012). De esta manera, el complejo de inicio 48S realiza
un “escrutinio” de la regién 5" no traducible del mRNA en la direccion 5" — 3" en
busca del coddn de inicio para que, una vez reconocido, forme un complejo
traduccional competente con la subunidad ribosomal 60S y llevar a cabo la

sintesis de proteinas (Jackson et al., 2010).

Bajo ciertas condiciones sin embargo (por ejemplo en condiciones de estrés),
puede ocurrir también que este MRNA pueda mantenerse en un estado reprimido
y ser localizado en complejos proteina-mRNA en localizaciones citoplasmaticas
especificas, conocidas como cuerpos de procesamiento (PBs) o granulos de
estrés (SGs) donde, dependiendo de las condiciones fisioldgicas, pueden
regresar a una ronda traduccional normal o ser degradados (Anderson and

Kedersha, 2006; Nakaminami et al., 2011). Para que este proceso ocurra es
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necesario que gran parte de los componentes de la maquinaria traduccional
sufran modificaciones o bien, que el complejo traduccional lleve a cabo un
remodelamiento parcial mediante la asociacién con otras proteinas para formar
los cuerpos de estrés (PBs o SGs), permitiendo asi asegurar la estabilidad del

mMRNA o su degradacion.

Figura 1. Circularizacion del complejo de pre-inicio 48S de traduccion eucariética. EI complejo
elF4F, compuesto de los factores elF4E, elF4G y elF4A, es el responsable de reclutar al mensajero.
elF4E es la proteina de union al cap, presente en el extremo 5~ del mRNA. elF4A es una helicasa de
RNA ATP dependiente, que desenrolla estructuras secundarias cercanas al cap. elF4G es una proteina
de andamiaje, con dominios de union para la proteina de unién al polyA (PABP), elF4A, elF4E y elF3
(complejo de multisubunidades que se une al ribosoma 40S), permitiendo de esta forma circularizar el
mensajero y reclutar alos demas factores del inicio de la traduccion. Tomado de Robaglia et al. (2006).

En células eucarioticas, los cuerpos PBs estan involucrados en la degradacion
de los mensajeros mientras que los cuerpos SGs participan en la estabilizacién
de estos. En este sentido, mucha de la maquinaria que forma a los cuerpos PBs
posee actividad de “decapping” (escision de la estructura cap), desadenilaciéon
(escisidon de la cola de poli A) y de degradacion con actividad de exoribonucleasa
(Nakaminami et al., 2011). Las proteinas de decapping conocidas como DCPs
son esenciales para la formacion de PBs y, aunque su actividad enzimatica es
quitar el cap, el reconocimiento de esta estructura por las DCPs permite
mantener estable al mensajero para su almacenamiento mientras no existan
sefales para su degradacién (Kedersha et al., 2005). A diferencia de PBs, los
SGs estan compuestos por gran parte de la maquinaria traduccional como la
subunidad ribosomal 40S, la proteina PABP y proteinas de union al RNA como

11



la proteina elF4E. En este sentido, se ha propuesto que la gran mayoria de los
mensajeros liberados de polisomas son primero dirigidos a este tipo de cuerpos
(Kedersha et al., 2005). En estudios recientes se ha observado que ambos tipos
de cuerpos se encuentran co-localizados en el citoplasma (Kedersha et al., 2005)
lo que sugiere que existe una interaccion entre ambos que permite al mMRNA
estar constantemente localizado en uno u otro dependiendo de las condiciones
fisiolégicas de la célula y que asegure su ciclo de vida. Este proceso ha cobrado
importancia debido a que se ha visto que la respuesta de la célula en estrés

requiere de la activacion de esta via.

En diversos estudios (Anderson and Kedersha, 2006; Andrei et al., 2005) se ha
observado que en ambos tipos de localizaciones citoplasmaticas se encuentra
presente la proteina elF4E y, aunque su funcion en estos cuerpos no es aun del
todo conocida, se ha planteado que esta proteina proteja al mRNA de la
degradacion hasta que este sea requerido para su traduccion (Schwartz et al.,
2000). Sin embargo, en estudios recientes en mamiferos se ha visto que el
reclutamiento de elF4E a estos cuerpos es independiente de su interaccion con
el cap, pudiendo entonces ser reclutado via interaccion con otras proteinas
(Ferrero et al., 2012).

2.2. El factor de inicio eucariético 4E

La proteina elF4E (25KDa) es un factor central en el inicio de la traduccién ya
que es el encargado de reconocer la estructura cap, presente en el extremo 5°
de los mRNAs eucaridticos, y reclutar asi la maquinaria de sintesis de proteinas
para dar inicio al proceso. Esta asociacion es mediada por dos residuos
aromaticos presentes en elF4E (Trp 56 y Trp 102, numeracion de aminoacidos
acorde al elF4E de humano), que estabilizan la unién al mensajero por puentes
de hidrégeno especificos entre la carga positiva de 7-metilguanosina y los
residuos acidos (Fechter et al., 2005; Tomoo et al., 2003; Issur et al., 2013). Por
otra parte, la mayoria de las proteinas que interactuan con el factor (incluida
elF4G) lo hacen a través del residuo de triptéfano 73, que se encuentra en una
cara convexa de la estructura 3D de la proteina. La mayoria de las proteinas

interactoras con elF4E contienen el motivo de unién Y(X)sL®, donde X es
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cualquier aminoacido y @ representa algun residuo hidrofébico, usualmente
leucina, metionina o fenilalanina (Goodfellow and Roberts, 2008). En estudios
mas recientes se ha demostrado que ademas de reconocer el 5'cap y a elF4G,
elF4E estimula la actividad de helicasa de elF4A en la traduccion de mensajeros
con secuencias 5'UTR estructuradas (Feoktiskova et al., 2013). La mayoria de
los organismos eucariontes presentan mas de una proteina elF4E llamadas
isoformas o miembros de la familia elF4E. Se conoce en animales que uno de
los procesos mas regulados en la traduccion es precisamente la etapa inicial del
proceso, es decir la union del factor elF4E a la estructura cap (Jackson et al.,
2010). Sin embargo, a pesar del alto grado de conservacion de los factores y
componentes ribosomales, en plantas no se ha comprobado que exista este nivel
de regulacion, ya que no se han identificado proteinas reguladoras para elF4E

ortdlogas a las descritas para animales (Echevarria-Zomefio et al., 2013).

2.3 Funciones de elF4E en el metabolismo de RNA

EL factor de inicio traduccional 4E posee una funcion importante en el inicio de
la traduccion de mRNAs citoplasmaticos, y gran parte de los estudios sobre su
estructura, funcién y regulacion han sido enfocados en esta funcion. Sin
embargo, se ha descubierto que este factor también participa en la exportacion
de mensajeros nucleares al citoplasma, en el control del ciclo celular, en la
dindmica de complejos ribonucleoproteicos citoplasmaticos como granulos de
estrés y cuerpos de procesamiento y, como factor de susceptibilidad/resistencia

a infecciones virales (figura 2; Goodfellow et al., 2008; Roberts, 2008).

2.3.1 Exporte nuclear de mensajeros

Gran parte del elF4E se encuentra localizado en el nucleo de células de
mamifero (alrededor del 68%), en sitios conocidos como cuerpos nucleares,
llevando a cabo la exportacion de un grupo de mensajeros que poseen una
estructura conocida como elemento sensible a 4E (Culjkovic et al., 2007; Iborra
et al. 2001). La entrada del factor al nucleo se lleva a cabo por unién a una

proteina conocida como 4E-T o transportador de 4E (Goodfellow and Roberts,
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2008), a traves del motivo Y(X)sL® y la interaccion con receptores nucleares de
importe (importina a/f; Dostie et al., 2000). Una vez en el nucleo, proteinas con
homeodominio se unen al elF4E y regulan su unién al 5°cap y la capacidad de
exporte del mRNA (Culjkovic et al., 2007).

En plantas, la distribucion de elF4E es mas dinamica que en mamiferos; por
ejemplo, elF4E de Arabidopsis thaliana ha mostrado acumulacién en el nucleo
de células quiescentes pero en células proliferativas, su localizacion preferencial

es en el citoplasma (Bush et al., 2009).

Figura 2. Diferentes funciones de elF4E. La funcién mejor conocida de elF4E en el citoplasma es el
inicio de la traduccién dependiente de 5°cap. Otra funcién para elF4E es la traducciéon del RNA de
ciertos tipos de virus (de un calicivirus en la figura). Aqui, elF4E se une a la proteina viral VPg que se
encuentra en el extremo 5” del RNA,; esta interaccién es requerida para la traduccién del RNA de ciertos
virus. La interaccion entre elF4G y elF4E, como se observa, es inhibida por 4E-BP1 resultando en la
inhibicion de la traduccion. En el nacleo, elF4E es conocido por interactuar con la estructura 5'cap y
funcionar en el exporte de mRNAs especificos (ejemplo ciclina D1) del nucleo al citoplasma. elF4E
reconoce un “elemento especifico” presente en el extremo 3" UTR, posiblemente a través de la
interaccion con un factor desconocido (designado con ?), que define cual mensajero exportar. La union
de proteinas como PML al elF4E inhibe el exporte de mRNAs. Tomado de Goodfellow et al., 2008.

2.3.2 Papel de elF4E y elFiso4E en infecciones virales

Los virus de RNA de cadena positiva han desarrollado humerosos mecanismos
para la traduccion preferencial de sus mensajeros. En plantas, se ha descrito
una funcién importante para elF4E y elFiso4E en la capacidad del virus para

14



infectar al hospedero. Se ha reportado que los virus de la familia Potyviridae
requieren a uno u otro de estos factores, dependiendo del hospedero, para la
infeccion (Robaglia y Caranta, 2006). ElI mecanismo por el cual el virus puede
hacer uso de alguno de estos factores aun no es del todo conocido, pero se sabe
que su interaccién con una proteina unida covalentemente en el extremo 5°del
RNA, conocida como proteina VPg es relevante. Se ha propuesto que la unién
de elF4E o elFiso4E con VPg puede actuar como un analogo de la estructura
cap presente en el mMRNA de eucariontes y facilitar la traduccion y replicaciéon
virales (Khan et al., 2008). Por otra parte, mediante dicha unién el virus puede
secuestrar a los factores, inhibiendo la traduccion de mensajeros del hospedero.
Se ha visto que mutaciones en alguno de los factores elF4E o elFiso4E que
afecten la interaccién con el VPg, generan resistencia natural de la planta a la
infeccidn por ciertos virus, evidenciando que esta interaccion es necesaria para

el ciclo viral (Wan and Krishnaswamy, 2012).

2.4 Multiples miembros de la familia elF4E

En el 2005, Joshi et al. identificaron 411 miembros de la familia elF4E, de 230
especies, a partir de secuencias depositadas en GenBank. Para estas proteinas
se identificd una secuencia de aminoacidos nucleo altamente conservada que
contenia varios residuos Trp, algunos de ellos involucrados en la unién del cap
y de elF4G. Basado en la conservacién de los Trp, subdividieron a los miembros
de la familia elF4E en tres clases. La clase | presentaba los residuos Trp-43 y
Trp-56 correspondientes al elF4E-1 de Homo sapiens (Rhoads, 2009)
conservados. Los miembros de la clase |l contenian Tyr, Phe o Leu en lugar de
Trp 43y Tyr o Phe en lugar de Trp 56. Los miembros de la clase Il presentaban
el Trp 43 conservado, pero tenian Cys o Tyr en lugar de Trp 56. Todos los
eucariontes tienen al menos un miembro de la clase | que se considera un elF4E

canonico.

La clase | incluye miembros de especies de plantas (elF4E y elFiso4E), hongos
(elF4E) y metazoarios (elF4E-1; figura 3). Estos miembros tienen
aproximadamente 35-40% de identidad y 60-65% de similitud entre si (Joshi et
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al., 2005) y todos ellos son capaces de reconocer la estructura cap, a elF4G vy,

en algunos casos a proteinas regulatorias de union a elF4E llamadas 4E-BPs.

Figura 3. Arbol filogenético radial de los miembros de la familia elF4E de mdltiples especies. El
nombre de los miembros de la familia elF4E se encuentra en letras negras o rojas indicando si hay o
no secuencia completa de la region conservada consenso, respectivamente. Las letras en azul indican
que datos de secuencia gendmica fueron usado para verificar y determinar la secuencia nucleotidica.
El icono de la izquierda indica el grupo taxondmico: metazoarios (rombos); hongos (cuadrados);
viridiplantae (triangulos) y protistas (circulos). A la derecha del diagrama se indica la clase a la cual
pertenecen. Tomado de Joshi et al. (2005).

La clase Il incluye miembros de la familia elF4E-2 de Metazoa y la familia nCBP
de Viridiplantae (figura 3). Poseen 30-35% de identidad y 60-65% de similitud
con miembros de la clase |. Estudios genéticos y bioquimicos han revelado que
las proteinas de esta clase, tales como elF4E-2A (H. sapiens y M. musculus),
IFE-4 (C. elegans), 4EHP (D. melanogaster) y nCBP (Arabidopsis thaliana) son
capaces de unirse a la estructura 5°cap, pero su participacion en la traduccién

es variable.
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La clase Ill incluye miembros que han sido encontrados en algunos metazoarios,
nidarios, moluscos, insectos o aracnidos, y poseen 25-30% de identidad y 45-
55% de similitud con miembros de clase | y clase Il (Joshi et al., 2005). Estudios
con elF4E-3 de M. musculus han mostrado que la proteina interactua con la
estructura 5°cap in vitro, sugiriendo que la presencia de un solo residuo
aromatico es suficiente para la interaccion con este, aunque Osborne et al.

(2013) sugiere otro tipo de interaccion.

Muchos organismos poseen dos o mas miembros de la familia elF4E y, en al
menos un miembro ha sido demostrado su participacion en el inicio de la
traduccion y reclutar asi ciertos mensajeros especificos (la gran mayoria
miembros de clase |). Se ha observado también incluso que aun cuando dos o
mas miembros de la familia elF4E se encuentra en un organismo y pueden llevar
a cabo el inicio de la traduccion, su afinidad por la estructura cap es diferente,
interactuan con distintas proteinas o bien, se expresan de manera tejido-
especifico. Por otra parte, proteinas que no participan en la traduccién en cambio
pueden actuar como inhibidores de la traduccion de algunos mRNAs (Joshi et
al., 2005). En este sentido, se ha propuesto que miembros de la clase Il pueden

tener una funcién en la regulacion traduccional.

2.4.1 Los factores tipo elF4E en plantas

En plantas existen cinco miembros de la familia elIF4E: cuatro de la clase |, elF4E
(considerado ortélogo del factor elF4E-1 de mamiferos), elFiso4E (especifico de
plantas), y dos ortdlogos cercanos a elF4E recientemente descritos (Patrick et
al., 2014); uno de la clase Il, nCBP, que tiene ortdlogos en metazoarios
(Browning et al., 2012; Ruud et al., 1998). elF4E y elFiso4E poseen un 50% de
identidad a nivel de aminoacidos y cada uno de estos factores forma complejos
diferentes; elF4E y elF4G forman el complejo elF4F mientras que elFiso4E y
elFiso4G constituyen el complejo elFiso4F (Browning et al., 2004). Estudios
iniciales evidenciaron que estos factores se expresan diferencialmente durante
el desarrollo (Rodriguez et al., 1998; Dinkova and Sanchez de Jiménez, 1999;
Busch et al., 2009). Por otra parte, estudios in vitro han indicado que elFiso4F

posee una alta afinidad por 5°cap hipermetilados y menor estructura secundaria
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en 5’'UTR que elF4E. Recientemente, utilizando analogos de cap diferentes, se
encontré que elFiso4E posee una afinidad diez veces menor que elF4E por el

5°cap canonico (Kropiwnicka et al., 2014).

Se ha observado cierta redundancia entre los factores elF4E y elFiso4E, ya que
las mutantes sencillas son capaces de crecer y reproducirse y solamente la doble
mutante resulta letal en Arabidopsis thaliana (Duprat et al., 2002; Sato et al.,
2005; Lellis et al., 2010). A pesar de la falta de fenotipo evidente en la mutante
de elFiso4E, se encontraron alteraciones en los niveles de traducciéon de mRNA
especificos (Martinez-Silva et al., 2012) y expresion incrementada de elF4E

(Duprat et al., 2002) probablemente para compensar la falta de este factor.

Poco se sabe acerca de la funcion que la proteina nCBP pueda estar llevando a
cabo en las plantas. Estudios realizados por Ruud et al., 1998, mostraron que
esta proteina puede funcionar como factor de inicio de la traduccién canénico in
vitro, sin embargo, su menor actividad de traduccion respecto a elFiso4E sugiere
que su funcién in vivo sea diferente a la de los factores clase |. Por otra parte,
Bush et al., 2009 encontraron que nCBP es particularmente abundante en
complejos de union a cap aislados de cultivos celulares en crecimiento activo,

asi como en zonas meristematicas de hojas de Arabidopsis thaliana.

2.5 Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana
2.5.1 Desarrollo vegetativo

El ciclo de vida de la mayoria de los organismos puede ser dividido en diversas
fases. En el caso de plantas silvestres de Arabidopsis thaliana, este ciclo puede
ser clasificado en tres principales etapas, reflejando una secuencia de identidad
del meristemo apical, 6rgano del cual derivan todas la partes aéreas de la planta:
1) etapa vegetativa, que comprende el periodo entre el establecimiento de la
plantula y la entrada de la planta al estado reproductivo; 2) una fase reproductiva
y 3) maduracion de semillas y senescencia (figura 4; Ratcliffe et al., 1998). La
transicion entre estas fases es dependiente del programa genético y modulado
tanto por sefiales endogenas como por estimulos ambientales (Huijser and
Schimid, 2011).
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Figura 4. Fases de desarrollo de Arabidopsis thaliana. Las plantas progresan a través de varias
etapas de desarrollo durante el ciclo de vida. Durante la reproduccién sexual, los gametos son
producidos. Después de esto, ocurre la fertilizacion para formar un embrién (semilla). Después de la
germinacion de la semilla, las plantas pasan a través de un crecimiento vegetativo durante el cual se
aumenta rapidamente de tamafio y masa. Esta fase de crecimiento vegetativo puede ser dividida dentro
de una fase juvenil y una adulta. Al final de la fase adulta vegetativa las plantas adquieren la capacidad
reproductiva para dar paso a la formacién del meristemo apical inflorescente y, finalmente los 6rganos
reproductivos, repitiéndose asi el ciclo. Tomado y modificado de Smaczniak et al., 2012.

Después de la germinacion de la semilla, las plantas pasan a una etapa de
crecimiento vegetativo durante el cual el meristemo apical produce meristemos
laterales que desarrollan en hojas, dando lugar a la formacion de una roseta en
la que se incrementa de manera rapida la capacidad fotosintética, asi como el
aumento de tamano y masa (Koornneef et al., 1998). Esta etapa puede ser
dividida dentro de dos categorias: una fase juvenil y otra fase adulta vegetativa
(Huijser and Schimid, 2011). Ambas son diferenciables por parametros
morfoldgicos, anatomicos y fisioldgicos. Por ejemplo, las hojas juveniles son de
forma redonda, con bordes suaves y tricomas presentes solo en el eje adaxial.
Por el contrario, las hojas adultas son ovaladas, con bordes dentados y los

tricomas estan presentes en ambas superficies (Vidal et al., 2014). Ademas, sélo
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durante esta ultima fase las plantas son capaces de formar organos
reproductivos que, dependiendo de la longitud de la luz, pueden llegar a florecer.
Se ha visto que el cambio entre ambas fases es consecuencia de un programa
de desarrollo enddégeno dependiente de la edad, revelando que ciertos RNAs
pequefios (como miR156 y miR157) y su blanco Squamosa Promoter Binding
Protein-Like (SPL), un factor transcripcional, regulan esta transicion (Vidal et al.,
2014). El tiempo que dure esta etapa dependera en gran medida de las
condiciones ambientales y de la regulacién de los genes de florecimiento
(Ratcliffe et al., 1998).

2.5.2 Desarrollo reproductivo

Durante esta etapa el meristemo apical vegetativo (0 SAM) adquiere identidad
de meristemo inflorescente (MI). EI Ml genera células no diferenciadas para dar
origen al meristemo floral (MF) del cual emergeran todos los érganos florales.
Este desarrollo es especie-especifica (Amasino, 2010; Huijser and Shimid, 2011)
y su transicion esta bajo el control de una gran diversidad de reguladores
positivos y negativos que integra la informacion de varias sefiales endégenas y
ambientales (Amasino, 2010). Algunas sefales endogenas que regulan esta
transicion incluye hormonas (como giberelinas), carbohidratos, ciclo circadiano y
edad (Moon et al., 2003; Seo et al., 2011), mientras que los factores ambientales
que mas afectan el programa de regulacion son la temperatura y la longitud de
luz (o fotoperiodo). En Arabidopsis thaliana se conocen cuatro vias principales
que integran estas sefales de manera independiente: 1) la via autbnoma regula
el florecimiento por monitoreo de sefiales endégenas de diferentes estados de
desarrollo, mientras que, 2) la via de giberelinas afecta el florecimiento
particularmente en condiciones de dia corto (condiciones de fotoperiodo).
Finalmente, 3) la via de fotoperiodo y 4) la via de vernalizacion regulan la
respuesta de sefales ambientales, como longitud de luz y bajas temperaturas
(Liu et al., 2009). Independientemente de la via, las sefiales percibidas por cada
una convergen en unos pocos genes conocidos como “genes integradores” de
la via floral: Suppressor of Overexpression of Constans 1 (SOCL1), Flowering

Locus T (FT) y Agamous-Like24 (AGL24). Estos a su vez activan genes de
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identidad de meristemo floral como LEAFY (LFY), APETALAl (AP1l),
SEPALATA3 (SEP3) y FRUITFULL (FUL), los cuales de manera irreversible
confieren la transicion de meristemo vegetativo a meristemo floral (Blimel et al.,
2015). FT tiene una funcién especifica en la transicion del meristemo floral ya
que constituye el integrador de varias vias de floracion y una senal mévil de las
hojas a través del floema para poder unirse al factor transcripcional FLOWERING
LOCUS (FD) y promover asi el florecimiento (Blimel et al., 2015). La integracion
de sefales de florecimiento es también altamente controlada por un complejo
represor que consiste de dos factores transcripcionales MADS, Flowering Locus
C (FLC) y Short Vegetative Phase (SVP; Liu et al., 2009). Las vias autébnoma y
de vernalizacion reprimen principalmente la expresion de FLC (Michaels, 2009),
lo cual promueve florecimiento por antagonizar el efecto represivo de FLC en la
expresion de FT y SOCA1.

2.5.3 Senescencia y muerte

La senescencia es un fendémeno universal en todos los organismos vivos, el cual
es controlado genéticamente dependiendo de la edad, y puede ser influenciado
por otros factores internos y externos al mismo tiempo. Durante este proceso,
ocurren cambios en diversos procesos
metabdlicos que incluyen la disminucidn
de actividades anabdlicas, como la
sintesis de proteinas, y la aceleracion de
actividades  catabdlicas, como Ia
protedlisis y degradacion de acidos
nucleicos, inducida por enzimas
hidroliticas (Oh et al., 2003). En plantas,
la senescencia se define como el proceso
de degradacion 'y  degeneracion

Figura 5. Senescencia mitética y postmitética

en plantas. Senescencia mitética ocurre en el programado (dependlente de Ia edad de
brote del meristemo apical, en frutos y hojas que

se encuentran tempranas en su desarrollo. En las células érganos o el organismo
contraste, senescencia postmitética ocurre en ’

hojas, flores y frutos que estan en el ultimo entero) que conduce a la muerte (Lim et
estado de desarrollo (senescencia de la hoja,

senescencia floral y senescencia del fruto, al. 2007)_ Se sabe que en estos
respectivamente). Modificado de Gan, 2003. '
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organismos se presentan dos tipos de senescencia a nivel celular, conocidos
como senescencia mitdtica y senescencia postmitética (Gan S. 2003). El primero
es un proceso degenerativo activo (dependiente de la edad) que conduce a la
muerte de una célula que ya no se somete a la division mitética, mientras que el
segundo ocurre en tejido somatico como hojas, flores y frutos (figura 5). Existe
otro proceso denominado quiescencia celular, en el que una célula detiene
temporalmente la mitosis debido a las condiciones desfavorables del ambiente
pero que, gracias a que conserva su capacidad mitotica, puede regresar a su

proceso de division celular para producir células hijas (Stuart and Brown, 2006).

2.5.3.1 Senescencia de la hoja

La senescencia de la hoja (el estado final de desarrollo vegetativo) es el proceso
de senescencia mas extensivamente estudiado en las plantas. Comprende
diversos cambios metabdlicos que permiten a la planta reciclar componentes
nutricionales valiosos que se han incorporado durante el crecimiento (Breeze et
al., 2011) y que de otro modo se perderian cuando la hoja muere. El reciclaje de
nutrientes contribuye al crecimiento activo de las partes reproductivas de la

planta, como botones florales, flores o semillas (Guo and Gan, 2012).

Bajo condiciones normales de crecimiento, la ocurrencia de senescencia
(dependiente de la edad), es caracterizada por un “sindrome senescente” que
involucra pérdida de clorofila (amarillamiento de las hojas), pérdida de la
capacidad fotosintética (Guo and Gan, 2012), incremento en la peroxidacién
lipidica y rompimiento de membranas, degradacion de RNA, proteinas y DNA vy,
transporte de macro y micromoléculas a otras partes de la planta (Wu et al.,2012;
Ougham et al., 2008).

Este proceso es un tipo de muerte celular programada, en donde todos los
cambios ocurren como parte de un desarrollo normal, que se controla por un
complemento de factores internos dependientes de la edad, como la
concentracion de hormonas y reguladores de crecimiento en la planta como
citocininas, etileno, acido jasmonico, acido abscisico y acido salicilico (Gan,
2003; Zhou and Gan, 2009), o por factores externos, como la exposicién a un

estimulo ambiental que constituye estrés para la planta. El estrés ambiental
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puede ser bidtico, resultado de la interaccion con otro organismo, o abidtico,
resultado de un cambio en la composicidén fisica 0 quimica de su ambiente
comparada con las condiciones Optimas de crecimiento, por ejemplo:
temperaturas extremas, drogas, deficiencia de nutrientes, insuficiencia en luz,
sombra u oscuridad (Guo and Gan, 2012). Cada estrés (o sefal endégena) es
percibido y transmitido por la planta, resultando en cambios de su expresion

génica y/o actividad fisiologica (Zhang and Zhou, 2013).

La senescencia es un proceso genéticamente controlado y durante esta etapa
ocurre un cambio masivo en la expresion de diversos genes. En general, los
genes involucrados en actividades anabdlicas, como la fotosintesis (para
proteinas de unién a clorofila a/b y Rubisco) son regulados a la baja, mientras
los genes asociados a senescencia (SAGs, “Senescence Associated Genes” por
sus siglas en inglés) son regulados a la alza (Gan and Guo, 2012). Los genes
SAG son frecuentemente usados como marcadores moleculares de senescencia
de la hoja, ya que ademas de su expresion regulada durante el desarrollo de la
planta, pueden ser inducidos por aplicacion de hormonas exégenas (como
etileno, acido jasmonico, acido salicilico, brasinosteroides y acido abscisico;
Sharabi-Schwager et al., 2010) o, por diversos tipos de estrés ambiental como:
oscuridad (Weaver et al., 1998), drogas, infeccién por patégenos, exposicion a

rayos UV, ozono y otros tipos de estrés oxidativo (Gan and Guo, 2012).

Los SAG pueden ser clasificados en dos clases: la clase | involucra aquellos
genes que se expresan exclusivamente durante senescencia y la clase Il a
aquellos que van incrementando su expresion desde un nivel basal en el
desarrollo de la hoja a lo largo de la senescencia (Gan and Amasino, 1997).
Estudios de microarreglos han identificado una coleccion de genes SAG de
Arabidopsis thaliana clasificandolos en diversas categorias de acuerdo a sus
funciones: transportadores (transportadores tipo ABC, permeasas,
intercambiadores cationicos, etc.); cinasas y receptores tipo cinasas; factores
transcripcionales; genes de autofagia (Pua and Davey, 2010; Guo and Gan,
2012). Se ha visto que la expresion de estos genes es necesaria para que el
proceso de senescencia se lleve a cabo, debido a que inhibidores de estos, tanto
a nivel transcripcional como traduccional, previenen la senescencia en hojas

(Buchanan et al., 2003). Las enzimas que degradan proteinas representan el
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porcentaje mayor de los genes SAG y la mayoria de estas permanecen en
agregados inactivos dentro de vacuolas conocidas como SAV (vacuolas
asociadas a senescencia), que se activan durante la senescencia. Un ejemplo
de enzima proteolitica es la codificada por el gen SAG12 (Wu et al., 2012), un
tipo de cisteina proteasa que es altamente expresada en senescencia
dependiente de la edad y es usada como marcador molecular de este proceso
(Weaver et al., 1998; Gan, 1995) ya que sélo es detectada en hojas senescentes

pero no en hojas jovenes.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Proteina novedosa de unién al cap, nCBP, en Arabidopsis thaliana

En 1998 en Arabidopsis thaliana se identifico un nuevo miembro de la familia
elF4E denominada nCBP (novel Cap-Binding Protein). El gen nCBP (At5g18110)
se encuentra en el cromosoma V, esta formado por 6 exones que codifican una
proteina de 24KDa y 5 intrones. El alineamiento de secuencia de aminoacidos
de nCBP con otros elF4E (figura 6), revela la sustitucion de Trp 43y Trp 56 por
Phe y Tyr, respectivamente, lo que ubica a esta proteina dentro de los elF4E de
la clase Il. La caracterizacion de nCBP inicial indicé que ésta es capaz de unirse
al 5" cap con mayor afinidad que las proteinas elF4E y elFiso4E, aunque
estudios recientes con otros analogos, sugieren afinidades menores respecto a
elF4E (Kropiwnicka et al., 2014).

Figura 6. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de nCBP con otros elF4E. De acuerdo a la
clasificacion de Joshi et al. (2005), nCBP pertenece a la clase Il ya que sus W43 y W56 (en el
alineamiento 2 y 3, respectivamente), son sustituidos por una F y una Y, respectivamente, en
comparacion con miembros de la clase I. Ar, Arabidopsis thaliana; Wh, trigo. Tomado y modificado de
Ruud et al., 1998.
En analisis de doble hibrido se demostré que la proteina puede interaccionar con
elF4G y elF(is0)4G para formar un complejo funcional que soporta parcialmente
el inicio de la sintesis de proteinas. In vitro se demostré que es capaz de
recuperar la traduccién hasta un 30% en ausencia de elF4E y elFiso4E (Ruud et

al., 1998). Sin embargo, aun no es claro si esta proteina participa in vivo en la
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traduccién o si, como sus ortdlogos en animales, regula el reclutamiento de

MRNAs especificos para la traduccién (Cho et al., 2005; Dinkova et al, 2005).

Analisis a nivel de mRNA, en diferentes tejidos de Arabidopsis, mostré que la
expresion de nCBP es ubicua, presentando mayores niveles de expresion en
raiz, mientras que en estudios globales de proteomica se detecta a nCBP
principalmente en botones florales (figura 7), lo que puede sugerir una funcion

tejido especifica.

A B

Figura 7. Perfil de expresion del mensajero y proteina de nCBP en Arabidopsis thaliana. A.
Medicion de los niveles de mRNA de nCBP por densitometria de RT-PCR semicuantitativa en diferentes
tejidos de la planta a lo largo de su desarrollo. B. Expresion de la proteina nCBP en diferentes tejidos
de la planta. Tomado de Hidalgo, 2007 y De la Torre, 2009.

3.2. Funcion de proteinas ortélogas de nCBP en otros organismos

Algunos ortélogos de nCBP en otros organismos son IFE-4 en Caenorhabditis
elegans, d4E-HP en Drosophila melanogaster, elF4E-1 en Leishmania y, en
Homo sapiens y Mus musculus, la proteina h4E-HP. Se ha encontrado que IFE-
4 es capaz de unirse al 5" cap y se requiere para traducir selectivamente ciertos
transcritos. Su expresion es tejido-especifica y la ausencia produce un defecto
en la deposicion de los huevos (ovoposicidon), y por tanto un retraso en la
reproduccion (figura 8), aunque no afecta la viabilidad del organismo (Dinkova et
al., 2005).
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ife-4::GFP

Figura 8. Localizacion del factor IFE-4 y fenotipo de mutantes en C. elegans. A. Localizacion de
IFE-4 fusionada a GFP: la fluorescencia aparece en neuronas y musculos de la faringe (PHX), en el
cordon neuronal ventral (VNC), neuronas y musculos de la vulva y espermatica (SPE). B Fenotipo de
la mutante nula ife-4 (0k320), que muestra retencién de huevos comparado con la cepa WT (N2). Los
embriones en estado tardio son mostrados en la mutante (l.s.e.). Tomado y modificado de Dinkova et
al., 2005.

En Drosophila melanogaster la ausencia de la proteina d4E-HP produce defectos
en el desarrollo embrionario, en especifico, en la formacién del eje antero-
posterior (Cho et al., 2005). d4E-HP muestra selectividad para ciertos mRNA
durante el desarrollo, y ejerce una funcion regulatoria negativa sobre su
traduccion. Tal es el caso del mRNA de Caudal reconocido en una secuencia
especifica en el 3’'UTR (BBR, region de unién a Bicoide) por la proteina Bicoide
(BCD), quien a su vez interacciona con d4E-HP unido al 5°cap, formando asi un
circulo cerrado que impide la traduccion del mensajero (figura 9). El correcto
desarrollo del embrion de D. melanogaster requiere una distribucidén asimétrica
antero-posterior de la proteina Caudal, por lo que d4E-HP actua como regulador
negativo de la traduccién de su mRNA durante etapas especificas del desarrollo,

promoviendo dicha distribucion (Cho et al., 2005; Hernandez et al., 2005).

En Homo sapiens y en Mus musculus la proteina 4E-HP interacciona con 4E-BP,
pero no con elF4G, lo que sugiere que 4E-HP podria desempenar una funcion

en el mecanismo de regulacion de la traduccion en estas dos especies
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Figura 9. El complejo d4EHP-Bicoide en D. melanogaster. La represion traduccional del mensajero
Caudal involucra la proteina d4EHP (una proteina que no puede unirse al elF4G) debido a una
interaccion competitiva por el cap con elF4E. La interaccion simultanea de 4EHP con la estructura cap
del mMRNA y BCD, esta a su vez con la BBR (region de unién a bicoide) ubicada en la region 3'UTR, da
por resultado una estructura circularizada del mensajero y lo inactiva para su traducciéon. Tomado de
Kong and Lasko, 2005.

3.3. Funcion de nCBP en Arabidopsis thaliana

En estudios previos del laboratorio se obtuvo una linea mutante homaociga nula
para la proteina nCBP, la cual mostré un desarrollo similar al de las plantas
silvestres (WT), a excepcion de un retraso en el tiempo de floracion de
aproximadamente 10 dias bajo condiciones de fotoperiodo de dia largo, de dia
corto y con tratamiento de acido giberélico. Dicho fenotipo se perdia en presencia
de un periodo de vernalizacion prolongado (figura 10). Esto sugiri6 que nCBP
podria participar en la regulacién de la expresion de algunos genes involucrados
en la via auténoma para la floracién, ya que mutantes en esta via presentan el

mismo fenotipo.

A B

Figura 10. Caracterizacion fenotipica de plantas mutantes ncbp-1 y vias de floracion de
Arabidopsis thaliana. A. Plantas silvestres (Col.0) y mutantes ncbp-1 bajo diferentes condiciones de
floracién. En vernalizacion la mutante revierte el fenotipo. B. Vias de floracion, donde FLC es un
represor de la floracion sobre el cual convergen la via autbnoma como la via de vernalizacion. Los
integrantes de cada una de estas vias regulan de manera negativa la expresion de FLC. Tomado de
De la Torre. 2009.
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Al analizar los niveles de mMRNA de algunos genes representativos de diferentes
vias de floracion se encontré que en ausencia de nCBP bajan los niveles del
transcrito FCA de la via autonoma y aumentan los de FLC, represor general de
la floracién, lo que podria explicar el fenotipo observado en la mutante. Los
cambios a nivel de transcrito de estos genes podrian deberse a cambios en la
traduccion de algun regulador transcripcional y de manera indirecta explicar el
papel de nCBP (figura 11; De la Torre, 2009). Sin embargo, hasta el momento

se desconoce la identidad del enlace entre nCBP y la via autbnoma de floracién.

A TRADUCCION SELECTIVA B REPRESION TRADUCCIONAL

elF4E

Figura 11. Posibles modelos de regulacion por nCBP. A. Traduccion mediada por nCBP de mRNAs
especificos. B. Represion de la traduccién de mRNAs especificos mediante la unién de nCBP con otras
proteinas que puedan reconocer a su vez secuencias en la region 3’'UTR. Tomado de Martinez- Silva
et al., 2009.

Otro fenotipo de la mutante de nCBP fue un porcentaje de aborcién de embriones
de aproximadamente el 13% comparado con el 0.5% que se presenta en una
planta silvestre, o que podria sugerir que nCBP también regule la expresion de

proteinas involucradas en la embriogénesis de la planta (De la Torre, 2009).

Mediante la fusién de nCBP a GFP se demostré en protoplastos de Arabidopsis
thaliana que nCBP es un proteina citoplasmatica cuya distribucion asemeja
granulos de tipo procesamiento o de estrés, hasta en un 75% de las células
analizadas, en comparacion con la distribucion de elF4E-GFP, o GFP sola, que

presentan 0% de distribucion en granulos citoplasmaticos (figura 12).
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Figura 12. Localizacion subcelular de nCBP-GFP en protoplastos de Arabidopsis thaliana. La
proteina nCBP-GFP es mayoritariamente citoplasmatica y, comparada con elF4E-GFP o GFP sola,
tiende a formar algun tipo de granulo hasta ahora no identificado. Chl: clorofila. Resultados no
publicados De la Torre, 2009.

Finalmente, en ensayos de “Pull down” con la proteina nCBP recombinante y
extractos proteicos de plantulas mutantes, se identificaron por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS/MS) diversas proteinas
interactoras que parecen estar involucradas en procesos de respuesta a estrés
y no en la formacion del complejo de inicio de la traduccion (figura 13). La
interacciéon de nCBP con proteinas diferentes a los factores de inicio de la
traduccién, podria sugerir que participa en algun proceso del metabolismo del
RNA, diferente a la traduccién, como exportaciéon nuclear, localizacion en

granulos citoplasmaticos o incluso, inhibicion traduccional.

Figura 13. Posibles interacciones de nCBP. Dadas las caracteristicas de las proteinas encontradas
mediante ensayos de “Pull down”, nCBP podria estar interactuando directa o indirectamente con ellas
para la formacion de algun tipo de granulos citoplasmaticos o un complejo de transporte vesicular.
Tomado de Flores A., 2013.
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4. HIPOTESIS

Considerando que las plantas mutantes de nCBP muestran fenotipos
pleiotrépicos durante el desarrollo de Arabidopsis thaliana, la distribucién
citoplasmatica de nCBP en granulos y su asociacién con proteinas relacionadas
a estrés, proponemos que la ausencia de esta proteina en las plantas tendra

efecto en su desarrollo ante un estimulo de estrés, osmoético o de oscuridad.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar a nivel fenotipico y molecular plantas de Arabidopsis thaliana,
mutantes de la proteina nCBP, en condiciones de estrés y normales de

desarrollo.

5.2. Objetivos particulares

e Realizar un analisis fenotipico detallado del estado de crecimiento de
plantas mutantes ncbp-1d, comparadas con WT, en condiciones normales
de desarrollo.

e Evaluar el efecto de la senescencia inducida por oscuridad.

e Evaluar el nivel de expresion del gen SAG12 en hojas de plantas mutantes
y silvestres.

e Evaluar el impacto del estrés osmotico en el desarrollo de raiz de plantas

de Arabidopsis thaliana.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico

A partir de una linea mutante por insercién de T-DNA en el cuarto exén del gen
NnCBP (SALK-131503.32.70) se obtuvieron plantas mutantes homocigotas nulas
(ncbp-1). A partir de estas se obtuvieron mas generaciones filiales para
enriquecer la linea con plantas homocigotas, que se utilizaron para el desarrollo

de los experimentos (una vez verificada la presencia de la mutacion).

6.2 Obtencidén de acidos nucleicos

6.2.1 Extraccion de DNA gendmico

Para el aislamiento de DNA gendmico, a partir de hojas de roseta, se ocupo el
Kit DNeasy Plant Mini que permite obtener el DNA libre de contaminantes e
inhibidores enzimaticos, siguiendo el protocolo indicado por el proveedor
QIAGEN. De manera breve, se pesaron 100 mg de hojas de la roseta de plantas
adultas WT y mutantes (ncbp-1d) y se colocaron en un mortero (previamente
esterilizado y enfriado a -20°C), se adiciond nitrogeno liquido y se pulverizé hasta
obtener un polvo fino que, inmediatamente, se colocd en un tubo eppendorff de
1.5 mL (estéril). Se agregaron 4 yL de RNasa y 400 yL de amortiguador AP1, se
agité con vortex y se dejo incubando por 10 min a 65°C para permitir la lisis
celular y degradacion de RNA (durante el periodo de incubacion se invirti6 el
tubo 2 6 3 veces). Terminado el periodo, se adicionaron 130 uL de amortiguador
AP2, se mezclo y dejo incubando 5 min en hielo para después, centrifugar el
lisado a 14000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente (para precipitar
proteinas y polisacaridos). Se removio el lisado, teniendo cuidado de no
deshacer el pellet, y se pas6 a una columna QIAShreder Mini Spin en un tubo
colector de 2 mL; se centrifugé a 14000 rpm durante 2 min, para eliminar
completamente el precipitado. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo
adicionando 1.5 volumenes de amortiguador AP3/E y se mezcld por pipeteo,

después 650 uL de la mezcla se transfirieron a una columna DNeasy Mini Spin
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(en un tubo colector de 2 mL) y se centrifugd durante 1 min a 8000 rpm, el
sobrenadante se descartd para repetir este paso con la muestra restante. A
continuacion se hicieron dos lavados de la columna, con 500 pL amortiguador
Aw, en un nuevo tubo colector, centrifugando en cada lavado a 8000 rpm durante

1y 2 min, respectivamente.

Finalmente, para la elucién del DNA, se transfirié la columna a un tubo
Eppendorff de 1.5 mL y se adicionaron 50 pyL de amortiguador AE, dejando
incubar por 5 min a temperatura ambiente, para después centrifugar a 8000 rpm
durante 1 min. Este paso se repitid una vez mas para tener en total 2 eluciones

de 50 pL. ElI DNA se almacené a -20 °C hasta su uso.

6.2.2 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA se realizd siguiendo la técnica recomendada por el
fabricante del reactivo Trizol (Invitrogen Carlbad CA, USA). El procedimiento se
describe a continuacién: se pesaron 100 mg de tejido y se colocaron en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL (estéril), con nitrégeno liquido se congeld el tejido y, con
un pistilo estéril, se pulverizé el material hasta obtener un polvo fino. Enseguida,
se adiciond 1 mL del reactivo Trizol agitando la mezcla en un voértex hasta
resuspension total. EI homogenizado se dejo incubando por 5 min a temperatura
ambiente (para permitir la disociacion completa de los complejos
nucleoproteina); después, se adicionaron 200 pyL de cloroformo y se agitd
vigorosamente por 15 segundos la mezcla, dejando incubar por 3 min a
temperatura ambiente, seguido por una centrifugacién a 12000 x g durante 15min
a 4 °C. En esta etapa, la mezcla se separa en dos fases, una inferior compuesta
por fenol cloroformo, una interface, y finalmente una fase superior acuosa que
contiene el RNA. De esta ultima, se transfiri6 un volumen (aproximadamente el
60% del volumen total de Trizol adicionado) a un nuevo tubo eppendorff de 1.5
mL para precipitar el RNA adicionando 500 pL de isopropanol. Se dejé incubando
por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 x g durante 10 min a
4 °C. Se removio el sobrenadante, y el precipitado (de un color blanco gelatinoso)
se lavd con 1 mL de etanol al 75%, centrifugando a 7500 x g a 4 °C durante 5

min. Después, se elimind el sobrenadante y se dej6 secando sobre papel
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absorbente a temperatura ambiente. La resuspension del RNA se hizo en agua
tratada con DEPC.

Finalmente, el RNA se separd en un gel de agarosa al 1.5% con amortiguador
TAE 1X y bromuro de etidio, para observar la integridad y pureza del RNA. El

RNA se almacend a -70°C hasta su uso.

6.2.3 Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacidon de los acidos nucleicos (DNA o RNA) se realizé directamente
en las muestras extraidas, sin hacer diluciones, ocupando un equipo

NANODROP que permite cuantificar por absorbancia a 260nm.

6.3 RT-PCR
Reverso Transcripcion (RT)

Para la transcripcion reversa del RNA se ocupé el sistema de ImProm-Il de
Promega Corporation, que incluye una enzima reversa transcriptasa y un set de

reactivos que permiten una eficiente sintesis de cDNA de cadena sencilla.

Previo a la sintesis del templado, se llevé a cabo un tratamiento del RNA total
con DNasa libre de RNasa (Promega), para eliminar cualquier cantidad de DNA
presente, y asegurar a su vez que el fragmento de interés a amplificar (por PCR)
se obtuviera solo a partir de cDNA y no de DNA. La reaccién de digestion del

DNA consistio en lo siguiente:
e Enun tubo, adicionar: RNA (a tratar) 1-8 uL
Amortiguador RQ1 DNasa 10X 1 pL
Enzima DNasa 1L
H20 (Tratada con DEPC) c.b.p.10 pL

e Incubar a 37 °C por 30 min.
e Adicionar 1uL de soluciéon de paro de DNasa (RQ1 DNase Stop

Solution) para detener la reaccién.
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e Incubar por 10 min a 65 °C para inactivar la DNasa.

Una vez tratado el RNA, se siguid el protocolo indicado por el proveedor del

sistema RT que se describe a continuacion:

e En un tubo, agregar: RNA experimental (hasta 1ug) XL
Cebador (oligo dT; 0.5ug/reaccion) 1 yL

Agua (tratada con DEPC) X L

Volumen Final = 5L

e Incubar a 70 °C por 5 min. Finalmente enfriar a 4 °C y mantener en
hielo.

Por otra parte, se prepard una mezcla de reaccidon combinando los siguientes

componentes:
Agua tratada con DEPC (c.b.p. 15 L) X L
Amortiguador Reaccion 5X 4 uL
MgCl2 (25mM) 2.4 uL
dNTP Mix (10mM) 1L
ImProm-Il RT (enzima) 1 uL

Por vértex, se mezclaron los componentes anteriores y se dispensé en un tubo
de reaccion (0.2 mL) adicionando 5 uL del templado (RNA con cebador dT) para
un volumen final de reaccion de 20 pL. Las reacciones siguientes se realizaron

en un agitador térmico marca Eppendorff:

e Alineacion del primer, a 25°C durante 5 minutos.
e Extension de la cadena primaria, a 42°C por 60 minutos.

e Inactivacion de la enzima RT, incubando a 70°C por 15 minutos.

El cDNA obtenido se almacend a -20°C hasta su uso.
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Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Cada reaccion de PCR se realizd utilizando un termociclador marca BioRad.

Para cada una se ocup6 un volumen final de 20 uL, conformado los componentes

como se describe a continuacion:
1uL  de cDNA
2L de Amortiguador 10X
1.8 yL de MgCl2 25mM
0.4 L de dNTPs 10mM
0.2 yL de cebador Forward 10mM (Tabla 1)
0.2 uL de cebador Reverse 10mM (Tabla 1)
0.3 yL de Taq Polimerasa

13.3 yLde Agua estéril

Las condiciones de PCR fueron las siguientes, siendo el numero de ciclos y la

temperatura de alineacién acorde al gen que se amplificé.

e Pre-desnaturalizacion: 1 ciclo de 5 min a 94 °C

e Amplificacién por PCR: 45 s a 94 °C (desnaturalizacion), 45 s a 55-60 °C

(alineamiento) y 1 min a 72 °C (extension) por 28-35 ciclos.

e Extension final de la cadena: 1 ciclo de 8 min a 72 °C, seguido de

incubacion a 4 °C para detener la reaccion.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al

1.5%, en solucién TAE 1X, y se tifieron con bromuro de etidio para observarlos

en UV.
Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en las PCRs
Nombre cebador Secuencia 5 3’
LP-AtnCBP GGTTTTGCGAATTTGTTTAGAT
RP-AtnCBP TCTCACCTGATGGTCAGAAGC
LBa1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
ncbp F CAGGGACTCGGAAACATGGACAGC
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ncbp R GCCGCTTGATTGAGTCTCTCAAACCCATCAC

PENTR-ncbp-F CACCATGGCGGAGGTTTTGGATAGG
PENTR-ncbp-R TCCTCTCAGCCATGTGTTTCTGTAGG
18S F GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG

18S R GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC
SAG 12 Fw GATGAAGGCAGTGGCACACCAACCG
SAG 12 Bw GACATCAATCCCACACAAACATACACA

6.4 Caracterizacion fenotipica
6.4.1 Caracterizacion en condiciones normales de crecimiento

El analisis del tiempo de floracion y de otros parametros de desarrollo en plantas
de Arabidopsis thaliana, se llevo a cabo en una plataforma de siembra en suelo
de acuerdo a Boyes et al, 2001, donde se describe el analisis fenotipico basado
en estados del crecimiento. Las mediciones que se realizaron para cada planta
fueron: (1) numero de dias en el que se presenta la transicion floral (tiempo de
floracién); (2) numero de hojas de roseta en el dia del bolting (cuando la
inflorescencia primaria mide 1 cm); (3) numero de hojas caulinares; (4) numero

total de silicuas producidas y (5) numero de escapos florales secundarios.

Para llevar a cabo lo anterior, las semillas de Arabidopsis thaliana (de plantas
mutantes y silvestres) se sembraron en una maceta con sustrato Metro Mix 200
o turba-agrolita-vermiculita en una relacién 3:1:1.5, humedecido con agua, y se
mantuvieron a 4°C por 48h en la oscuridad (para sincronizar la germinacion).
Posteriormente las macetas se pasaron a una camara de incubacion a 22 °C con
un fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad). Después
de 2 semanas (o cuando las plantas presentaban ya 4 hojas) se trasplantaron a
macetas individuales, con el mismo sustrato, y se mantuvieron en las mismas

condiciones de crecimiento.

Las mediciones se realizaron cada dos dias, a partir de que aparecen las

primeras hojas verdaderas, y se continuaron a través de la vida de la planta.
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6.4.2 Caracterizacion en condiciones de estrés

Para evaluar el efecto del estrés osmotico en el desarrollo de las plantas, las
semillas fueron esterilizadas previo a la siembra en cajas Petri, para evitar
contaminacion y crecimiento de microorganismos que interfiriesen en la
evaluacion. El procedimiento de esterilizacion se describe a continuacion. Todo
el procedimiento (incluida la siembra) se realizd en condiciones estériles,

trabajando en una campana de flujo laminar.

6.4.2.1 Esterilizacion y siembra de semillas
Material y Reactivos

e Cajas Petri cuadradas de 15 x 15 cm
e Sacarosa
e MES hidratado

e Agar
e Manitol
Soluciones

e Solucién de Cloro 20% + Tween 0.1%
e Solucion de Cloro al 20%

o Agua estéril

e Soluciones MS

e Solucion KOH al 0.1%

Metodologia

Las semillas se colocaron en un tubo Eppendorff y se les adicioné 1 mL de una
solucién que contenia Cloro 20% + Tween 0.1%. Después, se mantuvo en
agitacion vigorosa durante 20 min. Posteriormente se elimino el sobrenadante y
se adiciond 1 mL de cloro al 20%, para dejar de nueva cuenta en agitacion por
10 min mas. Una vez concluido el tiempo, se eliminé el sobrenadante y se

enjuagaron las semillas cinco veces con 1 mL de agua estéril por 30 s (por cada
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enjuague), hasta eliminar completamente el hipoclorito/Tween. Después del

ultimo lavado se adiciono 1 mL de agua estéril.

Las semillas desinfectadas se sembraron en las cajas Petri (de 15 x 15 cm) con
medio MS, que se compone de: 50 mL de un preparado de cinco soluciones de
cultivo (nitratos, halégenos, sulfatos, fosfatos y quelantes); 10.0 g de Sacarosa,
0.5 g de MES hidratado (amortiguador),10 g de Agar y 36.4 g de Manitol (o sin
manitol, en el caso de las condiciones control), ajustando el pH del medio a 5.7
con una solucion de KOH (las cantidades mencionadas de cada reactivo

corresponden a 1 L de medio MS).

Una vez sembradas las semillas, se sellaron las cajas con parafilm y se taparon
con papel aluminio para dejarlas a 4 °C por 48 h (para sincronizar germinacion).
Después, se pasaron a una camara de incubacion, de manera vertical, a 22 °C

con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad (dia largo).

Cada tercer dia se realizo el registro de longitud de la raiz principal hasta los 24

dias después de la germinacion.

6.5 Induccion de senescencia
6.5.1 Induccion de senescencia en plantas por oscuridad

Para promover la senescencia en hojas individuales de las plantas, por oscuridad
(Weaver and Amasino, 2001; Guo and Crawford, 2005), se tomaron plantas de
tres semanas de crecimiento (después de la germinacion) y se les corto la hoja
# 5 verdadera, de idéntica edad, para hacer un pool y colocarlas dentro de una
caja Petri de 9 mm de diametro que contenia un papel filtro y 15 mL de agua
destilada. Las cajas Petri se taparon y sellaron con parafilm, envolviéndolas en
papel aluminio y dejandolas en una camara en oscuridad total a una temperatura
de 22 °C. Después de 2, 4 6 6 dias de tratamiento en la oscuridad, las hojas

fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -70 °C hasta su analisis.

Como control no tratado se tomaron hojas cosechadas el mismo dia y se

congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido.
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6.6 Medicion de muerte celular
6.6.1 Tincidon con Azul de Evans

La muerte celular, que indica pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, fue medida espectrofotométricamente por tincion con azul de Evans
de hojas desprendidas como se describe previamente (Wrigth et al., 2000; Rea
et al., 2004) con menores modificaciones. El diagrama mostrado en la figura 14

indica de manera resumida el procedimiento seguido. Las hojas que se tifieron

fueron tratadas por oscuridad previamente, como se describid en el punto 6.5.

» »

» »

Figura 14. Tincion con azul de Evans. Medicion espectrofotométrica de senescencia con Azul de
Evans descrita por Wright et al., 200; Rea et al., 2004, con menores modificaciones.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion molecular de plantas silvestres (WT) y mutantes (ncbp-1)

Antes de poder iniciar cualquier tipo de experimento con las lineas de trabajo,
plantas WT y mutante nula para la proteina nCBP (ncbp-1), fue necesario
determinar que cada linea tuviera el genotipo deseado. Para ello se amplifico la
region de DNA correspondiente al gen nCBP que abarca la insercion de T-DNA.
Se utilizaron hojas de roseta de plantulas de 30 dias. Como se observa en las
figuras 15y 16, los cebadores LP y RP (ver tabla, figura 15 inciso C), que rodean
el sitio de insercién de T-DNA en la mutante, permitieron amplificar un fragmento
del tamafio esperado para las plantas silvestres mientras que, utilizando el
cebador LB en combinacién con LP y RP, sélo se amplificd el fragmento

esperado para el genotipo mutante.

Insercion T-DNA
ATG en exén 4 C
WT
LP + RP 1
B LB (silvestre) CReeks
LP
T-DNA Hz 1000pbs
| 5 LP+RP +LB (heterécigo) +
— & 700pbs
3 |
Cromosoma V RP

Figura 15. Esquema de la inserciéon de T-DNA en la secuencia génica de nCBP. En la figura A se
observa la regién en la que estd insertado el T-DNA, que corresponde al exén 4 de nCBP. En B se
muestran los cebadores que flanquean el sitio de insercion: LP y RP que en PCR amplifican una banda
correspondiente al tipo silvestre; LB es el cebador que corresponde a una secuencia del T-DNA y, que
en combinacién con RP, sélo amplificaria un fragmento correspondiente al genotipo mutante. En C se
muestra la combinacién de cebadores y el tamafio de amplicon esperado. Modificado de Hidalgo, 2007 y
de la Torre, 2009.

Los resultados mostrados en la figura 16 indican que la linea ncbp-1 presenta el
T-DNA 'y es homéciga para la mutacion (el inserto se encuentra en los dos alelos)
ya que la combinacion de los tres cebadores no amplifico el fragmento indicativo
de genotipo silvestre (ver esquema figura 15) que si se observé en la linea WT.

De esta manera se pudo continuar con el trabajo experimental una vez

41



asegurado el genotipo deseado en cada linea. Como se observa también en la
figura 16, se comprobaron dos plantas de cada linea y para fines del trabajo, se
tomaron semillas sélo de una planta (en el caso de la mutante de la linea ncbp-

1d) para obtener mas y realizar los experimentos correspondientes.

MP WT1 ncbp-1d WT2 ncbp-1g
1 2 3 4

1000pb
700pb

Figura 16. Productos de PCR, a partir de DNA genémico, para la identificacion de mutantes
homocigas ncbp-1. Carriles 1 y 3, amplificacion correspondiente a plantas WT con los cebadores LP
y RP. Carriles 2 y 4, amplificacion correspondiente a plantas mutantes ncbp-1 con la combinacién de
cebadores LP, RP y LB. MP= marcador de peso molecular, escalera de 100pb. Con flechas se muestra
el tamano del producto esperado.

7.2 Caracterizacion fenotipica de plantas mutantes ncbp-1d

Una vez comprobado el genotipo de las lineas, se tomaron semillas de cada
planta y se sembraron en tierra para realizar la caracterizacién fenotipica,
evaluando diversos parametros de crecimiento y desarrollo (ver punto 6.4 de
metodologia). Las plantas crecieron bajo las mismas condiciones de temperatura
(21°C), humedad relativa (65%) y fotoperiodo (dia largo), desde su germinacién
hasta la senescencia y muerte de las mismas (alrededor de 2-3 meses después
de su siembra). Se hicieron en total tres evaluaciones en réplicas biolégicas
independientes para comprobar la reproducibilidad de los resultados. Para cada
una de las réplicas se ocuparon 21 individuos mutantes y 21 silvestres, haciendo
registros de fenotipo cada dos dias. Todos los individuos germinaron al mismo
tiempo (entre 0-4 dias), sin mostrar diferencias apreciables en las primeras
semanas. Después de dos semanas (14 dias después de la germinacién) se
trasplantaron a macetas individuales para continuar con la evaluacion. La
caracterizacion fenotipica de las plantas se realiz6 en tres etapas principales de
crecimiento: fase vegetativa, fase reproductiva y senescencia y muerte. A

continuacion se describen los resultados representativos de una de las réplicas
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bioldgicas y en la tabla 2 (pagina 51) se muestra el conjunto de resultados de las
tres réplicas. El desglose detallado de los resultados obtenidos en las otras dos

replicas se encuentra en anexos.

7.2.1 Fase vegetativa

En esta fase la raiz y hojas de roseta se desarrollan para el aprovechamiento y
almacenamiento de nutrientes, mismos que seran ocupados después para la
produccion de flores y semillas. Esta primer etapa concluye cuando las hojas de
roseta completan su crecimiento (alcanzan su tamafo final) y comienza a
emerger la inflorescencia, hacia la cual se destinaran todas las reservas de

nutrientes (fase reproductiva).

Durante esta etapa se encontraron diferencias importantes en las plantas
mutantes con respecto a las silvestres. La primera diferencia fenotipica evidente
fue una mayor produccion de hojas de roseta en las mutantes ncbp-1d por planta,
comparadas con plantas silvestres. Aunque esto ya se habia encontrado
previamente (De la Torre, 2009), no se habia realizado la evaluacién desde las
primeras etapas del desarrollo, quedando la duda de si realmente se trataba de
un fenotipo de retraso de floracién o retraso general del desarrollo en la mutante
ncbp-1d. Se contd el numero de hojas de roseta desde la aparicion de las
primeras hojas verdaderas hasta la aparicion del escape floral (bolting). La figura
17 (inciso A) muestra el grafico del numero de hojas de roseta contadas en el
tiempo. Se observa que hasta el dia 28 de evaluacién ambas plantas presentan
en promedio el mismo numero de hojas mientras que, a partir del dia 32 hasta el
dia 40, se observa que plantas ncbp-1d muestran diferencia significativa con
respecto a plantas WT. Es decir, que las plantas mutantes siguen produciendo
hojas de roseta mientras que las plantas silvestres ya presentan escapo floral en
este periodo. Este analisis indicé que efectivamente ncbp-1d no muestra un
retraso en el desarrollo de la etapa vegetativa, pero si en la aparicion de la
inflorescencia (o paso a la etapa reproductiva), lo que ocasioné que el desarrollo
vegetativo continuara por mas tiempo que en plantas silvestres (véase figura 17,
incisos B y C). Como se describi6 antes, entre los dias 28 a 32 las plantas WT

habian alcanzado ya el desarrollo final de hojas de roseta (15 hojas en promedio)
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dando paso al inicio de la fase reproductiva, mientras que plantas ncbp-1d
continuaron la produccion de mas hojas hasta alcanzar su tamario final (entre
20y 25 hojas) que ocurre en el dia 42, al mismo tiempo que comienza a emerger
la inflorescencia. Como se observa en el inciso C (figura 17), esta aparicién del
escapo floral en las mutantes ocurre en promedio 10 dias después de que

emerge en plantas silvestres (dias 40 y 30 de evaluacion, respectivamente).

Primer Caracterizacion
A

w
(3]
1

*k%k

(2]
o
1

B WT
@l ncbp-1d

N
(3,
']

Numero de hojas de roseta

20+
15~
10+ C
54 Aparicion de inflorescencia
0- 501

8 12 16 20 24 28 32 36 40 42

Dias después de la siembra
B 38 dias
WT nchp-1d
ncbp-1d WT

Figura 17. Tiempo de floraciéon de plantas mutantes ncbp-1d y silvestres WT. A. Numero total de
hojas de roseta contadas en el tiempo (después de la germinacién). A partir de los 28 dias plantas WT
cesan la produccion de hojas de roseta y dan paso a la aparicion de inflorescencias, mientras que en
plantas mutantes esta etapa ocurre dias después. B. Fenotipo de plantas representativas ncbp-1d y WT.
Se observa que en la mutante hay un retraso en la emergencia de la inflorescencia comparada con la
silvestre, quien ya presenta una inflorescencia de mas de 15 cm de altura a los 38 dias después de la
siembra. C. Numero de dias promedio en los que el 100% de las plantas presenta inflorescencia. Se
observa que la diferencia es de aproximadamente 10 dias. Las plantas fueron crecidas simultaneamente
bajo condiciones de dia largo. Las barras indican el error estandar de la media (n=21). Columnas con ***
indican diferencia estadistica significativa con respecto a WT (P<0.001).
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Estos resultados sugieren que la ausencia de la proteina nCBP en las plantas
mutantes afecta solo la reprogramacién del meristemo apical para alcanzar la
identidad de meristemo floral, es decir, el paso hacia la etapa reproductiva, ya
que la etapa vegetativa se mantiene a la par que plantas mutantes alargandose

solo el periodo de inicio de la etapa reproductiva.

7.2.2 Fase reproductiva

Como ya se ha mencionado, el inicio de la fase reproductiva ocurre cuando
emerge la inflorescencia y cesa el desarrollo de hojas de roseta. En esta etapa
se produce otro tipo de hojas, las caulinares, que seran las que brinden la
energia necesaria (junto con las hojas de roseta) para la produccioén de flores y
silicuas. El final de la fase reproductiva se presenta cuando todas las flores han
abierto y se ha producido el 100 % de silicuas. Ya que esta fase inicia
tardiamente en las plantas ncbp-1d comparadas con las silvestres (véase figura
18), las diferencias fenotipicas que se acentuan a través del tiempo, como
aparicion de flores, la formacion de silicuas y maduracion de semillas, se inicia
primero en plantas silvestres y, varios dias después, en las mutantes (véase

figura 19).

Primer caracterizacion
Inicio de la fase reproductiva

100+
c
S~
S 80+
wv
E g 60-
g g
%
&8 40-
¢
E = 20A
o

0-

27 30 33 36 39 42 45 48
Dias después de la siembra

Figura 18. Inicio de la fase reproductiva en plantas ncbp-1d y WT. El grafico muestra el porcentaje
de plantas que presentan inflorescencia a través del tiempo. Como se ve en la figura, plantas silvestres
inician la fase reproductiva a partir del dia 28 y hasta el dia 33 alcanzan el 100% de plantas con
inflorescencia, mientras que plantas mutantes inician esta etapa a partir del dia 39 (aproximadamente
10 dias después del tiempo en que iniciaron las silvestres) y se completa en todas las plantas hasta el
dia 45. 100% = 21 individuos evaluados por linea.
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Dia 22

Dia 34

ncbp-1d WT

ncbp-1d WT

Figura 19. Fenotipo de plantas mutantes ncbp-1d comparadas con plantas WT, a lo largo del
desarrollo. Durante la primera etapa del desarrollo (fase vegetativa) no se observa diferencia entre
plantas silvestres y mutantes ncbp-1d (dia 22 de evaluacién), si no que esta es evidente a partir de que
inicia la fase reproductiva en las plantas WT (dia 34) y se acentla en los subsecuentes dias (dia 42 y
54 de evaluacion), debido a un retraso en la aparicion de la inflorescencia en plantas mutantes (como
se observa en la imagen esto ocurre en el dia 42, ver imagen en siguiente hoja).
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ncbp-1d WT

Dia 42

ncbp-1d WT

Dia 54

Continuacion figura 19. Fenotipo de plantas mutantes ncbp-1d comparadas con plantas WT, a
lo largo del desarrollo
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En la etapa reproductiva, las plantas ncbp-1d mostraron diferencias significativas
con respecto a las silvestres respecto al numero de hojas caulinares totales y de
inflorescencias laterales, siendo mayor (en ambos casos) para plantas mutantes
(véase figura 20). En segundo lugar, el numero de silicuas totales también fue
mucho mayor para plantas mutantes que para plantas silvestres (ver también
figura 20). Parametros como la altura final de la inflorescencia principal y el

numero de semillas por silicua fueron similares para ambas lineas.

A ncbp-1d WT

@)

8- —_—

Numero de inflorecencias
laterales
-

2.
0' T
WT ncbp-1d
D Primer Caracterizacion
Primer Caracterizacion

B 70' *kk g 300-
=
o 60+ o
5 =
- (/7]
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@ 40- T
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£ 20- 0 100+
\= OJ
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roseta caulinares WT nchp-1d

Figura 20. Deteccidon de diferencias fenotipicas entre plantas mutantes y silvestres, durante la fase
reproductiva. A. Planta mutante y silvestre durante la fase reproductiva. Se observa mayor nimero de
inflorescencias laterales y de hojas caulinares en la mutante, comparada con la silvestre. B. Numero total
de hojas caulinares y de roseta. C. Numero total de inflorescencias laterales (que emergen a partir de la
inflorescencia principal). D. Numero total de silicuas al final de la fase reproductiva. Barras indican el error
estandar de la media (n=21). Columnas con *** indican diferencia estadistica significativa con respecto a
WT (P<0.001).

48



Estas diferencias estadisticamente significativas apoyan la posibilidad de
alteraciones en la via autonoma de floracién y la participacién de nCBP en su
regulacion, ya que mutantes de genes que componen esta via causan
florecimiento tardio (Simpson et al., 2003; Lim et al., 2004). Sin embargo, no se
puede descartar que el fenotipo observado sea también una simple
consecuencia del mayor numero de hojas que desarrollan las plantas mutantes

ncbp-1d durante la etapa vegetativa.

Para evaluar la reproducibilidad de los resultados obtenidos durante las etapas
vegetativa y reproductiva, en esta primer réplica biologica se llevaron a cabo dos
replicas mas. Las plantas en estas réplicas tampoco mostraron diferencia en

cuanto al tiempo de germinacion ni de desarrollo en las primeras tres semanas.

Los parametros evaluados en cada una de las réplicas durante las fases
vegetativa y reproductiva mostraron también diferencias estadisticas
significativas, repitiéndose el patrén observado en la primera réplica. Como se
aprecia en la tabla 2, los resultados obtenidos en la primer y tercer réplicas
biolégicas son mas parecidos que si se comparan con la segunda réplica (tanto
para plantas silvestres como para plantas mutantes), lo que puede deberse al
hecho de que en la segunda réplica plantas silvestres florecieron mas
tempranamente (dia 28) en comparacion con la primer y tercer réplicas (dia 32 y
33, respectivamente), lo que determiné que la diferencia en el numero de hojas
de roseta entre mutantes ncbp-1d vy silvestres fuera aun mayor. Por otra parte,
plantas mutantes en la segunda réplica mostraron una senescencia mas
temprana comparada con la primera y tercera réplicas, lo que debid influir en el
numero de hojas caudales producidas y el numero total de silicuas. Sin embargo,
pese a estas diferencias los resultados son reproducibles en la mutante en
cuanto al retraso en la aparicion de la inflorescencia, mayor numero de hojas de
roseta y caulinares, mayor numero de inflorescencias laterales y mayor numero
de silicuas totales producidas, en comparacién con plantas silvestres donde los

parametros mencionados fueron significativamente mas bajos.
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o Parametro . .

O m Numero Numero de N.umero de Numero Tiempo
O O . inflores- . de
. total de hojas . de hojas ‘s
2 a ‘ silicuas caulinares cencias de roseta floracion
g ‘@ Linea laterales (dias)
z \ 2

_g WT 157.8+5.0 33.2+1.3 3.0+.0.2 16.1£0.2 | 32.0+0.4
29

L >

v O

0 o

g 2 anp-ld 253.3+12.2 62.4+2.2 6.3+0.3 26.9+0.6 | 43.0+0.4
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©

0 WT 86.1+4.3 15.8+0.9 1.4+0.1 12.1+0.2 | 28.7+1.1
o ®©
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€9

§1'° anp-ld 174.3+4.9 38.61+2.0 6.3+0.4 28.4+1.2 | 41.7+1.4
n

g WT 147.8+7.9 25.9+1.2 3.1£0.2 16.8+£0.4 | 33.5+1.0
X O)

=

8.0

E < anp-ld 243.7+10.2 75.1+2.8 6.91+0.3 32.6+0.7 | 45.3+1.7

Tabla 2. Resultados obtenidos en las tres réplicas biolégicas. Como se aprecia en la tabla, los
resultados obtenidos en la primer y segunda réplicas biolégicas son muy parecidos en comparacion
con los de la segunda réplica bioldgica; sin embargo, para las tres réplicas se mantuvo el patrén de
mayor produccién de hojas (caulinares y de roseta), silicuas y escapos secundarios para plantas ncbp-
1d comparado con plantas silvestres, crecidas bajo las mismas condiciones. Los valores son
expresados como la media (n=21) y error estandar (+SD).

7.2.3 Senescencia y muerte

En esta etapa, una vez que se ha desarrollado gran parte de las inflorescencias
(principales y laterales), las hojas de roseta comienzan a morir, para dar paso al
reciclaje de valiosos componentes nutricionales que seran ocupados en partes

reproductivas de la planta, como flores y semillas. En esta etapa se observo que
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plantas mutantes conservaban
hojas de roseta en estado
fotosintético por mas tiempo
comparado con hojas de
plantas silvestres, ya que en
estas ultimas las hojas
comenzaron a tornarse
amarillas antes que en plantas

ncbp-1d; sin embargo, como
ncbp-1d WT P g

Figura 21. Inicio de la senescencia foliar. Plantas
representativas a los 60 dias de evaluacion. Se observa  diferencia entre el estado de
que algunas hojas de roseta de plantas silvestres ya

comienzan a morir, mientras que en plantas mutantes esto  deterioro de las hojas entre
no es tan evidente.

se aprecia en la figura 21, la

mutantes y silvestres no es tan

evidente.

Como se describié en la introduccion, la senescencia foliar es un proceso
degenerativo y genéticamente controlado, que se encuentra regulado por
diversos factores internos, pero que puede ser inducido de manera prematura
debido a sefales exdgenas como déficit de luz y agua. Debido a que la
caracterizacion fenotipica del inicio de la senescencia fue realizada sélo de
manera cualitativa, se decidio investigar si un estrés que induce senescencia en
las hojas opera de manera diferente entre las plantas mutantes vs. silvestres.
Para esto, la senescencia fue inducida por oscuridad en hojas desprendidas, un
procedimiento que es comunmente usado para inducir senescencia de manera
artificial (Weaver and Amasino, 2001; Del Rio et al., 2003; Oh et al., 2003; Chrost
et al., 2004). Bajo esta condicidén, se observd que las hojas de ncbpl-d
permanecieron verdes a los 2 y 4 dias de tratamiento, mientras que hojas de
plantas silvestres presentaban amarillamiento a partir del dia 4 (véase figura 22).
Por otra parte, la evaluacion de viabilidad con Azul de Evans mostré una muerte
celular significativamente mayor para plantas silvestres a los dias 2 y 6 de
tratamiento (véase figura 22, inciso B). Estos resultados indican que en ausencia
de nCBP las células de las hojas presentan un progreso mas lento de

senescencia inducida por oscuridad.
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Figura 22. Senescencia de la hoja y muerte celular. A. Imagen de hojas tratadas bajo periodo de
oscuridad (2, 4 6 6 dias). B. Muerte celular medida espectrofotométricamente, por tincion con azul de
Evans, en hojas desprendidas de plantas mutantes y silvestres, como se describe en metodologia.
Barras de error indican SD (n=5).

Para profundizar en la respuesta a senescencia a nivel molecular, se decidiod
evaluar la expresién del gen SAG 12, que pertenece a la familia de genes SAGs
(Senescence Associated Genes, por sus siglas en inglés) que se han reportado
como estimulados en respuesta a varios eventos que inducen senescencia
(Lohman et al., 1994; Lim et al., 2007). Se ha observado que SAG 12 se induce
especificamente en la senescencia natural, lo que implica que no existe
expresion detectable del gen en hojas jovenes (Weaver and Amasino, 2001). A
partir de hojas tratadas por 2, 4 o 6 dias en oscuridad se extrajo RNA total y se
realizé una RT-PCR de punto final para ver el nivel de expresion del mensajero
de SAG 12.

Como se observa en la figura 23, en las plantas mutantes el transcrito fue
detectado desde los dos dias de tratamiento y su nivel aumenta conforme el
periodo en oscuridad incrementa. Por otra parte, el transcrito en plantas

silvestres fue detectable a partir del dia 4 de tratamiento y aumenta un poco al
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dia 6. El nivel de expresion fue mucho mayor en plantas mutantes que en
silvestres, lo que indicaria que la ausencia de la proteina nCBP induce altos
niveles de SAG 12, a pesar de que a nivel fenotipico muestra menores niveles
de senescencia y muerte celular en hojas. Como se discutira mas adelante, la
asociacion entre niveles del transcrito de SAG12 y el progreso de la senescencia,

no esta relacionada de manera directa en algunos casos.

Nivel de expresion relativo de SAG12

A
0.5-
@l ncbp-1d
@
= 0.3- B WT
o
Q
<
N
0.1
2D 4D 6D C 6D 4D 2D C
-0.1-

Figura 23. Nivel relativo del transcrito (mMRNA) del gen SAG 12, inducido por oscuridad. A.
Representacion grafica del nivel de expresion relativa del gen SAG 12. B. RT-PCR de mRNA extraido
de hojas de plantas tratadas bajo oscuridad en 2, 4 y 6 dias. Como se observa, el mensajero de SAG
12 es expresado en plantas mutantes desde los dos dias (2D) de tratamiento mientras que en plantas
silvestres es detectable hasta el dia 4 (4D) de tratamiento. Se observa que los niveles de expresién son
mayores para las plantas mutantes que para silvestres. 18S es amplificado como control constitutivo
de plantas de Arabidopsis thaliana. Barras indican el error estandar de la media (n=2).

7.3. Participacion de nCBP en respuesta a estrés osmotico

En estudios previos del laboratorio se encontré que la proteina nCBP forma un
complejo multiproteico con proteinas que desempefan una funcion en el
desarrollo de la planta bajo condiciones de estrés, y también se observo que ésta
forma granulos citoplasmaticos tipo cuerpos P o SGs (aunque su naturaleza no

ha sido bien identificada) que pueden aparecer frente a un estimulo de estrés,
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lo que podria implicar a nCBP en la regulacion de mRNAs bajo un estrés

ambiental que comprometa el desarrollo de la planta.

De esta manera se decidio averiguar el papel que puede tener la proteina nCBP
bajo condiciones de estrés osmotico y frio, para lo cual se realiz6 un analisis
previo in silico que pudiera indicarnos el cambio en el nivel de expresion del
mensajero del gen nCBP bajo una determinada condicion de estrés (ver figura
24).

Luz Oscuridad Luz

Figura 24. Analisis in silico del nivel de expresion del gen nCBP, a distintos tiempos, bajo
condiciones de estrés abioético. El analisis fue llevado a cabo en la base de Arabidopsis eFP Browser,
que contiene datos de microarreglos de germinacion de semillas. El gen nCBP (At5g18110) fue probado
bajo condiciones de estrés abidtico, en particular por frio a 4°C y por manitol a 300mM. Como se
observa, bajo condiciones de frio los niveles de expresion del mensajero no cambian con respecto a la
condicion control, mientras que en estrés osmaético los niveles aumentan desde la primera hora de
evaluacion.

Como se observa en la figura 24, bajo condiciones de estrés por frio, a 4 °C, el
nivel de expresion relativo del gen en raiz se mantiene similar a las condiciones
control (en la mayoria de los tiempos de evaluacion) aunque se muestra una
ligera disminucion del transcrito a 0.5 y 3 horas de exposicion a esa temperatura
(ver escala, a mayor intensidad del color azul menor la expresion). Por el

contrario, bajo condiciones de estrés osmotico en presencia de 300 mM de
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Manitol, el nivel de expresion de nCBP en raiz aumenta a partir de la primer hora
de evaluacion (0.23 veces en comparacion con la condicion control),
aumentando a las tres horas (0.47 veces) y llegando a un nivel maximo de 2.2
veces a las 24 horas de evaluacion (ver escala, a mayor intensidad del color rojo,
mayor el nivel de expresion). A partir de este analisis in silico, se decidié evaluar
el efecto de estrés osmatico, en el desarrollo de plantas de Arabidopsis thaliana
en ausencia de nCBP. Para lo anterior se ocuparon tres concentraciones
diferentes de manitol: 100, 200 y 300 mM, con la finalidad de que en cualquiera
de ellas pudiera observarse un fenotipo diferente entre las plantas mutantes y
silvestres. Las semillas fueron germinadas directamente en cajas con la
concentracion de manitol deseada y, después de 25 dias de crecimiento bajo
condiciones de estrés, se registré la longitud de la raiz principal y el fenotipo que

presentaron las plantulas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 25.

A Control 100mM 200mM 300mM

WT ncbp-1d WT ncbp-1d WT ncbp-1d WT ncbp-1d

Longitud

Control 100mM 200mM 300mM

Figura 25. Analisis fenotipico del desarrollo de raiz de Arabidopsis thaliana, bajo estrés
osmético. A. Fenotipo de plantulas a los 25 dias de evaluacion, después de la germinacion, en
condiciones control y con manitol a 100, 200 y 300 mM. B. Longitud final de raiz de plantulas a los 25
dias bajo condiciones de estrés. Las barras indican el error estandar de la media (n=20). Columna con
*** indican diferencia estadistica significativa con respecto a WT (P<0.001).
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Como se aprecia en la figura 25, bajo condiciones control (sin manitol) la longitud
de raiz de las plantas mutantes y silvestres es del mismo tamario. De igual forma
el fenotipo a este tiempo de evaluacion es igual entre ambas lineas. En
condiciones de estrés osmético la longitud de la raiz principal fue disminuyendo
conforme la concentracion de manitol aumentaba, para ambas lineas. Para cada
una de las concentraciones de manitol empleadas, la longitud de raiz fue menor
para ncbp-1d, comparada con las plantas silvestres. Sin embargo, so6lo bajo la
concentracion de 200mM de manitol la diferencia resultd estadisticamente

significativa.

A una concentracion de 300mM el fenotipo producto del estrés fue el mas
drastico (obsérvese figura 25, inciso A), sin embargo, la diferencia entre plantulas
mutantes y silvestres no fue significativa. Teniendo en cuenta estos resultados,
se decidio realizar una segunda y tercer réplica del estrés osmético con 200mM

de manitol para ver la reproducibilidad (figura 26).

En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos en la segunda réplica
biolégica. Se observa que bajo condiciones control ambas plantas, mutantes
ncbp-1d y silvestres, mantienen a lo largo del desarrollo una longitud similar de
raiz y un fenotipo de roseta también similar, sin diferencias apreciables. Por el
contrario, en condiciones de estrés osmoético a 200mM se observa que las
plantas mutantes presentan una longitud de raiz significativamente mas corta
que las plantas silvestres. A nivel de roseta, no se observan diferencias entre las

lineas.
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Figura 26. Analisis fenotipico del desarrollo de raiz en estrés osmotico y control. Las imagenes
de la izquierda muestran el fenotipo de plantulas a los 25 dias de evaluacién, después de la
germinacion, en condiciones control y con manitol 200 mM. Los graficos de la izquierda muestran la
longitud de raiz, a lo largo del tiempo, de plantulas bajo condiciones control y en estrés osmotico a 200
mM. Las barras indican el error estandar de la media (n=30). Columna con *** indican diferencia
estadistica significativa con respecto a WT (P<0.001).
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8. DISCUSION

8.1 Papel de nCBP en el desarrollo de Arabidopsis thaliana.

Estudios previos en el laboratorio (Hidalgo, 2007; De la Torre, 2009) mostraron
que la ausencia de la proteina nCBP, en plantas de Arabidopsis thaliana,
promueve un retraso en el tiempo de floracion; sin embargo, el analisis no
mostraba si este retraso era debido a un desarrollo tardio de la etapa vegetativa.
En el presente trabajo se amplié el analisis fenotipico de estas mutantes ncbp-
1d durante el desarrollo, descartando la posibilidad de una participacion de nCBP
en el desarrollo vegetativo (en condiciones normales de dia largo), mostrando
que ncbp-1d sélo difiere en el desarrollo reproductivo con respecto a plantas WT.
La aparicion tardia de esta etapa en plantas ncbp-1d tuvo como consecuencia
que estas desarrollaran una arquitectura inflorescente diferente comparada con
WT, arrojando diferencias estadisticamente significativas en el numero de
inflorescencias laterales, hojas caulinares y produccion de silicuas, lo cual
sugiere la presencia de alteraciones de la via autonoma de floracion que
promueve identidad de meristemos florales (De la Torre, 2009; Kobayashi and
Shimizu, 2013). Los resultados fueron repetidos en tres réplicas biologicas
independientes, la finalidad de esto fue observar la reproducibilidad de los
resultados obtenidos en la primera de ellas y asegurar que las caracteristicas
fenotipicas observadas fueran debidas a la mutacion presente en el gen nCBP y
no debido a variables ambientales que interfiriesen con el desarrollo de las

plantas.

Se ha visto que la transicion de la etapa vegetativa a la reproductiva involucra un
cambio en la expresion de genes para la reprogramaciéon del meristemo apical
(MA). ElI balance correcto en la expresion de estos genes promueve el
mantenimiento del meristemo inflorescente (Ml), o la adquisicion de la identidad
de meristemo floral (MF), determinando el patréon de ramificacion de las
inflorescencias (Benlloch et al., 2007). Esto repercute directamente en el
apropiado desarrollo reproductivo de la planta. Se conoce que los genes TFL1
(Flor Terminal 1) por un lado y AP1 (APETALA1), LFY (LEAFY)y SOC1 (genes

integradores de identidad de meristemo floral) por otro lado, regulan esta
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reprogramacion en plantas de Arabidopsis thaliana al actuar de manera
antagodnica (Ratcliffe et al., 1999). La alteracion en su expresion repercute de
manera importante en el tiempo de la floracion. La sobreexpresion de TFL1
(35S:TFL1; Ratcliffe et al., 1998) previene la transicion de Ml a MF, lo que resulta
en la extension del estado MI, la produccion de mas hojas y la proliferacion de
flores secundarias. De igual manera, se ha visto que en mutantes Ify y apl se
promueve un incremento en la extension de la etapa vegetativa (Ratcliffe et al.,
1998; Weigel et al., 1992). Por el contrario, la sobreexpresion de genes florales
como FT (Flowering locus T), el cual actua de manera contraria a TFL1, o la
sobreexpresion de AP1 6 LFY induce el desarrollo de flores terminales y fenotipo
de florecimiento temprano (Ratcliffe et al., 1998). En la mutante ncbp-1d se
observa una extensiéon de la etapa vegetativa y, como consecuencia, un inicio
tardio de la reproductiva, fenotipo que coincide con el de las mutantes ya
mencionadas. nCBP podria estar participando en la regulacion de los
mensajeros de AP1 y LFY, genes que se sabe reprimen la expresion de TFL1 al
unirse al locus de este (Ferrandiz et al., 2000; Kaufmann et al., 2010). Al afectar
la expresion de estos reguladores en ausencia del factor nCBP, podria aumentar
la expresion de TFL1, dando origen al fenotipo de retraso en floracion observado.
Esta hipotesis debe abordarse para determinar el posible rol de nCBP en la via
de floraciéon, ya que los fenotipos observados coinciden con los reportes
mencionados. Por otra parte, y acorde a analisis previos (De la Torre, 2009),
nCBP podria estar implicada en una regulacion indirecta de los factores
transcripcionales SOC1, SVP, AGL24 y/o SEP4 que actuan de manera
redundante para suprimir a TFL1 en meristemos florales emergentes, un
mecanismo indispensable para el buen funcionamiento y expresion de LFY vy
AP1 en la especificacion meristematica floral (Liu et al., 2013). Una expresion
incrementada de TFL1 reprime a genes activados por FT y FD, ambos
promotores de floracién (Hanano and Goto, 2011). Por ende, la represiéon de
TFL1 determina la arquitectura de ramificacion y el desarrollo de Arabidopsis

thaliana.

En nuestro grupo de trabajo (De la Torre, 2009) se evalud la expresion de
algunos genes que integran las vias de floracion, en especial aquellos que

forman parte de la via autébnoma. En aquel estudio se observé que en la mutante
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ncbp-1d hay mayores niveles del transcrito FLC (gen considerado como represor
general de la floracion) y disminuyen los niveles del transcrito FCA (gen que
actua como represor de la expresion del gen FLC), ademas de disminuir los
niveles de SOC1 y AP1 (genes integradores) con respecto a plantas WT. Sin
embargo, el fenotipo observado en las plantas ncbp-1d no se puede atribuir, al
menos exclusivamente, a los mayores niveles de FLC, ya que se ha visto que
este gen ademas de regular el tiempo de inicio de floracién, también esta
involucrado en el desarrollo vegetativo (Deng et al.,, 2011) afectando la
progresion de hojas juveniles a hojas adultas, o que no coincide con el fenotipo
observado. Es por ello que habria que analizar si en la mutante ncbp-1d se

encuentra afectada la expresion de TFL1.

8.2 Papel de nCBP en senescencia inducida por oscuridad

En Arabidopsis thaliana, la principal funcién de la senescencia foliar es el
reciclamiento de nutrientes y almacenamiento de energia de tejido somatico a
organos de desarrollo joven y reproductivos. Existen un sinfin de métodos
descritos para evaluar este proceso en hojas y cada uno representa un modelo
que evalua una determinada condicidbn que no necesariamente representa la
fisiologica. Se decidiod evaluar la senescencia en las mutantes ncbp-1d ya que
los fenotipos observados en desarrollo sugerian un retraso en la aparicion de
hojas senescentes, después de la floracion, en esta linea. Utilizando hojas
desprendidas, sometidas a oscuridad, por un tiempo determinado se observd
que la mutante presentaba un porcentaje menor de muerte celular, a lo largo de
la evaluacion, comparado con plantas silvestres (figura 26). Curiosamente, la
expresion de SAG12 (un gen marcador que se induce en este proceso; Noh and
Amasino, 1999a), fue mayor en las mutantes, lo que resulta contrario al fenotipo

observado.

SAG12 codifica para una cisteina-proteasa que se localiza en vacuolas
asociadas a senescencia (SAVs: Carrion et al., 2013; Noh and Amasino, 19992)
y su expresion es inducida tanto a nivel de transcrito como a nivel de proteina
por el estrés (Grbic, 2003; Gambert et al., 2006). Si bien, el mecanismo de

sefalizacion y de eventos regulatorios involucrados en la senescencia difieren
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entre hojas que permanecen en la planta y hojas desprendidas e incubadas en
oscuridad, un mecanismo en comun es la degradacién del cloroplasto por
proteinas presentes en SAVs que aumentan de expresion (Carrion et al., 2013).
Es por ello que se esperaba encontrar correlacion entre expresion de SAG12 y
senescencia. Sin embargo, hay evidencias que indican que esta correlaciéon no
siempre es directa. Algunas mutantes que permanecen verdes en oscuridad,
muestran inhibida la actividad de degradacion de cloroplastos tanto en hojas no
desprendidas como en hojas desprendidas (Thomas et al., 2002), pese a que
algunas cisteinas-proteasas son sobre-reguladas en ambos escenarios
(Buchanan-Wallaston et al., 2005; Martinez et al., 2007) y en respuesta a etileno
(Grbic, 2003).

Con respecto a etileno, se sabe también que esta hormona, junto con acido
jasmonico, regula la senescencia a través de la integraciéon de factores
transcripcionales, microRNAs y otras hormonas. El etileno representa una
hormona fundamental para el programa de desarrollo de plantas en respuesta a
estrés bidtico y abidtico y también afecta el programa de senescencia en plantas
completas y en hojas individuales (Kim et al., 2015). Su sefalizacion se lleva a
cabo mediante la inactivacidon de una cisteina proteasa de respuesta constitutiva
(CTR1) lo que, mediante una cascada de sehalizacion, activa a factores
transcripcionales responsables de la respuesta a etileno (Ju et al., 2012; Wen et
al., 2012; Kim et al., 2015). Plantas mutantes insensibles a etileno presentan
retraso en la senescencia de hoja. Por otra parte, mutantes ctr1 en Arabidopsis
(Kieber et al., 1993) no presentan senescencia precoz a pesar de tener una
sefalizacion de etileno constitutivamente activa. Este fenotipo puede ser
parcialmente debido a que las mutantes presentan un retraso en el inicio de
floracién comparado con plantas silvestres (Hall and Bleeker, 2003; Kim et al.,
2015).

Estos datos sugieren que nCBP, ademas de participar en la regulacién de la
expresion de genes que participan en floracion, probablemente interviene en la
respuesta a etileno, dando origen al fenotipo de senescencia tardia observado
para las mutantes ncbp-1d, tanto en las hojas en la planta entera como en las
desprendidas e inducidas en oscuridad pese a los niveles elevados de SAG12.

En este sentido, entre las proteinas interactoras con nCBP (Flores, 2014), se
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encontré6 RD21, una cisteina proteasa de respuesta a desecacion que se
acumula en cuerpos de reticulo y ejerce su funcion al traslocarse en el interior
de vacuolas tipo SAVs (Hayashi et al., 2001). Habria que comprobar la presencia
de nCBP en SAVs, pero su localizacidon en acumulos citoplasmaticos apoya esta
hipotesis (De la Torre, 2009).

8.3 La ausencia de nCBP afecta el desarrollo de raiz en estrés

Las plantas han logrado desarrollar diversas estrategias para contender a una
gran variedad de condiciones externas a las que se encuentran expuestas. La
mayor parte de estas involucran la modulacién de la expresion génica (a nivel
transcripcional y post-transcripcional) que, bajo diversas situaciones de estrés
bidtico o abibtico, permiten a la planta reducir el consumo de energia y sintetizar
proteinas que permitan una adecuada respuesta de adaptacion o bien, modular
mensajeros pre-existentes como una rapida via de control (Echevarria-Zomefio
et al., 2013).

En el presente trabajo observamos que el crecimiento de plantulas de
Arabidopsis thaliana, bajo condiciones de estrés osmatico inducido por manitol
a 200mM (estrés abidtico), afecta en gran medida su desarrollo, comparado con
el de plantulas crecidas en condiciones control. Los resultados mostraron que
bajo estrés osmotico, en ausencia de la proteina nCBP, la longitud de raiz
principal de las plantas es significativamente menor que en plantas silvestres.
Los datos de expresion global bajo este tipo de estrés indican que el transcrito
de nCBP aumenta su expresion por el estimulo, sugiriendo que nCBP posee una
funcion importante en modular esta respuesta, ademas se ha visto que la
proteina correspondiente ha sido detectada principalmente en botones florales y
raices (Hidalgo, 2007; de la Torre, 2009). Probablemente nCBP esté afectando
de manera directa la respuesta de las plantulas WT al regular la expresion de los
mensajeros que permiten contender en esta situacion, o bien, al interaccionar
con otras proteinas que puedan mantener una respuesta adecuada bajo el

estrés.

En estudios previos, mediante ensayos de pull-down con nCBP-GST

recombinante, se demostré6 que nCBP es capaz de interaccionar con otras
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proteinas diferentes a las que forman el complejo traduccional y, dada su
naturaleza, formar complejos proteicos involucrados en procesos de respuesta
a estrés (Flores, 2013). Se ha visto que PBP1/JAL 30 y JAL 31, dos lectinas
relacionadas a jacalinas que interaccionan con nCBP, participan en cuerpos
derivados de reticulo endoplasmico, estructuras que desempeinan una funcién
importante en la planta para contender estimulos de estrés (Matsushima et al.,
2003). En Arabidopsis thaliana estos cuerpos de reticulo endoplasmico (ERBSs)
se encuentran presentes de manera constitutiva en cotiledon, hipocotilo y raiz
de plantulas y, ausentes en hojas de roseta. Sin embargo, el dafio mecanico o el
tratamiento con acido jasmonico en este tejido inducen la formacion de estos
cuerpos, revelando su funcion en estimulos de estrés. EI componente mas
abundante de los ERBs en Arabidopsis es una [-glucosidasa llamada
PYK10/BGLU23 (Matsushima et al., 2003). Se ha visto que las JALs (en especial
PBP1) forman un gran complejo proteico junto con PYK10 (Nagano et al., 2008)
para estimular su actividad enzimatica en el proceso de degradacion de B-O-
glucdsidos, cuyo producto de hidrélisis permite contender el estrés (Nakano et
al., 2014). De manera importante, se ha visto que estos azucares son
fuertemente sobre-regulados en raices de plantas de Arabidopsis thaliana
crecidas en placas de agar y que estan expuestas a luz artificial, comparado con
raices crecidas en suelo (Hemm et al., 2004). De esta manera, el hecho de que
raices de plantas silvestres alcanzaran una longitud significativamente mas larga
que raices de plantas ncbp-1d pudo deberse a la presencia de la proteina nCBP
y su capacidad para interaccionar con las proteinas ya mencionadas,

permitiendo responder ante el estimulo externo de estrés.

Tomando en cuenta esto, seria importante abordar a nivel molecular la
regulacion de la expresion de nCBP en respuesta a estrés osmoético, asi como
dilucidar el tipo de asociaciones (granulos) citoplasmaticas que forma esta
proteina en respuesta a estrés. Esto contribuiria a entender mejor el rol de nCBP
en la planta y esclarecer las razones por las que esta clase de proteinas elF4E

esta ampliamente conservada en las plantas.
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9. CONCLUSIONES

En condiciones normales de crecimiento, la ausencia de nCBP no afecta
el desarrollo vegetativo de Arabidopsis thaliana, solo afecta el tiempo de
floracién y el paso a la etapa reproductiva. Este retraso conlleva a un
incremento significativo del numero de hojas de la roseta al bolting,

inflorescencias laterales, hojas caulinares vy silicuas.

La ausencia de nCBP retrasa la senescencia natural, y la inducida por
oscuridad medida por amarillamiento de las hojas de Arabidopsis thaliana.
Este retraso no se debe a una menor expresion del marcador de
senescencia SAG12, por el contrario, la mutante ncbp-1d muestra niveles
del mMRNA de SAG12 mayores a plantas silvestres. Acorde a esto, el
retraso de senescencia observado en ncbp-1d probablemente involucra

una via independiente de SAG12.

En presencia de estrés osmotico, el crecimiento de la raiz principal es
significativamente menor en ausencia de nCBP que en plantas silvestres,
lo que apoya la participacion de la proteina en la respuesta a este tipo de

estrés.
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10. PERSPECTIVAS

Analizar la regulacion de la expresion de la proteina nCBP en el tiempo
de floracion, senescencia y respuesta a estrés osmoético mediante
fusiones transcripcionales y/o transcripcionales-traduccionales con

proteinas reporteras.

Acorde a los fenotipos observados en los analisis de este trabajo se
sugiere explorar la via de TFL1 como una opcion alternativa a la via

auténoma de floracion que podria estar afectada en la mutante ncbp-1d.

Evaluar la expresion del gen nCBP a nivel mensajero y proteina, en
plantas crecidas en condiciones de estrés osmotico y control, para
determinar si el estimulo externo promueve una mayor expresion de la
proteina endogena en comparacién con los niveles de expresion de los

factores elF4E y elFiso4E.
Analizar la localizacion subcelular de nCBP en condiciones normales y en

presencia de estrés e identificar el tipo de granulos que forma mediante

co-localizacién con marcadores especificos de granulos citoplasmaticos.
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12. ANEXOS
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Figura S1. Tiempo de floraciéon de plantas mutantes ncbp-1d y silvestres WT, segunda réplica
biologica. A. Se observa la floracidn tardia y mayor nimero de hojas en plantas mutantes con respecto
a silvestres. B. Numero total de hojas de roseta, de plantas mutantes y silvestres, contadas en el tiempo
(después de la germinacion). Como se puede ver, plantas silvestres detienen tempranamente el
desarrollo de hojas (24-28 dias) lo que acentlda aun mas la diferencia de hojas con respecto a mutantes.
C. Porcentaje de plantas que presentan inflorescencia a través del tiempo. Las plantas fueron crecidas
simultaneamente bajo condiciones de dia largo. Las barras indican el error estandar de la media (n=21).

*kk

Columnas con

indican diferencia estadistica significativa con respecto a WT (P<0.001).
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Figura S2. Tiempo de floracion de plantas mutantes ncbp-1d y silvestres WT, tercer réplica
biolégica. A. Se observa floracion tardia en plantas mutantes con respecto a silvestres. B. Numero
total de hojas de roseta, de plantas mutantes y silvestres, contadas en el tiempo (después de la
germinacién). Como se puede ver, plantas silvestres detienen tempranamente el desarrollo de hojas
(32-36 dias), mientras que plantas mutantes lo hacen aproximadamente 10 dias después (40-42 dias).
B. Porcentaje de plantas que presentan inflorescencia a través del tiempo. Las plantas fueron crecidas
simultaneamente bajo condiciones de dia largo. Las barras indican el error estandar de la media (n=21).
Columnas con *** indican diferencia estadistica significativa con respecto a WT (P<0.001).
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Figura S3. Deteccion de diferencias fenotipicas entre plantas mutantes y silvestres, de la
segunda y tercer replica biolégica, durante la fase reproductiva. A1, B1 y C1 corresponden a
caracteristicas observadas en la segunda replica bioldgica. A2, B2 y C2 corresponden a datos obtenidos
en la tercer replica bioldgica. Barras indican el error estandar de la media (n=21). Columnas con ***
indican diferencia estadistica significativa con respecto a WT (P<0.001).
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